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RESUMEN

La neuroinflamacion o inflamacion del sistema nervioso, es una respuesta fisiolégica
desencadenada por la presencia de estimulos dafiinos, como las infecciones y dafo en los
tejidos. Si bien esta respuesta puede tener efectos beneficiosos y perjudiciales, generalmente se
asocia a un dano irreversible del tejido nervioso que es altamente dependiente del contexto, la
intensidad y la duraciéon de la respuesta. La neuroinflamacion se ha asociado con efectos
perjudiciales en patologias neurodegenerativas, sin embargo, los efectos negativos de esta
respuesta son mas evidentes frente a un dafio fisico al sistema nervioso, donde la
neuroinflamacion es responsable de la propagacion del dafio y del aumento de la pérdida
irreversible del tejido nervioso. Esto pone en evidencia la relevancia del estudio de los
mecanismos precisos que subyacen al desarrollo de las respuestas neuroinflamatorias, con el
fin de desarrollar estrategias terapéuticas que nos permitan regular de manera precisa estos

procesos frente a diferentes contextos de inflamacion.

Los inmunorreceptores han ganado importancia como actores fundamentales en la regulacion
de las respuestas inflamatorias debido a su amplia variedad de efectos que ejercen sobre las
células del sistema inmune. Esto genera una oportunidad para la regulacion precisa de las
respuestas inflamatorias a través de la modulacién de la actividad de estos receptores. Uno de
los receptores que ha sido involucrado en numerosas patologias del sistema nervioso que tienen
un componente importante de neuroinflamacion es CD200R1, el cual es activado por el ligando
CD200. El receptor CD200R1 es expresado por las principales células encargadas de llevar a
cabo las respuestas neuroinflamatorias, entre ellas la microglia, macréfagos, neutrdfilos y
linfocitos. La activacion de CD200R1 por parte del ligando CD200 genera una cascada de
sefalizacion intracelular que inhibe la producciéon de mediadores pro-inflamatorios, por lo que se
considera que tiene un efecto anti-inflamatorio. Previamente, en nuestro grupo de investigacion
demostramos que la modulacion del receptor CD200R1 genera alteraciones en la respuesta
inflamatoria luego de una lesion de médula espinal y tiene un impacto en la recuperacion de las

funciones locomotoras.

Por lo tanto, en el presente trabajo nos planteamos profundizar en los mecanismos por los cuales
la interaccion CD200-CD200R1 modula las respuestas neuroinflamatorias en diferentes

contextos de inflamacion, por medio de la utilizacion de diferentes modelos experimentales, con



el fin de desarrollar estrategias terapéuticas basadas en la modulacion de la interaccién para la
regulacion precisa de la neuroinflamacion. Con este fin estudiamos el rol de CD200-CD200R1
en la neuroinflamacion en condiciones de lesion del sistema nervioso periférico (SNP), lesién del
sistema nervioso central (SNC), y de inflamacion sistémica. En primer lugar, evidenciamos el rol
de CD200-CD200R1 luego de una lesidon de nervio ciatico. Al impedir la interaccion entre CD200
y CD200R1 por medio de la administracién de un anticuerpo bloqueante de CD200R1, la
recuperacion funcional empeoro, evidenciando un rol beneficioso de la activacion de CD200R1
en este modelo de lesién al SNP. Sorprendentemente, el bloqueo de CD200R1 generd un

ambiente menos pro-inflamatorio a nivel local.

Utilizando un modelo transgénico de ratones CD200R1 knock-out, profundizamos en los
mecanismos de la inflamacion luego de una lesién de médula espinal, tanto a nivel local en el
sitio de la lesion, como en los 6rganos periféricos que participan en el desarrollo de esta
respuesta inflamatoria. A pesar de que observamos que la ausencia del receptor de manera
constitutiva no tiene un efecto sobre la recuperacion de las funciones locomotoras, si tiene un
efecto sobre la respuesta inflamatoria. Estas alteraciones las observamos tanto a nivel local en
el sitio de lesion, como a nivel del bazo, el cual es una fuente de células inmunes que migran a
la médula lesionada. Por lo tanto, de esta manera relacionamos el rol de CD200R1 en la
neuroinflamacion local con la respuesta que se inicia fuera del SNC. Con el fin de profundizar en
estos mecanismos que relacionan la neuroinflamacion con la respuesta periférica, analizamos el
efecto de la ausencia de CD200R1 en los ratones knock-out en un contexto de inflamacion
sistémica por medio de la administracién de lipopolisacarido intraperitoneal, que genera una
respuesta inflamatoria a nivel de todo el organismo que es transmitida al SNC. Observamos
importantes alteraciones comportamentales que se asocian a importantes cambios en SNC, asi
como también un marcado efecto a nivel del bazo en los ratones CD200R1-KO frente a este

estimulo.

Finalmente, avanzamos en el desarrollo de estrategias terapéuticas basadas en la modulacion
de la interaccion CD200-CD200R1 para la regulacion de la neuroinflamacion, particularmente en
el contexto de una lesion traumatica de médula espinal. Disefiamos y evaluamos el efecto de
una nueva proteina recombinante sobre la activacion del receptor CD200R1, asi como también
profundizamos en la ventana terapéutica optima para actuar luego de una lesién de médula

espinal y promover una mejora en la recuperacion funcional.
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INTRODUCCION

Neuroinflamacion

Inflamacioén en el sistema nervioso

La inflamacion es una respuesta adaptativa desencadenada por la presencia de estimulos
danfinos, como pueden ser las infecciones y dafio en los tejidos'. Cualquiera sea la causa de la
respuesta inflamatoria, su "propdsito” es eliminar o secuestrar la fuente de la alteracion, permitir
que el organismo se adapte a las condiciones anormales y, en ultima instancia, restaurar la
funcionalidad y la homeostasis del tejido. Una respuesta inflamatoria generalmente es
considerada beneficiosa cuando es controlada, como en el caso de una infeccién que es atacada,
pero también puede ser dafina si esta respuesta es desmesurada y lleva a condiciones extremas
como el shock séptico causando una falla a nivel sistémico?. La inflamacion puede ocurrir de dos
formas: aguda, que dura de segundos a horas y generalmente es beneficiosa, y crénica, que

consiste en una respuesta sostenida en el tiempo que puede generar un importante dafio tisular®.

Al igual que en el resto del cuerpo, la inflamacion en el sistema nervioso, o neuroinflamacion,
tiene aspectos positivos y negativos dependiendo de la intensidad y duracion del proceso
inflamatorio, esquematizados en la Figura 1. Un claro ejemplo beneficioso de la interaccion entre
el sistema inmune y el sistema nervioso es durante el desarrollo normal del sistema nervioso, en
el cual la poda de sinapsis por las células del sistema inmune permite el remodelamiento del
tejido nervioso, asi como también la memoria y aprendizaje. Como se vera mas adelante, el
sistema nervioso central (SNC) es capaz de detectar la actividad del sistema inmune a nivel
periférico, es decir por fuera del SNC. Esta activacion del sistema inmune se transmite al SNC a
través de varias vias neurales y humorales, propagando la sefal inflamatoria hacia areas clave
del SNC, donde es interpretado por las células presentes en el tejido nervioso*~’. De esta manera
se establece una comunicacion funcional entre el sistema inmune y el sistema nervioso,
fundamental para inducir un comportamiento de enfermedad caracteristico. Estos cambios de
comportamiento son necesarios para reasignar los recursos del huésped y combatir la

infeccion®®. Si esta respuesta es impedida, se observa un aumento en la morbilidad y
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mortalidad™. Por lo tanto, esta respuesta es beneficiosa para el organismo cuando se controla y

resuelve adecuadamente.

Por otro lado, la neuroinflamacion “patoldgica” es altamente destructiva y se asocia con la
activacion de la glia del SNC con una produccion significativa de citoquinas y quimioquinas,
infiltracion de células inmunitarias periféricas, edema, aumento de la permeabilidad y ruptura de
la barrera hematoencefalica'"'2. Quizas la neuroinflamacion patolégica méas evidente es luego
de un dafno al sistema nervioso, ya sea por una lesién, una infeccién o un evento isquémico. Los
tejidos fuera del SNC tienen una alta capacidad de regeneracion que les permite volver a la
homeostasis luego de una alteracién del tejido. Por lo tanto, los procesos inflamatorios agudos
intensos no representan un peligro a la integridad del tejido, sino que por lo general son
beneficiosos para eliminar la fuente de alteracion rapidamente y permitir la restauracion de la
homeostasis. Por el contrario, dado que el sistema nervioso tiene una capacidad muy limitada de
regeneracion luego de un dano, un proceso inflamatorio exacerbado que propague el area de
dano puede ser detrimental. En el SNC, una vez que el tejido es danado, su regeneracion es
muy restringida y por lo tanto resulta imposible recuperar la organizacion tisular original y la
homeostasis'. Las fases agudas y cronicas de esta respuesta tienen un impacto notable en la
fisiologia del tejido, incluida la falla en la funcionalidad causada por la pérdida de mielina y la

fragmentacion axonal.

La neuroinflamacion se ha asociado también negativamente con numerosas patologias

14,15

neurodegenerativas, como en la enfermedad de Alzheimer y de Parkinson'®, esclerosis

718 y esclerosis lateral amiotréfica', entre otras. A su vez, se ha planteado que el

multiple
proceso de envejecimiento normal suele ir acompafado de una neuroinflamacion basal, en bajos
niveles, pero de manera cronica con un aumento progresivo con la edad®®?'. Esta
neuroinflamacion asociada al envejecimiento genera una alteracion en la comunicacién normal
entre el sistema inmune y el tejido nervioso. Esto promueve una amplificacion y prolongacion de
eventos agudos inflamatorios, generando respuestas exacerbadas frente a estimulos leves, lo
que lleva al desarrollo de déficits cognitivos y conductuales que no se detectan en adultos
sanos®’. Ademas de la asociacion con enfermedades neurodegenerativas y el envejecimiento,

se ha asociado la neuroinflamacién con diversas patologias psiquiatricas como la depresion?2*

y desordenes del espectro autista®>2.

Como fue planteado previamente, si bien la
neuroinflamacion derivada de la comunicacion entre el sistema inmune y el SNC es beneficiosa,

ciertas circunstancias pueden alterar este equilibrio. Un claro ejemplo de esto es la respuesta a

12



estresores crénicos o traumaticos, que promueven un perfil neuroinflamatorio exacerbado. Esto
es relevante porque la evidencia clinica sugiere que las personas expuestas a estrés cronico

muestran una desregulacién cognitiva y emocional persistente que contribuye al deterioro de la

salud mental y de la calidad de vida®"?2,

Estas asociaciones representan ejemplos de los procesos neuroinflamatorios cronicos que
contribuyen al dafio tisular, progresivos y cada vez mas destructivos a medida que aumenta la
edad.

Figura 1. Aspectos positivos y negativos de la neuroinflamacion. La intensidad y duracion de la
inflamacion son los principales factores determinantes de los aspectos beneficiosos y/o destructivas para
el sistema nervioso central. Del lado izquierdo se muestran ejemplos de respuestas inflamatorias breves y
controladas, que generalmente se consideran beneficiosas para el organismo. Por ejemplo, las sefiales
inmunolégicas al cerebro después de una infeccion conducen a la posterior reorganizaciéon de las
prioridades del huésped y a la induccién de comportamientos de enfermedad. Ademas, existe un papel
importante de las citoquinas IL-1 e IL-4 en el aprendizaje y la memoria. El precondicionamiento proporciona
un método para entrenar al sistema inmunoldgico innato hacia un fenotipo mas neuroprotector. Por el
contrario, en el lado derecho se muestran diversas respuestas inflamatorias perjudiciales y dafinas para
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el tejido nervioso. La inflamacién crénica e incontrolada se caracteriza por un aumento en la produccion
de citoquinas (IL-1 y TNF), especies reactivas de oxigeno (ROS) y otros mediadores inflamatorios. Estos
componentes inflamatorios son evidentes después de un trauma en el sistema nervioso central y van
acompanados de un reclutamiento de macrofagos y neutrofilos periféricos hacia el lugar de la lesion. La
inflamacién transitoria después del estrés repetido de derrota social también conduce al reclutamiento de
monocitos y macrofagos y causa ansiedad y depresion. Ademas, una respuesta inflamatoria crénica
durante el envejecimiento conduce a una plasticidad neuronal reducida y a trastornos cognitivos. Un mayor
grado de inflamacién crénica es altamente perjudicial para el sistema nervioso y es caracteristico de
enfermedades neurodegenerativas. Imagen adaptada de Di Sabato et al., 2016 2.

En su conjunto, estas observaciones revelan la compleja naturaleza de los procesos inflamatorios
y como los resultados positivos o negativos sobre los organismos son altamente dependientes
del contexto, la intensidad y la duracién. Se ha destinado un gran esfuerzo a comprender en
detalle cuales son los mecanismos que determinan los efectos de la neuroinflamacién en los
diferentes contextos. A pesar de que se han identificado numerosos actores como fundamentales
en los procesos de neuroinflamacion, destaca un tipo celular presente en el SNC como un factor

comun en todas las situaciones de neuroinflamacion: la microglia.

Microglia

La microglia corresponde a una poblacién del sistema inmune innato residente en el SNC,
comunmente asociada con el paralelismo de los “macréfagos del SNC” debido a sus funciones
similares, a pesar de tener origenes embrionarios diferentes. En general, la microglia constituye
el 10% de la poblacion del sistema nervioso central. La microglia se desarrolla temprano en la
embriogénesis a partir de células precursoras mieloides en el saco vitelino y migra hacia el
sistema nervioso central®®. La microglia son células de larga vida que tienen una renovacion
limitada, manteniendo su poblacién en el tejido nervioso por autorrenovacion, con poca
contribucién de células sanguineas®. Esta baja tasa de renovacion las hace susceptibles a los

potenciales efectos proinflamatorios de la edad, la lesion o el estrés.

La razon por la cual se ha planteado a la microglia como un actor fundamental en la base de
todos los procesos neuroinflamatorios es debido a que en condiciones normales de homeostasis,
donde la integridad de la barrera hematoencefalica no se ve comprometida, la microglia es el
unico tipo celular del sistema inmune presente en el parénquima del SNC. Asi, la microglia

desempefia un papel central en la iniciacién y coordinacion de los principales procesos
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inflamatorios que ocurren en el tejido nervioso, siendo, por ende, uno de los actores clave en las
consecuencias de la neuroinflamaciéon. En muchos contextos de neuroinflamacion, como en las
lesiones del SNC, donde se ve comprometida la integridad de la barrera hematoencefalica,
diversas células del sistema inmune invaden el tejido nervioso, como se describira con mayor
detalle posteriormente. Aunque en estas condiciones, la microglia no es la unica responsable de
las consecuencias de la inflamacién en el tejido nervioso, sigue siendo de gran relevancia. Esto
se debe a que la microglia, al ser el tipo celular inmunitario presente en el tejido en el momento

de la lesion, desempefia un papel crucial en reclutar a otras células del sistema inmune.

Historicamente, se considerd que la microglia en homeostasis se encontraba en un estado de
“reposo”, sin tener una funcién especifica a la espera de un estimulo inflamatorio que convierta
a la microglia a un estado “activado”, el cual se asociaba a funciones en respuesta a este
estimulo®'. Sin embargo, durante la década del 2000, varios estudios utilizando microscopia de
dos fotones in vivo, evidenciaron que la microglia en ausencia de un estimulo inflamatorio en

d®3% y una variedad de funciones que

condiciones fisiologicas presenta una gran movilida
contribuyen al mantenimiento de la homeostasis y el correcto funcionamiento del tejido nervioso.
Esta poblacién celular se encuentra constantemente inspeccionando el microambiente a su
alrededor, recibiendo una variedad de sefiales que son integradas para detectar cambios en el
pH, ATP, citoquinas y quimioquinas, aminoacidos y compuestos inorganicos®. Dentro de las
principales funciones de la microglia en condiciones normales se encuentra la remocién de
detritos celulares y cuerpos apoptéticos sin generar una respuesta pro-inflamatoria®, la
eliminacion y maduracion de sinapsis durante el desarrollo y en adultos, promoviendo asi el
refinamiento de los circuitos®® y participando en los procesos de aprendizaje y memoria®’. Esto
ha llevado a considerar el desuso del término “reposo” para referirse al estado de la microglia en
condiciones fisiolégicas normales, por lo que se ha sugerido el uso del término “homeostatico”

para referirse al fenotipo de la microglia en condiciones normales.

Frente a un estimulo inflamatorio, como pueden ser los patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs) o a dafio tisular (DAMPs), la microglia experimenta una transformacion de
un estado homeostatico a una variedad de fenotipos que se caracterizan por un aumento en la
fagocitosis y un aumento en la expresion de receptores, citoquinas, quimiocinas y otras
moléculas relacionadas con la respuesta inflamatoria necesarias para monitorear y comunicar el
estado de alerta a otras células. En casos de neuroinflamacion crénica, estas células pueden

permanecer activas durante periodos prolongados, liberando cantidades significativas de
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citoquinas y moléculas neurotéxicas que contribuyen a la neurodegeneracion a largo plazo. Esta
activacion de la microglia en presencia de procesos neuroinflamatorios, promueve cambios en
su forma, experimentando una transicion morfolégica y funcional desde un estado ramificado a
uno redondeado, por medio de la retraccion de sus procesos celulares. Estas células se vuelven

hipertroficas y ameboides, aumentando su capacidad fagocitica®®*°

. Inclusive, luego de un
estimulo inflamatorio resulta dificil distinguir entre la microglia activada y los macréfagos
infiltrantes en el tejido debido a que presentan la misma morfologia en estas condiciones y ambos
expresan los marcadores comunmente utilizados, como Iba-1 (lonized calcium binding adaptor
molecule-1) y CD11b*°. En condiciones normales, en ausencia de dafio, el marcador Iba-1 se
emplea rutinariamente para identificar células microgliales en el SNC, ya que estas células son
las Unicas que expresan esta proteina en la superficie en condiciones de homeostasis y pueden
diferenciarse de los macréfagos perivasculares debido a su morfologia ramificada*'. Los
macrofagos infiltrantes también expresan Iba-1 en su superficie, pero normalmente no se
encuentran en el tejido nervioso parenquimatoso en ausencia de neuroinflamacion. Debido a que
ambos tipos celulares expresan Iba-1 y no se pueden distinguir, se les suele denominar

conjuntamente como macréfagos/microglia®.

Heterogeneidad de microglia/macrofagos

Como fue mencionado previamente, la microglia y los macréfagos presentan numerosas
similitudes, tanto funcionales como morfoldgicas, lo que histéricamente ha llevado a trasladar
muchos conceptos y clasificaciones utilizadas para macrofagos a la microglia. Los macrofagos
son células heterogéneas con una gran plasticidad funcional (Figura 2). Se ha planteado que los
macrofagos pueden clasificarse funcionalmente en dos grandes categorias: los macrofagos M1
0 M2*2%3_ Los macrofagos M1 de activacion clasica, son macréfagos efectores estimulados por
el interferén y el factor de necrosis tumoral, producen una respuesta inmunitaria agresiva,
produciendo citoquinas pro-inflamatorias, especies reactivas de oxigeno y o&xido nitrico,
contribuyendo asi a la inflamacion y dafio tisular. En contraste, los macréfagos M2 o de activacion
alternativa, producen factores anti-inflamatorios y tienen una capacidad reducida para generar
moléculas pro-inflamatorias, contribuyendo asi a la cicatrizacion de heridas y remodelacion
tisular. Los macrofagos tienen la capacidad de cambiar de un fenotipo a otro, inducido por

factores presentes en el microambiente inflamatorio después de una lesién o infeccion®.
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Esta clasificacion binaria de los macrofagos en M1 o M2 ha sido extensamente discutida en la
ultima década, ya que se ha planteado que la plasticidad fenotipica de los macréfagos constituye
un espectro de estadios funcionales*. Por lo tanto, se ha sugerido que se deben ampliar para
incluir subgrupos dentro de la clasificacion binaria en M1 o M2. La definicion de polarizacion de
los macrofagos en M1 y M2 deriva de la era pre-gendmica, cuando pocos marcadores estaban
disponibles para establecer diferencias y similitudes en las respuestas de los macréfagos frente
a diferentes estimulos. Actualmente, debido a la extensa informacién proveniente de analisis
genomicos, transcriptémicos y protedmicos, se evidencia un panorama mucho mas complejo del
planteado originalmente. A pesar de que es importante tener presente que la polarizacion de los
macrofagos es un espectro mas que una categorizacion rigida, la clasificacion en M1/M2 permite
generar un marco conceptual para comprender la heterogeneidad de los macréfagos y sus

funciones, por lo que se continda utilizando actualmente.

Figura 2. Visién clasica de los estados de “activacion” de la microglia y macrofagos frente a un
estimulo inflamatorio. El fenotipo M1 se caracteriza por la expresion de proteinas como IL-18, TNF, IL-
6, NOS2, IL-12p40 y NOX2. Las vias moleculares que regulan el fenotipo M1 incluyen el factor de
transcripcion y activador de la sefializacion 1 (STAT1), el factor regulador de interferén (IRF)-3/5, el factor
nuclear-kB (NF-kB), p50/p65 y la microARN (miR)-155. Las células del tipo M1 liberan factores pro-
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inflamatorios 'y radicales libres que promueven la neuroinflamacion, el estrés oxidativo y la
neurodegeneracion. En respuesta a sefiales anti-inflamatorias y neurotrdficas, la microglia y los
macrofagos pueden polarizarse hacia un fenotipo M2, caracterizado por la expresion de proteinas como
CD206, CD163, arginasa-1, FCyR, Ym1, IL-10 y TGF. Las vias moleculares que regulan las transiciones
fenotipicas del tipo M2 incluyen STAT6/3, IRF-4/7, NF-kB p50/p50, Nrf2 y miR-124. La microglia y los
macrofagos del tipo M2 liberan factores anti-inflamatorios y tréficos que participan en la resolucion de la
inflamacion. Tienen una mayor actividad fagocitica y promueven la reparacion mediante la modulacion de
la neurogénesis, la regeneracion axonal, la plasticidad sinaptica y la angiogénesis. La microglia y los
macrofagos presentan una marcada plasticidad y pueden cambiar entre ambos fenotipos. Imagen
adaptada de Simon et al., 2017 8.

De manera similar, la microglia “activada” ha sido clasificada analogamente en un fenotipo
parecido al M1 de los macrofagos o de “activacion clasica”, considerado pro-inflamatorio y
neurotoxico, o en el fenotipo parecido al M2 o de “activacion alternativa”, considerado anti-
inflamatorio y neuroprotector (Figura 2). En la ultima década, con la llegada de tecnologias como
la secuenciacion de célula unica, varios estudios evidenciaron que las respuestas de la microglia
son mas complejas que simplemente "M1" y "M2", y que muchas veces no se polarizan hacia
ninguna de estas categorias, ya que a menudo expresan marcadores tanto de M1 como de
M2%547 Esto ha llevado a reconsiderar la clasificacion dual de los estados de la microglia,
teniendo en cuenta diferentes enfoques metodoldgicos a la hora de determinar los fenotipos
microgliales (Figura 3). Considerando que la microglia posee un complejo "detectoma" (o
“sensome” en inglés) que consiste en una amplia gama de receptores en su superficie que les
permiten detectar cambios en su entorno, se ha planteado que los estados o fenotipos
microgliales son dinamicos y son el resultado de la integracion de todas las sefales que recibe
la microglia en determinado momento. Por lo tanto, se han planteado numerosos fenotipos o
estados microgliales que son fuertemente dependientes del contexto en el cual se encuentran, a
la vez que no son estéaticos, sino que pueden ir cambiando de un estado a otro*®. Dentro de los
estados mas relevantes que han sido estudiados se encuentra el fenotipo de microglia asociado
a enfermedades (DAM), la cual fue propuesta originalmente en la enfermedad de Alzheimer®.
Otros estados microgliales relevantes que se han planteado es el fenotipo microglial
neurodegenerativo (MGnD*°), la microglia de acumulacion de gotas lipidicas (LDAM®"), microglia
asociada a gliomas (GAM®?), microglia asociada a la sustancia blanca (WAM®), microglia
asociada a tractos axonales (ATM>*) y microglia asociada a regiones proliferativas (PAM®), entre
otras. Estos estudios, colocan en evidencia la riqueza de fenotipos microgliales presentes en

diferentes contextos, alejando cada vez mas la vision clasica de M1-M2, hacia una vision mas
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integradora que permita explicar en mayor detalle la plasticidad fenotipica de esta poblacion

celular.

Figura 3. Vision actualizada sobre la clasificacion de los fenotipos microgliales. Histéricamente, la
microglia ha sido tradicionalmente enmarcada en una categorizacion rigida dicotémica en “M1” o “M2”, que
no se ajusta a la realidad de lo observado con las tecnologias mas recientes. La visién actual sugiere la
integracion datos epigenéticos, transcriptémicos, metabolomicos y proteémicos para explicar con mayor
detalle la gama de fenotipos microgliales observados en diferentes contextos. Imagen adaptada de
Paolicelli et al., 2022 8,

Esta plasticidad fenotipica de la microglia/macrofagos en diferentes contextos inflamatorios
presenta una oportunidad para el desarrollo de estrategias terapéuticas que permitan regular las
respuestas inflamatorias a partir de la modulacién del fenotipo de los principales actores
relevantes en el desarrollo de la respuesta. Cada vez mas se estan destinando esfuerzos a
desarrollar estrategias que se basen en la modulacion de la respuesta inflamatoria en lugar de
promover la atenuacion del sistema inmune en general. Este concepto se hizo mas evidente con
los ensayos clinicos de la metilprednisolona, un glucocorticoide con una potente capacidad de
inmunosupresion, la cual constituyé el primer tratamiento aprobado para el uso en humanos
luego de una lesién de médula espinal. Este tratamiento demostrd ser efectivo en modelos
preclinicos en animales, ya que se observaron mejoras en la recuperacion funcional luego de

%57 Cuando fue evaluado en humanos, la inmunosupresién con

este tratamiento
metilprednisolona fallé6 en demostrar una mejora significativa en la recuperacion de funciones

luego de la lesion®. Inclusive, demostrd ser contraproducente en muchos casos, ya que la

19



inmunosupresion llevé a un aumento del riesgo de infecciones en personas traumatizadas,
generando importantes complicaciones. A pesar de que se han planteado usos alternativos con
posible efecto beneficioso sin generar complicaciones en humanos®®, el uso de este tratamiento
evidencié un concepto muy importante a la hora de considerar el desarrollo de posibles
estrategias terapéuticas que tengan como base la modulacion de la respuesta inflamatoria luego

de una lesion de médula espinal.

Figura 4. Mecanismos de control microglial. Cuatro tipos principales de mecanismos de control modulan
el fenotipo microglial y regulan la actividad de la microglia en condiciones fisiolégicas. (A) barreras fisicas
que separan el sistema nervioso central de las células inmunes circulantes y sus sefiales, entre las que se
incluyen la barrera hematoencefalica, el plexo coroideo y las meninges. (B) factores solubles regulan la
capacidad de respuesta de la microglia. Estos comprenden neurotransmisores y citoquinas presentes en
el tejido nervioso en estado estacionario o secretados luego de una alteracion a la homeostasis. (C) las
interacciones célula-célula, entre las que se encuentran CX3CL1-CX3CR1, CD47-SIRPa, CD22-CD45 y
CD200-CD200R, promueven una variedad de sefiales intracelulares que permiten la regulacion de la
diversidad de fenotipos microgliales. (D) los factores de transcripcion especificos de la microglia y los
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reguladores de la cromatina promueven la expresion de factores que modulan la respuesta inmune y
restringen las respuestas a estimulos inmunolégicos. Mientras que algunos mecanismos de control estan
activos de manera continua y ubicua en todo el CNS, otros son especificos de areas (diversidad regional)
0 se inducen sélo cuando se desvia el estado de homeostasis. Imagen adaptada de Deczkowska et al.,
2018 %0,

A su vez, la visién de los fenotipos de los principales actores celulares de la respuesta
inflamatoria como un espectro de variaciones, se encuentra en la base de lo planteado
previamente sobre la naturaleza dual de la neuroinflamacion, donde se observan tanto aspectos
beneficiosos como perjudiciales que dependen fuertemente del contexto. Esto plantea la
necesidad de una modulacion terapéutica cuidadosamente equilibrada, con un enfoque de
precision que promueva la disminucion de los efectos dafiinos de la respuesta neuroinflamatoria.
Es por este concepto, asi como también por lo planteado previamente, que cada vez mas se
estan destinando esfuerzos en comprender los mecanismos que subyacen a los procesos
inflamatorios en el sistema nervioso en los diferentes contextos, con el fin de desarrollar
estrategias terapéuticas que busquen la modulacion de la respuesta inflamatoria de manera mas

precisa.

La modulacién de la respuesta inflamatoria puede ocurrir en diferentes niveles, modificando los
numerosos factores que determinan el fenotipo de las células inmunes y que por lo tanto
determinan el tipo y magnitud de la respuesta inflamatoria. Los principales factores determinantes
del fenotipo celular son la compartimentalizacion de los tejidos inmunolégicamente separados,
factores solubles, factores intracelulares intrinsecos e interacciones célula-célula (Figura 4)%°.
Potencialmente, cualquiera de estos factores representa una oportunidad terapéutica, ya que la
modificacion de éstos va a determinar variaciones en el fenotipo celular y por lo tanto en la
respuesta inflamatoria. En el contexto de la modulacién de las interacciones célula-célula, en los
ultimos afos se ha destacado a los inmunorreceptores como posibles dianas para el control y la

modulacion de la respuesta inflamatoria.
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Inmunorreceptores como moduladores de la neuroinflamacion

Los inmunorreceptores son moléculas que pueden hallarse en la superficie o el interior de las
células del sistema inmune, asi como también en forma soluble. Son componentes clave en la
deteccién y eliminacion de patégenos, asi como en la respuesta frente al dafio tisular. Estos
receptores especializados permiten al sistema inmunolégico reconocer y responder de manera
especifica a los peligros que amenazan la integridad del organismo. En el contexto de la
neuroinflamaciéon, son numerosos los inmunorreceptores que han sido implicados como
reguladores del fenotipo microglial (Figura 5). Entre ellos se encuentran CX3CR15'%2 CD45%,
SIRPa®, CD200R%, TREM-2°%¢ y |as familias de Siglec® y CD300 %®%°. La activacion de SIRPa
(también llamado CD172a) se ha relacionado con la inhibicion de las actividades celulares,

70,71

incluyendo la disminucién de la produccion de citoquinas™ "', reduccion de la adhesiéon de

monocitos a la matriz extracelular’?, reduccién de la fagocitosis’"">7°

y detencion de la
maduracién de las células dendriticas’". La interaccion entre el receptor SIRP-a y su ligando
CD47 ha adquirido relevancia en el contexto de la neuroinflamacion en las ultimas décadas,
principalmente debido a su rol en la regulacion de la fagocitosis. Este receptor es expresado por
una variedad de células mieloides, entre ellas la microglia y macréfagos’™. La interaccion de
SIRP-a con CD47, desencadena sefales inhibitorias que evitan la fagocitosis no deseada de
células sanas™’®. En el contexto de la neuroinflamacion, se ha observado un aumento en la
expresion de CD47 en las células del sistema nervioso central afectadas por lesiones o
enfermedades. Este incremento tiene un impacto significativo en la interaccion entre las células
inmunoldgicas y las neuronales, ya que el aumento de CD47 puede inhibir la eliminacion
adecuada de células danadas, lo cual conduce a la persistencia de la inflamacion y la

acumulacion de desechos celulares en el cerebro.
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Figura 5. Influencias inhibitorias neuronales sobre la microglia. Las neuronas inhiben a la microglia
de varias maneras: las influencias inhibitorias dependientes de la interaccion célula-célula se muestran en
violeta; las citoquinas solubles o las moléculas de adhesion y sus receptores se muestran en celeste, y los
inhibidores solubles asociados a la neurotransmision y sus receptores se muestran en naranja. Imagen
adaptada de Ransohoff & Cardona 2010 7".

Otro inmunorreceptor que ha despertado un gran interés es TREM2 debido a su vinculacion con
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer’® o de Parkinson’®. Se ha

asociado la activacion de TREM2 con la promocion de la fagocitosis®®##!

, la produccién de
factores anti-inflamatorios y la regulacion del metabolismo lipidico en las células microgliales®’.
Similarmente, otra familia de receptores que ha adquirido relevancia es la familia de CD300, y en
particular en nuestro grupo de investigacion se han desarrollado numerosos estudios vinculando
al receptor CD300f con diferentes patologias en contextos neuroinflamatorios como ser luego de
un trauma encefalico®®, luego de una lesién de nervio ciatico®, la depresion y ansiedad®®®?,
enfermedad de Alzheimer®* y con el envejecimiento del sistema nervioso. El receptor CD300f es

expresado por células del sistema inmune, entre ellas la microglia y macréfagos, y se ha
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demostrado que la activacion de este receptor inhibe la produccion de mediadores pro-
inflamatorios®*®®. La importancia de CD300f, asi como de los otros inmunorreceptores detallados
previamente radica en su potencial como blanco terapéutico debido a sus roles en la regulacion

de las respuestas inmunes.

El inmunoreceptor CD200R1 y su ligando CD200

Familia del receptor CD200R

La familia de receptores CD200R comprende un grupo de glicoproteinas que desempefian un
papel crucial en la regulacion de las respuestas inmunitarias y en el mantenimiento de la

homeostasis inmunoldgica®”’. Los miembros de la familia CD200R se expresan

88-91 91-95

predominantemente en células mieloides, como macréfagos®™™", microglia , Células

8993 asi como también en subconjuntos de linfocitos, incluyendo

dendriticas® y granulocitos
células asesinas naturales (NK) y linfocitos B y T8, A su vez, se ha reportado la expresion de
estos receptores en algunos subtipos de astrocitos y oligodendrocitos en el SNC%%91%°  gys
patrones de expresion pueden variar segun el tipo celular y el estado de diferenciacion. En
humanos, esta familia estd compuesta por dos isoformas de membrana celular y dos isoformas
solubles®”, mientras que en ratones, la familia de CD200R esta compuesta por cinco isoformas
de membrana %', De las isoformas estudiadas, CD200R1 es la mas caracterizada, ya que se

ha demostrado que en ratones, es la que presenta mayor afinidad con el ligando CD200'%

, que
se describira mas adelante. Tras la activacion de CD200R1, se desencadena una cascada de
sefializacién que culmina en la inhibicion de la produccién de factores pro-inflamatorios, y por lo
tanto se considera que el receptor CD200R1 tiene accién anti-inflamatoria. Ademas de CD200R1,
la familia de receptores CD200R en ratones incluye el CD200R2, CD200R3, CD200R4 vy
CD200R5, los cuales comparten similitudes estructurales con CD200R1'%"'% Mientras se ha
planteado que podrian interactuar con CD200 con una avidez significativamente menor a la
interaccion CD200-CD200R1"'%, ain no se han caracterizado por completo los ligandos de
CD200R2, CD200R3, CD200R4 y CD200R5 (Figura 6)'*. Interesantemente, se ha sugerido que
estos otros miembros de la familia de CD200R, a diferencia de CD200R1, tienen actividad pro-
inflamatoria de acuerdo a la estructura del dominio citoplasmatico de estos receptores. De hecho,
el analisis de las vias de sefalizacion activadas por la unién de CD200, respalda la hipétesis de
que la interaccion de CD200 con los receptores CD200R2, CD200R3, CD200R4 y CD200R5
promueve la fosforilacion de las moléculas adaptadoras DAP-10/DAP12 como parte de una

97,105

cascada de sefializacion alternativa , la cual constituye una via de sefializacion pro-
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inflamatoria. La variante CD200R4, a pesar de que aun no se ha demostrado que tenga
propiedades funcionales in vivo, presenta una alta homologia con CD200R1'%2, Finalmente, el
CD200R5 ha sido poco estudiado, pero se ha sugerido que puede representar un pseudogen

que no es expresado en ratones'®.

Expresion de CD200 Expresion de CD200R
Neuronas Microglia
Células endoteliales Macroéfagos/Monocitos
Linfocitos B Neutrdfilos
Células dendriticas Basdfilos
Queratinocitos Linfocitos By T
Células de Langerhans Células dendriticas
Células del trofoblasto Basdfilos

Mastocitos

Figura 6. Tipos celulares que expresan CD200 y la familia de CD200R. La familia de receptores
CD200R murinos consta de CD200R (R1) y tres glucoproteinas transmembrana relacionadas
estructuralmente, CD200RLa-c (R4, R3 y R2, respectivamente). CD200 se une especificamente a
CD200R1 con mayor avidez que a los otros miembros de la familia. No se han reconocido otros ligandos
especificos para los homdlogos de CD200R (CD200R2-4). Debajo se muestran los principales tipos
celulares que expresan CD200 y CD200R en condiciones normales. Imagen adaptada de Rosenblum et
al., 2006 1%,
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El ligando CD200

CD200, originalmente denominada MRC OX-2, es una glicoproteina transmembrana
perteneciente a la superfamilia de inmunoglobulinas y se encuentra relacionada estructuralmente
con la familia de los receptores coestimuladores B7°%%. La molécula de CD200 consiste en un
dominio extracelular de inmunoglobulina, un unico dominio transmembrana y una cola
)65

citoplasmatica corta que carece de motivos de sefalizacion (Figura 7)°°. Se ha reportado la

89,91,92,95,107

expresion de CD200 en una amplia variedad de tipos celulares: neuronas , Células

93108 ‘células B activadas y subtipos de células T%, células dendriticas en reposo® y

endoteliales
timocitos, entre otros®. En el SNC, también se ha observado expresion en astrocitos y
oligodendrocitos en ciertas condiciones especificas®'%’. Debido a su papel fundamental en la
inmunorregulacion, CD200 es una proteina ampliamente expresada en los tejidos nerviosos y
linfoides, donde fue identificada por primera vez'%'%°. Se ha observado que CD200 se encuentra
enriquecido tanto en los elementos pre- como post-sinapticos de las sinapsis excitatorias''®'"2,
El estado de glicosilacién de CD200 puede variar segun el tejido, aunque no se ha demostrado
que esto tenga un impacto funcional biolégico''®. Se ha descrito una forma truncada de CD200,
producto de una variante de splicing alternativo, que se encuentra en forma soluble ya que carece
del dominio transmembrana''*. Se ha sugerido un rol regulador de esta proteina, ya que podria
actuar de manera fisioldgica como un competidor de CD200 de membrana, limitando la

interaccion con sus receptores.

A B

CD200

CD200R1
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Figura 7. Estructura de CD200-CD200R1 y cascada de sefalizacion intracelular desencadenada por
la activacion de CD200R1. (A) las interacciones CD200-CD200R1 ocurren a través de los dominios
extracelulares de la superfamilia de inmunoglobulinas (IgSF), donde las caras GFCC' desempefian un
papel crucial. Imagen adaptada de Kotwica-Mojzych et al., 2021 '°. (B) cascada de sefalizacion
intracelular desencadenada después de la unién de CD200 al receptor CD200R. En este ejemplo de
interaccion entre dos células, cuando CD200, presente en las neuronas, se une al CD200R1 microglial, se
desencadena una cascada intracelular que conduce a la fosforilacion de Dok1 y Dok2, lo que promueve la
inhibicién de las vias Ras-PI3K y Ras-ERK. Esto conduce a una inhibicion de la secrecion de seriales pro-
inflamatorias a través de la regulacion negativa de NF-kB, aunque pueden estar involucradas otras vias
desconocidas. Por otro lado, otros factores de transcripcién involucrados en la actividad pro-inflamatoria o
anti-inflamatoria, como el factor de unién a la region CAAT-beta o PPAR-y, controlan la expresion de
CD200R. Imagen adaptada de Manich et al., 2018 %',

Mecanismos intracelulares de la activacion de CD200R1

El receptor CD200R1 tiene una estructura extracelular similar a la de CD200, con dos dominios
de la superfamilia de las inmunoglobulinas extracelulares que interaccionan con el ligando
CD200, un dominio transmembrana y un gran dominio citoplasmatico notoriamente diferente al
de CD200. Este dominio citoplasmatico desencadena una cascada de sefalizacion que finaliza
en la inhibicion de la produccion de mediadores pro-inflamatorios''®. CD200R1 presenta varias
particularidades que lo hacen inusual en comparacion con la mayoria de los inmunorreceptores
inhibitorios, ya que estos generalmente presentan en su dominio citoplasmatico un motivo de
inmunoreceptor inhibidor basado en tirosina que recluta fosfatasas una vez activado. A diferencia
de éstos, CD200R1 contiene motivos de fosfotirosinas en su dominio citoplasmatico (Figura 7 B),
que reclutan a los adaptadores DOK1/DOK2 y RasGap, los cuales promueven la inhibicion de
las vias de sefalizacién Ras-ERK y PI3K'"®""7_ Como resultado de la inhibicion de estas vias, se
genera una reduccion en la producciéon de sefales pro-inflamatorias mediante la regulacion

negativa de la via de NF—«B. A pesar de que se ha demostrado Unicamente el efecto sobre la via de

NF—kB, también pueden estar participando otras vias aun desconocidas!®.

La interaccion CD200-CD200R1 como regulador de la inflamacién

Luego de los trabajos que reportaron la presencia de CD200 en los tejidos linfoides y nerviosos,
asi como también los trabajos que reportaron la expresion de CD200R1 en las principales
poblaciones celulares del sistema inmune, rapidamente se sugirié a la interaccién entre CD200
y CD200R1 como un potencial actor relevante en la regulacion de las respuestas inmunes, tanto

en el sistema nervioso como en todo el organismo. La amplia expresién de CD200 presenta una

27



gran ventaja, ya que el organismo puede regular los niveles y gestionar localmente la actividad
inmune y la inflamacion especificamente’®. En uno de los primeros trabajos que demostraron la
importancia de la interaccion CD200-CD200R1 en la neuroinflamacion, bloquearon esta
interaccion en un modelo murino de esclerosis multiple®®. En este estudio, observaron una mayor
severidad en el desarrollo de la patologia y una exacerbacion de los procesos inflamatorios.
Posteriormente, otro estudio demostréd que los ratones deficientes en la expresion de CD200,
también presentan un desarrollo patolégico mayor en el modelo de esclerosis multiple, asi como
también una respuesta inmune exacerbada y mayor reactividad microglial en un modelo de lesion
de nervio facial'®. Estos estudios fueron fundamentales para evidenciar el importante rol de la
interaccién entre CD200 y CD200R1 en la regulacion de los procesos inflamatorios en el sistema
nervioso, a partir de los cuales se continué con el estudio de esta interaccién en diferentes

contextos inflamatorios, tanto en el sistema nervioso como en el resto del organismo.

Aunque la interaccion CD200-CD200R puede reducir la inflamacion, desafortunadamente
también puede suprimir la capacidad natural del cuerpo para combatir los tumores'®. En las
ultimas décadas se ha reportado una alta expresion anormal de CD200 por diversas células
cancerigenas, lo cual se asociado con distintas leucemias'', melanoma maligno'®? y varios
canceres neuroendocrinos'?®. Se ha observado que la sobreexpresién de CD200 en células
tumorales puede actuar como un mecanismo de escape inmunolégico al suprimir la respuesta
de las células inmunitarias contra el cancer. Ademas, se ha demostrado que el gen que codifica
CD200 ha sido adquirido por varios virus, entre ellos el herpes asociado al sarcoma de Kaposi'®*
y el citomegalovirus de la rata'®, lo que les permite a estos patdgenos suprimir los mecanismos

inmunes antivirales de sus hospedadores.

Esta interaccion entre CD200 y CD200R1 también ha sido estudiada en diferentes contextos de

126-128 130,131

inflamacién, particularmente en infecciones virales y bacterianas'®, artritis y en la
supervivencia de trasplantes'2. En un modelo de infeccion viral cronica de influenza, se observo
que los macrofagos presentes en las vias respiratorias presentan una mayor expresion de
CD200R1 que sus contrapartes sistémicas, mientras que el CD200 expresado por el epitelio de
las vias respiratorias reduce la proliferacion de los macréfagos pulmonares y la infiltracion de
linfocitos. Esto promueve un retraso en la eliminacion de la influenza, pero a su vez disminuye la
enfermedad pulmonar inflamatoria asociada a la infeccion'?®'?”. Por otro lado, se observé que la
ausencia de CD200R1 en neutrdéfilos pulmonares genera una mayor carga bacteriana en un

modelo de infeccién por la bacteria Francisella tularensis'®®. En la artritis, se ha reportado que la

28



administracion de CD200 de manera exdégena soluble'

, asi como también de un anticuerpo
bloqueante de CD200R1"*, previenen el desarrollo de la enfermedad mediante la inhibiciéon de
la sensibilizacién al colageno y una disminucion de la expresion de TNFa e IFN-y. Finalmente,
se ha demostrado que CD200 prolonga la supervivencia de los aloinjertos en varios modelos
animales (incluidos los aloinjertos de piel, rifidn, corazén e intestino delgado). Este efecto se ha
asociado con un cambio en la produccién de citoquinas por las células inmunes, hacia una mayor
produccion de citoquinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, TGFB) y una disminucién en la

produccion de citoquinas pro-inflamatorias (IL-2, IFN-y, TNF-a).

En su conjunto, estas décadas de estudios de CD200 y CD200R1, ponen en evidencia el
importante rol regulador de esta interaccion en el control de la autoinmunidad, infeccion, alergia,
trasplante y cancer, asi como también sugieren posibles roles de esta interaccion en otras

patologias y procesos inflamatorios a nivel de todo el organismo.

AuUn mas interesantemente, numerosos estudios han vinculado a la interaccion CD200-CD200R1

en variados procesos neuroinflamatorios como la enfermedad de Alzheimer'35%

Parkinson™""*' accidentes cerebrovasculares'?'  esclerosis multiple®*>%14  dolor

y de
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neuropatico'® | depresion'*, envejecimiento del sistema nervioso''°. A su vez, se ha estudiado

el rol de esta interaccion en el contexto de neuroinflamacién luego de un trauma fisico al sistema

|89,108

nervioso central y periférico, en un modelo de lesion de médula espina y en lesién de nervio

ciatico™"'*8  respectivamente. En estos extensos estudios, se ha reportado un efecto
neuroprotector de la activacion del receptor CD200R1 por el ligando CD200, mediado por una
disminucion de la produccion de mediadores pro-inflamatorios y oxidativos. Apoyando este
mecanismo neuroprotector, estudios in vitro han demostrado que la activacion de CD200R1 tanto
en microglia como en macréfagos confieren proteccion a las neuronas y promueven su
sobrevivencia por medio de la reduccién de la produccidén de mediadores pro-inflamatorios por

99149 v macréfagos®. En el SNC, la interaccion entre el ligando CD200

parte de la microglia
presente en las neuronas con el receptor CD200R1 presente en las células de la microglia puede
estar en la base del mantenimiento de esta poblacion celular en un estado homeostatico, en

conjunto con otros inmunorreceptores como TREM-2, SIRPa y CX3CR1'°

, que conforman un
sistema robusto para asegurar el correcto funcionamiento de esta poblacién celular en ausencia
de estimulos inflamatorios. Estos sistemas actuarian de manera complementaria para asegurar

la homeostasis del tejido en condiciones normales'™".
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CD200 también ha sido implicado con la reparacion tisular y la recuperacion de la homeostasis
luego de disrupciones en los tejidos, ya que in vitro se ha observado que la adicion de CD200
promueve la neuritogénesis’®?. Sin embargo, se ha planteado que este efecto sobre la
regeneracion puede deberse a que el ligando CD200 también puede unirse y activar al receptor

)152

de factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR)™“, por lo que los efectos de CD200 pueden

deberse a interacciones con otros receptores diferentes al CD200R1.

El rol de la interaccion CD200-CD200R1 en el control de la proliferacion y la apoptosis de la
poblacion de microglia también ha sido estudiado, donde se ha planteado que la activacion de
CD200R1 podria actuar como limitante de la proliferacion de las células que lo expresan,
principalmente durante los procesos inflamatorios fuera de la homeostasis'®*'%*. En esta misma
direccion, se ha sugerido que la activacion de CD200R1 puede inducir a la apoptosis en microglia
y macrofagos'. Sin embargo, pocos estudios han analizado el rol de esta interaccion en estos
procesos, por lo que aun resta analizar en mayor profundidad si efectivamente esta interaccion
participa en el control de estos procesos celulares. Similarmente, el impacto de la interaccion
CD200-CD200R1 en la fagocitosis debe ser analizada en mayor detalle, ya que son unos pocos
los estudios que indagan en el rol de CD200R1 sobre esta funcion celular, que es de gran
relevancia en los procesos que ocurren en las respuestas inflamatorias en el sistema nervioso,
como se explicard mas adelante. Estos estudios han sido realizados in vitro y han analizado
Unicamente la fagocitosis de B-amiloide'>'%®. Estos trabajos demostraron que la activacion de

CD200R1 disminuye la capacidad de la microglia de fagocitar las placas B-amiloide'®

y que la
microglia de ratones deficientes de CD200 tienen mayor fagocitosis de dichas placas'®,
sugiriendo un rol de CD200R1 como un atenuante de la fagocitosis. Sin embargo, para poder
conocer en mayor detalle el impacto de la activacion de este receptor en dicha funcion celular,
se debe analizar el efecto de la modulacién de este receptor en la fagocitosis tanto in vivo e in

vitro de otros componentes.

Estas décadas de trabajos estudiando la interaccion CD200-CD200R1 han demostrado que esta
interaccion cumple un rol relevante en el control de distintos procesos relacionados con las
respuestas del sistema inmune frente a diversos contextos, por lo que puede ser un potencial
blanco para la modulacién de la respuesta inflamatoria acorde al contexto en el cual ésta se

desarrolla.

30



Teniendo en cuenta esta premisa, es crucial dar continuidad a estos estudios para analizar el
papel de CD200-CD200R1 en diversos contextos inflamatorios. Esto nos permitira descubrir
tanto similitudes como diferencias en los procesos que subyacen a esta interaccion en diferentes
situaciones, y comprender en detalle los efectos beneficiosos de esta interaccion para aplicarlos
en diversos escenarios neuroinflamatorios. En nuestro trabajo actual, nos proponemos investigar
esta interaccion en tres modelos de inflamacién del sistema nervioso, donde se evidencian una
variedad de procesos mediante los cuales el sistema inmunitario y el sistema nervioso

interactian en respuesta a diferentes estimulos.

Modelos experimentales de neuroinflamacion

Nos planteamos utilizar tres modelos experimentales murinos que cursan neuroinflamacién en
diferentes contextos, que ademas de permitirnos profundizar en los mecanismos que subyacen
a la respuesta inflamatoria, a su vez representan problematicas clinicas actuales que afectan a
los humanos y por lo tanto impulsan el desarrollo de estrategias terapéuticas que favorezcan la

mejora de la calidad de vida de los pacientes y el avance en el campo de la neuroinflamacion.

En primer lugar, analizamos el papel de CD200-CD200R1 en un modelo de lesién en el sistema
nervioso periférico (SNP), por medio de un aplastamiento del nervio ciatico. A pesar de que luego
de esta lesion se genera una neuroinflamacién a nivel del SNC en la médula espinal, nos
centramos en el analisis de los procesos que llevan a la degeneracién y regeneracion del tejido
nervioso periférico, con el objetivo de esclarecer los mecanismos por los cuales CD200-
CD200R1 participa en una situacion donde ocurre una regeneracion y recuperacion exitosa luego

de una lesion al tejido nervioso.

Por otro lado, con el fin de profundizar en el rol de CD200-CD200R1 en una lesién al SNC,
utilizamos un modelo murino de lesibn de médula espinal por contusion. Este modelo
experimental es ampliamente utilizado para analizar los procesos neuroinflamatorios frente a un
dano fisico, donde se ve alterada la barrera hematoencefalica y el tejido nervioso se ve infiltrado
con células del sistema inmune. Esto resulta de gran utilidad para comprender los mecanismos
de comunicacion entre los diferentes componentes celulares del sistema inmune a nivel sistémico
y como interaccionan para determinar la magnitud y severidad de la neuroinflamacién a nivel del

SNC. Este modelo experimental no resulta de gran relevancia para el estudio del impacto de

31



CD200R1 en la regeneracion axonal, ya que luego de una lesion de médula espinal es escasa,
a diferencia de lo que ocurre luego de una lesion de nervio periférico, razoén por la cual también

utilizamos este tipo de lesiones para estudiar el rol de CD200R1 en este proceso.

Por ultimo, exploramos el rol de CD200-CD200R1 en un modelo de neuroinflamacion
desencadenada por una inflamacion sistémica mediante la administraciéon intraperitoneal de
lipopolisacarido, una sustancia que estimula el sistema inmunitario. Este enfoque nos permite
examinar el papel de CD200R1 en los procesos neuroinflamatorios desde una perspectiva
distinta, dado que la ausencia de dano fisico implica que no se produce la entrada de células del
sistema inmunitario desde la periferia al sistema nervioso. De esta manera, podemos aportar al
conocimiento del rol de CD200-CD200R1 en la comunicacién entre el sistema inmune a nivel
periférico y en el SNC, asi como también disecar el rol de CD200R1 a nivel de la microglia en

desencadenar la respuesta neuroinflamatoria.

Lesiones traumaticas de nervio periférico

Estructura y fisiologia del nervio periférico

Un nervio periférico se compone de multiples fibras nerviosas dispuestas longitudinalmente
agrupadas en fasciculos. Los axones dentro de un nervio periférico pueden originarse en
neuronas ubicadas en los ganglios de la raiz dorsal (neuronas sensoriales), los ganglios
autdbnomos (neuronas autdbnomas) o en el asta ventral de la médula espinal y el tronco encefalico
(motoneuronas)'’. Cada fasciculo del nervio, ademas de tener fibras nerviosas mielinicas y
amielinicas, también presentan otros componentes como la matriz extracelular que conforma el
tejido conjuntivo y una vascularizacion importante. Los fibroblastos residentes de los nervios
periféricos cumplen un rol en mantener la estructura y funcionamiento normal de los nervios
periféricos al sintetizar componentes de la matriz extracelular y el tejido conjuntivo que organiza
a las fibras nerviosas. A su vez, durante el proceso de desarrollo y de regeneracion luego de una
lesion, los fibroblastos producen una gran cantidad de factores neurotréficos que favorecen el
crecimiento axonal'®®. Por otro lado, los macréfagos residentes en los nervios periféricos, a pesar
de no encontrarse en gran numero, sus funciones permiten mantener la homeostasis del tejido
nervioso en condiciones normales, aunque sus funciones se hacen mas evidentes luego de una

lesién como se vera mas adelante''%°. A su vez, estos macrofagos cumplen un rol fundamental
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en promover la angiogénesis durante el proceso de regeneracion luego de una lesion, ya que

sintetizan y liberan factor de crecimiento endotelial.

Células de Schwann

Las células de Schwann constituyen la principal poblacion glial del SNP, superando en niumero
a las otras poblaciones no neuronales y cumpliendo una variedad de funciones, tanto durante el
desarrollo, como en homeostasis y luego de una lesion'®'. Esta poblacion celular presenta una
plasticidad fenotipica notable, ya que tienen la capacidad de adaptarse y cambiar su forma y
funcion en respuesta a diferentes estimulos y condiciones del entorno. Esta capacidad de
plasticidad les permite desempenar multiples roles fundamentales al ser los principales
responsables del desarrollo del tejido nervioso periférico, la homeostasis durante la adultez y la

regeneracion luego de una lesion.

Células de Schwann durante el desarrollo embrionario

Las células de Schwann se originan a partir de la cresta neural'®?'®3, Los precursores de células
de Schwann siguen un proceso de diferenciacién que continda durante el desarrollo, donde
aumentan cada vez mas la expresion de S100-B, el cual mantienen inclusive en su estado

62 Durante el desarrollo del SNP, las células de Schwann son

totalmente diferenciado
fundamentales para el crecimiento y maduracion de varios componentes del tejido, tanto
neurales, como no neurales. Promueven la angiogénesis por medio de la secrecion de

166 asi como

VFGF'%*18% y |3 maduracion de otros componentes del tejido conjuntivo circundante
también son responsables de organizar la clasificacion radial de axones, un paso crucial para la

correcta mielinizacion del SNP y la segregacion de axones en fasciculos'’.

Las células de Schwann durante la homeostasis

Durante la adultez y en condiciones normales, las células de Schwann son actores clave en el
mantenimiento de la homeostasis del SNP, ya que ademas de formar la vaina de mielina, son
responsables del almacenamiento y suministro de energia a los axones, proporcionando el

acoplamiento metabdlico necesario para la funcién y la homeostasis neuronal.

La mielina es un complejo de proteinas y lipidos que forma una vaina que protege y brinda

soporte a los axones individuales'®. Cada célula de Schwann mielinizante esta estrechamente
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vinculada a un axoén, envolviendo multiples veces a éste y creando laminas ricas en mielina. Esto
forma una capa que aisla el axén y permite la transmision rapida de impulsos a través de la
conduccién saltatoria, ya que proporciona una vaina de alta resistencia y baja capacitancia. La
mielinizaciéon aumenta la velocidad de conduccién nerviosa de 20 a 100 veces en comparacion
con los axones no mielinizados. Ademas de facilitar una conduccion mas rapida de sefiales
eléctricas, también proporciona factores fundamentales para la supervivencia de los axones. Los
axones no mielinizados tienden a ser mas pequefios y una sola célula de Schwann puede
envolver multiples axones sin formar una vaina de mielina. Cada célula de Schwann esta rodeada
por una lamina basal de colageno tipo IV, fibronectina, laminina y proteoglicano de sulfato de

heparan'’.

Figura 8. Organizacion de las células de Schwann mielinizantes. Representacion de células de
Schwann mielinizantes (en azul) rodeando un axén (en gris). La célula izquierda se muestra en seccion
longitudinal y la célula derecha se muestra desplegada. Las células de Schwann mielinizantes estan
rodeadas por una lamina basal, que esta en contacto directo con la membrana abaxonal. El compartimento
abaxonal contiene el ntcleo de la célula de Schwann (SN); se divide en bandas de Cajal y yuxtaposiciones
periédicas que se forman entre la membrana abaxonal y el giro exterior de la mielina compacta. La
membrana adaxonal de la célula de Schwann esta separada de la membrana axonal por el espacio
periaxonal (mostrado en amarillo). La mielina compacta se interrumpe con incisuras de Schmidt-Lanterman
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(ISL), que contienen citoplasma y estan enriquecidas en uniones GAP. También se muestran los bucles y
uniones paranodales (en rojo) y las microvellosidades de la célula de Schwann que contactan el axén en
el nodo. El diametro del axén se reduce en la region del nodo y los paranodos. Imagen adaptada de Salzer
etal., 2015169,

Las células de Schwann mielinizantes son células polarizadas radial y longitudinalmente'”*""".

Estas células presentan distintos dominios de membrana, cada uno con un repertorio unico de
proteinas y un conjunto de compartimentos citoplasmaticos (Figura 8). A nivel de la membrana
abaxonal (mas externa), las aposiciones de mielina estan interrumpidas por una red de canales
citoplasmicos anastomosados, denominados bandas de Cajal'’?. Estos canales citoplasmicos se
encuentran en el exterior de la célula de Schwann y proporcionan un conducto para el transporte

de ARN y proteinas que se originan en el soma celular'’2"73,

La mielina compacta es interrumpida por las incisuras de Schmidt-Lanterman (Figura 8 y 9).
Estas hendiduras estan presentes a lo largo del internodo y son mas comunes en fibras de gran
diametro que estan fuertemente mielinizadas y es probable que desempefien un papel en el
mantenimiento de la mielina. Las incisuras de Schmidt-Lanterman son estructuras con forma de
resorte helicoidal debido a su continuidad citoplasmatica en los enrollamientos de la membrana
plasmatica de las células de Schwann que se enrollan para formar la mielina compacta (Figura
9). Las incisuras se hacen evidentes por presentar un paquete de citoplasma entre las porciones
adyacentes de mielina compacta'”. Durante mucho tiempo se ha considerado que las incisuras
unicamente proporcionan un conducto para la comunicacion entre los diferentes dominios de las
células de Schwann'"®. Estudios recientes sugieren que las hendiduras, que estan enriquecidas

en receptores tirosina quinasa, son a su vez sitios con importancia en la sefializacion autocrina’®.
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Figura 9. Estructura de las Incisuras de Schmidt-Lanterman (ISL). (A) a nivel microscopico de luz, las
ISL tienen una apariencia conica o de cono truncado en los internodos (puntas de flecha negras), como se
muestra mediante la tincién inmunohistoquimica de la proteina 4.1G en el nervio ciatico de ratén. La
proteina 4.1G también se localiza en los paranodos (flecha negra). La punta de flecha blanca y la flecha
indican las bandas de Cajal. (B) esquema de las ISL, que muestra tres caracteristicas estructurales: (1)
engrosamiento del citoplasma, (2) adhesion de membranas y (3) un resorte helicoidal. Imagen adaptada
de Terada et al., 2019 78,

Células de Schwann luego de una lesion

La plasticidad fenotipica de las células de Schwann es quizas mas evidente luego de una lesion
(Figura 10), donde experimentan una extensa reprogramacion que promueve y guia la
regeneracion axonal y la reparacion del tejido. Las células de Schwann que estan en contacto
con el segmento distal del axén (que quedd separado del soma), pierden contacto con éste y
adoptan un fenotipo de reparacién. Esta transformacion fenotipica implica la disminucion de la
expresion de varios genes pro-mielinizantes'”’. Este fenotipo pro-reparativo se caracteriza por la
desintegracion y eliminacion de los axones y mielina dafiados durante el proceso de
degeneracion Walleriana. Las células de Schwann con este fenotipo secretan factores tréficos
para promover la supervivencia de las neuronas dafiadas y el crecimiento de los axones.
Posteriormente, las células de Schwann de reparacién extienden procesos largos y paralelos
alineados llamados bandas de Bingner que guian a los axones en crecimiento hacia su diana.
Finalmente, las células de Schwann proliferan, aumentan la expresion de genes pro-
mielinizantes, y vuelven a adquirir un fenotipo mielinizante (o no mielinizante), sobre los axones
regenerados. La maquinaria de reparacion requiere una regulacion dinamica y coordinada de la
plasticidad y reprogramacion de las células de Schwann luego de una lesion, la cual se detalla a

continuacion.
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Figura 10. Fenotipos y funciones de las células de Schwann luego de una lesién. Luego de una
lesion, las células de Schwann adquieren un fenotipo reparador, donde cumplen una variedad de funciones
diferentes a las que realizan en condiciones de homeostasis, entre ellas la fragmentacion axonal, la
limpieza del tejido y actiian como guia para el crecimiento de axones. Imagen adaptada de Nocera 2020""".

Lesiones traumaticas de nervios periféricos en humanos

Las lesiones traumaticas de nervios periféricos actualmente representan un importante problema
de salud publica, principalmente a causa de una regeneracidon nerviosa incompleta y
recuperacion funcional deficiente en el 33 % de las lesiones. En consecuencia, la pérdida de la
funciéon normal de las extremidades puede resultar comunmente en una morbilidad de por vida y
una discapacidad permanente'’®'”°. Esto deja a muchos pacientes con secuelas a largo plazo,
como dolor cronico, atrofia de los musculos blanco y alteracién de la funcién motora o sensorial,
generando importantes consecuencias socioecondmicas y psicosociales. Esto puede llevar a
largas ausencias laborales por enfermedad, reasignaciones a nuevas tareas laborales y estrés
psicoldgico™. Las lesiones traumaticas de nervios periféricos generalmente se asocian con
accidentes de transito, lesiones penetrantes, laceraciones, disparos, caidas, quemaduras,

fracturas e isquemia'®’.

Uno de los sistemas clasicos de clasificacion de las lesiones traumaticas de nervios periféricos
es el propuesto por Seddon'®?, seguin la presencia de desmielinizacién y la extension del dafio a
los axones y los tejidos conectivos del nervio, clasificando las lesiones en tres categorias (Figura
11). La forma mas leve de lesiéon se llama neuropraxia, definida por desmielinizacion local sin
dafio a los axones y los tejidos conjuntivos. La neuropraxia generalmente ocurre por una
compresion leve del nervio y da como resultado una disminucion en la velocidad de conduccion.
Dependiendo de la gravedad de la desmielinizacion, los efectos pueden variar desde la

conduccién asincronica hasta el bloqueo de la conduccién, lo que provoca debilidad muscular.
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El siguiente nivel se llama axonotmesis, que involucra dafo directo a los axones ademas de
desmielinizacion focal mientras se mantiene la continuidad de los tejidos conjuntivos del nervio.
La forma mas grave de lesion se llama neurotmesis, comunmente debido a una laceracion con
un cuchillo, disparo o fragmento de vidrio, produciéndose una seccién completa de los axones y
las capas de tejido conjuntivo en la que se observa una discontinuidad completa del nervio. Esta
clasificacion fue luego ampliada por Sunderland para distinguir la extension del dafo en los

tejidos conjuntivos'®?,
Una de las lesiones traumaticas mas frecuentes del nervio periférico es por aplastamiento que

generalmente ocurren por una compresion aguda del nervio por un objeto o fragmento de hueso,

lo que se corresponde con una axonotmesis con las clasificaciones previamente mencionadas'®‘.
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Figura 11. Clasificaciones de Seddon y Sunderland para las lesiones de nervio periférico. La
clasificacion de Seddon divide a las lesiones en tres categorias de severidad creciente: neuropraxia,
axonotmesis y neurotmesis. En la neuropraxia ocurre una desmielinizacion local sin alterar la integridad
del axén. En la axonotmesis, ocurre un dafio a los axones, que lleva a la degeneracion Walleriana de éstos,
sin embargo, las capas de tejido conjuntivo del nervio permanecen intactas (al menos alguna de ellas), lo
que permite la regeneracién del nervio. Por ultimo, la neurotmesis ocurre con la interrupcion de los axones
y de las capas de tejido conjuntivo del nervio (epineuro, perineuro y endoneuro), limitando la regeneracion.
Posteriormente a la clasificacion de Seddon, Sunderland extendié estas categorias, principalmente para
diferenciar entre los tipos de axonotmesis segun las capas de tejido conjuntivo afectadas. Imagen adaptada
de Lopes et al., 2022 ',
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Eventos que ocurren luego de la lesion de nervio periférico

Una lesién traumatica a un nervio periférico resulta en una pérdida de las funciones motoras y
sensitivas asociadas a ese nervio. La recuperacion de estas funciones se alcanza a través de la
regeneracion de los axones dafiados y reinervacion de los tejidos blanco. Sin embargo, para que
ocurra una regeneracion exitosa, es necesario que ocurran previamente una serie de procesos,
tanto a nivel del SNC como en el nervio lesionado, con el fin de generar un ambiente propicio
para la regeneracion. Luego de una lesidn, se observa una importante respuesta en los somas
de las neuronas en el SNC y en los ganglios del SNP, cuyos axones fueron dafiados a nivel del
nervio periférico. Uno de los componentes mas relevantes y evidentes de esta respuesta es la
cromatdlisis, que implica importantes cambios en la expresién génica y en la sintesis proteica'®.
Esta respuesta en los somas neuronales se hace evidente en la microscopia a causa de la
fragmentacion de los cuerpos de Nissl, que corresponde con un reestructuramiento del reticulo
endoplasmatico rugoso, indicando importantes cambios en la maquinaria de sintesis proteica.
Estas neuronas lesionadas también generan una respuesta neuroinflamatoria en la médula
espinal, teniendo un fuerte impacto sobre la microglia, y muchas veces se encuentra en la base

de la generacion del dolor neuropatico que permanece luego de una lesion de nervio'®’.

A nivel del tejido del nervio, luego de la lesion se desencadenan una serie de eventos celulares
y moleculares que se desarrollan distales a los sitios de lesion hasta llegar a los tejidos diana
denervados, denominados colectivamente como degeneracion Walleriana'®®. El objetivo de esta
degeneracion es eliminar los axones y la mielina dafiada, lo cual es fundamental para lograr un
ambiente permisivo para la regeneracion. Numerosos estudios se han centrado en profundizar
en los mecanismos que subyacen a la degeneracion Walleriana, ya que se ha demostrado que

es fundamental para lograr una recuperacion exitosa.

Fases de la degeneracion Walleriana

El proceso de degeneracion Walleriana luego de una lesion traumatica en el nervio periférico
sigue una serie de fases que se muestran en la Figura 12. Inmediatamente después de la
axotomia, el axdn que se ha separado del soma pasa por una fase de latencia en la que su
morfologia general permanece sin cambios durante las primeras 24 horas, en la que se da un
aumento rapido de los niveles de calcio (Ca®") axonal en los mufiones proximal y distal del axon,

principalmente debido a la entrada de calcio extracelular en el sitio de la lesion'"%2 Las
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mitocondrias pierden su potencial de membrana y comienzan a hincharse, aumentando asi la
generacion de especies reactivas de oxigeno. En ultima instancia, liberan sus reservas internas
de Ca?", lo que culmina en una segunda ola de Ca?* a largo plazo'®*~"%. Durante estos procesos,
la morfologia axonal permanece sin cambios, a pesar de la desestabilizacién de los microtubulos

que ya fue iniciada'®*"%",

Luego comienza abruptamente la segunda fase del proceso de degeneracion Walleriana. El axon
comienza a desensamblarse, haciendo evidente la fragmentacion a nivel molecular,
ultraestructural y morfoldgica'®®. Los microtubulos comienzan a desensamblarse, asi como
también los otros componentes del axoesqueleto. Comienza a observarse un efecto “perlado”
del axon, en donde se observan fragmentos redondeados a modo de “collar de perlas”'%-2%,
Durante la fase de ejecucion, las células de Schwann y las células fagociticas especializadas
que ingresan, no solo eliminan los restos axonales resultantes, sino que también promueven
activamente un aumento de la fragmentacion axonal®®'. La fragmentacién de los axones se
detecta por primera vez mediante microscopia 6ptica de 36 a 44 horas después de la seccion del
nervio en ratones y ratas. Luego, la destruccidén del axon puede avanzar anterogradamente. La
desintegracion de la vaina de mielina, la proliferacion y reorganizacion de las células de Schwann

en las llamadas bandas de Biingner comienzan 2 dias después de la lesion®®?,
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Figura 12. Fases de la degeneracion Walleriana después de una lesién en el nervio periférico. 1. Se
representa una neurona, con su axén mielinico en condiciones normales. 2. Poco después de la lesion, el
axoén permanece sin cambios visibles, y comienza la reaccion dentro del cuerpo celular de la neurona:
hipertrofia del soma celular, desplazamiento del ntcleo a una posicion excéntrica y la disolucién de los
cuerpos de Nissl (cromatdlisis). Posteriormente las células de Schwann mielinizantes distales a la lesion
dejan de formar la vaina de mielina. Estas células de Schwann luego proliferan dentro de sus tubos de
lamina basal, producen citocinas/factores troficos y fagocitan los desechos desprendidos. 3. Una semana
después de la lesion, las citoquinas producidas por las células de Schwann y los axones lesionados activan
a los macrofagos residentes y llevan al reclutamiento de macréfagos desde la circulacion sanguinea. Los
macrdfagos activados fagocitan la mielina dafiada y los restos del axon, a la vez que producen factores
que facilitan la migracion de las células de Schwann y la regeneracion del axoén. 4. Después de un periodo
de retraso, los axones lesionados forman un cono de crecimiento y comienzan a regenerarse a lo largo de
las bandas de Biingner formadas por las células de Schwann. Estos tubos proporcionan un entorno de

42



crecimiento permisivo y guian a los axones en crecimiento hacia posibles objetivos periféricos. Las células
de Schwann que han estado crénicamente separadas de un axén (durante algunos meses) son menos
propensas a respaldar el crecimiento y es mas probable que sufran apoptosis. 5. Si el axén puede atravesar
el sitio de lesion y su entorno favorece su crecimiento a lo largo de todo el mufion distal, entonces el axén
puede conectarse con objetivos periféricos. Aunque las células de Schwann mielinizantes vuelven a
mielinizar la porcion regenerada del axén, la mielina es mas delgada y la longitud nodal es mas corta que
en la porcién no lesionada del axén. Imagen adaptada de Gaudet et al., 2011 2%3,

Principales células involucradas en la degeneracion Walleriana

Un proceso de degeneracion Walleriana exitoso depende de varios tipos celulares y de la
interaccion entre ellos. Casi inmediatamente después de la lesion traumatica del nervio periférico,
las células de Schwann se disocian de los axones, se desdiferencian y junto con los fibroblastos,
secretan citoquinas que promueven la infiltracion de las células del sistema inmune desde la
circulacion sanguinea. Los neutrdéfilos constituyen el primer tipo celular inmune en infiltrarse al
tejido dafiado, acumulandose en el tejido dafiado dentro de las 8 horas luego de la lesion y
alcanzando un maximo luego de las 24 horas®®. Su presencia en el tejido es de corta duracion,
fagocitan brevemente los desechos luego de ingresar al tejido y rapidamente comienzan el
proceso de apoptosis?’®. A pesar de que no se ha demostrado directamente el rol de los
neutrofilos en la fagocitosis de mielina luego de una lesién de nervio periférico, este tipo celular
se caracteriza por la capacidad elevada de fagocitar patdgenos y utilizar enzimas hidroliticas
para digerir y eliminar desechos extrafios?®?%’. Se ha demostrado que la presencia de este tipo
celular es fundamental para promover una correcta limpieza de la mielina luego de la lesién, en
parte debido a su rol en la secrecion de citoquinas y quimioquinas que favorecen la infiltracion
de macrdéfagos al sitio de la lesién y promueven un cambio fenotipico en los macréfagos que es

fundamental para la fagocitosis y limpieza de la mielina del tejido nervioso dafiado?*.

En cuestion de dias, los macrofagos derivados de la médula ésea se convierten en la poblacion
inmune predominante en el tejido danado y en el segmento distal del nervio lesionado. En este
proceso de reclutamiento estd involucrada la proteina-1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1
o CCL2) producida y secretada por las células de Schwann luego de la lesion®®. Estos
macrofagos ademas de limpiar el tejido de restos de mielina y células dafiadas, también rescatan
el preciado colesterol de la mielina y producen apolipoproteina E (ApoE)***?'°. A su vez, los
macrofagos producen factores que promueven aun mas la proliferacion de células de
Schwann®®2"" desempefiando un rol fundamental en garantizar una exitosa degeneracion

Walleriana. Estos macrofagos permanecen en el nervio lesionado durante dias o meses,
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emigrando luego a los érganos linfaticos a través de la circulacion o muriendo por apoptosis?'?2'3,

A pesar de que los macrofagos tienen un rol fundamental en la fagocitosis de mielina luego de la
lesion, las células de Schwann también son responsables de este proceso®'. La limpieza de los
restos de mielina luego de una lesion en el nervio periférico comienza de 3 a 4 dias después de

la lesion y finaliza en un rango de 12 a 14 dias en ratones?'®.

Citoquinas y quimioquinas en la degeneracion Walleriana

Los resultados que muestran la expresion de citoquinas luego de una lesion por aplastamiento
del nervio periférico no han sido concluyentes. Por un lado, se ha planteado que la expresion de
TNFa y TGF-B es bifasica, alcanzando el primer pico al dia luego de la lesién y el segundo pico
de expresion a los 7 dias luego de la lesion?'®. Por otro lado, otros estudios sugieren una fase
Unica de induccién que alcanza su punto maximo al dia de la lesion de TNFa, IL-1[3, IL-6 e IL-
10217.

Resulta relevante caracterizar los perfiles de produccién de citoquinas durante la primera y
segunda fase de la degeneracion Walleriana, es decir antes y luego del reclutamiento de
macrofagos. La primera fase se caracteriza por la produccién de las citoquinas inflamatorias
TNFa, IL-1a, IL1-B, GM-CSF e IL-6, mientras que la segunda fase se caracteriza por la
produccion de IL-10, IL-6 y por la reduccion en la produccién de TNFa e IL-1B. Por tanto, la

primera fase es mayoritariamente inflamatoria y la segunda predominantemente anti-inflamatoria.

La quimioquina MCP-1 (conocida también como CCL2, ligando de motivo C-C 2) y MIP-1a
(proteina inflamatoria de macréfagos-1a; conocida también como CCL3) promueven la migracion
de monocitos en la sangre hacia los tejidos a través del endotelio de los vasos sanguineos?'32'8,
La producciéon de CCL2 es inducida por TNFa e IL-1f producido por las células de Schwann, en
parte mediante la sefializacion a través de los receptores TLR (receptores tipo toll)?'°. Estos
eventos se correlacionan aun mas con la aparicion y la dinamica de reclutamiento de macréfagos
al nervio lesionado, promovido por CCL2. En tejidos no neuronales, se ha sugerido que la
produccion de CCL2 es dependiente de la produccién de IL-6 por fibroblastos®® y de TNFa e IL-
1B por células endoteliales®?'. El reclutamiento de macrdfagos también es promovido por
CCL3%%2, Estudios en tumores de células de Schwann y tejidos no neurales sugieren que las
células de Schwann, los fibroblastos, las células endoteliales y los macréfagos pueden producir

CCL3 tras la activacion por TNFa, IL-1a e IL-1p22°-222,
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Degradacion de la mielina durante la degeneracion Walleriana

Se ha sugerido que la capacidad de recuperacién y regeneracion superior del SNP en
comparacion con el SNC puede explicarse, al menos en parte, por su mayor eficiencia en la
eliminacion de los restos de mielina, lo que permite una mejor regeneracion de los axones y por
lo tanto una mejor recuperacion de las funciones luego de una lesién?'9223224 En el SNC, los
fragmentos de mielina pueden persistir en el sitio de una lesion del SNC durante meses o incluso
afos, donde inhiben los mecanismos de reparacion esenciales?®, mientras que en el SNP, los
restos de mielina son eliminados del tejido nervioso una vez culminado el proceso de
degeneraciéon Walleriana. Es por esto que resulta relevante conocer los mecanismos que
subyacen en las diferencias entre el SNP y el SNC en cuanto a la limpieza del tejido dafado

luego de una lesion.

La remocion de los restos de mielina es fundamental para la reparacion del tejido nervioso, ya

que la mielina contiene moléculas que son fuertemente inhibidoras de la regeneracion axonal®?-

230 en particular la glicoproteina asociada a la mielina (MAG) es un fuerte inhibidor del

crecimiento axonal in vitro??7:228230

La rapida eliminacién de la mielina danada también es fundamental para evitar el dafio a los
axones intactos en el caso de una lesion parcial. La mielina dafiada puede activar el sistema del
complemento para producir complejos de ataque a la membrana que dafan a las fibras nerviosas

1-233 Ppor |o tanto, la rapida eliminacion de la mielina dafiada puede impedir

intactas adyacentes
la produccién de complejos de ataque a la membrana y el dafio que estos causan. A pesar de
esto, cabe sefialar que la activacion del complemento también tiene efectos beneficiosos en el
proceso de degeneracion Walleriana, ya que promueve el reclutamiento de macrofagos y la

fagocitosis de la mielina dafiada, promoviendo una rapida limpieza del tejido nervioso dafiado.

Los factores que se han demostrado que cumplen un rol en mediar la fagocitosis de mielina
degenerada son variados y dependen del tipo celular y del contexto inflamatorio. En macréfagos,
se ha sugerido que el receptor del complemento 3 (CR3) y el receptor de tipo scavenger Al/ll
(SRA-Al/Il) median la fagocitosis de la mielina degenerada por los macrofagos luego de una
lesion traumatica?®?**. Recientemente, también se ha sugerido un papel para el receptor FcgR

y anticuerpos anti-mielina endégenos®®. Cabe destacar que CR3 y SRA estan involucrados de
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manera similar en la fagocitosis de mielina por la microglia del SNC. Ademas del sistema del
complemento, las citoquinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral-a (TNFa) y la
interleuquina-1B (IL-1B8), que se producen durante la degeneracion Walleriana, también

26 Otra molécula que ha sido

aumentan la fagocitosis de mielina por parte de los macréfagos
implicada con la activacion de la fagocitosis de la mielina, tanto en macréfagos como células de
Schwann es la Galectina-3 (previamente llamada MAC-2). Se ha observado que el curso
temporal de la expresion de Galectina-3 y la dinamica de fagocitosis de mielina se correlacionan

tanto en el SNC como en el SNP.

Regeneracion luego de una lesion traumatica de nervio periférico

A la vez que ocurre el proceso de degeneracion Walleriana, comienza la regeneracién axonal a
medida que se limpia el tejido de los restos celulares. A pesar de que puede ocurrir la reinervacion
por la ramificacion colateral de axones intactos, la gran mayoria de la recuperacion depende de
la regeneracion de los axones dafiados?*’. El proceso de reinervaciéon por la formacion de
colaterales es poco frecuente y genera pérdida de especificidad motora, ya que una sola fibra
nerviosa tiene bajo control a mas fibras musculares de las que tenia previamente?®. Por lo tanto,
el mecanismo que promueve una mejor recuperacion de las funciones luego de la lesion es la
regeneracion axonal. Un factor determinante en la capacidad de regeneracion es la distancia al
cuerpo neuronal. Cuanto mas distal es la lesion al cuerpo de la neurona, mas probable es que
se regenere exitosamente, mientras que en las lesiones mas proximales al soma, a menudo

comienzan el proceso de muerte celular programada.

Los cambios en la expresion en las neuronas hacia un estado regenerativo ocurren en simultaneo
con los eventos de la degeneracién Walleriana. En el segmento proximal del axén dafiado se
forma un cono de crecimiento, que consiste en una estructura que guia la regeneracién hacia su
organo diana. Se ha encontrado que el calcio tiene un rol importante en para promover la
formacion de conos de crecimiento en el segmento proximal del nervio lesionado®®. La movilidad
del cono de crecimiento depende de la presencia de receptores en su membrana y esta
determinada por un proceso denominado neurotropismo, en el cual la estructura puede ser
atraida o repelida mediante moléculas solubles o a través del contacto con la matriz

240,241

extracelular . Dentro de este grupo de moléculas guias se encuentran las semaforinas,

efrinas y netrinas. Mientras que por otro lado, hay moléculas inhibitorias como la colapsina-1 que
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promueven el colapso del cono de crecimiento, guiando de forma inhibitoria el crecimiento

axonal®*?,

Otro grupo de moléculas muy relevantes en la regeneracion del nervio periférico luego de una
lesion son los factores neurotroficos producidos por las células de Schwann y los fibroblastos.
Los factores neurotréficos son péptidos que regulan la supervivencia neuronal, el crecimiento de
axones y la formacién de sinapsis durante el desarrollo normal, pero también después de una
lesion. Dentro de los factores neurotréficos, se encuentra la familia de las neurotrofinas, que
consiste en el factor de crecimiento nervioso (NGF), factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF),
la neurotrofina-3 (NT-3) y neurotrofina-4/5 (NT-4/5)**>%%_ La expresion de NGF aumenta de
modo bifasico en el lugar de la lesion y en el segmento distal del nervio lesionado. El primer pico
ocurre a las horas luego de la lesién, mientras que el segundo de 2 a 3 dias luego de la lesion.
Las principales citoquinas mencionadas previamente presentes durante la degeneracion
Walleriana, como IL-1a, IL-18 y TNF-a promueven un aumento en la expresion de NGF en los
fibroblastos, pero no en las células de Schwann. Interesantemente, el aumento en la expresion
de ARNm de NGF y la produccion de la proteina se correlaciona en parte, ya que el aumento a
nivel de proteina se observa Unicamente en el segundo pico de expresion del ARNm de NGF?*,
En las lesiones por aplastamiento, el aumento en la expresion es transitoria, sugiriendo que los

F243

axones que se regeneran luego del aplastamiento inhiben la expresion de NGF=*°. A su vez, la

IL-6, ademas de tener propiedades moduladoras del sistema inmune innato, también tiene

propiedades neurotrdficas al promover la sobrevida neuronal y el crecimiento axonal®*®.

Ademas de ser la principal fuente de factores neurotréficos?”’, las células de Schwann
desdiferenciadas proliferan dentro de los tubos endoneurales formados en la matriz extracelular.
Estos tubos huecos, que se conocen como las bandas de Biingner, proporcionan un camino para
que el axon en regeneracion vuelva a crecer’®, Ademas, las células de Schwann producen
factores que se incorporan a la matriz extracelular, como ser la fibronectina y la laminina,
fundamentales para el crecimiento axonal ya que los conos de crecimiento utilizan estas

proteinas para la adhesion a la lamina basal de los tubos endoneurales?*.
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Inmunoreceptores en la degeneracion Walleriana

Los procesos detallados previamente evidencian un rol fundamental del sistema inmune en el
desarrollo de la degeneracion Walleriana y en la regeneracion luego de una lesion de nervio
periférico. Una respuesta inmune deficiente durante la degeneracion Walleriana tiene
consecuencias detrimentales muy importantes en la recuperacion luego de una lesion traumatica
de nervio periférico, por lo cual es fundamental comprender los mecanismos que son
determinantes en el control de estas respuestas inflamatorias en el SNP. Dentro de estos
mecanismos, los inmunorreceptores han sido ampliamente estudiados en el contexto de estos
procesos, ya que la amplia variedad de estos receptores expresados por las células que
participan en las respuestas frente al dafio, son determinantes en el control del fenotipo y funcion

de estas células, y por lo tanto cumplen un rol fundamental en la degeneracion Walleriana.

Dentro de los estudios de los diferentes inmunorreceptores en contextos de lesién al SNP, varios
trabajos han demostrado que uno de los principales mecanismos por los que las células de
Schwann y las células del sistema inmune detectan la lesion de los axones cercanos, es a través
de los receptores de tipo Toll (TLR)*°. Estos receptores han sido implicados en el reconocimiento
del dafio tisular a través de la unién a ligandos endégenos que normalmente no estan presentes
en el medio extracelular. Ejemplos de estos ligandos son las proteinas de choque térmico®’,
ARNmM?*? y componentes degradados de la matriz extracelular **. Las células de Schwann
expresan constitutivamente una variedad de TLR, como el TLR3, TLR4 y TLR7. La expresion de
estos TLR sugiere que las células de Schwann desempefian un rol de ‘centinela’ en el SNP,
inspeccionando el microambiente a su alrededor para detectar dafos en el tejido. Muchos de los
cambios que ocurren luego de una lesién traumatica de nervio periférico como la activacion de
factores de transcripcion, expresion de citoquinas y la progresion de la degeneracion Walleriana
y recuperacion funcional son dependientes de los TLR presentes en las células de Schwann. Se
ha demostrado in vitro, que la expresion de los principales mediadores inflamatorios de la
degeneracion Walleriana como el TNF-qa, iNOS y CCL2, dependen de la activacion en de TLR2,
TLR3 y TLR4 en las células de Schwann?*2%, Por lo tanto, se ha sugerido que ligandos de TLR

endogenos liberados por los axones en degeneracién, se unen a los TLR presentes en las células
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de Schwann y las células inmunitarias, lo que lleva a la activacién de cascadas inflamatorias que

pueden ser esenciales para promover la regeneracion de axones.

Previamente, en nuestro grupo de investigacion evidenciamos un importante rol del
inmunorreceptor CD300f en la regulacion de la inflamacion durante la degeneracion Walleriana
luego de una lesién de nervio ciatico®?. Este receptor, que se ha demostrado que tiene una
actividad dual tanto activadora como inhibidora de las células inmunes, participa en el control de
la infiltracion de macréfagos en el tejido lesionado limitando su entrada, asi como también
regulando el fenotipo de estas células. Este control de la respuesta inflamatoria por parte de
CD300f es fundamental para la regeneracion del tejido y la reinervacién de los tejidos blancos,

favoreciendo una recuperacion exitosa luego de la lesion.

Uno de los receptores inmunes inhibitorios que también ha sido ampliamente estudiado en el
contexto de la respuesta inmune durante el proceso de degeneracion Walleriana es SIRPa®®-
29 a activacion de SIRPa en las células mieloides tras la union con el ligando CD47 promueve
una disminucion de la fagocitosis en estas células, por lo que se plantea que CD47 actua como
una sefial que indica "no me comas". El ligando CD47 es expresado por las células de Schwann
mielinizantes y en los oligodendrocitos (en el SNC), es decir que CD47 esta presente en la mielina
tanto en el SNC como en el SNP en condiciones normales protegiendo a la mielina de la
fagocitosis por parte de los macrdfagos y microgla’™®. Sin embargo, este mecanismo puede
representar un obstaculo cuando la mielina dafiada debe ser eliminada rapidamente durante la
degeneracion Walleriana®*®-2%2, Recientemente, se ha sugerido que la eliminacion de SIRPa en
las células mieloides favorece una limpieza de mielina mas rapida y eficiente, lo que promueve
una mejor recuperacion luego de una lesiéon traumatica de nervio periférico y podria ser utilizado

como base para el desarrollo de estrategias terapéuticas que favorezcan la recuperacion®®,

Dentro de este grupo de receptores inmunes inhibitorios también se encuentra el receptor
CD200R1. Previo al presente trabajo, un estudio evidencid la presencia de CD200 en el tejido de
nervio ciatico sin lesionar y luego de una lesion por aplastamiento, sugiriendo un posible rol de
la interaccion entre CD200 y CD200R1 en el proceso de degeneracion Walleriana y en la
recuperacion luego de una lesion traumatica de nervio periférico’’. En este estudio, a través de
inmunohistoquimica de tejido de nervio ciatico de rata, el cual esta compuesto principalmente por
fibras nerviosas mielinicas y amielinicas, demostraron la presencia de CD200 principalmente en

los nodos de Ranvier y en las incisuras de Schmidt-Lanterman y en menor medida en el
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neurilema, que constituye la porcién de citoplasma mas externa de las células de Schwann
mielinizantes (Figura 13 A). Interesantemente, observaron que en un nervio parasimpatico, que
consiste principalmente en fibras no mielinicas, practicamente todas las fibras nerviosas
presentaron una marca intensa para CD200 (Figura 13 B). A su vez, observaron que a los 7 dias
luego de una lesion por aplastamiento, la presencia de CD200 en el tejido de nervio ciatico
lesionado disminuye principalmente en el sitio de la lesion y en el segmento distal del nervio
lesionado (Figura 13 C-E).

Figura 13. Expresion de CD200 en nervios periféricos de rata en condiciones normales. (A)
inmunohistoquimica para CD200 en una seccién longitudinal nervio ciatico, en la que se evidencia la
presencia de CD200 en el neurilema (flechas simples), en los nodos de Ranvier (flechas dobles) y en las
incisuras de Schmidt-Lanterman (flechas con doble punta). (B) inmunohistoquimica para CD200 en tejido
de nervio parasimpatico post-ganglionar, compuesto predominantemente por fibras amielinicas, en donde
se observa una marca mas intensa. (C-E): después de lesiéon se modifica el patron de expresion en el
nervio ciatico, disminuyendo la inmunorreactividad para CD200 en el tejido. (C) en el sitio de la lesién se
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observan algunas estructuras ovales vacuoladas que expresan CD200 (flechas). (D) en el segmento
proximal se observa un aumento en el nimero de incisuras de Schmidt-Lanterman positivas para CD200.
E: en el segmento distal se observa una disminucién en la inmunorreactividad a CD200 en el mufion distal,
mientras que algunas fibras de pequefio diametro muestran un aumento en las incisuras de Schmidt-
Lanterman (flechas) que son positivas para CD200. Barra de calibracion: 20 um. Imagen adaptada de
Chang et al., 2011 %7,

Este trabajo pone en evidencia la presencia del ligando de CD200R1, CD200, en el tejido
nervioso periférico y su regulacion luego de una lesién traumatica, sugiriendo entonces un posible
rol de esta interaccion en la homeostasis en el SNP y en el proceso de degeneracion Walleriana.
Sin embargo, este trabajo no analiza el rol especifico del receptor CD200R1, ya que se analiza
unicamente la expresion del ligando CD200. Por lo tanto, es relevante estudiar en particular el
rol de este receptor tanto en homeostasis como en los procesos que siguen a una lesién de

nervio periférico.
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Lesion de médula espinal

Generalidades de las lesiones de médula espinal

Las lesiones traumaticas al SNC, entre las que se encuentran las lesiones cerebrales traumaticas
y las lesiones de médula espinal estan siendo reconocidas progresivamente como prioridades
mundiales de salud. Estas lesiones no solo resultan en pérdida de salud y discapacidad para las
personas y sus familias, sino que también representan una carga para los sistemas de atencion
médica y las economias debido a los altos costos de atencion médica y la pérdida de
productividad. Las lesiones traumaticas de médula espinal no solo conducen a una posible
discapacidad grave, sino que también pueden causar disfunciones de muchos érganos, incluidos
el sistema respiratorio, gastrointestinal, urinario, asi como también la piel, los huesos y las
articulaciones®. La afectacion de multiples sistemas puede provocar trastornos del movimiento,
complicaciones graves y una alta tasa de mortalidad tanto en la fase aguda como en la cronica.
El alcance de la paralisis y la pérdida de funciones luego de una lesion dependen del segmento
de la médula espinal lesionado. Los déficits neurolégicos en humanos se evaliuan con una

puntuacion denominada ASIA %°.

Los datos mas recientes sobre la incidencia y prevalencia de lesiones de médula espinal indican
que en 2016, a nivel global, 27 millones de personas padecen de una lesién de médula espinal
y hay aproximadamente 930.000 nuevos casos de lesiones de médula espinal por afio. En
Uruguay, la tasa de nuevos casos reportada para 2016 se estimé en 19 casos cada 100.000
habitantes (Figura 14 A), constituyendo uno de los valores de incidencia mas altos de la region.
Esto tiene un fuerte impacto sobre la calidad de vida de las personas que padecen estas lesiones,
e impone una fuerte carga economica a los paises, con altos costos asociados al cuidado

primario de los pacientes y a la pérdida de productividad 2.
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Causas de lesion de médula espinal
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Figura 14. Incidencia y principales causas de las lesiones traumaticas de médula espinal a nivel
global. (A) distribucion global de la incidencia de lesiones traumaticas de médula espinal estandarizado
por edad cada 100.000 habitantes en 2016. Se muestran los datos de ambos sexos en conjunto. Uruguay
se encuentra entre los paises de latinoamérica con mayor incidencia de lesiones de médula espinal con
19 nuevos casos por afio cada 100.000 habitantes reportados en 2016. (B) incidencia global de las lesiones
traumaticas de médula espinal por debajo del cuello, en funcion de la edad en mujeres (rojo) y hombres
(azul). Se observa una incidencia creciente en las lesiones a partir de los 70 afios, tanto en mujeres como
en hombres, principalmente a causa de caidas. (C) incidencia de las lesiones traumaticas agrupadas por
la causa de la lesion para diferentes regiones del mundo. En América del Sur las principales causas de las
lesiones de médula espinal son las caidas y accidentes de transito. Imagen adaptada de James et al.,
201928,
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En la Figura 14 B se observa los valores de incidencia de lesiones de médula espinal a nivel
global evaluados segun la edad y el sexo. Este estudio permite evidenciar una mayor incidencia
en personas mayores a 70 afios, tanto en hombres como mujeres. Sin embargo, en jovenes de
20 a 30 anos, se observa una mayor incidencia en hombres que en mujeres. Las causas que
generan lesiones traumaticas de médula son muy variadas y difieren en las diferentes regiones
y paises, como se observa en la Figura 14 C. En nuestra region, asi como en la mayoria de otras
regiones y a nivel global, la principal causa de lesiones de médula espinal son las caidas, lo cual
explica una mayor incidencia en personas mayores a 70 afios. En segundo lugar, se encuentran
los accidentes de transito como una de las principales causas de las lesiones de médula
espinal®®®.

Actualmente no existen tratamientos efectivos que promuevan la recuperaciéon de funciones
perdidas luego de una lesion de médula espinal, y por lo tanto la prevencién es el unico
mecanismo por el cual se puede lograr una disminucion en la carga global generada por las
lesiones de médula espinal®®®. Teniendo en cuenta las dificultades que se han tenido al trasladar
terapias que demostraron ser eficientes en modelos preclinicos al uso en humanos, resulta
especialmente importante estudiar en mayor detalle los mecanismos que subyacen a los
procesos fisiopatologicos luego de una lesion de médula espinal para el desarrollo de estrategias
terapéuticas que permitan la recuperacion de las funciones perdidas luego de una lesion
traumatica. En este contexto, a su vez, es interesante comprender y comparar los mecanismos
que se desarrollan luego de una lesion al SNP y que llevan a una recuperacion exitosa, con los

mecanismos que ocurren luego de una lesién al SNC.

Modelos murinos experimentales de lesion de médula espinal

La mayoria de las formas de lesiones de la médula espinal observadas en humanos pueden
replicarse en modelos murinos, que incluyen lesiones completas e incompletas a diferentes
niveles o segmentos de la médula espinal®®’?%®, Estos modelos varian principalmente en el lugar
de lesion y el mecanismo de lesién, teniendo cada uno sus ventajas y desventajas, por lo que
hay que tener en cuenta el aspecto de las lesiones de médula espinal a ser estudiado al momento
de elegir el modelo experimental. En cuanto a las lesiones a nivel cervical, nhumerosos
argumentos éticos y médicos limitan el uso de lesiones bilaterales debido a que estas lesiones
paralizan tanto las extremidades anteriores como las posteriores, generando diversas

complicaciones postoperatorias, por lo que se sugiere el uso de lesiones unilaterales en el caso
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de que sean a nivel cervical®®. A niveles toracicos bajos, la lesion de la médula espinal causa
paralisis de las extremidades posteriores y el correspondiente deterioro de las funciones
sensoriales y del sistema auténomo. Los animales con lesiones toracicas pueden movilizarse
utilizando sus extremidades anteriores, por lo que los pueden estudiarse durante varios meses
después de la lesidn, siempre que se realice el vaciado asistido de la vejiga durante el tiempo
que sea necesario y que se lleven a cabo los cuidados correspondientes, como el tratamiento de
infecciones urinarias y lesiones cutaneas. Las lesiones en la médula espinal lumbar o sacra
suelen causar sintomas que se restringen a la cola, por lo que su uso es limitado. A pesar de que

la mayor parte de las lesiones en humanos ocurren a nivel cervical?”

, muchos experimentos que
demuestran principios basicos, como por ejemplo la respuesta inflamatoria en la médula, las
lesiones a niveles inferiores suelen ser suficientes. EI modelo de lesién a nivel cervical
generalmente se usa para evaluaciones preclinicas avanzadas, cuando la eficacia de una terapia
ha sido previamente demostrada en lesiones de nivel inferior, o para evaluar funciones
especificas controladas a nivel cervical, como la funcién respiratoria, las extremidades superiores

y las funciones motoras mas finas de las manos®®.

Figura 15. Principales modelos experimentales murinos de lesion de médula espinal utilizados

actualmente: contusién, compresién y transeccién. Imagen adaptada de Fan et al., 2022 ?"".

Segun el mecanismo de lesion, los modelos de lesion de médula espinal se pueden clasificar en
contusién, compresion, traccion, luxacion, transeccion o quimicos (se muestran los tres modelos
mas utilizados en la Figura 15). Los modelos de contusion, en los que se aplica una fuerza
transitoria para desplazar y dafar la médula espinal, incluyen dispositivos de caida de peso,
electromagnéticos y de presién de aire. Los modelos de compresién se caracterizan por la

compresion de la médula espinal durante un periodo prolongado. Los modelos de traccion
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aplican fuerzas opuestas para estirar la médula espinal, mientras que los modelos de luxacion
causan lesiones mediante el desplazamiento lateral de las vértebras. La transeccion implica la
seccién parcial o completa de la médula espinal en un nivel particular, y una de las principales
ventajas es que puede ser utilizado para evaluar la regeneracion a través del area lesionada, a
diferencia de los modelos de contusion y compresion. Finalmente, los modelos mediados
quimicamente buscan replicar y acentuar algunos procesos del dafio secundario, como la
isquemia o la pérdida de mielina. Las lesiones de la médula espinal en humanos suelen ser
causadas por caidas u otras formas de impacto fisico que aplastan el canal 6seo y comprimen la
médula espinal. Por lo tanto, los modelos experimentales mas utilizados consisten en exponer la
meédula espinal por medio de una laminectomia, donde se quita parte de la vértebra y luego
somete la médula espinal expuesta a una compresiéon o una contusion®?. Las lesiones por
contusion histéricamente se han realizado por medio de un dispositivo que deja caer un peso

sobre la médula espinal®”

, pero mas recientemente se realizan por medio de un piston controlado
por computadora que golpea la médula espinal con una fuerza precisa, produciendo resultados
mas reproducibles?’*. Una de las principales limitaciones que se han planteado en cuanto al uso
de modelos murinos de lesion de médula espinal en comparacion con las lesiones en humanos,
es la diferencia anatémica de los tractos de fibras espinales entre humanos y ratas y ratones®’®,
por lo que se ha planteado que puede estar en la base de algunas de las diferencias observadas
en la recuperacion luego de la lesion entre humanos y ratas y ratones®®. Se ha sugerido que
estas diferencias pueden estar en la base de los numerosos casos de tratamientos que han
demostrado efectividad en modelos preclinicos, pero han fallado en demostrar un efecto sobre
la recuperacion de las funciones luego de una lesion. También se ha sugerido que las distancias
mas largas que deben recorrer los axones en humanos en comparacién con los modelos murinos
puede ser otra diferencia fundamental que influya en este aspecto®®. Sin embargo, estos
modelos experimentales han demostrado ser de gran utilidad para comprender los procesos y
mecanismos que ocurren luego de una lesién de médula espinal y que determinan la propagacion

del area dafada y la pérdida de las funciones.

Propagacion del dafio secundario luego de una contusion medular

Un dafio fisico agudo en la médula espinal desencadena una serie de eventos que propaga el
area de dano inicial, denominada dafio primario, hacia una mayor extension de dafo tisular

determinado por una serie de factores que transcurren en un lapso de semanas a meses.
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Inicialmente, un trauma inicial mecanico puede generar la muerte de los diferentes tipos celulares
presentes en el tejido nervioso, lo que desencadena una cascada de mecanismos que
activamente propagan el dafio hacia el tejido adyacente (Figura 16)?’®. Este proceso activo por
el cual se propaga el dafio se conoce como dafio secundario, y muchas estrategias terapéuticas
que estan siendo estudiadas para promover la recuperacion luego de una lesion se enfocan en
limitar la propagacion del dafio secundario con el fin de preservar el tejido nervioso que no fue
afectado por el trauma inicial. Los factores que contribuyen y determinan la extensién del dafio
secundario son variados, entre ellos se encuentran la produccion de especies reactivas de
nitrdgeno y oxigeno a causa de una disfuncion mitocondrial, la excitotoxicidad y alteraciones en
la irrigacion sanguinea por hemorragia e isquemia. Sin embargo, se ha destacado a la respuesta
inflamatoria como uno de los principales componentes determinantes de la extensién del dafo
secundario y por lo tanto, gran parte del esfuerzo se ha centrado en comprender los mecanismos
que subyacen a esta respuesta inflamatoria para desarrollar estrategias terapéuticas que

modulen esta respuesta™.

Figura 16. Procesos involucrados en la propagacion del dano al tejido nervioso luego de una lesion
de médula espinal. El alcance del dafio después de una lesion de médula espinal es una combinacion
del dario fisico inicial (dafio primario) y una serie de procesos que conforman el dafio secundario y que
promueven la propagacion del area de tejido nervioso dafiado luego de la lesion. La lesion primaria genera
un dafio en la vascularizacion de la médula espinal, reduciendo la entrega local de oxigeno, lo que
disminuye la funcién mitocondrial y la sintesis de ATP, a la vez que aumenta la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Durante el dafio secundario ocurre la muerte neuronal, desmielinizacién y
fragmentacion axonal, reactividad microglial y formacion de la cicatriz glial por parte de los astrocitos.
Imagen adaptada de Scholpa et al., 2017%7S.
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Respuesta inflamatoria luego de una lesion de médula espinal

Después de una lesién en la médula espinal, se desencadenan una serie de procesos
inflamatorios en la zona afectada. Estos procesos implican la liberacion de diversas citoquinas
proinflamatorias, como IL-1B3, TNF-a e IL-6, que atraen células del sistema inmune al sitio de la
lesion. El propio dafo fisico, la entrada de estas células y el desarrollo de la respuesta
inflamatoria afectan la integridad de la barrera hematoencefalica, la cual se ve alterada a las 3
horas posteriores a la lesién y permanece asi hasta una semana después. Esta respuesta resulta
de una compleja interaccidn entre numerosos tipos celulares, que establecen un dialogo para
desarrollar la respuesta de manera coordinada. Dentro de esos tipos celulares se encuentran los
diferentes tipos de células gliales y células del sistema inmune que ingresan desde la periferia
(Figura 17). En ausencia de lesion, las células gliales apoyan la transmision y funcion normal
neuronal, manteniendo la homeostasis del tejido nervioso. Al presentar una alteracion tan
importante, estas células gliales adoptan nuevas funciones. Los astrocitos adoptan un nuevo
fenotipo desarrollando lo que se conoce como astrogliosis, siendo mas intensa y evidente en el
tejido que rodea al sitio de la lesion, formando la cicatriz glial?”’. Esta cicatriz es el producto de
la proliferaciéon y migracion de los astrocitos reactivos y se forma entre los 5 a 14 dias post-lesion
(dpl) en roedores, permaneciendo luego de manera crénica. La influencia de esta cicatriz en el
desarrollo de la fisiopatologia de la lesion de médula espinal es dual, ya que por un lado ayuda
a restringir la propagacion de componentes de la inflamacion y células del sistema inmune hacia
el tejido que no fue dafado, limitando la propagacion del dafio secundario. Sin embargo, por otro
lado esta cicatriz genera un impedimento para el crecimiento axonal limitando la capacidad de

regeneracion y recuperacion luego de la lesion?’®,
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Figura 17. Respuestas de las principales células involucradas en la respuesta a una lesion de la
médula espinal. Después de una lesion, la microglia y los astrocitos adquieren un fenotipo reactivo,
mientras que el dafio a los vasos sanguineos y aumento de la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica permite la infiltracion de neutrdfilos, macréfagos y células dendriticas al tejido lesionado.
La lesion en la médula espinal también promueve la migracion de linfocitos B y T desde la médula 6sea y
el timo, respectivamente. La infiltracion de leucocitos puede ocurrir a través de la transmigracion a través
de los vasos sanguineos (flecha azul discontinua) en respuesta a un gradiente de quimioquinas con una
alta concentracion en el tejido de la médula espinal lesionada. Imagen adaptada de Bowes et al., 2014 ?7°.

Uno de los tipos celulares mas relevantes en el desarrollo de la respuesta inflamatoria es la
microglia, ya que a diferencia de lo que ocurre con las lesiones en el SNP, es la principal
poblacion del sistema inmune presente en el tejido nervioso al momento de la lesién, y por lo
tanto es la encargada de orquestar la respuesta inflamatoria inicial**3>?%°, En presencia de una

lesion, la microglia reconoce sefales de dano tisular generadas por el impacto fisico inicial,
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adoptando un fenotipo reactivo e iniciando una serie de cambios morfoldgicos y funcionales. Este
cambio fenotipico implica la disminucién en la expresion de genes asociados al fenotipo

homeostatico de la microglia como Tmem119, SiglecH, P2ry12281282

, comprometiendo las
funciones normales que lleva a cabo este tipo celular para mantener la homeostasis del tejido
nervioso. El fenotipo reactivo se asocia a un aumento en la fagocitosis y la expresion de
citoquinas y quimioquinas®. Luego de la lesion, el numero de microglia en el tejido dafado
aumenta progresivamente hasta la semana post-lesion y luego se mantiene en niveles elevados
(Figura 18). Este aumento del numero de microglia se debe a la proliferacién de las células
residentes en el tejido, asi como también por la migracion de estas células desde otras regiones

de la médula espinal hacia el sitio lesionado?3-2%,

Figura 18. Dinamica temporal de las principales poblaciones del sistema inmune luego de un dafno
fisico al SNC en ratones. Aumento del numero de la microglia (en amarillo) residente e ingreso de
leucocitos en circulacion sanguinea al sitio de la lesion. EI mayor nimero de neutréfilos (en rosado) se
observan a las 24 horas post-lesién y disminuye rapidamente, mientras que los macréfagos (en celeste) y
linfocitos (en azul) presentan un pico de ingreso a los 7 dias post-lesion. Imagen adaptada de Neirinckx et
al., 2014 28,

El reclutamiento de las células inmunes al tejido lesionado ocurre de manera secuencial (Figura
18)?%. Los neutrdfilos constituyen la primera poblacion celular inflamatoria en llegar al sitio de la

lesién, alcanzando un numero maximo de células a las 24 horas después de la lesién. Mas
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tardiamente ingresan al tejido nervioso lesionado los monocitos/macrofagos circulantes
alcanzando un numero maximo en el tejido a los 7 dias luego de la lesion. Los linfocitos invaden
progresivamente el sitio de la lesion, encontrandose en mayor numero en el sitio de la lesion

entre la primera y segunda semana luego de la lesion?’.

Neutrofilos en la respuesta frente a una lesion de médula espinal

La activacion de la microglia frente a las sefiales de dafo promueve la liberacion de citoquinas y
quimioquinas que atraen a células del sistema inmune desde los tejidos periféricos hacia el area
de tejido lesionado. La primera poblacion celular en alcanzar un gran numero en el tejido son los
neutrofilos, al igual que ocurre con las respuestas inflamatorias en otros tejidos, al igual que como
fue descrito previamente para el caso del nervio ciatico. Los neutréfilos son reclutados desde el
torrente sanguineo y migran a través de barreras endoteliales para llegar al sitio lesionado,
siendo altamente sensibles a sefiales quimiotacticas como CXCL1, IL-8, interferén-gamma, C5a
y CXCL12%82%_ Una vez en el tejido lesionado secretan citocinas, liberan el contenido de sus
granulos citoplasmaticos, fagocitan restos celulares, favoreciendo la limpieza del tejido y el
reclutamiento de otras células del sistema inmune®°. Los neutréfilos suelen considerarse
perjudiciales en el contexto de las lesiones traumaticas al SNC, ya que se acumulan en el tejido
lesionado secretando proteasas y enzimas oxidativas, o que promueve una mayor pérdida de
tejido nervioso. Respaldando esta nocion sobre el rol perjudicial de los neutrdfilos, se ha
propuesto que estas células poseen capacidad neurotéxica?®'?%2, Una menor acumulacion de
neutréfilos en la lesién se asocid con una reduccion de citocinas proinflamatorias, una
disminucion de la apoptosis y el estrés oxidativo, y una recuperacion motora significativa, lo que

apoya esta nocion negativa de los neutréfilos®®,

Sin embargo, otros estudios sugieren un rol beneficioso de los neutrdéfilos en los procesos que
ocurren luego de una lesion de médula espinal®*?%. Estos trabajos han demostrado que el
agotamiento de los neutrdfilos circulantes por la administracion del anticuerpo bloqueante Gr1
empeora los déficits neuroldgicos después de una lesion de médula espinal en ratones y también
conduce a una mayor expresion de citoquinas, como CXCL1, CCL2 y CCL9, y una mayor

cicatrizacion del tejido®®®

. A su vez, otros estudios sugieren que los neutrofilos podrian contribuir
a la elaboracion de un entorno adecuado para la regeneracion axonal®®. Por lo tanto, el rol de
los neutrofilos en los procesos de lesion y reparacion deben abordarse de manera mas especifica

ya que hay cada vez mas evidencia de que los neutrofilos también ejercen efectos beneficiosos

61



en el contexto de dafo al SNC. Esto probablemente ocurra a través de la iniciacion de la
reparacion tisular, lo que nos lleva a reevaluar el rol de los neutrofilos en los procesos que ocurren

luego de una lesién de médula espinal.

Linfocitos en la respuesta frente a una lesion de médula espinal

La infiltracion linfocitica al tejido danado ocurre progresivamente durante la primera semana

29729 3 pesar de que el numero de linfocitos

después de la lesion y se mantiene crénicamente
reclutados en el sitio de la lesion es bajo en comparacién con los otros tipos celulares del sistema
inmune reclutados a la lesion. Aun no esta del todo definida la contribucion de los linfocitos a la
progresion o a la resolucion de los eventos fisiopatoldgicos en el lugar de la lesion. Sin embargo,
numerosos estudios han demostrado la participacion de los linfocitos en los mecanismos
inflamatorios que se desarrollan luego de una lesion de médula espinal. Se ha reportado una
mejora en la recuperacion funcional luego de la lesion en ratones que carecen de linfocitos B y
T30301 "En esta misma direccion, el tratamiento con Ciclosporina A y tacrolimus, los cuales son
inhibidores de la proliferaciéon de linfocitos T°%2, se asocid con una mejora en la recuperacion
funcional y un aumento en la supervivencia de neuronas motoras en la médula espinal®®=%. E|
tratamiento con estos farmacos redujo la infiltracion de células T en el tejido nervioso danado, a
la misma vez que se observo una reduccion en la activacion de macrofagos, posiblemente debido
a una menor produccién de citoquinas por parte de los linfocitos T en el sitio de la lesion. Todos
estos resultados sugieren un rol perjudicial en el desarrollo de los procesos fisiopatologicos que

siguen a una lesién de médula espinal por parte de los linfocitos.

A su vez, se ha sugerido que los linfocitos son fundamentales en el desarrollo de un proceso que
se ha denominado autoinmunidad inducida por trauma (AIT)**"*%_ Estudios en humanos y en
modelos animales han demostrado que el trauma activa un repertorio endégeno de linfocitos
reactivos al SNC. La frecuencia de linfocitos T reactivos a proteinas de la mielina como la MBP,

estad aumentada en el suero de pacientes con lesion medular®®-3""

, 'y también se ha observado
que los pacientes con una lesion de médula espinal tienen niveles cronicamente elevados de
autoanticuerpos en suero®'%32313 E| impacto patoldgico de la AIT no esta del todo claro aun, ya
qgue no se ha demostrado que los linfocitos autorreactivos sean responsables del desarrollo de
enfermedades autoinmunitarias en individuos con lesién de médula espinal. Esto puede deberse
a la induccién de mecanismos reguladores y reparadores que se activan de manera paralela con
los mecanismos perjudiciales reportados. También es posible que los efectos perjudiciales de la

AIT sean enmascarados por la manifestacion de otros sintomas convergentes en el paciente con
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lesion de médula espinal®™. Estos estudios ponen en evidencia que aun queda mucho por
estudiar en cuanto al rol de los linfocitos en los mecanismos subyacentes a los problemas
generados por las lesiones de médula espinal, y el potencial del desarrollo de estrategias que
tengan como blanco estas poblaciones celulares para promover mejoras en la recuperacion de

las funciones luego de una lesién de médula espinal.

Macrofagos en la respuesta frente a una lesion de médula espinal

Luego de una lesion en la médula espinal, las sefiales como CCL2, provenientes de la microglia
y otras células presentes en el sitio de la lesidn, reclutan macrofagos derivados de monocitos
desde la circulacion hacia el parénquima lesionado®'®. En las etapas méas agudas de la lesion
durante el primer dia, la microglia es la principal encargada de fagocitar el material dafiado®'®.
Cuando los macréfagos ingresan a la médula espinal lesionada de 2 a 3 dias después de la
lesion, comienzan a fagocitar axones y otros componentes dafiados del tejido nervioso. Para el
dia 7 post-lesion cuando alcanzan su maximo numero en el tejido lesionado, superan
ampliamente a la microglia en la capacidad de fagocitosis de los componentes del tejido
dafado®'®. Se ha sugerido que los macréfagos derivados de monocitos estdn mucho mas
especializados en fagocitar tejido dafiado en la médula espinal lesionada que la microglia. Se ha
planteado que el rol principal de la microglia en las etapas sub-agudas de la lesion es intentar
restaurar el tejido a la homeostasis normal y por lo tanto dejan la tarea de fagocitosis del tejido
dafado y las células apoptdticas a los macrofagos derivados de monocitos®'®. Trabajos in vitro
evidenciaron que los macréfagos no responden de la misma manera a la fagocitosis de mielina,
neutrofilos apoptéticos o de gldbulos rojos®’, por lo que se debe profundizar en el estudio de
esta funcion celular en los macrofagos en diferentes situaciones y analizar el impacto sobre el

desarrollo de los procesos fisiopatoldgicos luego de una lesion de médula espinal.

Ademas de su rol en la fagocitosis, los macrofagos presentan una variedad de funciones que son
de gran relevancia en el desarrollo de la respuesta inflamatoria y en la regeneracion luego de
una lesién de médula espinal. Se ha planteado que los macréfagos que ingresan al tejido

318-321 Estos

lesionado pueden promover tanto la propagacion de la lesion, como la regeneracion
efectos divergentes podrian atribuirse a diferentes subconjuntos de macréfagos y la activacion
de cascadas de sefalizacion intracelular especificas, ya que la poblacion de macréfagos
derivados de monocitos que ingresan al tejido presenta gran heterogeneidad en sus funciones y

fenotipos celulares.
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Varios estudios han demostrado que la eliminacién o la inhibicion funcional de los macréfagos
en las etapas agudas de la lesion es neuroprotectora y promueve la recuperacion de las
funciones®'®319321 Se ha sugerido que la causa mas probable es que la microglia y los monocitos
recién reclutados se diferencian en macrofagos proinflamatorios M1 en los sitios de la lesion®?,
Las células M1 se mantienen en los sitios de la lesion durante semanas después de la lesion, en
parte porque los mecanismos de senalizacion proinflamatoria persisten de manera crénica en el
tejido lesionado. Se ha sugerido que la respuesta polarizada hacia macréfagos tipo M1 luego de
una lesién de médula espinal dificulta la recuperacion funcional, en parte por la propagacion de
cascadas neurodegenerativas secundarias que promueven la retraccion de axones®?. Los
mecanismos que median estos efectos negativos de los macréfagos M1 son variados, pero se
ha propuesto que la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias, 6xido nitrico, especies reactivas
de oxigeno y de enzimas proteoliticas por parte de estas células son los principales mediadores

de estos efectos negativos en el contexto de una lesion de médula espinal®**

. A pesar de esto,
también se observa una respuesta de macréfagos con fenotipo asociado al M2 luego de una
lesion de médula espinal en el sitio lesionado, pero ésta es de corta duracién, encontrandose
principalmente entre los 3 a 7 dias posteriores a la lesion®?. Una caracteristica fenotipica
distintiva de los macréfagos M2 es la expresion aumentada del receptor de manosa (CD206) *°.
CD206 se une a células apoptoticas y necroéticas y facilita la eliminacion sin desencadenar
sefiales inflamatorias®?®. Teniendo en cuenta estas diferencias en los fenotipos de la poblacién
de macrofagos a nivel de la médula espinal lesionada, se ha sugerido que promover la respuesta
M2 podria representar un mecanismo para el desarrollo de estrategias terapéuticas que busquen
mejorar la eliminacion de restos del tejido dafiado, al tiempo que promuevan la regeneracién

axonal y la recuperacion funcional®??,

Como fue mencionado previamente, los monocitos migran hacia el lugar de la lesion y
experimentan una diferenciacién en macréfagos en multiples fases. En ratones, se observa una
primera fase que inicia aproximadamente 3 dias después de la lesion y alcanza su punto maximo
alrededor de los 7 dias. Después de una ligera disminucion, una segunda fase comienza a los
14 dias, llegando a otro pico a los 60 dias, y se mantiene estable durante al menos 180 dias

después de la lesion?®72%7

. Interesantemente, se observd que al impedir esta fase tardia de
infiltracion de macrofagos mediante la inhibicion del receptor C5a empeora la recuperacion
locomotora, lo que sugiere que esta poblacion de macréfagos que aparece tardiamente es

beneficiosa para la recuperacion funcional luego de la lesion®’. En los seres humanos, se
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observa un patron temporal agudo similar, pero aun no se sabe si también presentan una

segunda fase de infiltracion de macréfagos®.

Estudios iniciales demostraron que los monocitos circulantes que se dirigen a los sitios de
inflamacion se originan desde la médula 6sea®”’. Inclusive, mas recientemente se ha demostrado
que médula 6sea en los huesos adyacentes al SNC (craneo o vértebras) constituyen uno de los
sitios donde se originan los macrofagos y neutréfilos que migran a las meninges y al parénquima
del nervioso luego de una lesién®?. Sin embargo, estudios mas recientes en un modelo de raton
con lesién isquémica en el miocardio demostraron que los macrofagos inflamatorios también
derivan de reservorios extramedulares de monocitos. Especificamente, se encontré que los
monocitos en el bazo migran hacia la circulacion y se acumulan en el miocardio lesionado, donde
se diferencian en macrdéfagos®°%3°. A su vez, se asocié a los macrofagos provenientes del bazo
que migran hacia los tejidos dafiados con un fenotipo principalmente pro-inflamatorio. Luego de
este estudio, también se ha demostrado la migracion de macréfagos desde el bazo hacia el SNC,
particularmente luego de un accidente cerebrovascular®®' y luego de una lesién de médula

espinal®®.

El bazo como interfaz neuroinmune después de una lesion de médula

espinal

Los estudios anteriormente mencionados posicionaron al bazo como un actor fundamental en el
desarrollo de la respuesta inflamatoria luego de una lesiéon de médula espinal y como un potencial
blanco sobre el cual actuar para modular la respuesta inflamatoria a nivel de todo el organismo

y en la médula espinal luego de una lesion.

El bazo es un 6rgano muy relevante en la coordinacién de la respuesta periférica ante la
presencia de antigenos, ya sea debido a infecciones o dafio en los tejidos, asi como también
participa en la filtracion de la sangre y la remocién de eritrocitos dafiados y/o envejecidos®®. A
pesar de que existe la nocién de que el bazo no es esencial, su importancia se hace evidente
cuando se realiza una esplenectomia, ya que esto duplica el riesgo de que una persona

desarrolle tromboembolias fatales y contraiga infecciones que pueden ser letales.
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Como fue mencionado previamente, el bazo tiene un rol fundamental en el desarrollo de la
respuesta inflamatoria a nivel de la médula espinal luego de una lesion, ya que es la principal
fuente de macréfagos que ingresan al sitio lesionado en las etapas agudas de la lesion. Ademas,
el bazo es un lugar fundamental de coordinacion entre la respuesta inmune innata y adaptativa,
por lo que también puede asociarse con otros procesos fisiopatolégicos que ocurren luego de la
lesion vinculados con la autoinmunidad®**. Sin embargo, la importancia del bazo luego de una
lesion de médula espinal no se limita a los efectos que se pueden observar en el tejido nervioso
danado, sino que tiene un impacto sobre otras funciones sistémicas fundamentales luego de un
trauma, inclusive se asocia con la principal causa de muerte luego de una lesion de médula
espinal que es la neumonia®®*. Se ha descrito una serie de sintomas asociados con las lesiones
de médula espinal, particularmente cuando se dan en los segmentos superiores, conocido como
sindrome de depresion inmunoldgica inducido por lesion de la médula espinal (SCI-IDS, por su
sigla en inglés) que se caracteriza por una disfuncion leucocitaria general y leucopenia, asi como
también se observa una marcada atrofia del bazo®**3¥". Este funcionamiento alterado y deficiente
del sistema inmune facilita el desarrollo de infecciones como la neumonia, en pacientes
politraumatizados que generalmente se encuentran en un estado muy delicado, generando

complicaciones que pueden ser letales.

A pesar de que las causas del desarrollo de SCI-IDS aun no estan del todo claras, se ha
planteado que un factor determinante es la alteracion de la comunicacion entre el sistema
nervioso y el bazo. Este 6rgano presenta una extensa inervacion por parte del sistema nervioso
autonomo, en forma de fibras noradrenérgicas que se extienden por todo el tejido del bazo,
principalmente en las zonas donde se concentran grandes numeros de células inmunes (Figura
19 B). La funcién inmune del bazo esta bajo control del sistema nervioso auténomo, lo que coloca
al bazo en una situacién unica como interfaz neuroinmune, coordinando la comunicacion entre
ambos sistemas para controlar las respuestas inflamatorias. Esta inervacion del bazo es un
componente fundamental en un mecanismo de control de la respuesta inmune a nivel sistémico
llamado “reflejo colinérgico anti-inflamatorio™. Este reflejo es un mecanismo fisiolégico que
permite mantener la inflamacién bajo control, al prevenir la propagacion excesiva de la respuesta
del sistema inmune frente a dafios o patdégenos. Una vez que se detectan altos niveles de
moléculas pro-inflamatorias, este reflejo actia a modo de freno para evitar la retroalimentacion
positiva de las células del sistema inmune y una respuesta inflamatoria descontrolada. Los
principales mecanismos que participan en este reflejo colinérgico anti-inflamatorio se

esquematizan en la Figura 19 A%°,
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Frente a un estimulo como una infeccién o dafno tisular, en las etapas mas agudas de las
respuestas inflamatorias se liberan grandes cantidades de citoquinas que alcanzan la circulacion
sanguinea. Este aumento de citoquinas pro-inflamatorias en sangre es detectado a nivel de los

[340341 " causando la activacién de las vias

quimiorreceptores en el cuerpo carotideo y vaga
aferentes sensoriales del nervio vago que alcanzan a los cuerpos neuronales preganglionares
en el nucleo motor dorsal (DMN) del nervio vago ubicado en el tronco encefalico. Las fibras
nerviosas eferentes motoras parasimpaticas del DMN luego activan neuronas postganglionares
ubicadas en el ganglio celiaco®*. Estas neuronas simpaticas adrenérgicas luego inervan al bazo
a través del nervio esplénico (Figura 19). La activacion de estas terminaciones nerviosas genera
la liberacién noradrenalina en el bazo, estimulando la produccion y liberacion de acetilcolina por
parte de los linfocitos T**. La acetilcolina alcanza a los macrdfagos esplénicos, actuando sobre
el receptor nicotinico de acetilcolina a7nAChR y generando en los macréfagos una cascada de
sefalizacion que culmina en la reduccion de la produccion de mediadores pro-inflamatorios como

TNFa e IL1B, al bloquear la via inflamatoria mediada por NF-kB3*1344,

A B -

Figura 19. llustracion del reflejo colinérgico anti-inflamatorio y la inervacion por el sistema nervioso
auténomo simpatico del bazo. (A) En el reflejo colinérgico anti-inflamatorio, el nervio vago aferente
responde a los mediadores inflamatorios y envia sefiales al tronco encefélico, donde se origina una sefial
que es transmitida por el nervio vago eferente hacia el nervio esplénico y el bazo. Esto provoca la liberacion
de noradrenalina (NA) en el bazo. Los linfocitos T CD4+ que expresan el receptor beta-2 de adrenalina

67



(B2AR) captan NA y liberan acetilcolina (ACh). La acetilcolina inhibe la producciéon de citocinas
proinflamatorias en los macréfagos que expresan el receptor a7nAChR (receptores nicotinicos de
acetilcolina a7). Ademas, el reflejo anti-inflamatorio reduce la expresion de CD11b en los neutrofilos y
disminuye la secrecion de anticuerpos y la migracion de linfocitos B. Imagen adaptada de Ramos-Martinez
et al., 2021 3%, (B) inmunofluorescencia de tejido del bazo donde se muestra el patrén de la inervacion
simpatica en el bazo. Las neuronas simpaticas que inervan el bazo tifien positivamente para la tirosina
hidroxilasa (rojo) y se observan con frecuencia extendiendo procesos hacia las zonas de linfocitos B
CD45R* (en verde) en la pulpa blanca. Barra de escala=75 um. (C) a mayor aumento se observa la
estrecha proximidad entre los axones y los linfocitos B, con puntos de contacto entre el axén y la célula
indicados en amarillo y contactos sinapticos presumibles indicados por flechas blancas. Barra de
escala=20 um. B y C son imagenes adaptadas de Noble et al., 2018 3.

Ademas de inhibir la producciéon de citoquinas pro-inflamatorias por parte de los leucocitos
esplénicos, la activacion de estas fibras noradrenérgicas simpaticas conduce a la apoptosis de
estas poblaciones celulares y a la atrofia del bazo®’, asi como también inhibe la migracion de
linfocitos T3#¢ y neutrdfilos®” hacia la circulacion sanguinea. Finalmente, este reflejo colinérgico
anti-inflamatorio también participa en la resolucion de la inflamacion, al estimular la liberacion de

mediadores lipidicos, entre ellas las resolvinas, protectinas, lipoxinas y maresinas®*.

La observacion de estos mecanismos, rapidamente evidenciaron el potencial terapéutico del
reflejo colinérgico anti-inflamatorio como un fuerte candidato para la modulacion de las
respuestas inflamatorias en diferentes condiciones patoldgicas en las que se ven involucradas
las diferentes poblaciones celulares del sistema inmune presentes en el bazo, incluido en
numerosas patologias en las cuales se ha demostrado que la neuroinflamacion es un
componente fundamental en determinar la fisiopatologia 3*°. La estimulacion con agonistas
colinérgicos ha demostrado resultados beneficiosos en la reduccion de la inflamacién en la

%2, la enfermedad de Parkinson®® y de

360,361

encefalomielitis autoinmune experimental®*®

Alzheimer®**-2% |3 epilepsia®”’, la depresion3°83>°

y la esquizofrenia
Algunos estudios han planteado efectos beneficiosos en la recuperacion funcional tras la
modulacion de la respuesta del bazo luego de una lesion de médula espinal. La esplenectomia
previa a la lesion de médula espinal en ratones demostré mejorar la recuperacion funcional y una
patologia asociada a la lesion atenuada®®?. Esto se atribuy6 principalmente a la ausencia de
leucocitos provenientes del bazo al sitio de la lesion en la médula espinal en las primeras etapas
de la respuesta inflamatoria, lo que promueve un ambiente menos pro-inflamatorio y una mayor
neuroproteccion. Particularmente, se observd en un modelo murino de lesidon de médula espinal,

que la esplenectomia previa a la lesion gener6 una gran reduccion en el numero de macréfagos
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derivados de monocitos a los 7 dias después de la lesion®*2. Sin embargo, se observo que la
segunda ola de macrofagos que ocurre hacia las dos semanas post-lesién se mantiene, lo que
sugiere que los macréfagos que ingresan a la zona lesionada durante las primeras etapas de la
respuesta inflamatoria provienen principalmente del bazo, y que a su vez coincide con una mayor
proporcion de macréfagos con fenotipo pro-inflamatorio. Mientras que mas tardiamente ingresan
macroéfagos con un fenotipo predominantemente pro-regenerativo y migran desde la médula 6sea
hacia la circulacion sanguinea y luego a la médula lesionada. Luego de una lesion medular a
nivel medio toracico, el control sobre el bazo permanece en su mayoria intacto, mientras que el
control simpatico sobre la médula 6ésea que se encuentra bajo el control de los segmentos
inferiores de la médula espinal se ve alterado®®*%2, Aln no se ha establecido el impacto de estas
diferencias en el control nervioso de la médula 6sea y el bazo sobre la respuesta inflamatoria
luego de una lesién de médula espinal. Se debe profundizar en mayor detalle en el aporte de
cada uno de estos organos sobre la respuesta inflamatoria, ya que el conocimiento de los
mecanismos que subyacen a la movilizacién de células de estos 6rganos puede ampliar las
posibilidades de tratamientos para modular la respuesta inflamatoria luego de una lesién de

médula espinal.

Como fue mencionado previamente, los inmunorreceptores presentan una oportunidad Unica
como blancos para la modulacién de las respuestas inflamatorias debido a su variedad de
funciones y de efectos que tiene sobre diferentes vias de sefializacion dentro de las células del
sistema inmune. Por lo tanto, resulta relevante el estudio de estos inmunorreceptores a nivel del
bazo y de la médula ésea como potenciales blancos de modulacién. Dentro de los
inmunorreceptores en cuestion, CD200R1 emerge como un componente de gran relevancia en
la modulacion de la respuesta inflamatoria en el bazo tras una lesidon de médula espinal, por
diversas razones. Una de ellas radica en que la activacion de CD200R1 afecta la via de NF-kB,
el cual es un componente fundamental del reflejo colinérgico anti-inflamatorio. A su vez, el 6rgano
donde se expresa CD200R1 en mayor medida es en el bazo (Figura 20). Esto puede colocar a
CD200R1 como un potencial actor relevante en el control de la activacion de las células inmunes
del bazo luego de la lesion y por lo tanto de la migracion de estas células hacia la médula espinal
lesionada. Por lo tanto, resulta relevante analizar el rol del receptor CD200R1 y del ligando

CD200 en el bazo luego de una lesion de médula espinal.
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Figura 20. Expresion de CD200R1 en diferentes tejidos humanos. Se obtuvieron muestras de 54
voluntarios sin enfermedades y se analizé la expresion en diferentes tejidos por secuenciacion de ARN.
Los valores de expresion para cada 6rgano se muestran normalizados como transcritos por millén de
kilobases. El bazo es el 6rgano con mayor expresion de CD200R1 en todo el organismo (sefialado con
circulo rojo). Otros 6rganos relevantes para el presente trabajo se sefialan con sus respectivos colores.
Imagen adaptada®®*

Interaccion CD200-CD200R1 luego de una lesion de médula espinal

La interaccion entre CD200 y CD200R1 ya ha sido estudiada en el contexto de la lesion de
médula espinal por nuestro grupo® y otros'®. Estos estudios evidenciaron un rol de esta
interaccion en el desarrollo de la respuesta inflamatoria a nivel local en el sitio de la lesion,
limitando la inflamacién y la progresion del dafio en el tejido nervioso. En el trabajo previo por
nuestro grupo de investigacion, observamos que la modulacion de la interaccion CD200-
CD200R1 genera alteraciones en la recuperacion de las funciones locomotoras y de la respuesta
inflamatoria luego de la lesion de médula espinal. Al bloquear el receptor con un anticuerpo
bloqueante especifico que se une a CD200R1 e impide su interaccion con el ligando CD200,

observamos un empeoramiento en la recuperacion de las funciones locomotoras, que se asocié
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con una respuesta inflamatoria exacerbada y una mayor pérdida de tejido nervioso. Por el
contrario, cuando activamos el receptor con un agonista, observamos una mejora en la
recuperacion funcional asociada a un rol neuroprotector del receptor®®. El estudio realizado por
Cohen y sus colaboradores'® destaca la relevancia del ligando CD200 presente en las células
endoteliales formadas luego de una lesion. En este contexto, identificaron a CD200 como uno de

los factores determinantes en la regulacion de las células mieloides a nivel de la médula espinal.

A pesar de que estos trabajos hasta el momento han demostrado un rol importante de CD200-
CD200R1 en la propagacion del dano luego de una lesion de médula espinal, debido a su rol
como reguladores de la actividad de las células del sistema inmune que infiltran al tejido
lesionado, no se ha estudiado el rol de esta interaccion en el desarrollo de la respuesta
inflamatoria luego de la lesion a nivel de todo el organismo. El estudio de la respuesta a nivel
global del organismo es sumamente relevante ya que podria permitir comprender con mayor
detalle los procesos que ocurren fuera del sitio lesionado pero que tienen un impacto en el dano
al tejido nervioso, lo que puede llevar al desarrollo de estrategias terapéuticas poco invasivas y
mas precisas para la modulacion de la respuesta inflamatoria que permitan una mayor

recuperacion luego de las lesiones traumaticas a la médula espinal.
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Inflamacidn sistémica por administracion de lipopolisacarido (LPS)

En el contexto de la neuroinflamacion, en las ultimas décadas se ha planteado a la modulacién
de la inflamacion periférica como un enfoque prometedor en el desarrollo de estrategias
terapéuticas, principalmente para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas®®*.
Considerando que CD200-CD200R1 ha sido ampliamente estudiado en contextos de
inflamacidn, tanto en el sistema nervioso como en otros sistemas del organismo, resulta relevante
el estudio de la interaccién en las respuestas inflamatorias que se originan fuera del sistema
nervioso pero que conllevan a cierto grado de neuroinflamacion. En este sentido, un modelo
experimental que tiene muchas ventajas para analizar estos procesos es el de inflamacion
sistémica por administracion de lipopolisacarido (LPS). EI LPS es una endotoxina que se
encuentra en la membrana externa de bacterias gramnegativas, y es utilizado frecuentemente
como un inflamégeno modelo, ya que cuando entra en contacto con células del sistema inmune,
es reconocido como un PAMP que desencadena una potente respuesta inflamatoria de la cual
se conocen muchos mecanismos. La estimulacion del LPS en células de mamiferos ocurre a
través de una serie de interacciones con varias proteinas, incluyendo la proteina de union al LPS
(LBP), CD14, la proteina-2 de diferenciacion de mieloides MD-2 y el receptor-4 de tipo Toll (TLR4)
(Figura 21)%%53¢_ | BP es una proteina de transporte soluble que se une directamente al LPS y
facilita la asociacion entre el LPS y CD14%"3% (CD14 es una proteina anclada a
glicosilfosfatidilinositol, que también existe en forma soluble. CD14 facilita la transferencia del
LPS al complejo receptor TLR4/MD-2 y modula el reconocimiento del LPS®°. La union del LPS
al TLR4 desencadena cascadas de sefializacion intracelular por medio de las vias dependiente
e independientes de MyD88, que promueven la transcripcién de NF-kB y la liberacion de grandes
cantidades de TNFa, asi como IL-1, IL-6, IL-18 e IL-12%"°, Esta "tormenta de citocinas" temprana

tiene efectos directos e indirectos que amplifican la inflamacion a nivel de todo el organismo.
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Figura 21. Resumen de las vias de
senalizaciéon de LPS-TLR4. El reconocimiento
del LPS es facilitado por la proteina de unién de
LPS (LBP) y CD14, y es mediado por el
complejo receptor TLR4/MD-2. La sefalizacion
de LPS-TLR4 se puede dividir en vias
dependientes de MyD88 y vias independientes
de MyD88, que median la activacién de genes
proinflamatorios y de interferén Tipo I. La
activacion de NF-kB forma parte de ambas vias
de sefalizacion y constituye una de las
respuestas mas importantes frente a la
estimulacion de las células con LPS. Imagen
adaptada de Lu et al., 2008 371,

Neuroinflamacion frente a la estimulacion con LPS

La inflamacion periférica generada por la estimulacion del sistema inmune con LPS es percibida
por el SNC. Esta activacion del sistema inmune es comunicada al SNC a través de varias vias
neurales y humorales, y estas sefiales de inflamacién son interpretadas y propagadas dentro del
SNC. La comunicacioén entre el sistema inmune y el sistema nervioso, la cual es bidireccional,
resulta en la propagacion de las sefales de inflamacién en el SNC por parte de la microglia, que
aumentan la produccion a nivel local de citoquinas y quimioquinas®’%®”. Este efecto del LPS
administrado periféricamente es probablemente mediado a través de receptores de LPS
ubicados fuera del SNC en lugar de actuar directamente sobre la microglia, ya que se observé

que la capacidad del LPS de atravesar la barrera hematoencefalica es escasa®™.

Probablemente, estas sefiales de inflamacion alcanzan el SNC mediante varios mecanismos que
impactan diferentes regiones del cerebro. Las citoquinas producidas como resultado de

respuestas inflamatorias podrian activar las fibras sensoriales vagales que transmitirian la
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activacion a diferentes regiones en el SNC. Ademas, los estimulos inflamatorios circulantes
podrian activar macrofagos de barrera, ubicados en las meninges y en los espacios

perivasculares, desencadenando la produccion local de prostaglandinas®’®.

Como consecuencia de la propagacion de las senales neuroinflamatorias en el SNC, ocurre la
induccion de un proceso que se denomina “‘comportamiento de enfermedad” o “sickness
behaviour’” en inglés. Esto comprende una respuesta coordinada mediada por la unidad

372,377

neurovascular’’® y las células gliales residentes , que causan los cambios evidentes

fisiolégicos y conductuales, incluyendo fiebre, hipofagia, letargo, apatia, disminucion de la

378 Estos cambios conductuales son evolutivamente

actividad e interaccion social reducida
adaptativos y necesarios para redistribuir los recursos del huésped y combatir infecciones®®, ya
que se ha visto que interrupciones en esta respuesta tienen un efecto negativo en la morbilidad
y mortalidad™. Por lo tanto, cuando esta respuesta estd adecuadamente controlada y se
resuelve, es un ejemplo de neuroinflamaciéon aguda que es adaptativa y beneficiosa, a diferencia
de los ejemplos que se han descrito hasta ahora. Sin embargo, se han reportado condiciones en
las que una unica administracion de LPS sistémico promueve un estado de neuroinflamacion
crénica y pérdida neuronal®”®. Estas observaciones se realizaron administrando dosis muy altas
de LPS intraperitoneal, por lo que estos efectos observados podrian deberse a estas condiciones
exacerbadas de inflamacién en donde se desencadena una respuesta descontrolada,

representando un caso donde el sistema es llevado al extremo.

Luego de la administracion periférica de LPS, varios trabajos han reportado un aumento en el
nuamero de microglia a nivel del cerebro, asi como también importantes cambios morfoldgicos

)*80-38% Se ha documentado ampliamente que

caracteristicos de la microglia activada (Figura 22
la inyeccion periférica de LPS induce una variedad de efectos centrales mediados, en parte, por
las citoquinas proinflamatorias liberadas principalmente por la microglia, entre ellas IL-13, TNFa
e IL-6 desempefian un papel clave en la induccion y mantenimiento de la respuesta®®%7. A su
vez, estas citoquinas llevan a la activacion temporal de los astrocitos ademas de las células
microgliales®® (Figura 22). Ademas de las citoquinas, los efectos de la activacion de la microglia
dependen de otros importantes mediadores como el 6xido nitrico, especies de superéxido,

eicosanoides y acido quinolinico®93%,
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Vehiculo LPS

Figura 22. Respuesta de la microglia y astrocitos frente a la administracion de LPS intraperitoneal.
Se muestran secciones representativas de corteza cerebral de ratones a las 24 horas de la administracion
con LPS o con vehiculo. A nivel de la corteza cerebral, se observan importantes cambios morfolégicos
experimentados por la microglia y astrocitos, asi como también se hace evidente el aumento del nimero
de células en el tejido. Barra de calibracion: 200 um. Imagen adaptada de Jin et al., 2014 382,

Otra de las diferencias fundamentales entre este modelo experimental de neuroinflamacion en
comparacion con los vistos hasta el momento, es que ocurre sin comprometer la integridad de la
barrera hematoencefalica. Esto significa que no se produce la entrada de células inmunitarias
periféricas en el SNC*®, a diferencia de los modelos de lesiones traumaéticas en los que
observamos una infiltracion considerable de células del sistema inmune hacia el tejido nervioso.
Esto nos permite analizar en mayor detalle los procesos en los que se ve involucrada la microglia,
sin tener una interaccion directa con otros tipos celulares del sistema inmune. A pesar de que
hay una comunicacion entre la microglia en el SNC y las células inmunes en los tejidos
periféricos, como fue mencionado previamente, esta comunicacion es indirecta y por lo tanto nos

permite profundizar en el rol especifico de la microglia en los procesos neuroinflamatorios.
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CD200-CD200R1 en la neuroinflamacion desencadenada por LPS

En el contexto de la activacion microglial luego de la estimulacion con LPS a nivel sistémico, se
ha sugerido a la interacciéon entre CD200 y CD200R1 como un actor fundamental en este
proceso, debido a la naturaleza de CD200R1 en el mantenimiento de la microglia en un estado
homeostatico. En este sentido, un estudio reporté una rapida disminucién en la expresion de
CD200R1 en el cerebro de ratones a las 4 horas luego de la administracion sistémica de LPS,
que se mantiene hasta las 24 horas®®'. A su vez, reportaron una reduccién de la expresiéon de
CD200 en el cerebro a las 4 horas de la administracion de LPS, pero que retorna a valores
normales dentro de las 24 horas posteriores. Sin embargo, en este trabajo utilizaron dosis muy
altas de LPS, mientras que otros estudios que utilizan dosis mas bajas no reportan esta

disminucion de CD200R1 luego de la administracion sistémica de LPS™.

El rol de CD200-CD200R1 en los procesos que llevan a la activacion de la microglia luego de
una administraciéon de LPS ha sido demostrado en numerosos estudios, tanto in vivo'%%110:391-393
como in vitro***=%_ En todos estos estudios se plantea a la interaccién entre CD200 y CD200R 1
como uno de los factores determinantes en el mantenimiento de la microglia en un estado de
homeostasis, que se ve afectado luego de la administracion con LPS, lo que determina una
activacion y el desarrollo de una respuesta inflamatoria por parte de las células microgliales. La
relevancia de esta interaccion se manifiesta claramente cuando ésta es modulada, ya que se ha
observado que su bloqueo o ausencia conlleva a una respuesta inflamatoria a nivel del SNC
exacerbada luego de la administracion de LPS*®. Mientras que cuando se activa el receptor por
medio de agonistas de CD200R1, la respuesta inflamatoria frente al LPS se ve atenuada'®%%%
3943% Sin embargo, hasta el momento, no hay estudios que analicen la respuesta a nivel del
SNC luego de una administracion sistémica de LPS cuando el receptor CD200R1 no es
expresado de manera constitutiva. Esto permitiria analizar tanto el rol del receptor a nivel del
SNC, como la comunicacién entre el sistema nervioso y el sistema inmune a nivel del todo el

organismo en condiciones de una inflamacion sistémica.

El bazo en una inflamacion sistémica

Como fue mencionado previamente, la respuesta inflamatoria fuera del SNC determina los
efectos de la neuroinflamacion a nivel central en el modelo de administracién de LPS. Por lo

tanto, los principales érganos responsables de desencadenar la respuesta inflamatoria luego de
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la administracion de LPS tienen un rol directo en determinar la magnitud de la neuroinflamacion.
Debido a que el LPS alcanza la circulacion sanguinea, el bazo es el principal responsable del
filtrado de la sangre para reconocer potenciales sefales de dafio o de patégenos, lo que coloca
al bazo como un actor fundamental en la inflamacion sistémica. Cuando se administra LPS en
un organismo huésped sano, luego de alcanzar el bazo por la circulacidén sanguinea, se activan
diferentes tipos celulares del sistema inmune, entre los que se encuentran los macréfagos en la

37 los neutrofilos®® y los linfocitos®®. Esto lleva a la

zona marginal y pulpa roja del bazo
activacion de estas células y a la liberacion de una gran cantidad de citoquinas pro-inflamatorias,
desencadenando la respuesta inflamatoria a nivel sistémico. Si esta respuesta inflamatoria
esplacnica no esta adecuadamente regulada, se puede producir un sindrome de shock séptico
fatal y una falla multiorganica®®. En este sentido, el reflejo colinérgico anti-inflamatorio explicado
previamente tiene un importante papel en el control de la respuesta inflamatoria para que no
llegue a causar un shock séptico. Dentro de los modelos murinos experimentales utilizados para
inducir este shock séptico se encuentra la administracion de LPS a dosis extremadamente altas

(15 mg/kg), la contaminacion e infeccion peritoneal y la ligadura y puncion cecal’.

Luego de la estimulacion con LPS, una de las observaciones que hacen mas evidente su
importancia en este modelo experimental es la esplenomegalia, es decir el aumento de tamano

del bazo*01402

. Interesantemente, esta esplenomegalia se observa inclusive en presencia de un
aumento de la apoptosis a nivel del bazo*’!, que probablemente tenga una base en la activacion
del reflejo colinérgico anti-inflamatorio. Sin embargo, el aumento en el tamafno del bazo se debe
probablemente a un aumento en el numero de células presentes en este 6rgano luego de la

administracion de LPS*', ya sea por la proliferacion de células®®

, la migracion de células
(principalmente monocitos y neutréfilos) hacia este érgano o por la acumulacién de eritrocitos en

la pulpa roja*".

Estas observaciones colocan al bazo como un actor principal en el desarrollo de la respuesta
inflamatoria luego de una inflamacion sistémica. Teniendo en cuenta que la neuroinflamacion
observada en este modelo experimental depende de la intensidad de esta respuesta inflamatoria
que es transmitida al SNC, resulta relevante comprender los mecanismos que ocurren a este
nivel para dilucidar los mecanismos que pueden tener un impacto sobre la neuroinflamacion.
Como fue mencionado previamente, el bazo es el 6rgano que expresa en mayor proporcién al
receptor CD200R1, por lo tanto, es un potencial candidato como actor fundamental en el

desarrollo de la respuesta de este 6rgano frente a LPS y podria ser un importante determinante
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de la severidad de la neuroinflamacion resultado de la inflamacion sistémica. Uno de los trabajos
por el grupo de Gorczynski demostré que CD200R1 promueve la atenuacion de los efectos del
LPS en cultivo de esplenocitos'®, por lo que esto sugiere que al estar ausente el receptor en las
células del bazo, podria promover una respuesta inflamatoria sistémica exacerbada que resulta
en una neuroinflamacién exacerbada. Por el contrario, la activaciéon de CD200R1 a nivel del bazo
podria constituir una estrategia para modular la neuroinflamacion de manera indirecta sin tener

que intervenir sobre el SNC.
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HIPOTESIS

La interaccién entre el ligando CD200 y el inmunorreceptor CD200R1 tiene un rol fundamental
en la modulacion de la neuroinflamacion frente a diferentes estimulos inflamatorios. Esta
modulacion es dependiente del contexto de inflamacién, por lo que comprender en profundidad
los mecanismos en los que se ve implicada esta interaccion puede permitir el desarrollo de
estrategias terapéuticas que busquen la modulacion de la neuroinflamacion frente a un dafo al

sistema nervioso.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el rol de la interaccion entre CD200 y CD200R1 en diferentes modelos experimentales
de neuroinflamaciéon con el propdsito de comprender los mecanismos que intervienen en la
comunicacion entre el sistema inmune y el sistema nervioso, tanto en condiciones normales

como patologicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Capitulo 1:
a. Objetivo especifico 1: Determinar el rol de la interaccion CD200-CD200R1 en el
desarrollo de la respuesta inflamatoria luego de una lesiéon de nervio ciatico, asi
como también determinar su impacto sobre la regeneracion y recuperacion por

medio de la modulacion de esta interaccion.
2. Capitulo 2:

a. Objetivo especifico 2: Profundizar en los mecanismos que subyacen a la
activacion de CD200R1 luego de una lesion de médula espinal, analizando la
respuesta inflamatoria a nivel local en el tejido nervioso lesionado y vinculandolo
con su rol en la respuesta de otros tejidos relevantes en el desarrollo de la

inflamacioén. Profundizar en el rol de CD200R1 en la fagocitosis de mielina.
3. Capitulo 3:

a. Objetivo especifico 3: Analizar el rol de CD200R1 en el desarrollo de la
neuroinflamacién producto de una inflamacion sistémica por LPS, vinculando los

procesos que ocurren a nivel periférico con la neuroinflamacién a nivel del SNC.

4. Capitulo 4:

a. Objetivo especifico 4: Evaluar la ventana temporal terapéutica del tratamiento
con proteinas recombinantes basadas en la activacion de CD200R1 luego de una
lesion de médula espinal.

b. Objetivo especifico 5: Desarrollar nuevas proteinas recombinantes que activen
CD200R1 y permitan formas de administracion poco invasivas para la modulacion

de la neuroinflamacion en diferentes contextos.
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MATERIALES Y METODOS

Mantenimiento de animales

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica en el Uso
Animal (CEUA) del Institut Pasteur de Montevideo (licencias 005-19 y 001-22) y fueron
conducidos de acuerdo con las guias internacionales FELASA, las leyes nacionales, las guias
éticas de la Comision Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA) y las guias ARRIVE para el
reporte de la experimentacién animal. Los procedimientos experimentales realizados en la
Universitat Autdnoma de Barcelona fueron aprobados por el Comité de Experimentacion Animal

de la Universitat Autbonoma de Barcelona.

Los animales fueron mantenidos en condiciones ambientales estandar controladas (ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas, 20 + 1 °C, humedad entre 40-60%) en cajas de 4 a 6 animales y con agua

y comida ad libitum.

Para los estudios de lesién de nervio ciatico, se utilizaron machos y hembras C57BL/6 de 10 a
12 semanas de edad, con un peso de 25 a 30 g. Para todos los analisis del capitulo 1 se utilizaron
machos, salvo en el analisis de citometria de flujo. También se utilizaron en uno de los analisis
hembras de 10 a 14 semanas de edad CD200R1++ wild type (wt) o CD200R1+Knock-out (KO)
(B6N.129S5-Cd200r1tm1Lex/Mmucd) adquiridos de Mutant Mouse Resource and Research
Centers (UC Davis), con fondo C57BL/6. El rango de masa corporal para las hembras fue de 19

a 22 gy para los machos de 23 a 27 g.

Para los estudios del capitulo 2, capitulo 3 y capitulo 4/objetivo especifico 5 se utilizaron ratones
hembras wty CD200R1-KO de 10 a 14 semanas de edad y rango de peso de 19 a 22 g.

Para el capitulo 4, objetivo especifico 4 donde se evalué la administracion de CD200-His luego

de una lesion de médula espinal se utilizaron ratones hembras C57BL/6 (obtenidos de Charles

River) de 8 a 10 semanas de edad con un peso entre 20y 22 g.
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Lesion de médula espinal y cuidados post-operatorios

Previo a todos los procedimientos quirurgicos, los animales fueron anestesiados con ketamina
(90 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) de administracion intraperitoneal (i.p.). Para realizar las lesiones
de médula espinal por contusion, se le realiz6 a los ratones anestesiados una laminectomia a la
altura de la 112 vértebra toracica®®, que se corresponde con el primer segmento lumbar de la
médula espinal*®. La laminectomia consiste en realizar una pequefia incision en la piel y musculo
subyacente, para luego exponer la médula espinal quitando fragmentos de hueso de la 11?2
vértebra, con la precaucion de no tocar el tejido medular. Una vez que la médula espinal queda
expuesta unicamente en el segmento determinado, se procede a inmovilizar el animal por medio
de la sujecion de la columna vertebral (Figura 23B y C). Luego se realiza la lesion de médula
espinal por contusion utilizando el dispositivo PinPoint PCI3000 Precision Cortical Impactor
(Hatteras Instruments) (Figura 23 D). Este dispositivo controlado por computadora permite
regular el impacto de un piston de 1 mm de didmetro sobre la médula espinal, al controlar la
velocidad, la distancia de desplazamiento sobre la médula espinal y el tiempo que permanece el
pistdn sobre la médula espinal. Se analizaron diferentes condiciones de impacto del pistén para
analizar la severidad de la lesion y determinar las condiciones Optimas de velocidad, distancia y
tiempo que generan una lesion con una ventana de recuperacion lo suficientemente amplia para
observar diferencias en la recuperacion funcional luego de la lesiéon. Las condiciones que se
determinaron 6ptimas y fueron utilizadas para los posteriores analisis fueron: velocidad: 1.5 m/s,
distancia: 1.2 mm, tiempo que se mantuvo el piston sobre la médula espinal después de la llegar
a la distancia: 0 segundos. Una vez realizada la lesion, se procedio a cerrar la herida mediante
suturas 5-0 para suturar los musculos y grapas (FST, 7.5 x 1.75 mm) para aproximar la herida
de la piel. Finalmente se colocaron los ratones en una manta térmica hasta que finaliz6 el efecto
de la anestesia. Luego de la completa recuperacion de la anestesia, los ratones fueron
administrados con tramadol (5 mg/kg; i.p.) como tratamiento analgésico una vez por dia durante
72 horas post-lesion. La expresién manual de la vejiga se realiz6é una vez por dia hasta alcanzar

el completo control de la vejiga.

En las lesiones para el estudio de la administracion de CD200-His dentro del parénquima de la
médula espinal a las 24 y 48 horas post-lesion, se utilizé el contusor Infinite Horizon Impactor
(Precision Scientific) (Figura 23 A), debido a que este es el dispositivo con el que cuenta la

Universitat Autdnoma de Barcelona para realizar las contusiones. Estas lesiones fueron
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realizadas con una fuerza de 60 kdynes y un desplazamiento de la médula espinal de 500-550

um.

Figura 23. Configuracion experimental y dispositivos utilizados para realizar las lesiones de médula
espinal. (A) Imagen del dispositivo Infinite Horizon Impactor (Precision Scientific), utilizado para realizar
las lesiones donde se evalu6 el efecto de la administracion de CD200-His. (B) Imagen superior que
muestra la médula espinal expuesta a la altura de T11, luego de realizar la laminectomia. (C) Imagen que
muestra el sistema de sujecion de la columna vertebral utilizado en conjunto con el dispositivo Infinite
Horizon Impactor. También se observa la punta del piston utilizado para realizar la contusién controlada
de la médula. Imagenes A-C adaptadas de Amo-Aparicio et al., 2018 4%, (D) Imagen del piston y el sistema
de sujecion de la columna cerebral utilizado con el dispositivo PinPoint PCI3000 Precision Cortical Impactor
(Hatteras Instruments).

Lesion de nervio ciatico

El procedimiento quirurgico fue realizado en el nervio ciatico derecho de ratones anestesiados
con Ketamina 90 mg/kg y Xilacina 10 mg/kg i.p. Luego de una incision en la piel a la altura del
nervio, se procedio a abrir el plano fascial entre el gluteo mayor y el biceps femoral para exponer
al nervio ciatico derecho®®. El nervio se aplasté a unos 45 mm de la punta del tercer dedo durante

30 segundos con una pinza.

Inyecciones dentro del nervio ciatico

Las inyecciones se realizaron directamente en el nervio ciatico inmediatamente antes de realizar
la lesion por aplastamiento en el lugar exacto de la lesion. Para ello, se inyectaron 2 g de rat
anti-mouse CD200R1 (Clone OX-131; FcSilentTM Absolute Antibody; Oxford, UK) o rat-lgG1
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(FcSilentTM Absolute Antibody; Oxford, UK) en un volumen de 2 pL, utilizando una aguja
Hamilton de calibre 33 conectada a una jeringa Hamilton de 10 pL. Estos dos anticuerpos
recombinantes fueron disefiados para minimizar la unién del receptor FcyR y también
demostraron tener menor union del sistema del complemento. Se ha demostrado que el anti-
CD200R1 utilizado es especifico para el CD200R1 en ratones C57BL/6, ya que no reconoce al
CD200R2, CD200R3 y CD200R4*%®. Ambos anticuerpos fueron suministrados libres o en muy

bajas concentraciones de endotoxinas (nivel de endotoxinas menor a 1 EU/mL).

Todos los experimentos de lesidon de nervio ciatico fueron realizados en machos, a excepcion de
los analisis por citometria de flujo que fueron realizados en hembras, debido a la disponibilidad

de animales de ese sexo al momento de realizar los experimentos.

Tratamiento con lipopolisacarido (LPS)

Ratones hembra wt y CD200R1-KO fueron administrados con 2 mg/kg masa corporal de
lipopolisacarido (LPS, Sigma) o vehiculo control (PBS) i.p. Se disecé y colecto tejido a las 16 o

24 horas post-administracion. Se registro el peso corporal y del bazo luego de su diseccion.

Administracion de CD200-His dentro del tejido de
meédula espinal

La administracion dentro del tejido de la médula espinal se realiz6 a las 24 y 48 horas luego de
haber realizado la lesion, por medio de la introduccién de una aguja de vidrio de 30 um de
diametro (marca Eppendorf) acoplada a una jeringa Hamilton de 10 mL. En el lugar de la lesion,
sobre la linea m’dia de la médula espinal, se introdujo la aguja hasta 0.4 mm dentro del tejido y
se inyecté 1 yL de CD200-His (1.22 pg/uL) o vehiculo control (PBS) a una velocidad constante
de 2 yL/min controlada por un inyector automatico (KDS 310 Plus; KD Scientific). La punta de la
aguja se mantuvo dentro del tejido de la médula espinal por 3 minutos luego de cada inyeccion
para evitar el reflujo del liquido hacia fuera del tejido. La proteina recombinante CD200-His fue
producida por la empresa Sinobiological (China) en células HEK293 y fue suministrada sin

conservantes para poder ser administrada in vivo.
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Evaluacion funcional y test comportamentales

indice funcional del ciatico

La recuperacion de las funciones después de la lesion de nervio ciatico fueron evaluadas a través
del indice funcional del ciatico. Antes de la lesiony a 1, 3, 5, 7, 10, 14, 17, 21 y 28 dpl se marco
la superficie de las patas traseras con tinta y se dejaron caminar los ratones a través de una
pasarela con papel en la base para evidenciar las pisadas. Luego se midio la longitud de la huella
y la distancia entre el primer y quinto dedo para 3 pisadas de cada pata. Teniendo en cuenta
estos parametros se calculd el indice funcional del ciatico como fue propuesto por Inserra et al.*%".
Se promedio el valor del indice funcional del ciatico para las 3 pisadas evaluadas en cada pata y

se normalizaron restando el valor basal previo a la lesion para cada animal.

Basso Mouse Scale

La recuperaciéon de las funciones locomotoras luego de una lesién de médula espinal fue
evaluadaa1, 3, 5,7, 10, 14, 21 y 28 dias post-lesion (dpl) colocando a los animales en un campo
abierto y observando diferentes parametros de la locomocion. Utilizando la escala Basso Mouse
Scale (BMS)*®, se evalud la funcidon locomotora de acuerdo a los parametros de movimiento y
coordinacion de los miembros inferiores observados por dos observadores independientes, sin
conocimiento sobre los grupos experimentales. El puntaje consenso se tuvo en cuenta para
determinar el puntaje final. En la Tabla 1 se muestran los parametros de la locomocion a observar
para determinar el puntaje en la escala BMS. A los 28 dpl se determina si el ratén presenta
determinados movimientos para cada miembro inferior, otorgandole un puntaje a cada una de
ellas y haciendo un promedio entre ambos miembros para determinar el puntaje total del raton a
ese dia post-lesion. El puntaje en la escala BMS fue utilizado como control de un correcto
procedimiento quirdrgico y de lesion para excluir lesiones parciales. Ratones con un puntaje
mayor a 0 en el BMS a 1 dpl o con una diferencia mayor a 2 puntos entre un miembro y el otro

fueron excluidos debido a una lesién incompleta o lateralizada respectivamente.
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Tabla 1. Puntajes del 0 al 9 en la escala Basso Mouse Scale y las acciones locomotoras a observar en
los ratones lesionados para determinar el puntaje del raton. Tabla adaptada de Basso et al., 2006 4%,

Puntaje Accién locomotora

0 Sin movimiento de tobillo

1 Movimiento de tobillo leve

2 Movimiento extensivo del tobillo

3 - Apoyo plantar de la pata con o sin soporte del peso

- Pasos dorsales ocasionales o frecuentes sin apoyo de la planta de la pata
4 Pasos plantares ocasionales

5 - Pasos plantares frecuentes o consistentes sin coordinacion
- Pasos plantares frecuentes o consistentes con poca coordinacién y la pata rotada al
contacto inicial y al levantar

6 - Pasos plantares frecuentes o consistentes con poca coordinacién y la pata paralela al
contacto inicial
- Pasos plantares frecuentes o consistentes mayormente coordinados con la pata
rotada al contacto inicial y al levantar

7 - Pasos plantares frecuentes o consistentes mayormente coordinados con la pata
paralela al contacto inicial y rotada al levantar
- Pasos plantares frecuentes o consistentes mayormente coordinados con la pata
paralela al contacto inicial y al levantar, pero con inestabilidad severa del tronco

8 - Pasos plantares frecuentes o consistentes mayormente coordinados con la pata
paralela al contacto inicial y al levantar, con leve inestabilidad del tronco leve
- Pasos plantares frecuentes o consistentes mayormente coordinados con la pata
paralela al contacto inicial y al levantar, estabilidad del tronco normal pero con la cola
abajo o alternando abajo y arriba

9 -Pasos plantares frecuentes o consistentes mayormente coordinados con la pata
paralela al contacto inicial y al levantar, estabilidad del tronco normal y la cola
siempre arriba

Test de campo abierto

Se realizé el test de campo abierto con el fin de evaluar la actividad locomotora de los ratones
luego de la inoculaciéon con LPS. Este test comportamental fue realizado durante la etapa de luz
del ciclo bajo condiciones de bajo ruido y luz roja. EI campo abierto consiste en una caja de
acrilico de dimensiones 40 cm x 60 cm x 50 cm de alto. El software Any Maze fue utilizado para

el seguimiento del video y el registro de la actividad. Los animales fueron expuestos a la arena
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durante 6 minutos y se registro la distancia horizontal total recorrida. La arena fue limpiada con
etanol 10% entre animales para eliminar rastros de animales anteriores que pudieran interferir

con los resultados.

Analisis de preservacion de vias motoras por

potenciales evocados

Para la evaluacion del estado de preservacion de las vias motoras centrales, se registraron
potenciales motores evocados en el musculo gastrocnemio en respuesta a una estimulacion
eléctrica transcraneal de la corteza motora®®® de ratones anestesiados. La estimulacion realizada
consistio en pulsos unitarios rectangulares de 0,1 ms de duracién, entregados a través de agujas
a modo de electrodos introducidos subcutaneamente (Figura 24). El catodo se colocé sobre el
craneo por encima de la corteza somatosensorial y el anodo sobre la nariz. Posteriormente a la
estimulacion, se midieron diferentes parametros de la respuesta en el musculo gastrocnemio,
entre ellos la amplitud de la respuesta y la latencia. Todos los potenciales fueron amplificados y

mostrados en un osciloscopio digital (Tektronix 450S).
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Figura 24. Configuraciéon experimental para el andlisis de potenciales motores evocados. (A)
Colocacion de electrodos para la estimulacion subcutanea. El catodo se coloc6 sobre el craneo (electrodo
rojo) y el anodo (amarillo) sobre la nariz. (B) Colocacion de electrodos para el registro en el musculo
gastrocnemio.

Disefio y produccion de la proteina recombinante
CD200-X

La proteina recombinante CD200-X fue disefiada para contener un dominio de CD200 que se
une y active al CD200R1, y un dominio de penetracién celular “X”. La produccion de la proteina
fue llevada a cabo por la Dra. Clauda Ortega de la Unidad de Ingenieria de Proteinas del Institut
Pasteur de Montevideo. Se transfectaron células EXPI293F en suspensién a una concentracion
de 2x10° células/ml con el vector de expresién pCMVTwin. El sobrenadante fue purificado por
columna de afinidad a streptactina a través del StrepTagll. Se obtuvieron alrededor de 6 mg de
proteina, con un peso molecular superior al tedrico, debido a la glicosilacion de la proteina

propiciado por el sistema de expresion utilizado.

Cultivos celulares

Macrofagos derivados de la médula ésea

Los macréfagos derivados de la médula 6sea (BMDM: bone marrow derived macrophages)
fueron obtenidos a partir de ratones hembras wt o CD200R1-KO. Luego de la perfusion de los
ratones con PBS, se disecé la tibia y fémur de una de las patas traseras limpiando el tejido
muscular adyacente. Se extrajo la médula ésea de las di&fisis de los huesos por medio de lavado
con DMEM/F12 con 10% de FBS y Penicilina/Streptomicina (DMEM/F12 completo). Luego de
una centrifugacién a 500 G durante 5 minutos, se resuspendié el pellet en 1 mL de medio
DMEM/F12 completo y se contd el nimero de células. Los BMDM se cultivaron durante 7 dias a
37° C en atmésfera humeda controlada con 5% de CO;en placas de Petri de 100 mm con medio
DMEM/F12 completo y 20 ng/mL de factor estimulante de colonias de macréfagos recombinante
(M-CSF, Biolegend #576406). Posteriormente, las células fueron plaqueadas en placas de 24 o
96 pocillos, si fueron utilizadas para el analisis de expresion de citoquinas o para el analisis de

fagocitosis, respectivamente.
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Para los experimentos de expresion de citoquinas, las células fueron plaqueadas en placas de
24 pocillos a una densidad de 200.000 células por pocillo durante 24 horas a 37° C en medio
DMEM/F12 completo y 20 ng/mL de M-CSF. Posteriormente, las células fueron incubadas con
los diferentes tratamientos (LPS 100 ng/mL y/o CD200-X a 1 0 5 ug/mL) durante 24 horas a 37°
C en medio DMEM/F12 completo y 5 ng/mL de M-CSF. Finalmente se guardé el sobrenadante y

las células fueron lisadas con 300 pL de Trizol para su posterior analisis.

Células de la linea BV-2

La linea celular BV-2 fue cultivada a 37° C en atmdsfera humeda controlada con 5% de COz. Se
utilizé el medio RPMI 1640 GlutaMAX suplementado con 10% de FBS. Para su mantenimiento
en cultivo se utilizaron botellas de tipo T de 25, 75 y 150 cm2. Se realizaron cambios de medio
cada 2-3 dias y se realizaron pasajes de las mismas cuando alcanzaban un 80 % de confluencia
utilizando tripsina-EDTA para su disgregacion. Se utilizé la linea reportera BV-2 NF-kB hGFP
previamente generada mediante transfeccién con el plasmido pNF-kB-hrGFP. Este plasmido
contiene un promotor con multiples sitios de union al factor de transcripcion NF-kB, por lo tanto
la expresién del gen reportero GFP se induce al activarse dicha via transcripcional. Se sembraron
25.000 células por pozo en placas de 96 pocillos. Luego de 24 horas se adiciono el tratamiento
correspondiente y se incubaron durante 2 horas a 37 °C, previo al agregado del estimulo pro-
inflamatorio LPS (100 ng/mL). 24 h después se levantaron las células con Tripsina-EDTA 0.25%
y se resuspendieron en medio de cultivo para su analisis por citometria de flujo con el equipo
Attune NxT. Se utiliz6 DAPI (1:1000, Sigma D9542) para determinar la viabilidad celular. Se
realizaron los tratamientos ademas del LPS: CD200-X a 0.1, 1, 5 0 10 pg/mL; CD200-Fc (R&D
Systems, 3355-CD) a 1 0 5 pg/mL. El mantenimiento y tratamiento de los cultivos de células BV-
2 fue realizado en conjunto con Karen Perelmuter de la Unidad de Biologia Celular del Institut

Pasteur de Montevideo.
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Citometria de flujo

Tejido de médula espinal

Luego de ser anestesiados, los ratones fueron perfundidos con PBS frio para eliminar rastros de
sangre y se disecaron 6 mm de tejido de médula espinal centrado en la lesion. El tejido fue
cortado con una tijera en pedazos mas pequefos y fue incubado por 30 minutos a 37°C para la
disgregacion enzimatica con colagenasa 0.125% (Sigma C9407) y DNAsa 0.125% (Sigma
D4527) en PBS sin calcio y magnesio. Luego de la digestion, el tejido fue disgregado
mecanicamente a través de una malla de 70 ym y la suspension de células en buffer de
disociacion (FBS 2%, EDTA 0.1M en PBS) fue centrifugada a 500 x G por 10 minutos. Cada
muestra fue posteriormente dividida en tubos para el marcaje con anticuerpos o en un tubo
control sin marca para determinar la autofluorescencia. Las células fueron incubadas durante 1
hora a 4°C con la mezcla de anticuerpos. Luego de lavados, las células fueron procesadas en el
citometro Attune NxT y analizadas con el software FlowJo. Los siguientes anticuerpos fueron
utilizados para marcar las poblaciones celulares en la médula espinal a modo de realizar la
estrategia de seleccion de poblaciones de acuerdo con Amo-Aparicio et al., 2018 “* y Lago et
al., 2018 ®: CD45-eFluor405 (1:200, eBioscience 48-0451-82), CD11b-APC-Cy7 (1:100,
Biolegend 101226), F4/80-PerCP-Cy5.5 (1:100 eBioscience 45-4801-82) Ly6G-PE (1:200,
Biolegend 127608) y Ly6C-FITC (1:100, Biolegend 128005). La poblacién de microglia se
seleccioné como CD11b* CD45"°Y, mientras que el resto de las células mieloides se seleccionaron
como CD11b* CD45"9". A partir de esa poblacion, los neutréfilos se seleccionaron a partir de la

poblacion Ly6G* y los macréfagos a partir de la poblacion Ly6G™ F4/80".

Citometria de flujo de células del bazo

Luego de la perfusion con PBS, se diseco el bazo de los ratones y un tercio de este tejido fue
procesado para citometria de flujo. El tejido fue cortado en trozos pequefios y fue incubado por
30 minutos a 37°C para la disgregacion enzimatica con colagenasa 0.125% y DNAsa 0.125% en
PBS sin calcio y magnesio. Luego de la digestion, el tejido fue disgregado mecanicamente a
través de una malla de 70 um y la suspension de células en buffer de disociacion (FBS 2%, EDTA
0.1M en PBS) fue centrifugada a 500 x G por 10 minutos. El pellet de células fue resuspendido

en 1 mL de FBS y 10% de DMSO. Los crioviales fueron congelados lentamente utilizando un Mr
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Frosty (ThermoFisher, #5100-0001) con alcohol isopropilico y las células fueron almacenadas a
-80°C hasta su posterior analisis. Para su analisis las células fueron descongeladas rapidamente
y luego de un lavado fueron incubadas durante 1 hora a 4°C con la mezcla de anticuerpos. Luego
de lavados, las células fueron procesadas en el citdmetro Attune NxT y analizadas con el software
FlowJo. Los siguientes anticuerpos fueron utilizados para marcar las poblaciones celulares en el
bazo de acuerdo a Rose et al., 2011 *'°: CD11b-APC-Cy7 (1:100, Biolegend 101226), Ly6G-PE
(1:200, Biolegend 127608), CD11c-FITC (1:100, Biolegend 117305), CD19-APC (1:100,
Biolegend 152409), CD3-FITC (1:100, Biolegend 100204), CD4-PE (1:100, Biolegend 100408).
A partir de las células vivas (DAPI’), la poblacién de linfocitos B se seleccioné a partir de las
células CD19". De las células CD19, los linfocitos T se seleccionaron como CD3*, mientras que
las células dendriticas como CD11c*. De las CD11c, los neutrdfilos se seleccionaron como

Ly6G", y los macréfagos como Ly6G™ SSC™¥, mientras que los eosinéfilos como Ly6G SSCo"

Analisis de fagocitosis de mielina por citometria

de flujo

Obtencién de mielina y conjugacion a pHrodo

Para la obtencién de mielina purificada y la conjugacién a pHrodo se siguié el protocolo de
Gomez-Lopez et al., 2021 *'". Para ello, los ratones fueron sacrificados y perfundidos con PBS
frio para remover la sangre y se disecaron los hemisferios cerebrales. El tejido fue cortado con
tijeras en pequenos trozos y fue incubado por 30 minutos a 37°C para la disgregacion enzimatica
con colagenasa 0.125% y DNAsa 0.125% en PBS sin calcio y magnesio. Luego de la digestion,
el tejido fue disgregado mecanicamente a través de una malla de 70 ym y la suspension de
células en buffer de disociacion (FBS 2%, EDTA 0.1M en PBS) fue centrifugada a 500 x G por
10 minutos. El pellet fue resuspendido en PBS y llevado hasta un volumen final de 5.6 mL y
posteriormente se afiadi® 1.4 mL de Percoll de densidad 1.22 g/mL. Luego se colocaron
cuidadosamente por debajo de esta mezcla 2 mL de Percoll de densidad 1.088 g/mL utilizando
una pipeta de vidrio hasta el fondo del tubo, quedando separadas las dos fases de percoll.
Finalmente se colocaron 2 mL de PBS por encima de la mezcla de percoll y la muestra de tejido
cuidadosamente de no mezclar las fases. Luego de una centrifugacion de 600 x G por 20 minutos

a temperatura ambiente, se colectd la fase entre el PBS y el percoll, donde se ubica la mielina.
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Luego se procedio a la cuantificacion proteica de la mielina por medio del método del acido
bicunculinico (BCA) segun Smith et al., 1985 *'? en una placa de 96 pocillos. La curva de
calibracion se realizé con concentraciones conocidas (0, 31.25, 62.5, 125, 500, 1000, 1500 y
2000 ug/uL) de seroalbumina bovina (BSA) diluidas en PBS. En cada pocillo (por duplicado) se
colocaron 8 pL de las muestras de tejido diluidas previamente 1:50 en PBS y de las diferentes
concentraciones de BSA. Luego de incubar las muestras con 200 pL de la mezcla BCA/CuSOa4
(50 mL de BCA y 1 mL de CuSOa al 4%) durante 30 minutos a 37°C, se realiz6 la medicion de
absorbancia a 562 nm. Con los valores de absorbancia de la curva estandar de BSA, se realiz
una regresion lineal a partir de la cual se interpolaron los valores de absorbancia de las diferentes

muestras de tejido para determinar la concentracién total de proteinas.

Una vez obtenida la fraccion de mielina, se procedio a la conjugacion con el pHrodo reconstituido
en DMSO. Para la conjugacion se incubaron 277.5 ug de la fraccion de mielina purificada en PBS
a pH 8.0 con el pHrodo durante 45 minutos en agitacion a temperatura ambiente y en oscuridad.
Luego se centrifugd a 4000 x G durante 10 minutos y se descarté el sobrenadante. El pellet se
resuspendié en 950 yL de PBS a pH 7.4 para obtener mielina conjugada a pHrodo con una

concentracion final de 0.3 pg/mL.

Fagocitosis en tejido de médula espinal

Luego de obtener la suspension de células a partir del tejido de médula espinal como fue descrito
previamente (ver seccion de citometria de flujo de tejido de médula espinal), los tubos destinados
al analisis de la fagocitosis de mielina fueron incubados durante 4 horas a 37 °C en oscuridad
con 3 ug de mielina conjugada a pHrodo segin Gomez-Lopez et al., 2021 *". Luego de un lavado,
se procedi6 al marcaje de las células con los anticuerpos mencionados previamente y al analisis
por citometria de flujo utilizando el citdmetro Attune NxT y el software FlowJo para la

cuantificacion.
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Fagocitosis en cultivo celular de macrofagos derivados de la
meédula 6sea

Luego de la diferenciacion de los precursores durante 7 dias se plaquearon las células en placas
de 96 pocillos a una densidad de 75.000 células por pocillo durante 1 dia en medio DMEM/F12
completo con 20 ng/mL de M-CSF. Se realiz6 el tratamiento con CD200-X (5 o 100 ug/mL) y/o
LPS (100 ng/mL) durante 24 horas. Luego las células se incubaron con 1.8 ug de mielina
conjugada a pHrodo en medio DMEM/F12 completo con 5 ng/mL de M-CSF durante 1 hora.
Finalmente, las células fueron levantadas con tripsina durante 30 minutos y analizadas en el
citdmetro Attune Nxt y el software FlowJo para la cuantificacion. Las células se incubaron con
DAPI (1:1000, Sigma D9542) durante unos segundos previos a la adquisicion para evidenciar las

células muertas.

Procesamiento histolégico

Nervio ciatico

Los ratones fueron anestesiados profundamente con pentobarbital y se realizd la perfusion
intracardiaca con 40 mL de paraformaldehido (PFA, Sigma) al 4% frio en buffer fosfato (PB) 0.1
M. Se disecaron 10 mm del nervio ciatico lesionado y sin lesionar desde la salida de la columna
vertebral. Los nervios fueron post-fijados con PFA al 4% en 0.1 M PB durante 3 horas y luego de
un lavado con PBS fueron crioprotegidos en solucion de sacarosa (Sigma) al 30% en PBS a 4
°C por al menos 48 horas. Posteriormente, las muestras fueron embebidas en un compuesto
soluble en agua de glicoles y resinas (Tissue-Tek; Sakura) y se congelaron rapidamente en
nitrogeno liquido. Las muestras de nervio ciatico congeladas se cortaron en el criostato Leica
CM1850 UV, y las secciones de 8 um fueron colectadas en portaobjetos de vidrio gelatinizados

y almacenadas a -20 °C hasta su posterior analisis.
Para realizar la inmunofluorescencia sobre las secciones en portaobjetos, se dejaron

descongelar las secciones a temperatura ambiente durante 30 minutos y luego de lavados con

PBS y PBS + Tritén 1%, se procedio al bloqueo de las muestras durante 1 hora a temperatura
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ambiente con PBS + 1% Triton X-100 + 10% suero fetal bovino (FBS; GIBCO 10270-106). Se
incubaron las secciones con los anticuerpos primarios rata anti-CD200 (1:100; Serotec
MCA1958), conejo anti- S1008 (1:150; Sigma SAB5700647), rata anti-Ly6G (1:200; Biolegend
127601) y/o lectina de Lycopersicon esculentum (1:100; Sigma L9389) diluidos en PBS + 1%
Tritén X-100 + 10% FBS durante toda la noche a temperatura ambiente. Luego de lavados con
PBS + Tritdbn 1%, las secciones fueron incubadas con los correspondientes anticuerpos
secundarios diluidos 1:400 en PBS + 1% Triton X-100 + 10% FBS: anti-rata Alexa 488
(Invitrogen), anti-conejo Alexa 633 (Invitrogen) o Streptavidina 660 (Invitrogen). Luego de lavados
con PBS, las muestras se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente con DAPI
(1:1000, Sigma D9542). Finalmente, se montaron las muestras con glicerol 80% en PBS y se

obtuvieron imagenes confocales utilizando el microscopio ZEISS LSM 880.

El nimero total de neutrdéfilos en las secciones de nervio ciatico fue determinado a 1 dia post-
lesion por medio del conteo de células totales Ly6G™ en la seccién. Luego de la incubacion con
los anticuerpos primarios y secundarios, se obtuvieron imagenes de epifluorescencia de toda la
seccion longitudinal de nervio ciatico a 63x con el microscopio ZEISS LSM 800, y las imagenes
individuales fueron juntadas para formar toda la seccion de nervio. Tres secciones por animal
fueron utilizadas para cuantificar el nimero de células Ly6G*. El conteo de células fue realizado
con el software ImagedJ y el numero de células fue normalizado por el area total de la seccion

longitudinal del nervio ciatico.

Separacion (teasing) de fibras nerviosas en nervio ciatico

Para la inmunofluorescencia de fibras aisladas, nervios ciaticos de ratones sin lesionar fueron
disecados e inmersos inmediatamente en PFA al 4% en 0.1 PB durante 3 horas. Luego de
lavados con PBS, el tejido de nervio ciatico fue colocado sobre un portaobjetos gelatinizado y se
procedi6 a la separacioén de las fibras nerviosas. En primer lugar, el tejido fibroso perineural fue
removido y los fasciculos de fibras nerviosas fueron separadas progresivamente bajo lupa
utilizando agujas (Alcon 8065446520). Se dej6é secar el tejido para permitir la adherencia al
portaobjetos y luego se procedié al bloqueo de las fibras nerviosas separadas con PBS + 1%
Tritén + 10% FBS, por 1 hora a temperatura ambiente. Luego se incubaron con los anticuerpos
primarios rata anti-CD200 (1:100; Serotec MCA1958) y conejo anti- S1008 (1:150; Sigma
SAB5700647) diluidos en PBS + 1% Triton + 10% FBS durante toda la noche a temperatura
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ambiente. Luego de los lavados con PBS + Tritén 1%, las fibras fueron incubadas con los
anticuerpos secundarios anti-rata Alexa 488 (Invitrogen) y anti-conejo Alexa 633 (Invitrogen)
diluidos 1:400 en PBS. Luego de los lavados con PBS, las muestras se incubaron con DAPI
(1:1000, Sigma D9542) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se lavaron las
muestras con PBS y se montaron utilizando glicerol 80% en PBS. Se obtuvieron imagenes
confocales de las fibras separadas utilizando un microscopio confocal ZEISS LSM 880 y se

analizaron posteriormente utilizando el software ImageJ.

Nervio tibial

El nervio tibial fue colectado a los 28 dpl para el analisis de remielinizacion luego de la lesion de
nervio ciatico. Luego de la perfusion con PFA 4%, se disecaron los nervios tibiales a nivel del
tobillo y post-fijados en glutaraldehido al 2% en 0.1M PB. Luego las muestras fueron incluidas en
resina Epon para la preparacion de cortes semifinos. Para ello, las muestras de tejido de nervio
tibial fueron incluidas en una soluciéon de osmio al 1.5% en PB durante 60 a 90 minutos. Luego
de lavados con PB, las muestras fueron deshidratadas con concentraciones crecientes de etanol
hasta llegar al 100% de etanol. Posteriormente las muestras fueron incluidas en soluciones
crecientes de resina en acetona, para luego dejar las muestras en resina durante toda la noche.
Finalmente, se colocaron las muestras en los recipientes con resina para formar los bloques
durante 48 horas a 60 °C y luego se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Los cortes semifinos
fueron realizados con el vibratomo Leica VT1000 y se colectaron secciones transversales del
nervio tibial de 1 ym de grosor. Se realizé la tincion de las secciones con azul de metileno durante
1 minuto. Se capturaron imagenes de toda la seccion transversal del nervio tibial a 10x utilizando
el microscopio Olympus CX41 con la camara Media Cybernetics PLS-A662 acoplada a una
computadora. Se obtuvieron por muestreo al azar imagenes a 100x que representaran al menos
el 30% del area total transversal del nervio. Luego se cuantifico el area total de la seccion
transversal del nervio con las imagenes a 10x y se realiz6 el conteo de fibras mielinicas con las
imagenes a 100x utilizando el software Imaged. Finalmente se normalizé el numero de fibras

mielinicas de acuerdo con el area transversal del nervio.
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Inervacion de la piel

La inervacion de la piel fue evaluada por medio del analisis de densidad de fibras nerviosas
presentes en la epidermis de las patas traseras. Para ello, se diseco el tejido de la piel de las
patas traseras a los 28 dias post-lesion de nervio ciatico y sin lesionar, y se proceso el tejido de
la misma manera que el nervio ciatico hasta el paso de congelamiento del tejido. Previo al
congelamiento del tejido, se diseco aun mas el tejido de la piel para quedarse unicamente con la
almohadilla plantar correspondiente para su posterior analisis. El tejido de la almohadilla fue
cortado en criostato Leica en secciones de 70 ym que fueron colectadas en medio OLMOS y
almacenados a -20 °C hasta su posterior analisis. Para realizar el marcaje por
inmunofluorescencia de las secciones de piel de las patas traseras, en primer lugar se realizaron
lavados con PBS para eliminar el medio OLMOS de las secciones y luego se bloque? el tejido
con PBS + 1% Tritdon + 10% FBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego las secciones
fueron incubadas durante 24 horas a 4°C con el anticuerpo primario de conejo anti-producto del
gen de proteina 9.5 (PGP9.5, 1:500; Cedarlane CL7756AP), el cual marca las fibras nerviosas
en la epidermis. Luego de lavados con PBS + Triton 1%, las secciones fueron incubadas con el
anticuerpo secundario de burro anti-conejo Cy3 (1:200; Millipore) durante 24 horas a 4°C. Luego
de los lavados, se colocaron las secciones en portaobjetos gelatinizados y se montaron con
glicerol 80% en PBS. Cinco secciones de cada muestra de piel fueron utilizadas para cuantificar
las fibras nerviosas presentes en la epidermis de las almohadillas plantares. Las secciones de
tejido fueron examinadas utilizando un microscopio Olympus 1X81 y las imagenes de secciones
longitudinales fueron adquiridas a 20x con la camara AxioCam MRm Zeiss acoplada a una
computadora. Para la cuantificacién y posterior analisis de las imagenes se utilizé el software
Imaged. Se cuantifico el area total de la epidermis en cada seccién y se conto el numero de fibras
nerviosas PGP9.5". Finalmente se normalizé el nimero de fibras nerviosas de acuerdo al area
total de la epidermis en cada seccion. Se midieron tres secciones por muestra y se tomo el valor

promedio de las tres secciones como el valor final de fibras por area de epidermis.

Médula espinal

El tejido de médula espinal se obtuvo de ratones hembras C57BL6/J, wt o CD200R1-KO a los 28
dias post contusion de médula espinal. El tejido se obtuvo de la misma manera como fue
detallado previamente para el nervio ciatico. Se disecaron 6 mm de médula espinal con el
epicentro en la lesion. Las secciones de tejido transversales se realizaron con el criostato Leica.

Se realizaron 4 series de portaobjetos, en el cual se colocaron secciones transversales de 14 um
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de grosor, por lo que las secciones adyacentes en el mismo portaobjetos representan una
separacion de 140 ym de la médula espinal. Los portaobjetos con los cortes seriados de la

médula espinal fueron almacenados a -20 °C hasta su posterior analisis.

Bazo

El bazo de ratones hembras wt o CD200R1-KO fue disecado luego de la perfusion del animal
con PFA 4% a las 24 horas o 15 dias post lesion de médula espinal. Luego del procesamiento
de tejido ya mencionado para el tejido de nervio ciatico, se hicieron secciones del tejido de bazo
de 70 um de grosor y se colocaron en medio OLMOS. Las secciones se almacenaron a -20 °C
hasta su posterior analisis. Las fibras noradrenérgicas en el bazo fueron detectadas y
cuantificadas por inmunofluorescencia para la tirosina hidroxilasa*'®. Luego de lavados con PBS
para eliminar el OLMOS de las secciones de bazo, se realizé el bloqueo del tejido con PBS + 1%
Triton + 10% FBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron las
secciones en flotacion con el anticuerpo primario conejo anti-tirosina hidroxilasa (Abcam, ab6211)
diluido 1:100. Luego de lavados con PBS + Triton 1%, se incubaron con el anticuerpo secundario
de deteccion anti-conejo Alexa 633 (Invitrogen) diluido 1:400. Luego de lavados con PBS se
colocaron las secciones en portaobjetos de vidrio gelatinizados y se montaron con glicerol 80%
en PBS. Se adquirieron imagenes de epifluorescencia con el microscopio Zeiss LSM 800 a un
aumento de 20x. Las imagenes de toda la seccion del bazo fueron luego juntadas para formar
una composicion de todo el tejido. Utilizando el software Imaged se cuantifico el area total de
tejido de la seccion y el area positiva para tirosina hidroxilasa determinando un unico umbral de
intensidad de fluorescencia. Se cuantificaron tres secciones por animal y se utilizé el valor

promedio de area tirosina hidroxilasa positiva normalizada por el area total de tejido del bazo.

Cuantificacion del numero de microglia en cerebro

Para la cuantificacion del nimero de células microgliales en el cerebro, se sacrificaron los ratones
wty CD200R1-KO a las 24 horas luego de la administracion con LPS 2 mg/kg intraperitoneal. Se
realizé la perfusion intracardiaca con 40 mL de PFA 4% frio en PB. Se disecé el cerebro y se
post-fijo con PFA 4% durante 4 horas. Luego se crioprotegi6 el tejido con sacarosa 30% en PBS

a 4 °C por al menos 48 horas. Posteriormente se realizaron secciones coronales del cerebro de
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30 uym de espesor, se colocaron en medio OLMOS y se almacenaron a -20 °C hasta su posterior

procesamiento.

Para cuantificar el numero de microglia, se realizd la deteccion de microglia por
inmunohistoquimica contra Iba-1. Para ello, se realizaron lavados con PBS para eliminar el
OLMOS de las secciones de cerebro, se realizo el bloqueo del tejido con PBS + 1% Triton + 10%
FBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Previo a la incubacién con los anticuerpos, se
inactivo la peroxidasa enddgena incubando a las secciones de tejido con metanol 70% en PBS
30% y H202 2% durante 10 minutos. Posterior a los lavados con PBS + Tritdon 1%, se incubaron
las secciones en flotacién con el anticuerpo primario conejo anti-lba-1 (1:500, Wako 019-19741)
durante toda la noche. Luego de lavados con PBS + Tritdbn 1%, se incubd el tejido con el
anticuerpo secundario de deteccion anti-conejo HRP (1:250, Invitrogen). Luego de lavados con
PBS, se incubaron las secciones con DAB 0,5mg/ml en PBS + H202 0.3% para revelar la
marcacién. Finalmente, se colocaron las secciones en portaobjetos de vidrio gelatinizados, se
deshidrataron las muestras con concentraciones crecientes de etanol y xilol, y se montaron con
medio DPX. Posteriormente, se adquirieron imagenes a 20x de la corteza cerebral adyacente y
superior al hipocampo con el microscopio Olympus CX41 acoplado a la camara Media
Cybernetics PL-A662. Utilizando el software ImageJ, se cuantifico el numero de células Iba-1* en

tres secciones por animal y se normalizé con el area total de tejido en la imagen.

Analisis de limpieza de mielina en el tejido

Para el andlisis de la limpieza de mielina, se utilizaron secciones longitudinales de 8 ym de grosor
de nervio ciatico, asi como también series de secciones de 14 ym de médula espinal y se realizo
la tincion con Luxol Fast Blue (LFB; Sigma). Luego de deshidratar las muestras por el pasaje de
alcoholes de concentracion creciente, las secciones fueron incubadas durante toda la noche a
37 -C con una solucion de 1 mg/mL de LFB en etanol 95% y 0.05% de acido acético. Luego, las
secciones fueron lavadas con agua destilada antes de ser destefidas con una solucion de Li>CO3
0.05% en agua destilada por 10 segundos. Luego de un breve pasaje por etanol 70%, las
secciones fueron deshidratadas con concentraciones crecientes de alcohol y xilol para ser
montadas en medio DPX (Sigma). Se adquirieron imagenes a 20x con el microscopio Olympus

CX41 acoplado a la camara Media Cybernetics PL-A662. Utilizando el software ImageJ, se

98



cuantific el area LFB* en tres secciones por animal y se normalizé con el area total de tejido en

la imagen.

Analisis de degradacion de mielina en el tejido

Para el analisis de la degradacion de mielina, las secciones de nervio ciatico fueron tefiidas con
Oil Red O (ORO, Sigma). Para ello, las secciones fueron incubadas en una solucién con ORO al
60% en alcohol isopropilico durante 10 minutos a temperatura ambiente y luego colocadas bajo
agua corriente durante 30 minutos. Las secciones fueron luego montadas en glicerol 80% en
PBS. Se adquirieron imagenes a 20x con el microscopio Olympus CX41 acoplado a la camara
Media Cybernetics PL-A662. Utilizando el software ImageJ, se cuantificé el area ORO" en tres

secciones por animal y se normalizé con el area total de tejido en la imagen.

Analisis de parametros sanguineos

Analizador hematoldgico

Se realiz6 el analisis de parametros sanguineos por medio de un analizador hematoldgico a partir
de una muestra de sangre de ratones wt o CD200R 1-KO en condiciones normales, luego de una
lesion de médula espinal o luego de la administracién con LPS. Se colectd la sangre de la auricula
derecha en tubos con EDTA-2K (1:10, Wiener Lab QC-1898552-W), luego de que los ratones
fueron anestesiados profundamente y previo al momento de realizar la perfusion intracardiaca.

Las muestras de sangre fueron analizadas con el analizador hematol6gico Mindray-BC 5000 Vet.
Analisis de la expresion génica

Extraccién y purificacion de ARN mensajero

Con el fin de evaluar los niveles de expresion génica para diferentes genes relacionados con la
respuesta inflamatoria en los diferentes tejidos, se realizé la extraccion de ARN de nervio ciatico
y de macréfagos derivados de médula 6sea, se retrotranscribieron las muestras a ADN copia y
luego se analizaron diferentes genes por PCR cuantitativa (QPCR). En primer lugar, los ratones

fueron anestesiados profundamente con pentobarbital y se realizé la perfusion intracardiaca con

99



PBS frio para eliminar la sangre. Se disecaron los tejidos (nervio ciatico, bazo y/o 8 mm de
médula espinal centrado en la lesién) y fueron congelados inmediatamente con nitrégeno liquido.
Luego, las muestras de nervio ciatico fueron homogeneizadas en 500 yL de Trizol (SIGMA,
T9424) mientras que las muestras de bazo y médula espinal fueron homogeneizadas en 800 pL
de Trizol, utilizando el dispositivo T10 basic ULTRA-TURRAX (IKA) durante 1 minuto,
manteniendo las muestras en hielo. Luego de una centrifugacion a 13.000 xG durante 1 minuto,
se procedi6 a la purificacion de la fase acuosa utilizando el kit Direct-zol RNA MiniPrep Plus
(Zymo Research, R2070). Para el caso de la extraccion de ARN de BMDM, las células fueron
lisadas en 300 pL de trizol y el procedimiento de aqui en mas fue el mismo que para las muestras

de tejido.

Brevemente, luego de quedarse con el sobrenadante de la muestra homogeneizada en trizol, se
mezclé con el mismo volumen de etanol 100%. Todo el volumen se cargd en las columnas del
kit y se centrifugaron las columnas. Luego de un lavado con el buffer Wash del kit, se incubaron
las columnas con 80 uL de ADNasa (6 U/uL) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego
de lavados con el buffer Pre-wash, se realizé un lavado con el buffer Wash para eliminar todos
los restos de los reactivos utilizados y se procedié a eluir el ARN retenido en la columna con
agua libre de ARNasas y ADNasas. Las muestras de nervio ciatico y de BMDM fueron eluidas
en un volumen de 50 pL de agua, mientras que las muestras de bazo y médula espinal fueron
eluidas con 80 pL de agua. Luego, se cuantifico la concentracion de ARN y la pureza de las
muestras utilizando el dispositivo Nanodrop o Quanterix. Luego se procedid a realizar la
retrotranscripcion de las muestras de ARN, teniendo en cuenta que todas las muestras
analizadas por gPCR fueron procesadas simultaneamente para tener una cantidad de ADN copia

similar.

Retrotranscripcion del ARN mensajero a ADN copia

A modo de que todas las muestras tengan la misma concentracion de ARN, se diluyeron todas
las muestras de ARN a analizar en simultaneo con agua libre de ARNasas y ADNasas hasta la
menor concentracidén presente en las muestras. Para la retrotranscripcion se utilizo el kit M-MLV
RT (Invitrogen, #28025-013). Se incubaron las muestras durante 5 minutos a 65 °C con una
mezcla de nucleétidos (10 mM) y random primers (250 ng/uL). Luego fueron incubadas durante

2 minutos a 37 °C con buffer First Strand 1X y DTT (0.1 M). Finalmente, las muestras fueron
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incubadas con la enzima retrotranscriptasa M-MLV RT durante 10 minutos a 25 °C, 50 minutos
a 37 °C y 15 minutos a 70 °C.

Amplificacion por PCR cuantitativa

Con el fin de analizar los niveles de expresion génica en los diferentes tejidos, se analizaron las
muestras de ADN copia por qPCR. TagMan Fast Advanced Master Mix (Invitrogen, 4444557) fue
anadido a las muestras de ADN copia, junto con las siguientes sondas: CD200
(Mm00487740_m1), CD200R1 (MmO00491164_m1), IL1-8 (MmO01336189_m1), IL-6
(Mm00446190_m1), IL-10 (MmO01288386_m1), TGF-# (Mm00178820_m1), TNFa
(Mm00443258_m1), INF-y (Mm001168134_m1), CCL2 (MmO00441242_m1), CCL3
(00441259 _g1), CD68 (MmM00444543 _m1). La reaccion de amplificacion fue realizada con el
termiciclador QuantStudio 3 (Thermo-Fisher), siguiendo las siguientes condiciones de ciclado: 2
minutos a 50 °C, 2 minutos a 95 °C, seguidos de 40 ciclos de 1 segundo a 95 °C y 20 segundos
a 60 °C. La expresion relativa de cada gen se calculé utilizando las eficiencias de la PCR en
tiempo real y la desviacion del punto de cruce de una muestra desconocida frente a un control.
El control endégeno GAPDH (Mm99999915 g1) se incluyd para estandarizar cada reaccion con

respecto a la integridad del ARN y como control de carga.

Secuenciacion de ARN y analisis transcripcional

Para el analisis transcripcional, siguiendo el protocolo detallado anteriormente, se realizé la
extraccion de ARN total de uno de los hemisferios cerebrales. Los ratones se sacrificaron a las
16 horas de la administracion i.p. de LPS (2 mg/kg masa corporal) o vehiculo (PBS). Se utilizaron
ratones hembra wty CD200R 1-KO de 12 semanas de edad, con un tamafo de muestra de cuatro
animales por grupo experimental. Luego de la extraccion, se determiné la calidad del ARN con
el dispositivo NanoDrop ND-1000 (Thermo-Fisher). Las muestras de ARN fueron enviadas a
Macrogen (Corea del Sur) para su secuenciacion. Se utilizé el kit de preparacion de muestras
TruSeq Stranded mRNA LT de lllumina para la construccion de la biblioteca y se obtuvieron
lecturas pareadas (150x2 pares de bases) mediante secuenciacion lllumina. El posterior analisis
de los resultados de secuenciacion fue realizado en conjunto con Natalia Rego de la Unidad de

Bioinformatica del Institut Pasteur de Montevideo. Se utilizé BBduk*'*

para recortar las lecturas.
La calidad de las secuencias crudas y procesadas se evalué con FastQC v0.11.9*"% y MultiQC
v1.1141®. Se utiliz6 STAR*'" para mapear las lecturas al genoma del ratén utilizando el genoma y

anotaciones de referencias de Genconde M32 (ensamblaje primario GRCm39); el alineamiento
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se realiz6 utilizando las opciones estandar de ENCODE*'®. Los perfiles de expresion a nivel

génico se obtuvieron utilizando FeatureCounts v2.0.1%'° con las opciones -p -s 2 -M--fraction.

Sobre las matrices de expresion obtenidas, se utilizé el paquete DESeq2 v1.36.0 de R para
normalizar los datos, corregir por la profundidad de secuenciacion de las bibliotecas y realizar
pruebas de expresion diferencial. Se realizé un prefiltrado minimo de la matriz para conservar
s6lo los genes que tenian al menos 10 lecturas. Se realizaron analisis de componentes

principales con los paquetes de R FactoMineR v2.4*%

y factoextra v1.0.7, usando los datos
transformados por estabilizacion de varianza (vst, blind=TRUE) y seleccionando los 500 genes
mas variables. Para estimar los cambios en los niveles de expresion entre los genotipos wt 'y
CD200R1-KO y su significancia estadistica, se utilizé la prueba de Wald con el disefio
“tratamiento + genotipo”, tanto para la hipétesis |log2FC|>0 como |log2FC|>1. Se realizé una

correccion del tamario del efecto estimado (log2FC) mediante el método apegim**'

implementado
en DESeq2. Para la correccion de las pruebas mudltiples, se utilizd un enfoque estratificado de
falsos descubrimientos con p-valores corregidos por Benjamini-Hochberg. Definimos como
genes diferencialmente expresados aquellos que presentaban un valor de p corregido por FDR
<0.1y abs(log2FC corregido por apeglm)>0.35, umbral que implica un tamafio minimo de efecto
del 25% aproximadamente. El grafico de volcan se produjo con el paquete R/Bioconductor
EnhancedVolcano v1.14.0. Se realiz6 el analisis de sobre-representacion de las vias de Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)*?

y Gene Ontology (dominio de Procesos
Bioldgicos - GO:BP)*®, usando los paquetes de R/Bioconductor ClusterProfiler, enrichplot, y

org.Mm.eg.db.

Procesamiento de datos y analisis estadistico

Los datos en las graficas de columnas se muestran como el promedio + el desvio estandar (SD),
mientras que en las graficas de puntos a diferentes tiempos se muestran como el promedio + el
error estandar de la media (SEM). Para los analisis estadisticos donde se compararon los
genotipos frente a otra variable independiente, se utilizo el test de ANOVA de dos vias seguido
del test post-hoc de Bonferroni. Para los datos experimentales con mas de un grupo experimental
y una variable independiente se utilizo el test de ANOVA de una via seguida del test post-hoc de
Bonferroni o de Tukey. Para la comparacion de las diferencias de promedios de dos grupos
experimentales se utilizo el test t de Student de dos colas. Un valor de p < 0.05 fue considerado

como estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

Capitulo 1 / Objetivo especifico 1: Rol de CD200-

CD200R1 en una lesion de nervio periférico

En primer lugar, nos planteamos estudiar el rol de la interaccion entre el ligando CD200 y el
receptor CD200R1 en el sistema nervioso periférico en condiciones normales y luego de una
lesion traumatica. Este abordaje nos brinda la oportunidad de adentrarnos en una comprension
mas profunda de los mecanismos que subyacen a la degeneracion Walleriana y la regeneracion
del SNP. Al aumentar nuestro entendimiento de estos procesos, podemos evidenciar las
diferencias clave entre las respuestas a una lesién en el SNP y el SNC, que en ultima instancia
contribuyen a promover la regeneracion del tejido nervioso tras un trauma y una recuperacion

eficaz y parte de los resultados de este trabajo fueron publicados recientemente’.

Caracterizacion de la expresion de CD200 y CD200R1 en el nervio

ciatico normal y luego de una lesion traumatica

Expresion de CD200 en nervio ciatico

Estudios previos demostraron la presencia por inmunohistoquimica de CD200 en nervio ciatico
de rata sin lesionar, principalmente en las células de Schwann, y un descenso a los 7 dpl™’.
Teniendo esto en cuenta, nos planteamos profundizar en la caracterizacién de la expresion de
CD200 en nervio ciatico de ratéon en condiciones normales y a diferentes tiempos post-lesion.
Para ello, realizamos inmunofluorescencia de secciones longitudinales de nervio ciatico sin
lesionar, utilizando anticuerpos que reconocen a CD200 en conjunto con otros marcadores para
evidenciar qué tipo celular y/o estructura es el que expresa CD200. En primer lugar, marcamos
CD200 en conjunto con S100-B, el cual es utilizado como marcador de células de Schwann en

el SNP, con el fin de confirmar la presencia de CD200 en este tipo celular'®?. Por un lado,
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observamos la presencia de CD200 en estructuras en donde se evidencia una interrupcion de la
vaina de mielina con S100-8, sugiriendo la presencia de CD200 en los nodos de Ranvier (flechas
en la Figura 25 A-C), como fue descrito previamente. Sin embargo, observamos a su vez la
presencia de CD200 en estructuras negativas para S100-(3, sefialadas con las puntas de flechas
en la Figura 25 A-C. Se ha reportado que las células endoteliales expresan CD200 en altos
niveles'®, por lo tanto, nos propusimos analizar si estas estructuras CD200*/S100-p
correspondian a vasos sanguineos, también teniendo en cuenta la morfologia alargada
observada de estas estructuras en las inmunofluorescencias. Para ello, utilizamos la lectina de
tomate, la cual se une a las células endoteliales, y observamos una co-localizacion de CD200
con estas estructuras (Figura 25 D-F), por lo que confirmamos la presencia de CD200 en las
células endoteliales presentes en el nervio ciatico sin lesionar. Luego, para caracterizar en mayor
detalle la localizacién de CD200 en las células de Schwann y en los diferentes dominios que
éstas presentan, realizamos la técnica de “teasing” de fibras nerviosas del nervio ciatico sin
lesionar. Esta técnica nos permite aislar una unica fibra nerviosa, permitiendo un mayor detalle
de las diferentes regiones de ésta*?*. Por medio de esta técnica confirmamos la presencia de
CD200 en los nodos de Ranvier (flechas en Figura 25 G-l) al igual que en las
inmunofluorescencias de secciones longitudinales del nervio ciatico. Sin embargo, esta técnica
nos permitié evidenciar la presencia de CD200 en las incisuras de Schmidt-Lanterman (puntas
de flecha en Figura 25 G-I).
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Figura 25. Localizacion de CD200 en el nervio ciatico en condiciones normales. (A-F) En las
imagenes se observa un plano confocal de 1 um de inmunofluorescencia en secciones longitudinales de
nervio ciatico sin lesionar. CD200 (en amarillo) se observa en los nodos de Ranvier (flechas) y en los vasos
sanguineos (puntas de flecha). S100- (en magenta) es expresado por las células de Schwann, mientras
que la lectina de tomate (en magenta) es un marcador de células endoteliales. (G-I) Imagenes de un plano
confocal de 1 um de inmunofiluorescencia de fibras de nervio ciatico sin lesionar “teased”. Se observa la
presencia de CD200 en los nodos de Ranvier (flechas) y en las incisuras de Schmidt-Lanterman (puntas
de flecha). Escala: 30 um.
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En una siguiente instancia, nos propusimos analizar en detalle la dinamica temporal y espacial
de los cambios de expresion de CD200 luego de una lesién de nervio por aplastamiento. Para
ello, analizamos la presencia de CD200 en el nervio ciatico por PCR cuantitativa e
inmunofluorescencia a 1, 7, 14 y 28 dpl (Figura 26). Por PCR cuantitativa observamos un
descenso leve pero rapido en la expresion de CD200 a las 24 horas post-lesidon que se mantiene
hasta los 7 dpl (Figura 26 A), lo que concuerda con lo observado por Chang et al.**" por
inmunofluorescencia a los 7 dpl. A los 14 dpl observamos un aumento en la expresion de CD200
que se mantiene en altos niveles hasta los 28 dpl cuando comparamos con los valoresa 1y 7
dpl, mientras que cuando comparamos con la condicion naive observamos una tendencia a
duplicar la expresion de CD200 (p = 0.06, ANOVA de una via seguido de test post-hoc de
Bonferroni). Por inmunofluorescencia confirmamos el descenso a las 24 horas post-lesion en
segmento distal del nervio lesionado (Figura 26 B). A las 24 horas post-lesién, no detectamos
CD200 en vasos sanguineos, pero si en los nodos de Ranvier, sugiriendo que el descenso de
CD200 a las 24 horas post-lesion puede deberse a la pérdida de CD200 en los vasos sanguineos
y no en las células de Schwann. A los 7 dpl se observa un leve aumento, comparado con las 24
horas post-lesion, en la presencia de CD200 principalmente en estructuras que se asemejan a
vasos sanguineos. A los 14 dpl confirmamos el aumento de la presencia de CD200 en el nervio

ciatico observado por PCR cuantitativa.
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Figura 26. Cambios en Ila expresion de CD200 luego de una lesion de nervio cidtico por
aplastamiento. (A) La expresion de CD200 en el nervio ciatico evaluada por PCR cuantitativa en tiempo
real, disminuye a las 24 horas post-lesion y permanece en bajos niveles a los 7 dpl. A los 14 dpl se observa
un aumento que se mantiene hasta los 28 dpl (ANOVA de una via seguida de la prueba post hoc de
Newman-Keuls *p < 0.05, **p < 0.01; n=3-4 animales por punto de tiempo) (B) A nivel del tejido del nervio
ciatico lesionado, por inmunofluorescencia para CD200 (en amarillo) se observa una disminucién a las 24
horas post-lesion, principalmente por la pérdida de CD200 en vasos sanguineos. A los 14 dpl se observa
un aumento en la marca para CD200 en concordancia con lo observado por PCR cuantitativa.

Analisis de la expresion de CD200R1 en nervio ciatico

Previo a la publicacion de nuestro grupo™®, no se habia analizado la dinamica temporal de
CD200R1 en nervio ciatico antes y después de una lesion, asi como tampoco el rol de este
receptor en los procesos que ocurren tras la lesién. Al igual que lo que ocurre con otros
inmunoreceptores que se encuentran en muy baja proporcion en las células, y considerando que
en condiciones normales, la presencia de células mieloides en el tejido que puedan expresar

425 |a deteccion del

CD200R1 es escasa y se reduce a unos pocos macrofagos residentes
receptor CD200R1 por inmunofluorescencia en el tejido del nervio ciatico presenta muchas
complicaciones. Por lo tanto, nos propusimos analizar la dinamica de expresion de CD200R1 en
el tejido de nervio ciatico por PCR cuantitativa y por citometria de flujo, las cuales permiten
evidenciar con mayor precision la presencia de CD200R1. En primer lugar, por PCR cuantitativa
analizamos los cambios en la expresion de CD200R1 en el nervio ciatico sin lesionarya 1,7, 14
y 28 dpl (Figura 27 A). Después de la lesion se observé una tendenci al aumento de la expresion
de CD200R1, principalmente a los 14 dpl cuando comparamos con la condicién naive (p = 0.06,
ANOVA de una via con test post-hoc de Bonferroni), donde aumentd 19 veces en comparacion
con la condicién basal. Luego, nos propusimos determinar en mayor detalle cuales son las
poblaciones celulares que expresan CD200R1 en el nervio lesionado y su dinamica espacio-
temporal. Mediante citometria de flujo, fue analizada la presencia de CD200R1 en las
poblaciones de macréfagos y neutrdfilos luego de la lesién, ya que comprenden las principales
poblaciones del sistema inmune que ingresan al tejido nervioso participando activamente en la
degeneracion Walleriana*?®*#’. Observamos un rapido ingreso de neutrofilos y macrofagos al

nervio lesionado como ya se describié anteriormente. Mientras que los neutréfilos rapidamente
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disminuyeron en numero encontrandose en bajos numeros a los 5 dpl, la poblacion de
macroéfagos continué aumentando en niumero hasta alcanzar el pico maximo a los 5 dpl. Luego,
a los 14 dpl la poblacién de macréfagos disminuye pero permanece en niveles mas altos que en
condiciones normales sin lesionar. Al analizar la presencia de CD200R1 en la poblacion de
macrofagos residentes, es decir en el nervio en condiciones normales, observamos que a pesar
de que se encuentran en baja cantidad, alrededor de un 60% de estos macréfagos residentes en
el nervio son CD200R1". Interesantemente, esta proporcién de macréfagos CD200R1* se
mantiene constante luego de la lesion (Figura 27 C). A su vez, la medida de la mediana de
intensidad de fluorescencia para CD200R1 en la poblacion de macrofagos, nos permitio
evidenciar que luego de la lesioén, los macréfagos presentes en el nervio expresan una menor
cantidad de CD200R1 que los macréfagos residentes en condiciones normales (Figura 27 D). En
conjunto, estos resultados sugieren que a pesar de que la proporcion de macréfagos que
expresan CD200R1 se mantiene constante, luego de la lesion los macréfagos expresan una
menor cantidad de CD200R1. Sin embargo, dado que ingresa una gran cantidad de macrofagos
y neutrdfilos al tejido nervioso lesionado, observamos un aumento neto en los niveles de
expresion de CD200R1 en el tejido de nervio por PCR cuantitativa. En cuanto a la poblacién de
neutrdéfilos, observamos que a las 24 horas post-lesion, aproximadamente un 10% de los

neutrofilos expresan CD200R1 (datos no mostrados en graficos).
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Figura 27. Expresion de CD200R1 ARNm en nervio en condiciones normales y luego de una lesion
por aplastamiento. (A) Estrategia de seleccion de las poblaciones de macrofagos y neutrofilos en el nervio
por citometria de flujo. Se muestran histogramas representativos de la marca de CD200R 1 en comparacion
con el isotipo control en la poblacion de macrofagos y neutrdfilos. (B) Expresion de CD200R1 a nivel de
ARNm aumenta después de la lesion. (C) Cuantificacion del nimero total de macréfagos y neutrofilos en
el nervio ciatico sin lesionar (naive) y a 1, 5y 14 dpl. (D) Porcentaje de macrofagos que expresan CD200R1
en condiciones naive y a 1, 5y 14 dpl. (E) Mediana de intensidad de fluorescencia de CD200R1 expresado
en macrofagos (ANOVA de una via seguida de la prueba post hoc de Bonferroni **p < 0.01, ***p < 0.001;
n=2-3 animales por punto de tiempo).

Efecto del bloqueo de CD200R1 in vivo luego de una lesién de

nervio ciatico

Considerando los resultados previos, observamos que la interaccion CD200-CD200R1 presenta

cambios temporales en el nervio ciatico luego de una lesion y que estas proteinas se encuentran
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presentes en los principales tipos celulares que participan en el proceso de degeneracion
Walleriana, sugiriendo un posible rol de esta interaccion en la regulacion de los eventos que
ocurren luego de una lesion. Por lo tanto, nos propusimos profundizar en el rol de CD200-
CD200R1 en los procesos que forman parte de la degeneracion Walleriana y en la regeneracion

y recuperacion luego de una lesién por aplastamiento.

Con este fin, realizamos lesiones por aplastamiento y seguidamente inyectamos en el sitio de la
lesion un anticuerpo que se une y bloquea al receptor CD200R1, impidiendo su interaccion con
el ligando CD200. Se ha demostrado que este anticuerpo se une a CD200R1 en ratones C57BL/6
y que previene la sefial inhibitoria correspondiente*®®. Luego de realizar una unica administracion
del anticuerpo bloqueante y de realizar la lesion por aplastamiento, analizamos en mayor
profundidad si este bloqueo tiene un impacto en la respuesta inflamatoria luego de la lesion en
el marco del proceso de degeneracién Walleriana, asi como también evaluar si esto tiene un
efecto a nivel de la regeneracion del tejido y la recuperacion de las funciones locomotoras luego

de la lesion.

Impacto sobre la respuesta inflamatoria al bloquear CD200R1 a nivel local

luego de una lesion de nervio ciatico

En primer lugar, evaluamos si el bloqueo de CD200R1 luego de la lesion del nervio ciatico, genera
un cambio en el perfil de expresion de citoquinas de forma aguda a las 24 horas post-lesion. Por
medio del analisis de PCR en tiempo real, observamos, segun lo esperado, que la lesion por
aplastamiento generdé un aumento significativo de IL-13, TNF-a, IL-6, CCL2 y CCL3 a las 24
horas de la lesion en el grupo tratado con vehiculo (Figura 28). Sin embargo, no se observo un
aumento significativo de IL-18, TNF-a e IL-6 en los nervios de ratones administrados con anti-
CD200R. A pesar de esto, no se observaron diferencias significativas en la expresiéon de las

citoquinas analizadas entre el grupo administrado con vehiculo o con anti-CD200R1.
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Figura 28. Analisis por PCR cuantitativa en tiempo real del tejido de nervio ciatico a 24 horas post-
lesion para evaluar el efecto del bloqueo de CD200R1 en la expresion de citoquinas. Se observé un
aumento significativo en los niveles de IL1-8 (A), TNF-a (B) e IL-6 (C) a las 24 horas post-lesion en los
nervios de animales administrados con vehiculo pero no se observa un aumento significativo en los
animales del grupo con anti-CD200R1. No se observan diferencias significativas en los niveles de
expresion de TGF- (D), IL-10 (E) y CD68 (F) entre las condiciones analizadas. Se observo un aumento
significativo en los niveles de expresion de CCL2 y CCL3 luego de la lesion tanto para el grupo control
como para el grupo con anti-CD200R1, pero no se observaron diferencias significativas al bloquear
CD200R1 en comparacion con el grupo control. (Test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguida de la
prueba post hoc de Bonferroni; **p<0.01 vs grupo Naive)

Para profundizar en los posibles efectos del bloqueo de CD200R1 en el desarrollo de la respuesta
inflamatoria luego de la lesién de nervio ciatico, analizamos la dinamica temporal de las

poblaciones de macrofagos y neutréfilos en el nervio a las 24 horas post-lesion, asi como también
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posibles efectos sobre el fenotipo de estos tipos celulares, por citometria de flujo e
inmunofluorescencia del tejido de nervio ciatico. La estrategia de seleccién de poblaciones a
partir de una muestra de tejido de nervio ciatico lesionado por citometria de flujo se muestra en
la Figura 29 A. La administracion de anti-CD200R1 inmediatamente después de la lesion del
nervio ciatico, generé una disminucién en el nimero de macréfagos presentes en el parénquima
nervioso a las 24 horas post-lesion (Figura 29 A) con respecto al grupo control. Con el fin de
analizar el fenotipo de estos macréfagos presentes en el tejido, analizamos por citometria de flujo
la presencia de los marcadores pro-inflamatorios Ly6C*?®4%° y CD16/32*3%43" asi como también
el marcador CD206 el cual se ha asociado a un fenotipo mas anti-inflamatorio®?®. No observamos
diferencias en la proporcion de macrofagos que expresan los marcadores pro-inflamatorios Ly6C
y CD16/32 (Figura 29 B) entre el grupo administrado con el anti-CD200R1 y el grupo control. Sin
embargo, el bloqueo de CD200R1 generd un aumento en la proporcion de macréfagos CD206*
a las 24 horas post-lesion en el nervio ciatico (Figura 29 B), sugiriendo que el bloqueo de

CD200R1 promueve la presencia de macrofagos con fenotipo regenerativo a tiempos tempranos.

En cuanto a la poblacion de neutrdéfilos, por citometria de flujo no observamos diferencias
significativas en el numero de células en el tejido lesionado a las 24 horas post-lesién a causa
de la administracion de anti-CD200R1 en comparacion con la administracion de vehiculo (Figura
29 C). Sin embargo, por inmunofluorescencia del tejido de nervio ciatico lesionado, utilizando un
anticuerpo que reconoce Ly6G, que se utiliza para reconocer neutréfilos tanto por citometria de
flujo como por inmunofluorescencia, observamos que el bloqueo de CD200R1 redujo de manera

significativa el numero de neutrdfilos en el nervio lesionado (Figura 29 Dy E).
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Figura 29. El bloqueo de CD200R1 promueve una menor infiltracion de macréfagos y neutrofilos en
el nervio ciatico a las 24 horas post-lesion. (A) El andlisis por citometria de flujo del tejido de nervio
ciatico a las 24 horas post-lesion permitié evidenciar un menor numero de macrofagos en el nervio
lesionado a causa del bloqueo de CD200R1 (Prueba t de Student; *p<0.05 vs Vehiculo). (B) La
administracion de anti-CD200R1 en el nervio no tuvo efecto en la proporcion de macréfagos Ly6C+ y
CD16/32+, sin embargo el bloqueo de CD200R1 generd que haya una mayor proporcion de macrofagos
CD206+ en el nervio ciatico a las 24 horas post-lesion (Prueba t de Student; *p<0.05 vs Vehiculo). (C) Por
citometria de flujo no se observa una diferencia significativa en el numero de neutréfilos a las 24 horas
post-lesion por la administracion de anti-CD200R1 (Prueba t de Student vs Vehiculo). (D) A través de la
cuantificacion de células Ly6G+ en secciones de nervio ciatico por inmunofluorescencia se observé un
menor nimero de neutrofilos en el nervio ciatico a las 24 horas post-lesiéon en animales del grupo con anti-
CD200R1 en comparaciéon con el grupo control. (Prueba t de Student; *p<0.05 vs Vehiculo). (E)
Inmunofiluorescencia representativa utilizando anti-Ly6G (en amarillo) y DAPI (en violeta), para evidenciar
neutrofilos en secciones de nervio a las 24 horas post-lesion. Se observan los ntcleos polilobulados
caracteristicos de los neutrdfilos en las células Ly6G+ (barra de calibracion: 100 um).
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Luego analizamos el efecto del bloqueo de CD200R1 en la respuesta inflamatoria a tiempos mas
tardios luego de una lesion traumatica de nervio ciatico, con el fin de determinar si al afectar la
respuesta de manera aguda, se ven modificados los procesos de la degeneracién Walleriana en
tiempos mas tardios. En primer lugar, analizamos la infiltracién de macréfagos a los 7 dpl, debido
a su relevancia como momento crucial en la respuesta inflamatoria al encontrarse el mayor
numero de macréfagos en el tejido. A su vez constituye un momento bisagra en la respuesta
inflamatoria ya que comienzan a ocurrir cambios que dirigen la respuesta hacia la reparaciéon y
resolucion®'®3%_ Por citometria de flujo, no observamos diferencias significativas en el numero
de macrdéfagos a los 7 dpl en los nervios inyectados con anti-CD200R1 en comparacién con los
administrados con vehiculo (Figura 30 A). A su vez, tampoco se observaron diferencias en la
proporcion de macrofagos Ly6C+ y CD16/32+, considerados marcadores de fenotipo pro-
inflamatorio, asi como tampoco en la proporcion de macréfagos CD206+, considerado un
marcador de fenotipo resolutivo (Figura 30 B). Inclusive, cuando evaluamos el nimero de
macroéfagos en el tejido a los 28 dpl por inmunofluorescencia, no encontramos una diferencia
significativa a causa del bloqueo de CD200R1 al momento de la lesién (Figura 30 C y D). Esto
nos llevé a considerar que el efecto del bloqueo de CD200R1 al momento de la lesién genera
cambios en la respuesta inflamatoria temprana y de forma aguda, pero que no altera los procesos
inflamatorios que ocurren mas tardiamente en el proceso de degeneracion Walleriana. Sin
embargo, no podemos descartar que la falta de efecto luego de administrar el anticuerpo
bloqueante también se deba a efectos compensatorios de otros inmunoreceptores y vias
intracelulares que permiten mantener la robustez de estos procesos a pesar de la falta de

senalizaciéon por parte de un receptor.
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Figura 30. Andlisis de la respuesta inflamatoria tardia a los 7 y 28 dias post-lesion de nervio ciatico.
(A) El andlisis de tejido de nervio ciatico a los 7 dpl muestra que no hay diferencias significativas en el
numero de macrofagos en el nervio lesionado luego de una semana post-lesion cuando se bloquea
CD200R1 de forma aguda en el momento de la lesion. (B) Este bloqueo tampoco modifica el fenotipo de
los macrofagos a los 7 dpl en el nervio ciatico ya que no se observan diferencias significativas en la
proporcion de macrofagos Ly6C*, CD16/32* o CD206" por citometria de flujo. (E) Inmunofluorescencia
representativa de una seccion distal de nervio ciatico a los 28 dpl, utilizando anti-CD68 (en amarillo) y DAPI
(en magenta). Se observan macrofagos, con su caracteristico aspecto “espumoso” debido a la cantidad
de productos de fagocitosis en su citoplasma. Barra de calibracién: 100 um. (D) No se observa una
diferencia significativa en el nimero de macréfagos CD68"* en el nervio lesionado a los 28 dpl a causa del
bloqueo de CD200R1 al momento de la lesion. (Test t de Student vs Vehiculo)
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Analisis de la limpieza de mielina en el nervio ciatico luego del bloqueo de
CD200R1

Posteriormente, exploramos si este patron de respuesta inflamatoria, que se encuentra alterado
en las etapas iniciales, pero vuelve a la normalidad en etapas posteriores, ejerce algun efecto
sobre otros factores que influyen en el proceso de degeneracion Walleriana. Entre ellos, la
limpieza de los restos de mielina es un proceso fundamental para lograr una regeneraciéon y
recuperacion funcional exitosa, que dependen en gran medida de la respuesta inflamatoria en el
transcurso de la primera semana. En una primera instancia analizamos la presencia de mielina
a1, 3,7y28dpl en el tejido de nervio lesionado, con el fin de evaluar si el bloqueo de CD200R1
tiene un impacto en la dinamica temporal de la limpieza de mielina y la formaciéon de nuevas
fibras mielinicas. Para ello, por medio de la tincion de Luxol Fast Blue evaluamos el area de
mielina en el tejido del nervio lesionado a diferentes tiempos post-lesion. No observamos
diferencias significativas en el area de mielina en los diferentes tiempos post-lesion analizados
entre los nervios a los cuales se les administré anti-CD200R1 o vehiculo (Figura 31 Ay B), lo
cual concuerda con la respuesta inflamatoria normal evidenciada previamente a los 7 y 28 dpl.
En una segunda instancia analizamos la presencia de lipidos neutros a 7 dpl por medio de la
tincion con Oil Red O de los nervios lesionados (Figura 31 C y D). Esta tincion nos permite
analizar la acumulacion de gotas de lipidos neutros y por lo tanto podemos evaluar la degradacion
de lipidos**?*3, Tampoco observamos diferencias significativas en la acumulacién de lipidos a
los 7 dpl, sugiriendo que el bloqueo agudo de CD200R1 al momento de la lesion no tiene un
efecto significativo sobre la desmielinizacion y remielinizaciéon durante el proceso de
degeneracion Walleriana. Sin embargo, la falta de diferencias significativas a nivel histolégico no
implica directamente que no tiene efecto a nivel del funcionamiento fisiologico de las fibras
nerviosas presentes en el nervio lesionado, por lo que nos planteamos determinar si estas
alteraciones en la respuesta inflamatoria aguda tienen un efecto a nivel de la recuperacion
funcional que se relaciona, no solo con la regeneracion de las fibras nerviosas dafiadas, sino que

también con la capacidad de estas fibras de cumplir su funciéon normal.
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Figura 31. El bloqueo agudo de CD200R1 no tiene efecto en la limpieza de mielina, asi como
tampoco en la poblacion de macrofagos en el nervio ciatico lesionado a los 7 dpl. (A) Imagen
representativa de una seccion de nervio ciatico tefiido con Luxol Fast Blue condiciones normales (basal) y
a los 7 dpl. Barra de calibracion: 50 um. (B) La cuantificacion de area de mielina tefiida con Luxol Fast
Blue (LFB) a 1, 3, 7 y 28 dpl permiti6é evidenciar que el bloqueo de CD200R1 al momento de la lesién no
tiene efecto en la limpieza de la mielina (ANOVA de dos vias). (C) Imagen representativa de una seccion
de nervio ciatico a los 28 dpl tefiida con Oil Red O. Barra de calibracién: 50 um. (D) El bloqueo de CD200R1
no tiene efecto en la degradacion de lipidos neutros luego de la lesién ya que no se observan diferencias
significativas en el porcentaje del area de nervio tenida con Oil Red O (ORQ) (Test t de Student).

Limitacion en la recuperacion de las funciones luego de una lesion de nervio

ciatico a causa del bloqueo de CD200R1 localmente

Con el fin de determinar el impacto del bloqueo agudo de CD200R1 localmente sobre la

recuperacion motora de la pata lesionada a través del analisis de la pisada al caminar, lo que
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permite calcular el indice funcional del ciatico. Este indice fue desarrollado para ratas*** y
adaptado para ratones*?’. Realizamos el seguimiento luego de la lesion evaluando el indice a 1,
3,5,7,10, 14, 17, 21 y 28 dpl (Figura 32). Luego de una lesién por aplastamiento, el indice
funcional del ciatico disminuye un 95% comparado con el valor previo a la lesion, manteniéndose
en bajos niveles hasta los 14 dpl, donde se observa una mejora muy marcada abrupta. Luego la
tasa de mejoria continia en aumento hasta los 28 dpl, aunque en menor medida, hasta llegar a
un valor similar al previo a la lesion. Interesantemente, observamos que cuando bloqueamos
CD200R1 por medio de la administracion del anticuerpo bloqueante en el nervio ciatico al
momento de la lesion, los ratones tienen una peor recuperacion de las funciones locomotoras
cuando comparamos con los ratones a los cuales se les administrd vehiculo (Figura 32). Esta

diferencia se hace mas evidente a partir de los 17 dpl.

Indice Funcional del Ciatico
(normalizado al valor basal)

rs

Figura 32. El bloqueo de CD200R1 en el nervio cidtico promueve una peor recuperacion de las
funciones luego de una lesiébn por compresion. En la parte superior se muestran imagenes
representativas de las pisadas de la pata lesionada en el tiempo. La recuperacion de las funciones luego
de la lesién de nervio se evalud a través del indice funcional del nervio ciatico en el cual se analizan
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parametros de la pisada de las patas traseras al caminar. Los valores se muestran normalizados para cada
ra’én con respecto a la medida del indice basal previa a la lesion. El seguimiento de los ratones lesionados
hasta los 28 dpl permitié evidenciar que el bloqueo de CD200R1 por medio de la administracién de un
anticuerpo al momento de la compresion promueve una peor recuperacion funcional. (ANOVA de dos vias,
tratamiento p = 0.002, interacciéon p = 0.03, test post-hoc de Bonferroni * p<0.05; n = 9 vehiculo n = 8
aCD200R1).

Reinervacion de la piel y regeneracion no se ven afectadas al bloquear

CDZ200R1 localmente luego de la lesion de nervio ciatico

A su vez, evaluamos la reinervacion de la piel, analizando la cantidad de fibras PGP9.5+ en la
epidermis de las almohadillas de las patas traseras lesionadas y sin lesionar (Figura 33 A). A los
28 dpl observamos un numero significativamente menor de fibras PGP9.5+ a nivel de la
epidermis en los dos grupos con lesion, sin que haya diferencias entre los tratamientos (Figura
33 B), sugiriendo que el bloqueo de CD200R1 no generd un impacto sobre la regeneracion de
estas fibras sensitivas a nivel de las patas. A su vez, evaluamos el numero de fibras nerviosas
mielinicas en el nervio tibial, con el fin de evaluar la regeneracion y remielinizacion de los axones
en una region que se encuentra distal a la lesion (Figura 33 C). Este analisis revel6 una
disminucién en el numero de fibras mielinicas en el nervio tibial después de 28 dias de la lesion
con ambos tratamientos en comparacién con la condicion sin lesion. Esto indica que, a pesar de
la recuperacion funcional evaluada por el indice funcional del ciatico se asemeja mucho a los
valores iniciales al mes de la lesion, la regeneracion axonal y la mielinizacidon no alcanzaron su
estado inicial (Figura 33 D). También podemos evidenciar que el bloqueo de CD200R1 al
momento de la lesidn no tiene un efecto sobre el nimero de fibras mielinicas a los 28 dpl,

apoyando lo observado con el analisis de la reinervacion de la piel.

119



A X PaPo.5 C

Figura 33. Cuantificacién de la reinervacion de la piel de las patas traseras inervadas por el nervio
ciatico. (A) Imagenes representativas de inmunofluorescencias de la piel de una almohadilla de las patas
traseras en las que se observan las fibras PGP9.5*. Barra de calibracién: 100 um (B) Cuantificacion de las
fibras PGP9.5* para evaluar la reinervacion a los 28 dpl de la piel de la almohadilla de las patas traseras.
Se observa una disminucion significativa en la cantidad de fibras PGP9.5* en la piel a los 28 dpl, pero no
se observan diferencias entre los animales administrados con el anticuerpo bloqueando o con el vehiculo.
(ANOVA de una via seguido por test post-hoc de Tukey; **** p < 0.0001 vs Contralateral). (C) Imagenes
representativas de secciones transversales semifinas de nervio tibial en condiciones normales (naive) y a
los 28 dpl. Barra de calibracion: 10 um. (D) Cuantificacion de las fibras mielinicas en toda la seccion
transversal de nervio tibial en condiciones normales y a los 28 dpl en animales tratados con vehiculo o con
anti-CD200R1 al momento de la lesién. Se observa una reduccion significativa en el numero de fibras
mielinicas a los 28 dpl en comparacion con la condicién naive, tanto para el grupo inyectado con vehiculo
o con anti-CD200R1. No se observan diferencias significativas en el nimero de fibras mielinicas a los 28
causadas por la administraciéon de anti-CD200R1 en comparacion con la administracion de vehiculo
(ANOVA de una via seguido por test post-hoc de Tukey; ** p < 0.01 vs Contralateral).
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Evaluacion in vivo de la proteina CD200-His en la recuperacién

funcional luego de una lesion de nervio ciatico

Con el objetivo de determinar si la activacion del receptor CD200R1 tiene un efecto contrario a
lo observado cuando bloqueamos la interaccion con su ligando, administramos de la misma
manera la proteina recombinante CD200-His dentro del nervio al momento de realizar la lesion.
Esta proteina recombinante fue disefiada para unirse y activar al receptor CD200R1. Estudios
anteriores de nuestro grupo de investigacion han evidenciado un efecto neuroprotector que
favorece la recuperacion funcional en un modelo de lesién medular tras la administracion de
CD200-His®. Por lo tanto, nos planteamos evaluar el efecto de la administracion del agonista
luego de una lesion por aplastamiento del nervio ciatico, analizando el indice funcional del ciatico
hasta los 28 dpl (Figura 34). Este analisis nos permitié evidenciar que la activacion de CD200R1
sobre los valores fisioldgicos por medio de la administracion de la proteina recombinante agonista
no tiene ningun efecto sobre la recuperacion de las funciones locomotoras luego de una lesion
traumatica de nervio ciatico. Sin embargo, esto no implica que la activacion de CD200R1 no
juegue un papel en los procesos posteriores a una lesién que promueven la regeneracion y la
recuperacion, ya que previamente hemos observado que bloquear la activacion de este receptor
no conduce a una recuperacion exitosa. La falta de efecto observada tras la administracion de
CD200-His podria atribuirse al hecho de que, en condiciones normales, una lesién por
aplastamiento representa un modelo en el cual se produce una regeneracién exitosa, como lo
indican los valores del indice funcional que vuelven a niveles similares a los anteriores a la lesion.
En consecuencia, es posible que no exista margen para mejorar estos valores mas alla de lo

considerado normal.
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Figura 34. Andlisis del efecto de Ia activacion de CD200R1 en la recuperacion luego de una lesion
de nervio ciatico. La administracion en el nervio ciatico al momento de la lesiéon de la proteina
recombinante CD200-His no tuvo efecto en la recuperacion de las funciones evaluadas por el indice
funcional del ciatico. Se puede observar que normalmente (en la condicion que se administro el vehiculo
PBS), la recuperacion alcanza a los valores del indice previos a la lesion, de la misma manera que con la
administraciéon con CD200-His (ANOVA de dos vias, tratamiento p = 0.068, interaccion p = 0.19, test post-
hoc de Bonferroni; n =7 vehiculo, n = 8 CD200-His).

Recuperaciéon funcional luego de una lesién de nervio ciatico en

ratones knock-out para CD200R1

Considerando los resultados previos en los que el bloqueo al momento de la lesion de la
interaccion entre CD200 y CD200R1 localmente en el sitio de la lesion sugieren cambios en la
respuesta inflamatoria y en la recuperacion de funciones locomotoras, nos planteamos evaluar
si la ausencia de manera constitutiva en todo el organismo también tiene cambios en la
recuperacion luego de una lesidon de nervio ciatico. Para ello realizamos lesiones por
aplastamiento del nervio ciatico de ratones knock-out para CD200R1, los cuales no expresan
CD200R1 en todas las células (CD200R1-KO) y comparamos la recuperacion de las funciones

locomotoras contra los ratones wt que si expresan CD200R1. A pesar de que parece observarse
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una recuperacion levemente peor en los ratones CD200R1-KO, no se observaron diferencias
significativas en la progresion del indice funcional del ciatico hasta los 28 dpl, entre los ratones
que expresan CD200R1 y los que no (Figura 35), sugiriendo que la ausencia de CD200R1 a nivel
constitutivo no tiene un efecto significativo en la recuperacion de las funciones luego de una

lesidn de nervio ciatico.

Figura 35. Evaluacion de la recuperacion de funciones locomotoras en ausencia de CD200R1. Por
medio del analisis de las pisadas de las patas traseras se calculd el indice funcional del ciatico a diferentes
tiempos post-lesion. No se observan diferencias significativas entre el indice funcional del ciatico a los
tiempo post-lesion analizados entre los ratones que no expresan CD200R1 (CD200R1-KO) y los que si lo
hacen (wt) (ANOVA de dos vias, genotipo p = 0.49, interaccion p = 0.10, test post-hoc de Bonferroni; n
= 9 por genotipo).
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Resumen de los principales resultados del Capitulo 1/Objetivo

especifico 1

En el nervio ciatico de ratén en condiciones normales, se evidencio la presencia de CD200
principalmente en los vasos sanguineos, y en las fibras nerviosas en los nodos de Ranvier y las
incisuras de Schmidt-Lanterman. Luego de una lesion por aplastamiento, la expresion de CD200
en el nervio disminuye, recuperando la expresion a partir de la segunda semana. Por otro lado,
la expresion de CD200R1 se evidencio en condiciones normales en los macréfagos residentes,
mientras que luego de la lesion aumenta considerablemente la presencia del receptor en el tejido
lesionado, principalmente debido a la entrada de macrofagos y neutrofilos, que invaden el tejido
y expresan este receptor. Al bloquear e impedir la interaccion entre CD200 y CD200R1 en el
nervio al momento de la lesién, se observaron cambios en las etapas agudas de la respuesta
inflamatoria, principalmente promoviendo un ambiente menos pro-inflamatorio, sugerido por la
presencia de menos neutrofilos y macrofagos a las 24 horas de la lesion. A pesar de que el
bloqueo de la interaccion al momento de la lesidon no tiene efecto en la desmielinizaciéon y
remielinizacion luego de la lesion, asi como tampoco en la respuesta inflamatoria en tiempos mas
avanzados, se observé que el bloqueo promueve una peor recuperacion de las funciones
locomotoras luego de la lesion. Sin embargo, no se observaron diferencias en la regeneracion
axonal y en la reinervacion de la piel generadas por este bloqueo. Interesantemente, cuando se
analizo la recuperacion de las funciones locomotoras en los ratones CD200R1-KO, los cuales no
expresan el receptor de manera constitutiva, no se observaron diferencias significativas en la
recuperacion, a diferencia de lo observado con el bloqueo agudo. Finalmente, la administracion
dentro del nervio lesionado al momento de la lesién de un agonista del receptor no generoé ningun

efecto sobre la recuperacion de las funciones locomotoras luego de la lesion.
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Capitulo 2 / Objetivo especifico 2: Papel de
CD200R1 en la respuesta frente una lesion de

médula espinal por contusion

Las diferencias fundamentales en los procesos que ocurren luego de una lesion traumatica en el
SNP y el SNC, son determinantes en la capacidad de regeneracion y recuperacion luego de
lesiones a las diferentes regiones del sistema nervioso. A pesar de que se han estudiado
extensamente los mecanismos que ocurren luego de una lesion al SNP y al SNC y que se
conocen algunas de las diferencias en estos mecanismos entre un tipo de lesién y otro, aun
queda mucho por comprender en cuanto al impacto de estas diferencias y como utilizarlas a
nuestro favor para promover la recuperacion. La interaccion entre CD200 y CD200R1 representa
una oportunidad interesante para estudiar un mecanismo de modulacién de la respuesta
inflamatoria en ambas situaciones de lesidon y su rol en determinar las diferencias en la
regeneracion y recuperacion. Por un lado, el modelo de lesion por aplastamiento del nervio
ciatico, nos resulta util para analizar las condiciones que llevan a una regeneracion y
recuperacion exitosa luego de una lesién al sistema nervioso. A diferencia de los que ocurre con
las lesiones al SNC, las cuales llevan a discapacidades cronicas a causa de una regeneracion y
recuperacion ineficaz e incompleta. Como modelo de lesién traumatica al SNC utilizamos la
lesion de médula espinal por contusion en ratones, en el cual se observa una escasa capacidad
de recuperacion funcional luego de la lesion. Previamente en nuestro grupo de investigacion,
evidenciamos un crucial rol de CD200-CD200R1 en el desarrollo de la respuesta inflamatoria a
nivel de la médula espinal luego de una lesion, que es determinante de la capacidad de
recuperacion de las funciones locomotoras®. Por lo tanto, nos planteamos profundizar en el rol
de esta interaccion en este modelo de lesion al SNC, analizando en mayor detalle los
mecanismos subyacentes a la activacion del receptor CD200R1 y su participacion en los
procesos que ocurren luego de las lesiones y que favorecen o empeoran la regeneracion del

tejido nervioso y la recuperacion de las funciones.
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Puesta a punto del modelo de lesiobn de médula espinal por

contusion

Con el fin de poner a punto el modelo de lesidon de médula espinal, utilizando las instalaciones y
dispositivos en el Institut Pasteur, evaluamos diferentes condiciones de lesion para determinar la
combinacion de parametros de la lesién que permitan una recuperacién en la cual se pueda
observar un potencial efecto en la recuperacion de las funciones locomotoras, ya sea una mejora
0 un empeoramiento en ésta. El dispositivo utilizado para realizar las lesiones es el PinPoint
PCI3000 Precision Cortical Impactor, el cual debié ser adaptado para sostener a la médula
espinal mientras que es golpeada por el piston (imagen en apartado de materiales y métodos).
Este dispositivo permite controlar 3 parametros relacionados con la lesién: la velocidad con la
que el pistdn desciende sobre el tejido; la distancia desplazada una vez que el piston entra en
contacto con el tejido (profundidad) y el tiempo de permanencia una vez alcanzada la profundidad
determinada. De acuerdo con estudios preliminares, determinamos mantener fijos los
parametros de velocidad en 1.5 m/s y tiempo de permanencia en 0 segundos, y a partir de alli
evaluar diferentes profundidades para determinar la ventana de recuperacion Optima. La
recuperacion de las funciones locomotoras fue evaluada utilizando la escala de Basso para
ratones (BMS*%®), en la cual se evaltan diferentes parametros de la locomocion, otorgandole un
puntaje de acuerdo con los parametros observados mientras los ratones caminan libremente.
Con el fin de determinar el parametro 6ptimo de la profundidad para generar lesiones de médula
espinal por contusion que nos permitan observar efectos positivos y negativos en la recuperacion
de las funciones locomotoras, analizamos la recuperacion con las condiciones de lesion de
velocidad y tiempo mencionadas previamente, en conjunto con la profundidad a 1.0, 1.2y 1.5
mm (Figura 36 A). Se observo que la lesiébn menos severa generd una recuperacion funcional
muy rapida, ya que a partir de los 5 dpl el puntaje en el BMS alcanzé valores muy similares a los
previos de la lesidn, sugiriendo que estas condiciones de lesion no serian las optimas al dificultar
la capacidad de observar posibles efectos positivos o mejoras en la recuperacion de las funciones
locomotoras luego de la lesion. Generalmente en estudios donde se utiliza el modelo de lesion
de médula espinal por contusion en ratones, cuando los animales presentan movimiento en las
patas traseras (puntaje en el BMS > 0) a las 24 horas de la lesion, se excluye a esos animales
del estudio debido a que se considera que algo en el procedimiento de la lesién fue incorrecto.
Esto sugiere que las condiciones de lesién menos severas utilizadas no son suficientes para

lograr un dafio suficiente para lograr una reproducibilidad de acuerdo con los modelos utilizados
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en la actualidad. Por otro lado, la lesibn mas severa a 1.5 mm, generd una escasa recuperacion
funcional, ya que los ratones a los 28 dpl alcanzan a un puntaje de 1 en el BMS, lo cual implica
Unicamente un movimiento de talén. Esto implica que la lesién a 1.5 mm de profundidad no
resulta de gran utilidad para evaluar efectos que puedan empeorar la recuperacion funcional.
Teniendo en cuenta esto, determinamos que las condiciones 6ptimas para realizar las lesiones
requeridas en este trabajo son: profundidad de impacto de 1.2 mm, velocidad de impacto 1.2 m/s
y tiempo de lesion de 0 segundos. Este tipo de lesiones nos permite una ventana de evaluacion,
en la cual se puede observar una mejora o deterioro en la recuperacion funcional luego de la
contusion medular. Estas condiciones son las que seran utilizadas de aqui en adelante salvo que

se mencione lo contrario.
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Figura 36. Puesta a punto del modelo de lesion de médula espinal por contusiéon. Por medio de la
escala de BMS, se evaluo la recuperacion de las funciones locomotoras luego de una lesion de médula
espinal. Se realizaron lesiones con diferente profundidad para evaluar su efecto sobre la recuperacion y
determinar las condiciones optimas para generar lesiones que permitan observar efectos positivos como
negativos en la capacidad de recuperacion de la locomocion. Las profundidades de lesion realizadas
fueron 1.5 mm (en violeta), 1.2 mm (en azul) y 1.0 mm (en celeste). A una profundidad de 1.5 mm, se
genera una lesion muy severa que dificulta la recuperacion funcional, mientras que a 1.0 mm se genera
una lesién incompleta, evidenciada por un puntaje de BMS de 3 a las 24 horas post-lesion. La lesion a 1.2
mm genera una ventana de recuperacion éptima y es la que se utilizara en adelante. (n=5a 1.0 mm, n=10
a1.2mm,n=6a1.5mm).
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Respuesta inflamatoria local luego de una lesion de médula

espinal en ausencia de CD200R1

Efecto de la ausencia de CDZ200R1 en la dinamica temporal de las
principales poblaciones celulares de la respuesta inflamatoria luego de una

lesion de médula espinal

En trabajos previos de nuestro laboratorio, evidenciamos el importante rol de la interaccion entre
CD200 y CD200R1 en el desarrollo de la respuesta inflamatoria luego de una lesion de médula
espinal por contusion®®. Por lo tanto, en primer lugar, nos planteamos profundizar en los
mecanismos que subyacen al rol de CD200-CD200R1 en los procesos neuroinflamatorios a nivel
local luego de una lesion de médula espinal, analizando el impacto de la ausencia de CD200R1
de manera constitutiva en todo el organismo. Con este fin analizamos la dinamica temporal de
las principales poblaciones celulares involucradas en la respuesta inflamatoria mediante
citometria de flujo a partir de tejido de médula espinal lesionado. Analizamos la presencia de las
poblaciones de microglia, macréfagos y neutrofilos en el tejido lesionado a los 1, 3, 7 y 14 dpl,
asi como también diferentes marcadores indicadores de su fenotipo. En la Figura 37 A, se puede
observar la estrategia de seleccién de poblaciones en el tejido de médula espinal por citometria
de flujo. Realizamos a su vez una cirugia control (Sham), donde se llevé a cabo la laminectomia
de la misma manera pero no la contusion de la médula, analizando el tejido a las 24 horas desde
la cirugia. Por este medio evidenciamos que en el caso de la cirugia control se observo la
poblacién de microglia (CD11bP3°, CD45°), pero no se observd una gran densidad de eventos
en la poblacion de células mieloides infiltrantes (CD11°2", CD45%"°). Por el contrario, a las 24
horas de la contusion medular si se observé claramente un aumento en el numero de células
infiltrantes (CD 112", CD45%") debido a la rotura de la barrera hematoencefélica (Figura 37 A).

403 se observd un

Con respecto a la poblacion microglial y segun lo reportado anteriormente
aumento progresivo luego de la lesion, alcanzando un pico maximo a los 7 dpl (Figura 37 B). La
ausencia de CD200R1 no tuvo un impacto en el numero de células microgliales en la médula
espinal luego de la lesion en los tiempos post-lesion analizados. La poblacion de neutrdéfilos

alcanzo el numero maximo de células en el tejido lesionado a las 24 horas post-lesion y luego
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rapidamente decayo (Figura 37 C). La ausencia de CD200R1 no tuvo un efecto en el nimero de
neutréfilos a 1y 7 dpl, sin embargo se observo una disminucion significativa en el nimero de
neutrofilos en el tejido lesionado a los 3 dpl en los ratones que no expresan CD200R1. Por otro
lado, se observé que el numero de macrofagos en la médula espinal alcanza un maximo luego
de una semana post-lesion (Figura 37 D), con una dinamica temporal muy similar a la poblacién
de microglia. Interesantemente, se observé un aumento significativo en el nimero de macréfagos
en el tejido de médula espinal lesionado en los ratones CD200R1-KO a las 24 horas post-lesion.
A su vez, la ausencia de receptor generd que a las 24 horas post-lesién haya una mayor
proporcién de macrofagos Ly6C* en el sitio de la lesion (Figura 37 E). Se considera que los
macréfagos Ly6C* comprenden una subpoblacion de macréfagos con un fenotipo pro-
inflamatorio*?®=*3°. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la ausencia de CD200R1 promueve
alteraciones principalmente en la poblacion de macréfagos, de manera transitoria en los
momentos iniciales de la respuesta inflamatoria luego de la lesién, promoviendo un ambiente

mas pro-inflamatorio.
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Figura 37. Efecto de la ausencia de CD200R1 en la dinamica temporal de las principales poblaciones
celulares del sistema inmune en el tejido de médula espinal por citometria de flujo a 1, 3, y 7 dias
post-lesion (dpl). (A) Estrategia de seleccion de poblaciones de microglia, macréfagos y neutréfilos a
partir de citometria de flujo de tejido de médula espinal. Graficos representativos de una médula espinal
lesionada a las 24 horas (inferior) y de una médula espinal con cirugia control (Sham) donde se realizé
laminectomia sin impactar la médula (superior), donde no se observa infiltracion de macréfagos y
neutrofilos. (B-E) Numero de células de las poblaciones analizadas en el sitio de la lesion, normalizado por
el numero total de células. En verde se representan los valores para los ratones wild-type (wt) y en azul
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los ratones knock-out para CD200R1 (CD200R1-KO). Poblaciones representadas: (B) microglia; (C)
neutrdfilos; (D) macrofagos y (E) porcentaje de macréfagos positivos para Ly6C (ANOVA de dos vias
seguida de la prueba post hoc de Bonferroni; *p < 0.05, *p < 0.01).

Impacto de la ausencia de CD200R1 en la fagocitosis de mielina

Como fue mencionado previamente, la fagocitosis de mielina y de restos celulares, es un proceso
fundamental luego de una lesion al sistema nervioso ya que en los restos de mielina dafiados
hay componentes que son inhibitorios para la regeneracién, y por lo tanto que limitan la
recuperacion de funciones. Se ha planteado que la fagocitosis incompleta e ineficiente de mielina
en el SNC durante el proceso de degeneracién Walleriana es una de las principales diferencias
con el SNP que provocan que no se pueda alcanzar una regeneracion y recuperacion exitosa, a

diferencia de lo que ocurre en el SNP.

Por lo tanto, resulta relevante comprender el rol de CD200R1 en la fagocitosis, particularmente
de restos de mielina. Para ello, en primer lugar analizamos la fagocitosis de mielina in vitro en
macrofagos derivados de médula ésea (BMDM) de ratones wt o CD200R1-KO. La capacidad
fagocitica fue evaluada utilizando mielina conjugada a la sonda pHrodo*''*%°. Esta herramienta
resulta muy util para estudiar la capacidad fagocitica, ya que en este caso nos permite estudiar
el ingreso de la mielina a los lisosomas, el cual es un indicativo de los procesos de fagocitosis
que ocurren en las células. La presencia de mielina-pHrodo dentro de los BMDM se analizé por
citometria de flujo. A su vez, se evaluo la fagocitosis frente al LPS, el cual constituye un fuerte
estimulo inflamatorio y se ha demostrado que genera una disminucién en la fagocitosis de los
BMDM**®. Analizando la mediana de intensidad de fluorescencia para pHrodo, observamos que
los macrofagos que provienen de ratones CD200R71-KO fagocitan menos mielina que los
macrofagos que si expresan el receptor (Figura 38 B y C). A su vez, luego de incubar con LPS,
la fagocitosis de los macrofagos wt disminuyd, mientras que la fagocitosis en los macrofagos que
no expresan CD200R1 la fagocitosis es la misma en presencia o ausencia de LPS. Estos
resultados sugieren un rol de CD200R1 en la fagocitosis de mielina por parte de los BMDM in

vitro.

131



Sin pHrodo

A Con pHrodo

Células
vivas

B Fagocitosis en BMDM  C Fagocitosis en BMDM

. é‘:f)?m'lR'. KO ok _'6 150 *
= 1.5+ B *
-8y i e
SEg . E 1004 o
2 :‘ﬁ 1.0- ° 9% 8 :gl.‘l n .m:- -
58 | . 2
~ [ ]
3 g8 seld o e 50-
s %.ﬁ 0.5 ]
538 £
5 E S
® < 00 0-
Basal LPS Basal LPS
D Microglia pHrodo®* E Neutréfilos pHrodo* F Macréfagos pHrodo*
150 %
+° ® +° + s °
W 3 %
3 ®  CD200R1-KO o 3
I Z 100- s
a - ) Ta0d | =
= = 2 " ® 8 °
=2} = <)) oo
o 0 s 8
3 2 iy £ 501 7, y l 204 © K
E 2 ‘;: g ea ¥
B X ® E OL'.
0 0
1dpl 3dpl 7dpl 1dpl 3dpl 7dpl 1dpl 3dpl 7dpl

Figura 38. Impacto de la ausencia de CD200R1 en la fagocitosis de mielina in vivo y ex vivo. (A)
Estrategia de seleccién de poblaciones de macrofagos derivados de médula 6sea. Las células vivas se
identifican por la ausencia de marcacion con DAPI. Se muestran histograma representativos de un cultivo
sin mielina-pHrodo (en gris) y uno incubado con mielina-pHrodo (en violeta). (B y C) Estudio in vitro
utilizando macréfagos derivados de la médula 6sea (BMDM), donde se evalud la fagocitosis de mielina-
pHrodo. Los BMDM se obtuvieron a partir de animales wt y CD200R1-KO y se incubaron solo con mielina
conjugada a pHrodo o en conjunto con LPS 100 ng/mL y luego fueron analizados por citometria de flujo.
(D) Mediana de intensidad de fluorescencia y (C) porcentaje de células positivas para pHrodo en los BMDM
de animales wt y CD200R1-KO donde se observa una menor fagocitosis en los macréfagos que carecen
de CD200R1 en condiciones basales pero no luego de la estimulaciéon con LPS. (ANOVA de dos vias
seguida de la prueba post hoc de Bonferroni; *p < 0.05, ***p < 0.001, ****p < 0.0001) (D-F) a partir del tejido
de médula espinal lesionado de ratones wt o CD200R1-KO a 1, 3 y 7 dpl, se analizé la capacidad fagocitica
de microglia (E), neutrodfilos (F) y macrofagos (G) a partir de la incubacion del homogeneizado con mielina
conjugada a pHrodo (ANOVA de dos vias seguida de la prueba post hoc de Bonferroni; *p < 0.05, **p <
0.01).
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Luego analizamos la fagocitosis de mielina en las principales poblaciones celulares que
participan en la respuesta inflamatoria luego de una lesion de médula espinal, y que tienen
capacidades fagociticas, que corresponde a la microglia, macréfagos y neutréfilos. Para ello, se
disgrego el tejido de médula espinal lesionado a 1, 3y 7 dpl, y se incubd la suspension de células
con mielina conjugada a pHrodo durante 4 horas, de acuerdo con el protocolo planteado por
Goémez-Lopez et al.*!. La presencia de pHrodo en las células se analizé por citometria de flujo
en las distintas poblaciones. En las Figuras 38 D-F se puede observar la dinamica temporal de
la fagocitosis en estas poblaciones luego de una lesion de médula espinal. La poblacion
microglial presenta una disminuciéon en la fagocitosis de mielina-pHrodo a los 3 dpl que se
mantiene hasta los 7 dpl, mientras que en la poblacion de neutréfilos se mantiene relativamente
constante durante los tiempos post-lesidon analizados. Los macréfagos presentan una dinamica
similar a la de la microglia, observandose un descenso en la presencia de mielina-pHrodo a los

3 dpl que aumenta levemente a los 7 dpl.

La ausencia de CD200R1 no afecta la fagocitosis de mielina por parte de la microglia y de los
neutrofilos. Sin embargo, se observa una disminucién significativa en la proporcion de
macrofagos que fagocitan mielina-pHrodo a las 24 horas post-lesion en los ratones CD200R1-
KO (Figura 38 F), lo que coincide con lo observado in vitro con los macréfagos derivados de la

meédula 6sea.
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Recuperacién de funciones locomotoras luego de una lesién de

médula espinal en ausencia de CD200R1

Con el fin de profundizar en el rol de CD200R1 en el desarrollo de la patologia luego de una
lesion de médula espinal, realizamos el seguimiento de los ratones CD200R1-KO y wt durante
28 dpl evaluando diferentes parametros de la locomocion a través de la escala BMS mencionada
previamente. En la Figura 39 A se puede observar la puntuacion obtenida durante los 28 dias de
seguimiento. A los 5 dpl, se observan los primeros signos de ganancia de funcién, aumentando
progresivamente hasta alcanzar un puntaje de alrededor de 3 en el BMS, el cual constituye la
capacidad de apoyar la planta de las patas traseras. Interesantemente y contrario a lo esperado,
observamos que la ausencia de CD200R1 no tuvo impacto en la recuperaciéon de funciones
locomotoras luego de la contusion medular. Dado que el bloqueo de la interaccion entre CD200
y CD200R1 en la médula espinal generd una peor recuperacion funcional luego de la lesion,
esperabamos un efecto en la misma direccidon cuando el receptor esta ausente en todo el

organismo ya que no va a ocurrir la sefalizacién por la activacion del receptor.

La extension de pérdida de tejido nervioso y la recuperacion funcional por lo general estan
estrechamente relacionadas. Salvo que existan mecanismos de plasticidad a nivel del tejido
preservado que permitan mantener las funciones del tejido dafiado, una peor recuperacion
funcional se asocia con una mayor pérdida de tejido nervioso. Por lo tanto, nos planteamos
analizar si se observa un impacto en la neuroproteccion, con el fin de profundizar en los factores
que expliquen la falta de efecto a nivel de la recuperacion funcional. Para ello, realizamos el
analisis de la preservacion de mielina a través de la tincion con Luxol Fast Blue en secciones
transversales seriadas de las médulas espinales lesionadas (Figura 39 B y C). Este analisis
evidencio que no hay diferencias en el area de mielina perdida luego de la lesidn en los ratones
CD200R1-KO comparado con los wt (Figura 39 C). Esto concuerda con lo observado
previamente, ya que es un factor que generalmente se asocia directamente con la recuperacion
de las funciones locomotoras. En su conjunto estos resultados sugieren que la ausencia de
CD200R1 de manera constitutiva en todo el organismo no tiene un impacto en el resultado final
funcional y en la preservacion del tejido nervioso luego de una lesién por contusion. Esto puede

deberse a numerosas causas que seran discutidas en mayor profundidad mas adelante.
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Interesantemente, observamos que los ratones CD200R1-KO perdieron una mayor proporcion
del peso corporal luego de la lesién (Figura 39 D), indicando que posiblemente haya alteraciones
sistémicas causadas por la ausencia de CD200R1, que no tienen un impacto en la recuperacion
de funciones locomotoras, pero pueden tener un impacto en otras funciones corporales igual de

importantes y que se ven afectadas luego de una lesion de médula espinal.
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Figura 39. Recuperacion de funciones locomotoras en ausencia de CD200R1 luego de una lesion
de médula espinal. (A) No se observan diferencias en la recuperacion de funciones locomotoras
evaluadas a través de la escala BMS hasta los 28 dpl entre los ratones CD200R1-KO y wt (ANOVA de dos
vias, genotipo p = 0.92, interaccion p = 0.97, test post-hoc de Bonferroni; n =10 wt, n =9 CD200R1-KO).
(B) imagenes representativas de secciones transversales de médula espinal de ratones wt y CD200R1-
KO en el epicentro de la lesion a los 28 dpl, tefiidas con Luxol Fast Blue (en azul) para evidenciar el area
de tejido ocupado por mielina. Barra de calibracion: 500 um. (C) La preservacion de mielina a los 28 dpl
se evalud a través de la cuantificacion del area marcada con Luxol Fast Blue en secciones seriadas cada
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14 um centradas en el epicentro en direccién caudal y rostral. Se indican las distancias desde el epicentro
en sentido rostral (R420-R1260: de 420 a 1260 um en sentido rostral) y caudal rostral (C420-C1260: de
420 a 1260 um en sentido caudal). No hay diferencias significativas en el area de mielina a los 28 dpl entre
los ratones CD200R1-KO y wt (ANOVA de dos vias, genotipo p = 0.99, interaccion p = 0.90, test post-hoc
de Bonferroni; n =6 wt, n =5 CD200R1-KQO). (D) La ausencia de CD200R1 genera una mayor pérdida
de peso luego de una contusiéon medular. (ANOVA de dos vias, genotipo p = 0.08, interaccion p = 0.005,
test post-hoc de Bonferroni, **p < 0.01; n= 10 wt, n = 9 CD200R1-KO).

Analisis de parametros sanguineos luego de una lesion de médula

espinal en ausencia de CD200R1

En vista de que los ratones CD200R1-KO pierden una mayor proporcién del peso corporal,
sugiriendo alteraciones a nivel sistémico, nos planteamos analizar otros parametros indicadores
de funciones sistémicas relacionadas al desarrollo de la patologia luego de una lesién de médula
espinal. La comunicacion entre el sitio de la lesién en la médula espinal y otros tejidos es
fundamental durante el desarrollo de la respuesta inflamatoria. La circulacion sanguinea es uno
de los principales componentes de esa comunicacion entre el tejido lesionado y el resto de los
tejidos y comprende la principal via por la cual ingresan componentes celulares y humorales de
la respuesta inflamatoria al tejido lesionado. Por lo tanto, nos planteamos analizar si la ausencia
de CD200R1 tiene un impacto a nivel de las células de la sangre, con el fin de profundizar en los
mecanismos que subyacen a las alteraciones sistémicas generadas por la ausencia de este

receptor.

Evaluamos el numero de leucocitos en sangre, en condiciones sin lesionar y a diferentes tiempos
post-lesion de médula espinal (Figura 40), utilizando el analizador hematolégico Mindray BC-
5000. En condiciones normales, no se observaron diferencias en el nimero de leucocitos en
sangre entre los ratones CD200R1-KO y wt, salvo en la poblacion de linfocitos donde se observé
un menor numero en los ratones CD200R1-KO (Figura 40 C). Luego de la cirugia control (Sham)
ya1, 3,7, 14 y 28 dpl no se observaron diferencias en el numero de leucocitos, neutrofilos,

macrofagos y linfocitos a causa de la ausencia de CD200R1.
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Figura 40. Numero de células de las principales poblaciones celulares de leucocitos en sangre en
condiciones normales, luego de una cirugia control (Sham) o a 1, 3, 7, 14 y 28 dpl en ratones
CD200R1-KO y wt, evaluadas a través del analizador hematoldgico. (A) Se observa un menor nimero
de leucocitos en ratones CD200R 1-KO en comparacién con los wt inicamente en condiciones sin lesionar.
Luego de la cirugia control o de la lesiéon de médula espinal no se observan diferencias (ANOVA de dos
vias, genotipo p = 0.56, interaccion p = 0.11, test post-hoc de Bonferroni, *p < 0.05). (B) La ausencia de
CD200R1 no afecta el nimero de neutréfilos en sangre en condiciones normales y luego de la lesion
(ANOVA de dos vias, genotipo p = 0.61, interaccion p = 0.44, test post-hoc de Bonferroni). (C) El numero
de linfocitos en sangre en condiciones normales en ratones CD200R1-KO es menor en comparacion con
ratones wt, pero luego de la lesion control o de una lesion de médula espinal no se observan diferencias
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(ANOVA de dos vias, genotipo p = 0.04, interaccion p = 0.08, test post-hoc de Bonferroni, **p < 0.01). (D)
No se observan diferencias en el numero de monocitos en las condiciones analizadas entre los ratones
CD200R1-KO y ratones wt (ANOVA de dos vias, genotipo p = 0.46, interaccion p = 0.43, test post-hoc de
Bonferroni).

Alteraciones en el bazo frente a una lesion de médula espinal en
ausencia de CD200R1

El bazo es considerado un érgano del sistema inmune que es fundamental en el desarrollo de la
respuesta inflamatoria luego de una lesién de médula espinal, ya que actia como reservorio de
células del sistema inmune que pueden migrar hacia el sitio de la lesion®32333:343437439 F| haz0
comprende una interfaz neuroinmune, en la cual se comunican el sistema nervioso y el sistema
inmune. Este 6rgano se encuentra inervado por el sistema nervioso autbnomo y se ha planteado
que la activacion de estas fibras nerviosas adrenérgicas participa en la movilizacion de células
del sistema inmune presentes en el bazo hacia la circulacion sanguinea®**’. A pesar de que
aun esta en discusion, se ha planteado que la gran parte de los macréfagos presentes en la
médula espinal a los 7 dpl provienen del bazo®?, aunque los que provienen de la médula 6sea
también son relevantes en el desarrollo de la respuesta inflamatoria en la médula espinal
lesionada. A su vez, el bazo es uno de los 6rganos del cuerpo con mayores niveles de expresion
de CD200R1 (Figura 20). Por lo tanto, nos propusimos analizar el impacto que tiene la ausencia

de CD200R1 en el bazo en condiciones normales y luego de una lesion de médula espinal.

Cambios en el peso del bazo luego de una lesion de médula espinal

En este estudio, evaluamos el peso del bazo en condiciones normales y en diferentes momentos
posteriores a una lesion en la médula espinal. El peso del bazo es considerado un indicador de
la respuesta de este 6rgano a diversos estimulos inflamatorios®'3%, En condiciones normales y
después de una laminectomia de control (sham), observamos que el peso del bazo en los ratones
CD200R1-KO es menor que el de los ratones wt (Figura 41). A las 24 horas después de la lesion
de la médula espinal, observamos una ligera atrofia en el bazo de los ratones wt y CD200R1-
KO. Interesantemente, el peso del bazo de ambos genotipos es similar a 1, 3 y 14 dias después
de la lesion, donde no se observan diferencias significativas. Sin embargo, hacia el dia 28

después de la lesion, el peso del bazo vuelve a la normalidad tanto en los ratones wt como en
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los CD200R1-KO, y se vuelve a observar un peso del bazo significativamente mas bajo en los
ratones CD200R71-KO. Estos resultados sugieren que el receptor desempefa un papel
importante en la respuesta del bazo ante danos especificos en la médula espinal, en
contraposicion a dafios generales. Esto se evidencia al observar que, frente a la cirugia de control
donde la médula espinal queda intacta, se observa lo mismo que en condiciones normales,

mientras que luego de la lesion de médula espinal no.

Peso del bazo
Kk kK ¢ wt sk ok

= CD200R1-KO
AG-
- r—‘ I_ oo
g- . ot
o . il o
§Eo{l:
- O -
S
2 & -
2 -
&3
S
E
0

Naive Sham 1 dpl 3 dpl 14 dpl 28 dpl

Figura 41. Peso del bazo normalizado por el peso corporal en ratones CD200R1-KO y wt en
condiciones normales (naive), luego de una laminectomia de control (sham)y a 1, 3, 14y 28 dpl. En
condiciones normales y luego de una laminectomia control, el peso del bazo de los ratones CD200R1-KO
es significativamente menor al de los ratones wt que expresan el receptor. A 1 y 3 dpl, se observa un
descenso en el peso del bazo, tanto en los ratones wt como en los CD200R1-KO, que vuelve a restaurarse
a los valores normales hacia los 14 y 28 dpl. Cuando se compara el peso del bazo entre los ratones wt y
CD200R1 a 1, 3y 14 dpl, no se observan diferencias significativas, mientras que a los 28 dpl si se observa
un peso del bazo significativamente menor en los ratones CD200R1-KO (ANOVA de dos vias, genotipo p
<0.0001, interaccion p = 0.107, test post-hoc de Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01; ***p < 0.001).
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Analisis de las principales poblaciones celulares del sistema inmune en el

bazo en ausencia de CD200R1 luego de una lesion de médula espinal

Luego analizamos las principales poblaciones celulares del sistema inmune (macrofagos,
neutrofilos, eosindfilos, células dendritica y linfocitos) presentes en el bazo en condiciones
normales (naive) y a 1, 3 y 14 dias post-lesién de médula espinal en presencia o ausencia de
CD200R1. El objetivo fue evaluar si la ausencia de CD200R1 tiene un efecto en la movilizacion
y/o apoptosis de células a nivel de este érgano luego de una lesién, que explique al menos en
parte las alteraciones observadas a nivel del peso del bazo. Observando la dinamica temporal
de las diferentes poblaciones, se puede apreciar que el numero de macréfagos aumenta en el
bazo a los 14 dpl (Figura 42 B), similar a lo que ocurre con la poblacion de eosindfilos (Figura 42
D) y células dendriticas (Figura 42 E). Por otro lado, la poblacion de neutréfilos presenta un
aumento bifasico, ya que se observan dos picos a 1y 14 dpl, en comparacion con el naive (Figura
42 C). Los linfocitos B y T presentan dinamicas temporales similares, sin tener importantes
cambios en numero luego de la lesién de médula espinal (Figura 42 F-H), a pesar de que se
observa un leve descenso en el numero de linfocitos B hacia los 14 dpl (Figura 42 F). En cuanto
al efecto de la ausencia de CD200R1 en la dinamica temporal del nimero de células de estas
poblaciones, las diferencias se observan unicamente a los 14 dpl, donde la ausencia del receptor
promueve un menor numero de neutréfilos en el bazo (Figura 42 C), y una tendencia hacia un
menor numero de macrofagos (Figura 42 B). Por el contrario, se observa un leve aumento en el
numero de linfocitos B a los 14 dpl en el bazo de ratones CD200R1-KO (Figura 42 F).
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Figura 42. Andlisis de las poblaciones de células mieloides y linfocitos en el bazo luego de una
lesiéon de médula espinal en ausencia de CD200R1. (A) Estrategia de seleccion de las principales
poblaciones celulares del sistema inmune en el bazo por citometria de flujo a partir de tejido. (B-H) Se
evalué el numero de (B) macréfagos, (C) neutrofilos, (D) Eosindfilos, (E) células dendriticas, (F) linfocitos
B, (G) linfocitos T CD4- y (H) linfocitos T CD4+ en el tejido de bazo a 1, 3, 7 y 14 dias post-lesion de médula
espinal. A los 14 dpl se observé un numero de neutréfilos significativamente menor en el bazo de ratones
CD200R1-KO en comparacion con los wt (C), asi como también una tendencia (p=0.066) en la misma
direccion para la poblacién de macréfagos (B). Por otro lado, se observé un aumento leve pero significativo
de linfocitos B en el bazo de los ratones CD200R1-KO a los 14 dpl (F). (ANOVA de dos vias, test post-hoc

de Bonferroni, *p < 0.05)
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Analisis de la inervacion de fibras noradrenérgicas en el bazo en ausencia
de CD200R1 luego de una lesion de médula espinal

Como fue mencionado previamente, el bazo constituye una interfaz neuroinmune, ya que
presenta una rica inervacién por parte del sistema nervioso auténomo. Esta inervacion es un
componente fundamental del reflejo colinérgico anti-inflamatorio que ayuda a controlar las
respuestas inflamatorias, actuando como un freno que evita respuestas inflamatorias
exacerbadas que puedan ser perjudiciales. Las fibras que inervan el bazo provienen de neuronas
que se encuentran en el ganglio celiaco y constituyen principalmente neuronas noradrenérgicas,
que liberan noradrenalina en el bazo cuando se activa el reflejo colinérgico anti-inflamatorio®*2.
Teniendo en cuenta que se observaron alteraciones importantes en el bazo en los ratones
CD200R1-KO, nos planteamos analizar si son debidas a alteraciones en la inervacion del bazo
por parte del sistema nervioso autbnomo, evaluando la presencia de fibras noradrenérgicas en
el tejido del bazo a 1y 15 luego de la lesion de médula espinal. Se analiz6 la inervacion del bazo
a estos tiempos post-lesion debido a que se ha reportado que se comienzan a ver cambios en
estas fibras noradrenérgicas ya a las 24 horas post-lesion y que los niveles maximos reportados
de fibras en el bazo post-lesion es a los 15 dpl*'®. Para ello realizamos inmunofluorescencia en
el tejido del bazo utilizando anticuerpos que reconocen la enzima tirosina hidroxilasa (TH), la cual
esta presente en las fibras noradrenérgicas al ser un componente necesario para la sintesis del
neurotransmisor**®#*! En la Figura 43 A se observa una imagen representativa de la presencia
de TH en el tejido del bazo donde se evalué el area del bazo ocupada por las fibras
noradrenérgicas. Contrario a lo reportado por Monteiro, no observamos un aumento en el area
marcada por TH a los 15 dias con respecto a las 24 horas post-lesion, sino que observamos un
leve descenso no significativo, no habiendo diferencias significativas en ausencia de CD200R1.
(Figura 43 B). Debido a que no analizamos el area de fibras TH* en condiciones normales o luego
de una cirugia control sin lesion de médula espinal, no podemos determinar si se observa el

descenso a las 24 horas post-lesion reportados por Monteiro et al.*'®
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Figura 43. Inervacion de fibras noradrenérgicas en el bazo a 1 y 15 dias post lesion de médula
espinal. (A) Imagen representativa de inmunofluorescencia del bazo para la tirosina hidroxilasa (TH),
donde se observan las fibras noradrenérgicas. Barra de calibracion: 200 um. (B) Cuantificacion del area
ocupada por las fibras noradrenérgicas en el bazo a 1 y 15 dias post-lesion de médula espinal. No se
observan diferencias significativas en el area positiva para tirosina hidroxilasa entre 1 y 15 dpl, asi como
tampoco entre los ratones wt y CD200R1-KO (ANOVA de dos vias, genotipo p = 0.23, interaccion p = 0.96,

test post-hoc de Bonferroni).
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Resumen de principales resultados obtenidos con el modelo de

lesion de médula espinal por contusion

En primer lugar, se logré poner a punto un modelo de lesion de médula espinal por contusion en
ratones, generando una lesion reproducible y robusta que permite observar posibles efectos en
la recuperacion de las funciones locomotoras. Por citometria de flujo observamos que la ausencia
del receptor tiene un efecto principalmente en los macréfagos en la etapa aguda de la respuesta
inflamatoria, promoviendo una mayor infiltraciéon de macréfagos Ly6C”*. La ausencia del receptor
CD200R1 promueve una disminucién de la fagocitosis de mielina in vitro en macréfagos
derivados de médula 6sea, y cuando se analiza con células obtenidas del tejido de la médula
espinal lesionado. Interesantemente, la ausencia del receptor no tuvo efecto en la recuperacion
de funciones locomotoras y en la preservacion de mielina luego de la lesion de médula espinal.
Sin embargo, los ratones CD200R1-KO pierden una mayor proporcion del peso corporal luego
de la lesion, sugiriendo alteraciones sistémicas. Al analizar las poblaciones de leucocitos en
sangre, no observamos diferencias, tanto en condiciones normales como luego de la lesion
generadas por la ausencia de CD200R1. Al analizar el peso del bazo, observamos que el peso
el bazo de los ratones CD200R1-KO en condiciones normales y luego de una cirugia control es
menor que el de los ratones wi, mientras que en las etapas agudas a la lesion de médula espinal,
ya no se observan diferencias en el peso del bazo comparando los genotipos. Interesantemente,
la diferencia en el peso del bazo se restaura hacia los 28 dpl, observandose un menor peso del
bazo en los ratones CD200R71-KO. La ausencia de CD200R1 no gener6 diferencias en la

inervacion noradrenérgica en el bazo luego de una lesion de médula espinal.
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Capitulo 3 / Objetivo especifico 3: CD200-
CD200R1 en un contexto de inflamacion

sistémica por administracion de LPS

LPS es un componente de la pared bacteriana y actia como un inmunoestimulante ya que activa
una fuerte respuesta inflamatoria a través de la activacion de receptores como TLR4 que lleva a
la produccion de citoquinas pro-inflamatorias 32431442 Se ha observado que la interaccién
CD200-CD200R1 tiene un rol en el desarrollo de la respuesta frente al LPS y que el bloqueo de
esta interaccion in vitro promueve una mayor pérdida de neuronas luego de este estimulo
inflamatorio®®®. Por lo tanto, nos planteamos profundizar en los mecanismos por los cuales
CD200R1 modula la neuroinflamacion cuando las sefiales provienen de una inflamacion

periférica que es comunicada al SNC.

Efecto de la ausencia de CD200R1 sobre la neuroinflamacion en

el SNC luego de la administracion de LPS

Una de las caracteristicas mas evidentes de la administracion sistémica de LPS es el
comportamiento de enfermedad******. Una forma de evaluarlo es mediante el test de campo
abierto, donde se analiza la exploracién espontanea de los animales midiendo la distancia total
recorrida. Este test se realizé a las 24 horas después de la administracion de LPS o de vehiculo
control, donde se evidencia una clara reduccién en la distancia explorada. Esto se relaciona al
desarrollo de la respuesta adaptativa del comportamiento de enfermedad frente a una
inflamacion sistémica ya descrita previamente**°. En condiciones homeostaticas, en ausencia del
estimulo inflamatorio, los ratones CD200R7-KO recorren la misma distancia que los ratones wt
en el campo abierto (Figura 44), mientras que a las 24 horas de la administracion de LPS,
observamos que los ratones CD200R1-KO recorren una distancia significativamente menor en
el campo abierto. Esto sugiere una exacerbacion significativa del comportamiento de enfermedad
a causa de la ausencia del receptor. Esto podria indicar una posible alteracion de la respuesta

inflamatoria a nivel del SNC en ausencia de CD200R1.
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Con el fin de profundizar en estas posibles alteraciones a nivel de la respuesta neuroinflamatoria
en el SNC frente al LPS, analizamos si la ausencia de CD200R1 tiene un impacto en el numero
de microglia a nivel de la corteza cerebral, tanto en condiciones homeostaticas como luego de
un estimulo inflamatorio con LPS. Para ello, realizamos inmunohistoquimica de tejido del cerebro
utilizando el anticuerpo anti-Iba1 para evidenciar microglia. En condiciones homeostaticas no se
observan diferencias en el numero de microglia en la corteza cerebral entre genotipos (Figura 44
B). Mientras que a las 24 horas de la administracién de LPS no observamos cambios en el
nuamero de microglia en ratones wt, los ratones CD200R1-KO presentan una tendencia a un
mayor numero de microglia con respecto a los wt, sugiriendo que este receptor en la microglia

puede estar mediando los efectos observados a nivel comportamental.
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Figura 44. Alteraciones en la locomocién luego de la administracion con LPS en los ratones
CD200R1-KO y numero de microglia en corteza cerebral. (A) El test de campo abierto revel6 que los
ratones CD200R1-KO caminan una menor distancia a las 24 horas de la administracion de LPS en
comparacién con los ratones wt, mientras que luego de la administracion con vehiculo no se observan
diferencias (ANOVA de dos vias, genotipo p = 0.0013, interaccioén p = 0.33, test post-hoc de Bonferroni,
*p <0.05). (B) Numero de microglia en secciones de corteza cerebral normalizado por area, en condiciones
normales (naive) y a las 24 horas de la administracién de LPS.

146



Analisis transcripcional del cerebro en ausencia de CD200R1
frente al estimulo de LPS

Seguidamente, exploramos los mecanismos mediante los cuales CD200R1 induce cambios en
la respuesta neuroinflamatoria. Analizamos, a nivel transcripcional, el impacto de la ausencia de
CD200R1 en el cerebro en condiciones normales y en un contexto de inflamacion sistémica
causada por LPS mediante secuenciacion masiva de ARN. El analisis de componentes
principales de los perfiles transcripcionales (Figura 44 A) indica la separacion de las muestras en
cuatro grupos distintos que se corresponden con los cuatro grupos experimentales. En términos
generales, las muestras tratadas con solucion salina o LPS se separan segun el primer
componente principal (que explica el 71% de la varianza) mientras que los distintos genotipos se
asocian al segundo componente principal (que explica un 9% de la varianza). Esta separacion
indica que los grupos experimentales tienen perfiles de expresion génica definidos, que

responden tanto a la ausencia de CD200R1, como a la estimulacién con LPS.

A B

Figura 44. Perfiles transcripcionales del cerebro de ratones wt y CD200R1-KO a las 16 horas de la
administraciéon con vehiculo control o LPS. (A) Analisis de componentes principales de los perfiles
transcripcionales donde se observa la separacién de las muestras en cuatro grupos diferentes que se
asocian con los cuatro grupos experimentales. (B) Volcano plot, donde se muestran los genes
diferencialmente expresados entre los cerebros de ratones wt y CD200R1-KO. Se evalué tnicamente el
efecto del genotipo, sin considerar el tratamiento. En el lado derecho se representan los genes cuya
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expresion se encuentra aumentada en los cerebros de ratones CD200R1-KO en comparacién con los
ratones wt, mientras que en el lado izquierdo se muestran los genes con una expresion reducida en los
ratones CD200R1-KO en comparacion con los ratones wi.

Posteriormente, analizamos cuales son los genes que se encuentran diferencialmente
expresados en ausencia de CD200R1 (Figura 44 B). Para este analisis, evaluamos el efecto del
genotipo considerando como covariable el tratamiento con buffer salino o LPS. Es decir,
evaluamos el efecto del genotipo controlando por el del tratamiento. Encontramos 904 genes
expresados diferencialmente entre ambos genotipos, considerando genes con un p-valor
ajustado menor a 0.10. Cuando consideramos Unicamente los genes con un cambio en el nivel
de expresion corregido mayor al 25%, esta lista de genes se reduce a 266. En la Figura 44 B, se
presenta el resultado de este analisis en forma de volcano plot. Notablemente, dentro de estos
genes diferencialmente expresados, CD200R1 y CD200R4 presentaron una reduccién
significativa en los ratones CD200R1-KO en comparacion con los ratones wt (datos que no se

muestran).

Como primera aproximacion a entender las funciones celulares en las que intervienen estos
genes diferencialmente expresados, analizamos la sobrerrepresentacion de estos genes en
términos de procesos bioldgicos de la base de Gene Ontology (GO*®) (Figura 45 A) y de
diferentes vias de sefalizacion intracelular de Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG*??) (Figura 45 B). Estos analisis permitieron evidenciar una sobre-representacion de los
genes asociados a la regulacion de la via de NF-kB, asi como también de la regulacion de la
migracion leucocitaria, particularmente de los neutrofilos (Figura 45 A). Por otro lado, también se
vieron sobrerrepresentados los genes asociados a las interacciones entre citoquinas y
quimioquinas con sus receptores (Figura 45 B). Estas observaciones respaldan la hipotesis de
que CD200R1 desempefia un papel fundamental en la regulacién de los procesos
neuroinflamatorios en el sistema nervioso central. La ausencia de CD200R1 conduce a
alteraciones en vias de sefalizacion celular criticas para la regulacion y desarrollo de respuestas

inflamatorias.
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Figura 45. Anaélisis de sobrerrepresentacion de genes. (A) Por medio de la base GO, evidenciamos
una sobrerrepresentacion de genes expresados diferencialmente asociados a la regulacion de la via de
NF-kB, la regulacion de la migracion y quimiotaxis de neutrofilos, regulacion de la extravasacion celular y
la migracion de leucocitos, y regulacion de la entrada de virus y simbiontes a la célula huesped. Dentro de
estos procesos biolégicos, la regulacion de la via de NF-kB fue la que se encontr6 mayormente
sobrerrepresentada. (B) Utilizando la base KEGG, evidenciamos una sobrerrepresentacion de genes
asocidos a la interaccién entre citoquinas y sus receptores, vias de sefializacion de quimioquinas y de la
via de senfalizacion de NF-kB.

Hasta el momento hemos realizado este analisis preliminar y estamos empezando a profundizar
en los analisis que nos permitiran comprender en mayor detalle el rol de estos genes en las
diferentes vias y funciones celulares, asi como también explorar de qué manera la ausencia de
CD200R1 se asocia con las alteraciones en la neuroinflamacion y en el comportamiento

evidenciados previamente.
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Alteracion del bazo en ausencia de CD200R1 en un contexto de

inflamacion sistémica

Luego de observar alteraciones en la respuesta inflamatoria a nivel del SNC después de la
administraciéon con LPS, nos planteamos evaluar alteraciones en 6rganos periféricos relevantes
en el desarrollo de la respuesta inflamatoria frente a este estimulo. Uno de los principales 6rganos
que responden frente a este estimulo es el bazo, el cual tiene como una de sus funciones detectar

333 Contrario a lo observado luego

posibles patdgenos y sefiales de dafio presentes en la sangre
de una lesién de médula espinal, la estimulacién con LPS por via intraperitoneal promueve un
aumento en el peso del bazo, principalmente debido a la proliferacion de células del sistema

inmune adaptativo frente a este estimulo*°'4%2,

Como era de esperarse, observamos que el bazo de los ratones wt que expresan CD200R1
aumenta de peso luego de la administracion con LPS (Figura 46 A y B). Sin embargo,
observamos que el peso del bazo se mantiene constante en los ratones CD200R71-KO a las 16
y 24 horas luego de la administracion, observandose un menor peso del bazo en comparacion
con el de los ratones wt, sugiriendo asi una alteracion de la respuesta del bazo frente a este

estimulo y por lo tanto de un posible rol de CD200R1 en el desarrollo de esta respuesta.
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®m  CD200R1-KO

Figura 46. Cambios en el peso del bazo normalizado por el peso corporal luego de la administracion
de LPS. (A) El bazo de los ratones wt aumenta significativamente a las 16 y 24 horas de la administracion
de LPS, mientras que el bazo CD200R1-KO se mantiene inalterado (ANOVA de dos vias, genotipo p<
0.0001, interaccion p = 0.025, test post-hoc de Bonferroni; *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001). (B)
Imagenes representativas de un bazo de raton wt (a la izquierda) y CD200R1-KO (a la derecha) a las 24
horas de la administraciéon con LPS, donde se observa un tamafio menor del bazo de ratén CD200R1-KO
en comparacion con el del wt.

Estos resultados sugieren alteraciones sistémicas a nivel de varios érganos relevantes en el
desarrollo de la respuesta inflamatoria frente a un estimulo externo. Por lo tanto, nos propusimos
profundizar en los posibles mecanismos de estas alteraciones y sus posibles efectos a nivel de
la neuroinflamacion. En primer lugar, analizamos las poblaciones celulares mieloides y linfoides
en el bazo luego de la administracion con LPS para evaluar si la alteracion en la respuesta del
bazo es generada por diferencias en las poblaciones celulares presentes en el érgano a las 24
horas de haber administrado el LPS (Figura 47). En condiciones de homeostasis (luego de la

administracion de vehiculo control), no se observaron diferencias significativas en el numero de
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macrofagos, neutrofilos, eosindfilos, células dendriticas y linfocitos en el bazo a causa de la
ausencia de CD200R1. Interesantemente, luego de la administracién de LPS, observamos un
aumento significativo en el nimero de macrofagos (Figura 47 A) y eosindfilos (Figura 47 C), y
una tendencia en la misma direccion en el numero de neutrdéfilos (Figura 47 B) en el bazo de los
ratones CD200R1-KO, en comparacion con el aumento del numero de estas poblaciones en el
bazo de los ratones wt. Tanto la poblacion de linfocitos B y T, como de células dendriticas no se
vieron afectadas por la falta de CD200R1 (Figura 47 D-G).
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Figura 47. Analisis de las principales poblaciones mieloides y linfoides presentes en el bazo de
hembras luego de la administracion con LPS. No se observan diferencias significativas en las
poblaciones analizadas luego de la administracién con vehiculo cuando el receptor CD200R1 esta ausente,
asi como tampoco a las 24 horas de administracion de LPS en las poblaciones de (E) linfocitos B, (F-G)
linfocitos T (CD4 positivos y negativos) y (D) células dendriticas. Sin embargo, se observa un aumento
significativo a las 24 horas de la administracion de LPS en las poblaciones de (A) macréfagos y (C)
eosindfilos de los ratones CD200R 1-KO en comparacion con los wt. Se observa una tendencia a un mayor
numero de neutrdfilos (B) en el bazo de ratones CD200R1-KO en comparacion con los bazos de ratones
wt a las 24 horas de administracion con LPS (ANOVA de dos vias, genotipo p< 0.0001, interaccion p =
0.025, test post-hoc de Bonferroni; *p < 0.05, **p < 0.01).
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Numero de leucocitos en sangre en ausencia de CD200R1 en un

contexto de inflamacioén sistémica

Luego analizamos el impacto de la ausencia de CD200R1 en la sangre, otro factor fundamental
en el desarrollo de las respuestas inflamatorias, y en particular en la respuesta inflamatoria luego
de la administraciéon con LPS. En primer lugar, analizamos las principales poblaciones de
leucocitos en sangre 24 horas luego de la administracion de vehiculo salino o de LPS por via
intraperitoneal (Figura 48). Observamos que luego de la administracion con LPS se observa un
mayor numero de leucocitos en sangre en los ratones CD200R1-KO en comparacion con los
ratones wt (Figura 48 A). Este aumento se debe principalmente a un mayor numero de monocitos
(Figura 48 B) y neutrdfilos (Figura 48 C) en sangre en ratones CD200R1-KO a las 24 luego de la
administraciéon con LPS. No observamos diferencias en el numero de linfocitos en sangre

generados por la ausencia de CD200R1 luego de la administracion con LPS ni con vehiculo.
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Figura 48. Numero de leucocitos en sangre a las 24 horas de la administracion con LPS o vehiculo en
hembras CD200R1-KO o wt. Luego de la administracion con vehiculo no se observan diferencias en las
poblaciones celulares analizadas entre los ratones CD200R1-KO y wt. La ausencia de CD200R1 genera
un aumento en el numero de (A) leucocitos en sangre (ANOVA de dos vias, genotipo p = 0.004, interaccion
p = 0.52, test post-hoc de Bonferroni; *p < 0.05), (B) monocitos (ANOVA de dos vias, genotipo p = 0.028,
interaccion p = 0.16, test post-hoc de Bonferroni; *p < 0.05) y (C) neutrdfilos a las 24 horas de la
administraciéon con LPS (ANOVA de dos vias, genotipo p = 0.008, interaccion p = 0.44, test post-hoc de
Bonferroni; *p < 0.05). (D) No se observan alteraciones en el nimero de linfocitos en sangre a las 24 horas
de la administracion con LPS por la ausencia de CD200R1 (ANOVA de dos vias, genotipo p = 0.34,
interaccion p = 0.80, test post-hoc de Bonferroni).
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Resumen de resultados obtenidos con el modelo de inflamacion

sistémica

Al evaluar el impacto de la ausencia de CD200R1 a nivel comportamental en un contexto de
inflamacioén sistémica, observamos una marcada reduccion en la distancia explorada en el test
campo abierto en los ratones CD200R 1-KO, un comportamiento tipico de la respuesta adaptativa
del "comportamiento de enfermedad" frente a la inflamacion sistémica. Esto sugiere una
exacerbacion significativa de este comportamiento, sugiriendo un posible papel regulatorio del
CD200R1 en la respuesta neuroinflamatoria en el SNC después de la administracion de LPS. A
su vez, la tendencia observada en los ratones CD200R 1-KO hacia un mayor numero de microglia
en la corteza cerebral frente a la administracion de LPS apoya esta hipoétesis. La alteracion de la
respuesta inflamatoria en presencia de LPS también se observo en el bazo, donde se observo
gue CD200R1 es necesario para promover el aumento del peso del bazo frente a este estimulo.
A pesar de observarse un peso menor en el bazo de los ratones CD200R1-KO a las 24 horas
después de la administraciéon de LPS, se evidencid un mayor numero de las principales
poblaciones mieloides en este 6rgano, mientras que no se observaron diferencias en las
poblaciones linfoides. Esto sugiere que el CD200R1 es necesario para el desarrollo de la
respuesta inflamatoria normal a nivel del bazo frente a un estimulo inflamatorio como lo es el
LPS. A nivel de la sangre también observamos importantes alteraciones en las poblaciones de
leucocitos a las 24 horas después de la administracion de LPS a causa de la ausencia de
CD200R1. Se observé un mayor numero de leucocitos totales en los ratones CD200R1-KO,
principalmente debido a un mayor niumero de células mieloides ya que no se observaron
diferencias en la poblacion de linfocitos. En su conjunto, estos resultados evidencian una
respuesta inflamatoria exacerbada en los ratones CD200R1-KO frente al LPS a nivel sistémico.
Esto refuerza la importancia de evaluar la respuesta a nivel global, para entender en mayor
detalle los mecanismos que pueden estar afectando a la neuroinflamacion sobre el sistema

nervioso.
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Capitulo 4: Desarrollo de estrategias terapéuticas

basadas en la activacion de CD200R1

Previamente, en el grupo de investigacion desarrollamos y evaluamos estrategias terapéuticas
para la modulacion de la neuroinflamacion basadas en la produccién y administracién de
diferentes proteinas recombinantes con dominios de CD200. En este contexto, observamos que
la administracion de la proteina recombinante CD200-His en la médula espinal al momento de la
lesion confiere neuroproteccion la cual se asocid con una mejora en la recuperacion de las

funciones locomotoras®®.

Objetivo especifico 4: Evaluacion de la ventana temporal
terapéutica para la activacion de CD200R1 en el tejido de médula

espinal lesionado

Teniendo en cuenta que la proteina recombinante CD200-His tuvo un efecto positivo en la
recuperacion de las funciones locomotoras cuando fue administrada dentro del tejido de la
médula espinal en el momento de la lesién, analizamos la ventana temporal sobre la cual se
puede actuar para poder promover una mejora en la recuperacion de las funciones, teniendo en
cuenta que en humanos, la posibilidad de recibir un tratamiento suele retrasarse por varias horas
luego de la lesion. Para ello, realizamos la administracion intramedular de la proteina CD200-His
a las 24 y 48 horas luego de realizar la contusion medular y realizamos el seguimiento funcional
durante 28 dias. No observamos un efecto significativo en la recuperacion funcional evaluada a
través de la escala de BMS cuando la proteina CD200-His es administrada en el tejido lesionado

de la médula espinal a las 24 (Figura 49 A) o a las 48 horas post-lesion (Figura 49 B).
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Figura 49. Evaluacion del efecto de la administracion de CD200-His dentro del tejido de médula
espinal a las 24 y 48 horas post-lesion. Por medio de la escala de BMS se evalué el efecto de la
administracion de CD200-His a las (A) 24 y (B) 48 horas post-lesion en la recuperacion de las funciones
locomotoras. No se observan diferencias significativas en el tratamiento con CD200-His a las (A) 24 horas
post-lesion (ANOVA de dos vias, tratamiento p = 0.53, interaccion p = 0.92, test post-hoc de Bonferroni;
n =8 PBS, n =7 CD200-His), ni a las (B) 48 horas post-lesion (ANOVA de dos vias, tratamiento p = 0.29,
interaccion p = 0.16, test post-hoc de Bonferroni; n =8 PBS, n =8 CD200-His) .

A su vez, evaluamos el efecto de esta administracion retrasada de CD200-His sobre la
preservacién del tejido nervioso luego de la lesién. En primer lugar, analizamos el area de mielina
a los 28 dpl a través de la tincion de Luxol Fast Blue en secciones transversales seriadas de la
médula espinal (Figura 50 A y B). Observamos que la administracion de CD200-His a las 24 o
48 horas post-lesion no tuvo efecto en el area ocupada por mielina en los cortes seriados de
médula espinal. Sin embargo, un area similar ocupada por mielina no necesariamente implica
que estas fibras mielinicas sean igualmente funcionales. Por lo tanto, nos propusimos analizar el
efecto de la administracion retrasada de CD200-His en la preservacion de las vias motoras por
medio de la evaluacién de los potenciales motores evocados. Brevemente, esta técnica consiste
en estimular la corteza cerebral motora y observar la respuesta a nivel de los musculos en las
extremidades inferiores. Sin embargo, concomitantemente con los resultados obtenidos de la
recuperacion de las funciones locomotoras y de la preservacién de mielina luego de la lesion,
observamos que la administracion de CD200-His tanto a las 24 como a las 48 horas post-lesion
no tuvo efecto en la amplitud o la latencia de los potenciales motores evocados analizados en el

musculo gastrocnemio (Figura 50 C y D).
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Figura 50. Efecto de la administracion retrasada de CD200-His sobre la neuroproteccion evaluada
alos 28 dpl. (A y B) Se evaluo el efecto de la administracion a las (A) 24 y (B) 48 horas post-lesion, sobre
la preservacion de la mielina por medio de la cuantificacion del area positiva para la tincion de Luxol Fast
Blue en secciones transversales seriadas de médula espinal a los 28 dpl. Se indican las distancias desde
el epicentro en sentido rostral (R280-R1120: de 280 a 1120 um en sentido rostral) y caudal rostral (C280-
C1120: de 280 a 1120 um en sentido caudal). El area de mielina es minima en el epicentro de la lesion y
aumenta progresivamente en ambos sentidos. La administracién a las (A) 24 horas (ANOVA de dos vias,
tratamiento p = 0.67, interaccion p = 0.95, test post-hoc de Bonferroni; n =7 PBS, n =6 CD200-His) y a
las (B) 48 horas post-lesiéon no tuvo efecto sobre la pérdida de mielina en la médula espinal luego de la
lesion (ANOVA de dos vias, tratamiento p = 0.63, interaccion p = 0.94, test post-hoc de Bonferroni; n =
6 PBS, n =7 CD200-His) . (Cy D) Se analizo el efecto de la administracion retrasada de CD200-His sobre
la preservacion de las vias motoras a través de la evaluacion de potenciales motores evocados. Se
estimuld a nivel de la corteza motora y se registro la (C) amplitud y (D) latencia de la respuesta en el
musculo gastrocnemio. La administracion a las 24 y 48 horas de CD200-His no tuvo un efecto significativo
en la (C) amplitud de la respuesta en el musculo gastrocnemio (ANOVA de una via seguida de la prueba
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post hoc de Bonferroni), ni en la (D) latencia a la respuesta (ANOVA de una via seguida de la prueba post
hoc de Bonferroni), las cuales son indicadores de la funcionalidad de las fibras a nivel de la médula espinal,
sugiriendo en conjunto que la administraciéon refrasada de CD200-His no tiene efecto sobre la
neuroproteccion luego de una lesiéon de médula espinal.

En su conjunto, estos resultados sugieren que la ventana temporal donde la administracion de
CD200-His tiene un efecto en la recuperacion luego de una lesion de médula espinal es acotada
a las etapas mas agudas de la respuesta inflamatoria, probablemente teniendo un efecto si es

administrada en las primeras horas luego de la lesion.

Objetivo especifico 5: Desarrollo de nuevas proteinas

recombinantes agonistas de CD200R1

Dado que la administracién dentro del tejido medular representa una intervencién sumamente
invasiva, y mas compleja desde el punto de vista terapéutico, nos planteamos el desarrollo de
estrategias terapéuticas alternativas menos invasivas, asi como también evaluar la posibilidad
de desarrollar estrategias que no solo actuen a nivel de la médula espinal, sino que también a
nivel sistémico. Con el fin de evaluar estas posibles vias de administracion alternativas, nos
planteamos el desarrollo de nuevas proteinas recombinantes que puedan ingresar al SNC
cuando son administradas de manera exogena. Para ello, disefiamos una proteina recombinante
denominada CD200-X, que consiste en un dominio de CD200, cuyo fin es unirse y activar al

receptor CD200R1, y por otro dominio formado por un péptido de penetracion celular.

Efecto in vitro de la proteina CD200-X sobre la activacion de la via de NF-

KB en la linea celular BV-2

Con el fin de evaluar el posible efecto de la proteina CD200-X previo al uso in vivo, utilizamos

una linea celular microglial denominada BV-2%4¢

. Como fue mencionado previamente, la
activacion del receptor CD200R1 desencadena una cascada de sefalizacion intracelular que
culmina en la atenuacion de la via pro-inflamatoria NF-kB. Por lo tanto, evaluamos si la proteina

recombinante CD200-X tiene la capacidad de reducir la activacion de esta via in vitro. Con este
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fin, utilizamos la linea celular BV-2, derivada de microglia de ratones C57BL/6, la cual fue
modificada para expresar GFP como reportero de la activacion de NF-kB. Estos experimentos
fueron realizados en conjunto con la Unidad de Biologia Celular del Institut Pasteur de
Montevideo, quienes realizaron los cultivos celulares y tratamiento de las células. La activaciéon
de la via NF-kB fue analizada por citometria de flujo luego de la incubacién de estas células con
LPS durante 24 horas, el cual promueve la estimulacion de la via de NF-kB*¥'447=44 ' en conjunto
con diferentes concentraciones de la proteina recombinante CD200-X, bajo la hipétesis de que
esta proteina al unirse al receptor CD200R1 promueve la atenuacion de la activacién generada
por el LPS. Interesantemente, cuando se incubaron las células con la proteina CD200-X a
diferentes concentraciones en ausencia de LPS, se observé una activacion de la via de NF-kB,
principalmente cuando se utiliza la proteina a concentraciones de 1, 5y 10 ug/uL, pero no cuando
se utiliza a 0.1 pg/uL (barras violetas en la Figura 51), sugiriendo el efecto contrario al esperado
en ausencia de estimulo inflamatorio. Cuando agregamos el LPS en conjunto con el CD200-X a
diferentes concentraciones, observamos que CD200-X no tuvo un efecto significativo en la
activacion de la via NF-kB (barras azules en la Figura 51). A modo de control, utilizamos la
proteina recombinante disponible comercialmente CD200-Fc, la cual ha sido utilizada en
numerosos estudios y ha demostrado tener un efecto dependiente de la activacion de
CD200R1'10:155:442450 Al incubar las células con esta proteina en ausencia de LPS, a diferencia
del CD200-X, no se observé un efecto en la activacion de la via de NF-kB (barras rosadas en
Figura 51). Sin embargo, cuando incubamos a las células con CD200-Fc en presencia de LPS,

al igual que con CD200-X, no observamos un efecto significativo en la activacion de NF-kB.
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Figura 51. Efecto de CD200-X sobre la activacion de la via de NF-kB en cultivo de células de la linea
BV-2. (A) Estrategia de seleccion de poblaciones por citometria de flujo de las células BV-2 positivas para
GFP. Esta linea celular fue modificada para expresar GFP cuando se activa la via de NF-kB. La poblacion
positiva se seleccioné a partir de la sefal de las células vivas sin estimulacion con LPS (basal). (B)
Porcentaje de células GFP*y (C) mediana de intensidad de fluorescencia para GFP, luego del tratamiento
con LPS, CD200-X y/o CD200-Fc (control positivo). La primera y segunda barra corresponden a la
situacion basal y con estimulacion con LPS (100 ng/mL), respectivamente. Las barras en violeta
corresponden a la incubacion de las células con concentraciones crecientes de CD200-X (0.1, 1, 5y 10
ug/mL). Las barras azules corresponden a la co-incubaciéon de LPS con CD200-X a concentraciones
crecientes (igual a las detalladas previamente). En rosado, se muestra el resultado de la incubacioén de las
células con CD200-Fc a 1 y 5 ug/mL sin y con LPS. EI CD200-Fc fue utilizado a modo de control positivo
ya que ha sido utilizado ampliamente en la literatura para activar a CD200R1. Se observa un aumento
(ANOVA de una via seguida de la prueba post hoc de Bonferroni, ****p < 0.0001 vs. Basal; ****p < 0.0001
vs. LPS).

161



Efecto in vitro de la proteina CD200-X sobre macrofagos derivados de la

meédula 6sea

Luego, nos propusimos profundizar en el efecto in vitro de la proteina CD200-X y su efecto sobre
la respuesta frente a LPS en macrofagos derivados de médula 6sea. Para ello, tratamos
macrofagos derivados de ratones wt y de ratones CD200R1-KO, con el fin de determinar si: 1)
los efectos observados en las células BV2 podrian ser un artefacto de la utilizacion de una linea
celular, y 2) si los posibles efectos de CD200-X sobre la activacion de la via de NF-kB son a
través de la interaccion con CD200R1 o con otro componente celular. Evaluamos el efecto del
tratamiento durante 24 horas de CD200-X a 1 y 5 ug/mL sobre la expresion de TNFa, que es un
producto de la activacion de la via NF-kB*" y su capacidad de regular la respuesta frente a LPS
(Figura 52). En los ratones wt, el LPS generd un aumento significativo en la expresion de TNFa,
mientras que el CD200-X (sin LPS) a ambas concentraciones no gener6 un aumento en la
expresion respecto a la condicién basal. A su vez, se observo que al co-incubar a los macréfagos
wt con LPS y CD200-X, no tuvo un efecto significativo sobre la expresion de TNFa con respecto
a la condicion con LPS unicamente. Estos resultados por un lado sugieren que CD200-X a las
concentraciones de 1y 5 ug/mL no tiene un efecto significativo sobre la expresion de TNFa, tanto
en presencia como en ausencia de un estimulo inflamatorio como es el LPS. Por otro lado, al
observar la respuesta de los macréfagos provenientes de ratones CD200R1-KO, se observa un
patréon muy similar. Interesantemente, a diferencia de lo observado con las células wt, al co-
incubar con LPS y CD200-X a 1 y 5 yg/mL se observé un aumento significativo en la expresion
de TNFa en comparacién con la condicion con LPS Unicamente. Estos resultados muestran un
efecto contrario al esperado, ya que nuestra hipotesis era que CD200-X, al unirse a CD200R1,
promoveria una disminucion en la expresion de TNFa. Sin embargo, estos macréfagos no
expresan el receptor CD200R1, por lo que estos resultados sugieren un efecto de CD200-X
independiente de CD200R1. Se debera profundizar para determinar si estos efectos son debidos
al componente X de la proteina recombinante, algun contaminante de su produccion en células
EXPI293F, o si se debe a la interaccion de la proteina con otros receptores de la familia de

CD200R o de otra familia de inmunorreceptores.
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Figura 52. Expresion de TNFa en macroéfagos derivados de médula 6sea de ratones wt y CD200R1-
KO, evaluada por PCR cuantitativa. La incubacion de los macréfagos con LPS (100 ng/mL) promueve
un aumento de la expresion de TNFa, tanto en las células wt como las que no expresan CD200R1. La
proteina CD200-X a 1 ug/mL (sin LPS) no promueve un aumento de la expresion de TNFa en los
macrofagos wt y KO. Sin embargo, a una concentracion de 5 ug/mL se observo un aumento significativo
de la expresion de TNFa en los macréfagos CD200R1-KO en ausencia de LPS, pero no en los macréfagos
wt. Cuando se incubaron los macréfagos wt con LPS y CD200-X a 1y 5 ug/mL no se observaron diferencias
en la expresion con respecto a la incubacion solo con LPS. Interesantemente, se observa un aumento
significativo en la expresion de TNFa cuando se incubaron los macréfagos CD200R1-KO con LPS y
CD200-X a 1y 5 ug/mL, en comparacion con la incubacion sélo con LPS (ANOVA de dos vias, genotipo p
= 0.015, interaccion p = 0.19, test post-hoc de Bonferroni; *p < 0.05,**p < 0.01,****p < 0.0001 vs. Basal; *p
<0.05 vs. LPS).
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Finalmente, evaluamos el impacto que genera CD200-X en la capacidad fagocitica de los
macrofagos derivados de médula ésea, con el fin de explorar el efecto sobre esta funcion celular
que es fundamental en el desarrollo de los procesos que ocurren luego de las lesiones al sistema
nervioso. Para ello utilizamos BMDM de ratones wt y CD200R1-KO para determinar si el posible
efecto a nivel de la fagocitosis de mielina-pHrodo es especifico por la interacciéon de CD200-X
con CD200R1 o si se debe por otros factores o interacciones con otros receptores (Figura 53).
La incubacién de los BMDM wt y CD200R1 KO con CD200-X a 5 pg/mL no tuvo un impacto en
la mediana de intensidad de fluorescencia de pHrodo, lo que sugiere que en ausencia de un
estimulo inflamatorio, a esta concentracion no tiene un efecto significativo sobre esta funcion
celular. Interesantemente, cuando incubamos estas células con CD200-X a 100 ug/mL en
ausencia de LPS, observamos un evidente descenso en la presencia de mielina-pHrodo en los
macrofagos derivados de ratones wt pero no en los ratones CD200R1-KO, lo que sugiere que a
esta concentracion la proteina recombinante promueve una disminucion de la fagocitosis de
mielina que es dependiente de la interaccion con CD200R1. Al estimular las células con LPS e
incubarlas con CD200-X, observamos que no tiene un efecto significativo sobre la capacidad de
fagocitosis de mielina cuando comparamos con respecto a la condicion donde incubamos
unicamente con el estimulo de LPS, tanto en los BMDM wt como los CD200R1-KO. Sin embargo,
cando incubamos los BMDM wt con LPS y CD200-X a 100 ug/mL, observamos una menor
presencia de pHrodo en estas células en comparacion con la condiciéon Unicamente con LPS.

Esto sugiere que CD200-X a esta concentracion exacerba el efecto del LPS sobre la fagocitosis.
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Figura 53. Impacto de CD200-X en fagocitosis de mielina-pHrodo por macrofagos derivados de
médula ésea. Se compar¢ la fagocitosis de mielina pHrodo en macréfagos derivados de médula 6sea en
ratones wt y CD200R1. Las lineas punteadas violeta corresponde a los valore basales de la mediana de
intensidad de fluorescencia para pHrodo en los BMDM wt (violeta) y CD200R1-KO (azul). El analisis
estadistico demostré una reduccion significativa de todas las condiciones en comparacion con el basal wt
(solo incubacion con pHrodo durante 1 hora), salvo la condicion de CD200-X a 5 ug/mL en los macréfagos
wt (se muestra en el gréfico sefialado, ns). Al comparar con la conicién con LPS tnicamente, se observo
que en los ratones wt, el CD200-X a 100 ug/mL exacerba el efecto del LPS. (ANOVA de dos vias, genotipo
p = 0.06, interaccién p < 0.0001, test post-hoc de Bonferroni; ns: p > 0.05 vs. Basal de su genotipo; **p <
0.01,***p < 0.001,****p < 0.0001 vs. LPS de su genotipo).
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Resumen de principales resultados del analisis de estrategias

terapéuticas basadas en la activacion de CD200R1

En primer lugar, evaluamos la ventana temporal sobre la cual podemos actuar administrando la
proteina CD200-His, agonista de CD200R1, dentro de la médula espinal al momento de la lesion,
con el fin de promover una mejora en la recuperacion funcional. Sin embargo, observamos que
la administracion a las 24 o 48 horas después de una lesion de médula espinal no tuvo un efecto
significativo en la recuperacion de las funciones locomotoras, asi como tampoco en la
preservacién de mielina y las vias motoras. Esto sugiere que la ventana temporal es bastante
acotada, siendo menor a las 24 horas, aunque se debe profundizar en la posibilidad de comenzar
el tratamiento en etapas mas avanzadas aun, evaluando la administracion a la semana, o

inclusive hacia las dos semanas luego de la lesion.

Explorando vias alternativas de administracion, disefiamos una proteina recombinante, CD200-
X, que combina un dominio de CD200 para activar el receptor CD200R1 y un péptido de
penetracion celular. Sin embargo, cuando probamos CD200-X en células BV-2, observamos una
activacion inesperada de la via NF-kB en ausencia de LPS a ciertas concentraciones. Ademas,
CD200-X no tuvo un impacto significativo en la activacion de NF-kB cuando se combiné con LPS.
Debe sin embargo tenerse en cuenta que nuestro control positivo CD200-Fc tampoco indujo una
disminucion de la activacién de la via NF-kB, por lo cual no podemos sacar conclusiones
relacionadas con la capacidad de inhibir NF-kB en estas condiciones y en este modelo

experimental.

Luego, evaluamos CD200-X en macrofagos derivados de médula dsea y encontramos que, a
altas concentraciones, provocd un aumento de la expresion de TNFa en macréfagos
CD200R1-KO en respuesta al LPS, sugiriendo un efecto independiente de CD200R1. Ademas,
CD200-X redujo la fagocitosis de mielina a altas concentraciones en macrofagos derivados de

médula 6sea de ratones wt, pero no en los CD200R1-KO.
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DISCUSION

La neuroinflamacién abarca una serie de procesos complejos y dinamicos, que implican la
activacion de células y la liberacion de moléculas inflamatorias, tanto dentro como fuera del
sistema nervioso. Los procesos neuroinflamatorios ocurren tanto en el SNC como en el SNP,
aunque existen algunas diferencias significativas en los mecanismos y las consecuencias de la
inflamacién en estos dos sistemas. En el SNC, la inflamacion es iniciada principalmente por
células gliales residentes, especialmente la microglia y los astrocitos, mientras que en el SNP,
las principales células encargadas de desencadenar la respuesta inflamatoria son las células de
Schwann, macréfagos residentes y fibroblastos. En términos de consecuencias, la inflamacion
en el SNC puede tener efectos mas graves debido a la complejidad del sistema y su importancia

critica en la regulacion de multiples sistemas del organismo.

Aunque la neuroinflamacion se ha asociado tradicionalmente con procesos patolégicos, se ha
demostrado que los procesos neuroinflamatorios también tienen un papel crucial en la regulacion
fisiologica del sistema nervioso, por lo tanto, la neuroinflamacion puede tener efectos
beneficiosos y perjudiciales. Por un lado, la inflamacion puede ser una respuesta necesaria para
reparar el tejido danado y prevenir la propagacion de infecciones. Por otro lado, una inflamacion

cronica puede causar dafo a las células nerviosas y resultar en un deterioro cognitivo y motor.

Tanto este aspecto dual de los efectos beneficios y perjudiciales, asi como también las
diferencias y similitudes entre los procesos inflamatorios en el SNC y en el SNP, sugieren una
alta complejidad de los procesos neuroinflamatorios. Esto, en conjunto con estudios previos y
ensayos clinicos en los que se abordaron estrategias terapéuticas de atenuacion del sistema
inmune a nivel sistémico, indican que, en lugar de suprimir la respuesta inflamatoria en su
totalidad, se deben buscar estrategias para modularla, manteniendo los efectos beneficiosos y
reduciendo los efectos perjudiciales de ésta sobre los tejidos nerviosos. Por lo tanto, resulta
relevante comprender en mayor profundidad los mecanismos que subyacen a los procesos
neuroinflamatorios en diferentes contextos inflamatorios, tanto en el SNC como en el SNP, con

el fin de desarrollar estrategias terapéuticas de precision.

Dentro de los mecanismos que subyacen a la respuesta inflamatoria en el sistema nervioso, la

interaccion entre ligandos y los inmunoreceptores se han planteado como uno de los puntos
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clave de la regulacion. Una de estas interacciones es entre el ligando CD200 y el receptor
CD200R1. Esta ha sido implicada como un importante regulador de los procesos inflamatorios
en diversos contextos de inflamacién, tanto en el sistema nervioso como en cancer, infecciones
virales, trasplantes, etc''®. Por lo tanto, nos planteamos analizar los mecanismos que subyacen
a la activacion del receptor CD200R1 por su ligando en diferentes modelos murinos de
inflamacion. En primer lugar, analizamos el rol de esta interacciéon en un modelo de lesion
traumatica del sistema nervioso periférico que consiste en el aplastamiento del nervio ciatico. En
segundo lugar, analizamos el rol de esta interaccion en el desarrollo de la respuesta inflamatoria
local y periférica luego de una lesién traumatica al sistema nervioso central, en particular luego
de una contusion de médula espinal. Luego analizamos el impacto de esta interaccion en el
desarrollo de la neuroinflamacion luego de una inflamaciéon sistémica, generada por la
administracién intraperitoneal de lipopolisacarido, que consiste en un fuerte estimulante del
sistema inmune. Finalmente, nos propusimos profundizar en el desarrollo de posibles estrategias
terapéuticas basadas en la activacion del receptor CD200R1 que promuevan una mejora en la
recuperacion de las funciones luego de una lesion traumatica a la médula espinal. Para ello,
evaluamos la ventana terapéutica sobre la cual podemos actuar para lograr una mejora en la
recuperacion, asi como también el desarrollo de nuevas proteinas recombinantes que permitan

vias de administracién poco invasivas y con relevancia clinica.

Lesion al SNP: rol de CD200-CD200R1 luego de

una lesidn de nervio ciatico

Caracterizacion de la expresion de CD200 y CD200R1 en el nervio
ciatico sin lesionar y luego de una lesion traumatica por

aplastamiento

Con el fin de evidenciar en detalle los mecanismos que subyacen a la interaccién entre el ligando

CD200 y el receptor CD200R1 en el proceso de neuroinflamaciéon en el SNP, nos planteamos
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caracterizar la expresion de ambas proteinas en el tejido nervioso en condiciones normales y la
dinamica espacio-temporal luego de la lesion. Previamente, Chang et al. evidenciaron la
presencia de CD200 en el nervio ciatico de rata sin lesionar a través de inmunohistoquimica’.
Observaron la presencia de CD200 principalmente en el neurilema, los nodos de Ranvier y en
las incisuras de Schmidt-Lanterman en las secciones longitudinales de nervio ciatico de rata sin
lesionar, siendo estas tres regiones diferentes dominios de la célula de Schwann. A su vez,
evidenciaron una fuerte marca de CD200 en un nervio parasimpatico, el cual consiste
principalmente por axones amielinicos. En el presente trabajo, por medio de inmunofluorescencia
evidenciamos la presencia de CD200 en las células de Schwann que forman la vaina de mielina
en las fibras nerviosas del nervio ciatico de raton en condiciones normales, particularmente en
los nodos de Ranvier y en las incisuras de Schmidt-Lanterman, confirmando lo observado por
Chang et al."" en el nervio ciatico de rata. La presencia de CD200 en las células de Schwann
sugiere un rol importante de estas células como inmunoreguladores de la respuesta de las
células mieloides en el tejido nervioso. Dado que los nodos de Ranvier son los lugares donde los
axones se encuentran mas expuestos, la mayor presencia de CD200 en estas regiones podria
estar relacionada a la supresion de la accién de las células mieloides sobre los axones,
manteniéndolos alejados de la posible accidon detrimental de estas células del sistema inmune.
Sin embargo, se debera continuar con el analisis del rol de CD200 en las células de Schwann
para poder dilucidar la funcién especifica de CD200 en estos dominios celulares. Esto permitira
aportar al conocimiento de la regulacion del sistema inmune por parte de las células de Schwann
y por lo tanto, al entendimiento de las diferencias entre la regulacion de la respuestas

neuroinflamatorias entre el SNC y el SNP.

A su vez, por medio de inmunofluorescencia de secciones longitudinales de nervio ciatico de
raton en condiciones normales, encontramos una intensa marca de CD200 en vasos sanguineos.

Esto coincide con lo reportado por Cohen et al.'®®

, en donde evidencian la presencia de CD200
en los vasos sanguineos en el sistema nervioso central en condiciones normales, y donde
sugieren su importancia en la regulacién de la entrada de células del sistema inmune de la sangre
hacia el tejido nervioso'®. Interesantemente, observamos que luego de la lesion por
aplastamiento, la expresion de CD200 disminuye en el tejido, principalmente en los vasos
sanguineos, ya que se siguen observando las estructuras de los nodos de Ranvier como CD200°,
mientras que desaparece la marca de CD200 en los vasos sanguineos a las 24 horas post-lesion.
Esta disminucion de CD200 en los vasos sanguineos puede estar relacionada con la entrada de

células al tejido lesionado. Al ser considerado un receptor anti-inflamatorio, el CD200R1 al unirse
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al CD200 en los vasos sanguineos en condiciones normales podria evitar la entrada de células
mieloides al tejido nervioso en ausencia de dafio. Sin embargo, luego de la lesién es necesaria
la entrada de células inflamatorias desde la sangre, por lo que la disminucion de la expresion de
CD200 por las células endoteliales seria uno de los factores permisivos para la entrada de células
hacia el tejido lesionado, favoreciendo el desarrollo de la respuesta inflamatoria necesaria a nivel
local. Como fue mencionado previamente, en el caso de las lesiones traumaticas al SNP, es
necesario una respuesta inflamatoria rapida y eficiente, por lo que esta disminuciéon de CD200
podria ser uno de los factores determinantes. Luego de una semana post-lesion ocurre una
importante transicion en la respuesta a nivel local, pasando de una respuesta pro-inflamatoria en
la que se degrada y limpia el tejido, iniciando los programas de reparacién del tejido™. La
dinamica de expresion de CD200 que observamos concuerda con estos cambios importantes en
la respuesta inflamatoria, ya que a los 7 dpl observamos un aumento en el tejido de vasos
sanguineos que expresan CD200. Este aumento de la presencia de CD200 en vasos sanguineos
sugiere que a partir de la semana post-lesion, el ingreso de células inflamatorias desde la sangre
va disminuyendo progresivamente a medida que la respuesta inflamatoria cambia hacia una
respuesta reparadora, asi como también las células presentes en el tejido y las que ingresan

también adquieren un fenotipo predominantemente reparador.

En este mismo contexto, analizamos la dinamica temporal de CD200R1 en las principales
poblaciones de células inflamatorias en el tejido del nervio ciatico de raton luego de una lesion
por aplastamiento. Hasta el momento de este estudio, no habian trabajos previos en los que se
evalue la expresion de CD200R1 en el nervio ciatico y su rol luego de una lesién traumatica.
Contrario a lo que ocurre con CD200 y similar a los que ocurre con otros inmunoreceptores como
Trem2%5? y CD300f®, la deteccion de CD200R1 por inmunofluorescencia en el tejido del nervio
ciatico presenta muchas complejidades, en parte por la baja expresion de este receptor en las
células en condiciones normales. Por lo tanto, utilizamos estrategias que nos permitan evidenciar
la presencia de CD200R1 a pesar de que ésta sea en muy bajos niveles. El analisis por PCR
cuantitativa permitioé evidenciar un rapido aumento de la expresion de CD200R1 en el tejido a las
24 horas post-lesion, que se mantiene inclusive hasta los 28 dpl. Esto se debe principalmente al
ingreso de células desde la sangre que expresan CD200R1, como fue evidenciado por citometria
de flujo del tejido de nervio ciatico luego de la lesion. Observamos un rapido aumento en el
numero de macréfagos y neutréfilos en el tejido lesionado a las 24 horas, de los cuales un 60%
de los macréfagos expresan CD200R1, mientras que tan solo un 10% de los neutréfilos son

positivos para CD200R1. A su vez, observando el numero de macrofagos y neutrofilos en el tejido
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a las 24 horas se observa un numero similar de estas dos poblaciones, sugiriendo en conjunto
con el resultado previo de que el rapido aumento de CD200R1 en el nervio lesionado proviene
principalmente de la poblacion de macrofagos. En este estudio analizamos unicamente las
poblaciones de macrofagos y neutrofilos ya que son las principales poblaciones celulares que
han sido estudiadas en el contexto de la degeneracion Walleriana y la respuesta inflamatoria
luego de una lesién traumatica en el SNP. Sin embargo, no podemos descartar el aporte de otras
poblaciones celulares mieloides que pueden expresar CD200R1 y que ingresan al tejido
lesionado como ser la poblacion de mastocitos. A pesar de esto, el numero de células de estas
poblaciones mieloides que ingresan al nervio lesionado es mucho menor al de macréfagos y

neutrofilos*534%4

, por lo que se puede considerar que el mayor aporte de CD200R1 al tejido luego
de la lesion proviene de estas dos poblaciones inflamatorias, principalmente por los macréfagos
que ingresan desde la sangre. Este resultado se acentua a medida que continua la respuesta
inflamatoria, donde podemos observar que el niumero de macréfagos en el nervio lesionado
aumenta, alcanzando un maximo hacia los 5 dpl y disminuyendo hacia los 14 dpl, mientras que
el numero de neutrdéfilos en el nervio lesionado es muy bajo luego de las 24 horas post-lesion.
Por lo tanto, considerando que el numero de macrofagos en el tejido aumenta y que la proporcion
de macréfagos que expresan CD200R1 se mantiene relativamente constante, podemos observar
un aumento neto de la presencia de CD200R1 en el nervio lesionado, como consecuencia de la
entrada de macrofagos en el nervio. Resultados similares fueron reportados con otros
inmunoreceptores, donde se observé un aumento del inmunoreceptor Trem2 en el nervio
lesionado a partir de los 3 dpl, asociado a la entrada de macrofagos de fenotipo resolutivo al
nervio hacia los estadios mas tardios de la respuesta inflamatoria®*®. Analogamente, en un
trabajo previo por nuestro grupo de investigacion, reportamos una dinamica de expresion
temporal del inmunoreceptor CD300f similar a lo observado con CD200R 1%, En este estudio se
observo un leve aumento de CD300f en el nervio a las 24 horas post-lesion, que luego alcanza
un maximo hacia los 3 dpl y disminuyendo progresivamente hacia los 28 dpl. Estos trabajos en
conjunto con los resultados observados para CD200R1, sugieren una accion en conjunto de los
diferentes inmunoreceptores que se asocian a su vez con la entrada de células hacia el nervio
lesionado. A pesar de esto, el efecto de la activacién de estos inmunoreceptores es variado y
cada uno de ellos cumple un rol diferente en el desarrollo de la respuesta inflamatoria asociada

al proceso de degeneracion Walleriana.

Estos resultados previos sugieren un rol de la interaccion entre el ligando CD200 y el receptor

CD200R1 en el nervio luego de una lesion, principalmente por la interaccién entre los macréfagos
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que ingresan al tejido con los componentes en el tejido que expresan CD200, principalmente las
células de Schwann y las células endoteliales en los vasos sanguineos. Integrando los resultados
sobre la dinamica temporal y espacial de CD200 y CD200R1 en el nervio lesionado, mientras
que observamos un rapido descenso de la expresion del ligando CD200 a las 24 horas luego de
la lesidon, a la misma vez observamos un rapido aumento del receptor CD200R1 a causa del
ingreso de macrofagos y neutréfilos al nervio lesionado. Interesantemente, observamos que
cuando el numero de macrofagos que expresan CD200R1 en el nervio lesionado es maximo
(entre los 5 y 7 dpl), es cuando comienza a observarse un aumento de la expresion de CD200
en el nervio, que coincide con el cambio de la respuesta inflamatoria hacia el comienzo del
proceso de reparacion del tejido lesionado. Por lo tanto, este aumento de CD200 puede estar
apoyando el cambio fenotipico de ese gran numero de macréfagos en el tejido hacia un fenotipo
reparador, asi como también puede disminuir el numero de células mieloides que ingresar desde
la sangre para comenzar a atenuar esa respuesta pro-inflamatoria inicial necesaria para la

limpieza del tejido.

Cabe destacar que esta dinamica temporal de la expresion de CD200 y CD200R1 en el tejido
lesionado coincide con lo reportado por nuestro grupo luego de una lesion en el sistema nervioso
central®®, en el cual observamos que luego de una contusion medular, la expresion de CD200
disminuye rapidamente en el tejido nervioso, mientras que la de CD200R1 aumenta debido a la
entrada de células mieloides y de la proliferaciéon de la microglia en el SNC. Sin embargo, luego
de una lesién en el SNC, observamos que la expresion de CD200 se mantiene relativamente
baja hasta tiempos mas tardios, inclusive hasta los 28 dpl, siendo minima hacia los 14 dpl. Esto
constituye una diferencia fundamental con lo observado luego de una lesién en el SNP y puede
ser parte de los mecanismos que diferencian a los procesos de degeneraciéon Walleriana entre
el SNC y el SNP y que puedan aportar a una regeneracion y recuperacion ineficiente luego de
una lesién en el SNC. El cambio fenotipico en las células hacia mecanismos reparadores es
fundamental que ocurra tempranamente para evitar la muerte neuronal y favorecer el crecimiento
axonal, por lo tanto, la falta de expresiéon de CD200 entorno a los 7 dpl puede contribuir a una
falla en ese cambio fenotipico y por lo tanto, podria promover una prolongacion de la respuesta
pro-inflamatoria en el caso de las lesiones en el SNC. A su vez, este retraso en el aumento de
expresion de CD200 en el tejido nervioso puede ocurrir debido a que en el SNC, la limpieza del
tejido es ineficiente e incompleta, y por lo tanto no se promueve ese cambio en la respuesta
inflamatoria hacia mecanismos de reparacion. Se deberan realizar experimentos en esta linea

para profundizar en la causa y en las consecuencias de estas diferencias de la expresién sobre
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la respuesta inflamatoria, con el fin de dilucidar posibles estrategias que permitan lograr una

limpieza y regeneracion eficiente y completa en el SNC, al igual que lo que ocurre en el SNP.

Modulacion de la interaccion CD200-CD200R1 in vivo en el nervio

ciatico luego de una lesion

Considerando estos resultados previos, nos planteamos profundizar en el rol de esta interaccion
en el desarrollo de la respuesta inflamatoria en el contexto de la degeneracién Walleriana luego
de una lesidon traumatica por aplastamiento en el nervio ciatico de ratén. Para ello, nos
planteamos modular esta interaccion in vivo, con el fin de observar las consecuencias que ello
conlleva luego de la lesion. En primer lugar, nos planteamos bloquear la interaccion por medio
de la administracion de un anticuerpo bloqueante que se une a CD200R1 y evita la interaccion
con el ligando, sin provocar la activacion de este receptor. Cuando observamos el efecto sobre
la respuesta inflamatoria de bloquear al receptor de manera aguda al momento de la lesion,
observamos que tiene un efecto principalmente en la respuesta inflamatoria aguda a las 24 horas
post-lesion, ya que no observamos ningun efecto en los parametros analizados de la respuesta
inflamatoria alos 7 y 28 dpl. A pesar de que el bloqueo de CD200R1 no tuvo un efecto significativo
en la expresion de las citoquinas analizadas en el nervio lesionado, se observé una tendencia
hacia una menor expresion de las citoquinas pro-inflamatorias TNFa, IL-18 y CCL2 luego del
bloqueo de CD200R1. Al analizar las poblaciones celulares inflamatorias, las alteraciones por el
bloqueo de CD200R1 se observaron principalmente en la poblacién de macréfagos, que como
ya fue evidenciado previamente, constituyen la principal poblacion que expresa CD200R1 en el
nervio lesionado. Interesantemente y contrario a lo que esperabamos, observamos un menor
numero de macréfagos en el nervio lesionado generado por el bloqueo de CD200R1, asi como
también una mayor proporcion de macréfagos que expresan el marcador anti-inflamatorio
CD206. A su vez, el bloqueo de CD200R1 generd una menor infiltracién de neutrofilos en el tejido
a las 24 horas post-lesién. En conjunto, estos resultados parecerian sugerir que el bloqueo de
CD200R1 en los momentos agudos de la respuesta inflamatoria luego de una lesién traumatica
en el nervio ciatico, podria favorecer un ambiente menos pro-inflamatorio. Se debera profundizar

en los mecanismos por los que esto ocurre, ya que en base a la estructura intracelular conocida
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del receptor CD200R1 resulta dificil explicar los mecanismos por los cuales la activacion del

receptor pueda llevar a una sefal pro-inflamatoria.

Investigaciones previas de nuestro grupo de investigacion en los que se administro el anticuerpo
bloqueante dentro del tejido de la médula espinal al momento de realizar una contusion,
evidenciaron un efecto opuesto en la respuesta inflamatoria generada por este bloqueo de
CD200R1 a nivel del SNC?®. En este trabajo observamos que el bloqueo de CD200R1 promueve
un ambiente mas pro-inflamatorio a nivel del SNC, a pesar de no tener un efecto en la infiltracion
de macrofagos y neutrofilos de manera aguda. Las diferencias con lo observado luego de una
lesion en el SNP, evidencian la importancia de considerar el contexto inflamatorio y de los
principales actores que llevan a cabo la respuesta inflamatoria. En el caso del bloqueo en el SNC,
al administrar el anticuerpo bloqueante al momento de la lesion, probablemente se esta actuando
principalmente sobre la poblacién de microglia residente y parte de la poblaciéon de macrofagos
y neutrofilos que ingresan rapidamente en el tejido lesionado. Por el contrario, luego de una lesion
en el SNP, al estar ausente la microglia, cuando administramos el anticuerpo bloqueante al
momento de la lesion, probablemente estemos actuando sobre las primeras células inflamatorias
en ingresar al tejido lesionado. Esta diferencia en los tipos celulares que llevan a cabo la
respuesta podria explicar, al menos en parte, los dos efectos opuestos observados por el bloqueo
de CD200R1 luego de una lesién en el SNC y el SNP, lo que a su vez pone en evidencia que el

rol de la interaccion CD200-CD200R1 puede variar segun el contexto en el cual participa.

Interesantemente, el bloqueo de CD200R1 en las etapas agudas de la respuesta inflamatoria
tuvo un efecto en la recuperacién funcional a partir de las 2 semanas después de la lesion. Al
bloquear CD200R1 observamos una peor recuperacion funcional del ciatico, lo que sugiere que
la activacion de CD200R1, principalmente en las etapas iniciales luego de la lesion, tiene un rol
fundamental en promover una respuesta inflamatoria y degeneracion Walleriana normal y
eficiente, que permita una recuperacion completa de las funciones del nervio. A pesar de que los
resultados previos observados sobre el efecto del bloqueo de CD200R1 sobre el desarrollo de la
respuesta inflamatoria fueron contrarios a los esperados por la naturaleza de las senales
intracelulares conocidas del receptor, permiten explicar, al menos en parte, este efecto
observado sobre la recuperacion funcional. Esto es debido a que como fue mencionado
previamente en la introduccién y a diferencia de lo que ocurre con el proceso de degeneracion
Walleriana en el SNC, luego de una lesion en el SNP es necesaria una respuesta inflamatoria

rapida y eficiente que limpie el tejido de los restos de células muertas y dafiadas para permitir
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una rapida regeneracion de ese tejido. Por lo tanto, como observamos una respuesta inflamatoria
inicial atenuada a causa del bloqueo de CD200R1, podriamos sugerir que esta respuesta no es
del todo eficiente y no permite un proceso de degeneracién Walleriana normal, lo que conlleva a

una peor recuperacion funcional.

Sin embargo, cuando analizamos uno de los procesos fundamentales de la degeneracion
Walleriana, que es la limpieza de mielina en el nervio lesionado, no observamos diferencias
significativas en la limpieza de mielina y acumulacion de lipidos a causa del bloqueo de
CD200R1, sugiriendo que son otros los mecanismos por los cuales se ve afectado el proceso de
degeneracion Walleriana luego del bloqueo de CD200R1. A su vez, cuando analizamos la
regeneracion de las fibras nerviosas, tampoco observamos un efecto significativo a causa del
bloqueo de CD200R1. Por lo tanto, el deterioro en la recuperacién funcional no se deberia por
un efecto sobre la limpieza de mielina, asi como tampoco sobre la remielinizacién y regeneracion
de las fibras nerviosas. La diferencia en la recuperacion funcional al bloquear CD200R1 puede
deberse por lo tanto a mecanismos alternativos. Una posible explicacion podria ser que estas
fibras regeneradas pueden tener alteraciones funcionales en la conduccion, lo cual explicaria en
parte una peor recuperacion funcional, a pesar de que estructural y cuantitativamente tengan la
misma capacidad regenerativa. Para confirmar y profundizar en estos mecanismos, se debera
analizar la funcionalidad de estas fibras luego del bloqueo de CD200R1 con el fin de determinar
si la la incapacidad de una correcta conduccion de estas fibras regeneradas puede explicar el

deterioro en la recuperacion funcional del nervio ciatico luego de una lesién por aplastamiento.

Al administrar la proteina recombinante CD200-His, agonista del receptor CD200R1, dentro del
nervio ciatico al momento de la lesién, no observamos un efecto en la recuperacion funcional
evaluada hasta los 28 dpl. Utilizando el modelo experimental de lesion del nervio ciatico por
aplastamiento, resulta dificil observar posibles efectos positivos en la recuperacion, ya que los
animales de por si solos alcanzan valores del indice funcional del ciatico similares a los valores
previos a la lesién, y por lo tanto esto puede ser la causa de la falta de efecto observada al
administrar CD200-His. Se debera utilizar otro modelo experimental de lesidbn mas severo, como
puede ser la lesion por corte del nervio ciatico, para determinar si se puede observar un efecto
de la administracion del agonista. Por otro lado, resulta dificil explicarlo a través de la falta de
accion de CD200-His sobre el receptor CD200R1, ya que como fue mencionado previamente, la
administracién de esta misma proteina en el tejido de médula espinal al momento de la lesion

tuvo un efecto significativo sobre la recuperacion de las funciones locomotoras, asi como también
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en el desarrollo de la respuesta inflamatoria®®. Por lo tanto, una posible explicacion de la ausencia
de efecto de CD200-His en la recuperacion luego de una lesion de nervio ciatico es que se
requiera de una mayor concentracion de la proteina para lograr un efecto significativo, ya que en
el presente trabajo se evaluo el efecto de la administracién de una concentracién unica de esta
proteina recombinante. Otro factor que puede estar influyendo es que a diferencia de lo que
ocurre en el SNC, al administrar esta proteina al momento de la lesién en el nervio se esta
actuando sobre unas pocas células mieloides residentes que expresan el receptor CD200R1, a
diferencia de lo que ocurre en el SNC que se esta actuando sobre la poblacién de microglia, asi
como también en las células que ingresan rapidamente luego de la lesion. Puede ocurrir que esta
proteina esté presente por menos tiempo en el tejido, en comparacion con el anticuerpo
bloqueante de CD200R1 y por lo tanto, no llega a poder actuar sobre las células que ingresan al
tejido. De la misma manera, puede ocurrir que el sistema CD200-CD200R1 ya esté saturado
luego de la lesidon de nervio ciatico, es decir que ya todos los receptores CD200R1 estan
interactuando con el ligando CD200 de manera fisioldgica, por lo que la administracion de mas
ligando es en vano, al no poder unirse a receptores y desencadenar el efecto esperado. Se
debera evaluar la administracion de diferentes concentraciones de CD200-His en la recuperacion
funcional, asi como también profundizar en el efecto sobre la respuesta inflamatoria, la limpieza

de mielina y la regeneracion de las fibras nerviosas luego de una lesion.

Impacto de la ausencia de CD200R1 en la recuperacién luego de

una lesion de nervio ciatico

Interesantemente y contrario a lo que esperabamos, no observamos una diferencia significativa
en la recuperacion evaluada por el indice funcional del ciatico hasta los 28 dpl entre los ratones
CD200R1-KO en comparacion con los ratones que expresan normalmente CD200R1. En primer
lugar, esperabamos observar una peor recuperacion funcional de la misma manera que cuando
bloqueamos al receptor de manera transitoria, ya que en estas condiciones experimentales, la
activacion de CD200R1 esta ausente durante todo el transcurso de la degeneracién Walleriana
y la recuperacion. Sin embargo, observamos que la ausencia de CD200R1 de manera
constitutiva no tiene un efecto significativo en la recuperacion funcional luego de una lesion de

nervio ciatico.
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Esta diferencia entre lo observado con el bloqueo agudo de CD200R1, donde la falta de
activacion de CD200R1 ocurre de manera transitoria, en comparaciéon con la ausencia de
CD200R1 de manera constitutiva en el raton CD200R171-KO, puede atribuirse a numerosas
causas y se deberan realizar estudios en mayor profundidad para determinar en mayor detalle a
qué se debe esta diferencia observada. Un efecto bien conocido con los ratones transgénicos es
la compensacion genética. Este mecanismo evolutivo ocurre cuando la funciéon de un gen
particular en una red se ve perturbada, alterando la expresion de otros genes dentro de la misma
red con el fin de mantener el funcionamiento normal**®. La compensacion genética es beneficiosa
para las mutaciones dafinas que ocurren naturalmente, permitiendo la supervivencia del
organismo, pero es un gran obstaculo para el estudio de la funcién de los genes. Como es en
nuestro caso, el efecto de la ausencia de CD200R1 puede verse opacada por la compensacion
genérica de otros inmunoreceptores u otros intermediarios en la via de activacion de CD200R1,
que permitan mantener las funciones normales a pesar de la ausencia del receptor. Para
confirmar esta hipotesis, se debera analizar la expresion de otros inmunoreceptores, asi como
también analizar posibles efectos en la via de sefalizacion de CD200R1. Otra interesante
alternativa es utilizar ratones transgénicos condicionales para CD200R1, permitiendo controlar
el momento en el desarrollo en cual se deja de expresar el receptor. De esa manera, podemos
alterar el sistema eliminando CD200R1 en la adultez y evitando los posibles mecanismos
compensatorios que ocurren durante el desarrollo. En el presente trabajo, solamente analizamos
uno de los factores en los que puede estar participando el receptor CD200R1, que es la
recuperacion de las funciones locomotoras luego de la lesién del nervio. Sin embargo, como
observamos previamente, el rol de este receptor puede estar implicado en numerosos procesos
de la degeneracion Walleriana y la respuesta inflamatoria, que podrian estar siendo afectados
sin llegar a tener un impacto en la recuperacion funcional. Con este fin, se debera analizar en
mayor detalle el impacto de la ausencia de CD200R1 sobre la respuesta inflamatoria y la
degeneracién Walleriana, asi como también en la regeneracion luego de una lesién de nervio

ciatico.
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Lesion al SNC: rol de CD200-CD200R1 luego de

una lesion de médula espinal

Caracterizacion de la respuesta inflamatoria y fagocitosis luego de

una lesion de médula espinal en ausencia de CD200R1

Estudios previos llevados a cabo por nuestro laboratorio evidenciaron un posible rol de la
interaccion CD200-CD200R1 en el desarrollo de los procesos fisiopatologicos que ocurren luego

18, Teniendo en cuenta estos resultados, nos

de una lesion traumatica a la médula espina
planteamos profundizar en los mecanismos que subyacen al rol de esta interaccién en estos
procesos, en particular en el desarrollo de la respuesta inflamatoria, tanto a nivel local en la
médula espinal, como a nivel de otros tejidos relevantes en esta respuesta. Con este fin, en
primer lugar, nos planteamos evaluar la respuesta inflamatoria a nivel de la médula espinal luego
de una contusion en ratones normales y evaluar si la ausencia de expresion del receptor
CD200R1 de manera constitutiva tiene un impacto sobre esta respuesta. Se analizé la dinamica
temporal de las principales poblaciones celulares del sistema inmune que participan en la
respuesta inflamatoria a nivel de la médula espinal por citometria de flujo. Resulta interesante
observar los patrones de cambio temporales de la presencia de las diferentes poblaciones
celulares en el tejido de la médula espinal, ya que pueden brindar informaciéon acerca de sus
posibles roles luego de una lesion. Al igual que lo que se ha reportado previamente*34%7,
observamos un aumento progresivo en la poblacion de microglia luego de la lesion, que alcanza
un maximo a los 7 dpl. La poblacién de neutrdfilos alcanza el nimero maximo en el tejido a las

24 horas post-lesién y luego disminuye rapidamente*®

, permaneciendo una poblacién de
neutrofilos hasta los 180 dpl inclusive en el tejido, reducida en comparacion con el pico de 24
horas pero mayor que en las condiciones previas a la lesion*’. En cuanto a la poblacion de
macrofagos en la médula espinal lesionada, hay reportes que sugieren diferentes dinamicas
temporales de esta poblacion en el tejido por citometria de flujo, sugiriendo un pico a los 3 dpl*®
o a los 7 dpl**’. Nosotros observamos un maximo en el niumero de macrdfagos en el tejido
lesionado a los 7 dpl, coincidiendo con este ultimo estudio. Interesantemente, en este estudio
analizaron estas poblaciones durante tiempos mas prolongados, llegando hasta los 180 dias,

donde observaron un segundo pico de macréfagos y microglia de mayor magnitud a los 60 dpl.
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Esto sugiere que la complejidad de la dinamica temporal de las células del sistema inmune en la
médula espinal lesionada puede ser mas compleja que lo sugerido normalmente, ya que en la
mayoria de los estudios, y como es el caso del presente trabajo, se analiza el desarrollo de los

procesos que ocurren luego de la lesion hasta los 28 dpl.

Al analizar la poblacién de microglia en los ratones deficientes de CD200R1, observamos que la
ausencia del receptor no tiene efecto en la dinamica temporal de esta poblacion hasta los 28 dpl
en el tejido de médula espinal. Similarmente, en trabajos previos del grupo observamos que
cuando administramos el anticuerpo bloqueante de CD200R1 directo en el tejido de la médula
espinal al momento de la lesién, no observamos diferencias en el numero de microglia en el sitio
lesionado en los tiempos post-lesién analizados®®. Sin embargo, en un estudio previo realizado
por Ritzel et al.**®, observaron que en un modelo murino de isquemia cerebral, los ratones
CD200R1-KO presentan un mayor numero de microglia en el hemisferio isquémico a las 72
horas, evaluado por citometria de flujo. La dinamica espacio-temporal de la poblacién de
microglia en el sitio lesionado de la médula espinal depende de la proliferacion de las células

316,459

presentes localmente , asi como también de la migracion de células de la microglia de otras

460461 Por |o tanto, teniendo en cuenta los resultados

regiones del SNC hacia el sitio lesionado
observados, es probable que CD200R1 tenga un rol dependiente del contexto inflamatorio, en la

regulacion de las diferentes funciones microgliales.

Previamente, observamos que cuando bloqueamos CD200R1 con el mismo anticuerpo luego de
una lesion de médula espinal, se ve un mayor numero de neutrdéfilos en el tejido nervioso a los 3
dpl®®. Por otro lado, observamos que los ratones CD200R1-KO presentan un menor nimero de
neutrofilos en la médula espinal a los 3 dpl. Esta diferencia fundamental en los efectos sobre la
poblacién de neutréfilos cuando eliminamos de manera constitutiva la sefalizacion por CD200R1
y cuando la bloqueamos de manera transitoria sugiere que la funcién del receptor en esta
poblacién es compleja y es fuertemente dependiente de la temporalidad de la sefalizacion.
Teniendo en cuenta que los neutrdfilos actuan principalmente en las etapas agudas de la
respuesta inflamatoria, ya que su numero en el sitio lesionado disminuye rapidamente luego de
las 24 horas post-lesion, el rol de los neutrdéfilos a partir de los 3 dpl no esta del todo claro, y por
lo tanto se debera analizar en mayor detalle cual puede ser el impacto de las diferencias
observadas. La disminucién en el nUmero de neutréfilos en la médula espinal lesionada a los 3
dpl en los ratones CD200R1-KO sugiere que el mecanismo por el cual este receptor promueve

la permanencia de los neutréfilos en el tejido lesionado puede ocurrir por tres posibles
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mecanismos: 1) promueve la permanencia de los neutrdfilos en el tejido por mayor tiempo, 2)
favorece la sobrevida de los neutréfilos evitando la apoptosis de esta poblacion o 3) promueve
el reclutamiento de mas neutrofilos al tejido lesionado a partir de las 24 horas post-lesiéon. A su

vez, Ritzel et al.**®

observaron por citometria de flujo que a los 3 dias luego de un accidente
cerebrovascular, no habia diferencias en el numero de neutrdfilos entre los ratones wt y

CD200R1-KO en el hemisferio cerebral isquémico luego de un accidente cerebrovascular*®®,

La ausencia de CD200R1 tuvo un efecto en la poblacion de macréfagos en la médula espinal
lesionada, principalmente en las etapas agudas de la respuesta inflamatoria, ya que por
citometria de flujo se observaron diferencias significativas en esta poblacion unicamente a las 24
horas post-lesion. EI aumento del niumero de macrofagos en la médula espinal de ratones
CD200R1-KO se vi6 acompafado por un aumento en la proporcion de macrofagos que expresan
el marcador pro-inflamatorio Ly6C, similar a lo observado por Ritzel 2019 en el modelo de
isquemia cerebral sugiriendo que CD200R1 expresado en macrofagos promueve la atenuacion

de la respuesta inflamatoria en etapas agudas después de la lesion medular.

Un aspecto importante luego de una lesién medular es la limpieza de desechos celulares y
mielina del lugar de la lesion, la cual no se da de forma tan eficiente como en el SNP, y este
déficit se asocia a una peor recuperacion funcional. Este proceso de limpieza es dependiente
principalmente de la capacidad de fagocitosis de la microglia y los macréfagos presentes en el
lugar de lesién. Hasta el momento muy pocos estudios habian analizado el rol de CD200R1 en
la fagocitosis y en ninguno de los casos habia sido estudiado en el contexto particular de la
fagocitosis de mielina, sino que en el contexto de fagocitosis de placas de B-amiloide in vitro'®.
Por lo tanto, nos planteamos analizar la fagocitosis de mielina tanto in vitro como ex vivo, en las
principales poblaciones celulares encargadas de llevar a cabo este proceso luego de una lesién

al SNC, es decir la microglia, los macréfagos y en menor medida los neutrofilos.

Para el analisis in vitro, evaluamos la fagocitosis de mielina en macrofagos derivados de médula
Osea (BMDM). Este modelo de cultivo celular presenta numerosas ventajas, entre ellas que es
relativamente facil de obtener y que se pueden extraer una gran cantidad de células a partir de
un unico ratén. Una de las estrategias experimentales utilizadas para evaluar la fagocitosis en
los BMDM es la conjugacion de diferentes componentes a fagocitar con la molécula pHrodo, la

cual fluoresce en el medio acido de los lisosomas. Esta estrategia ha sido utilizada para evaluar
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la capacidad fagocitica de los BMDM de diferentes componentes, entre ellos de mielina*® y

fragmentos de E. coli*®?,

Observamos que los BMDM provenientes de ratones CD200R 1-KO fagocitan menos mielina que
los provenientes de ratones wt, lo que sugiere que la activacion de CD200R1 favorece la
fagocitosis de mielina. Los trabajos previos que analizaron el rol de la interaccion de CD200 con
CD200R1 en la fagocitosis de B-amiloide, reportaron que la microglia que se obtuvo de ratones
a 1 dia postnatal y que no expresan CD200, presentaron una mayor fagocitosis de B-amiloide'®.
Sin embargo, hay varias caracteristicas diferentes entre los estudios que pueden explicar las
diferencias observadas. En primer lugar, este trabajo analiza la fagocitosis in vitro en microglia,
por lo que pueden observarse diferencias importantes en esta funcion entre la poblacién de
microglia y de macrofagos. En segundo lugar, al realizar el cultivo celular de astrocitos y microglia
que no expresan CD200, estan eliminando el ligando natural para CD200R1, pero a su vez,
CD200 puede unirse a otros miembros de la familia de CD200R, asi como también a otros
receptores como el receptor de factor de crecimiento de fibroblastos'?. Por lo tanto, el efecto
observado sobre la fagocitosis puede deberse a la activacion de otros receptores y no de
CD200R1 en particular, que fue lo que analizamos en el presente trabajo. Otra de las diferencias
fundamentales en las caracteristicas experimentales es el componente a fagocitar, ya sea B-
amiloide o mielina, lo que puede generar que los diferentes componentes generen respuestas
diferentes in vitro, y por lo tanto que tengan un impacto diferente sobre la fagocitosis. La ausencia
de CD200R1 puede tener un impacto a nivel del fenotipo microglial diferente al generado en

ausencia de CD200, pudiendo alterar varias funciones celulares, entre ellas la fagocitosis.

Luego, al analizar la fagocitosis cuando las células son co-estimuladas con LPS, observamos
que los BMDM provenientes de ratones wt redujeron la fagocitosis de mielina, mientras que la
fagocitosis de los macréfagos BMDM CD200R7-KO en ausencia o presencia de LPS fue la
misma. Este interesante resultado, sugiere que la activacion de CD200R1 podria ser un factor

determinante en la regulacion de la fagocitosis, frente a un estimulo inflamatorio como el LPS.

Teniendo esto en cuenta, nos propusimos analizar la fagocitosis de mielina frente a otro estimulo
inflamatorio, como es el caso de una lesién de médula espinal. En estas condiciones, como fue
planteado previamente en mayor detalle, los desencadenantes de la inflamacion son diferentes
y por lo tanto las respuestas a nivel celular también presentan sus diferencias. Nos planteamos

a su vez, analizar la fagocitosis de mielina en diferentes poblaciones in vivo para evaluar esta
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funcion en las células en su contexto normal dentro del organismo. Sin embargo, esto presenta
numerosas dificultades y resulta dificil controlar los diferentes factores que afectan la fagocitosis,
asi como también su cuantificaciéon. Basandonos en estudios anteriores*'!, nos planteamos
analizar la fagocitosis ex vivo, por medio de la incubacion de las células luego de la disgregacion
del tejido, con mielina-pHrodo. A pesar de que la fagocitosis ocurre fuera del organismo, las
células no atraviesan el proceso de cultivo celular, por lo que presentan mayor similitud con las
caracteristicas que presentan dentro del organismo. Esto permite analizar la fagocitosis en las
diferentes poblaciones celulares sin alterar en gran medida los fenotipos celulares. Analizamos
la fagocitosis de mielina-pHrodo en las principales poblaciones del sistema inmune encargadas
de llevar a cabo este proceso en el tejido de la médula espinal lesionada. Previamente se ha
planteado que en las etapas iniciales de la respuesta inflamatoria, la microglia es la principal
encargada de fagocitar los restos del tejido dafiado, mientras que hacia la semana post-lesion,
esta funciéon es asumida principalmente por los macrdfagos infiltrantes®'®. En nuestro caso,
observamos una dinamica similar, ya que la fagocitosis de mielina por parte de la microglia
disminuy6 luego del dia post-lesion, mientras que los macréfagos aumentan la capacidad
fagocitica hacia la semana post-lesion, a pesar de que también presentaron una gran capacidad
de fagocitosis a las 24 horas de la lesion. Interesantemente, no observamos cambios en la
proporcion de neutréfilos que fagocitan mielina en los tiempos post-lesion analizados. Se ha
sugerido que los neutrdfilos ingresan rapidamente al tejido dafado, donde fagocitan
componentes dafiados, producen citoquinas y quimioquinas para atraer células del sistema
inmune al sitio de lesion y luego rapidamente disminuyen en numero en el tejido lesionado,
teniendo cada vez menos relevancia en los procesos que ocurren alli hacia tiempos mas
tardios®®. Por lo tanto, esperabamos observar una mayor fagocitosis de mielina por parte de los
neutrofilos a las 24 horas post-lesion y luego una disminucién, pero no observamos cambios
hacia los 3 y 7 dpl, sugiriendo que mantienen esa capacidad fagocitica inclusive luego de las
etapas agudas. Sin embargo, dado que hacia los 3 y 7 dpl se encuentran en un muy bajo numero
en la médula lesionada, su aporte hacia la fagocitosis de mielina dafiada a esos tiempos puede

ser considerada como insignificante.

Al examinar como la falta de CD200R1 en estas poblaciones celulares afecta la fagocitosis de
mielina-pHrodo, no se apreciaron diferencias significativas en términos de microglia y neutrofilos
en comparacion con las poblaciones que si lo expresan, lo que sugiere que el receptor CD200R1
no participa en la regulacion de la fagocitosis de mielina en estos tipos celulares, por lo menos

luego de un estimulo inflamatorio como es la lesion de médula espinal. A pesar de que no
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observamos diferencias en la poblacién de macréfagos CD200R7-KO y wt en la fagocitosis de
mielina a 3 y 7 dpl, observamos que los macréfagos que no expresan CD200R1 presentan una
menor fagocitosis de mielina-pHrodo a las 24 horas post-lesion. Este efecto de la ausencia de
CD200R1 iria en la misma direccion que lo observado in vitro con los BMDM, ya que también se
observo una disminucion en los macrofagos CD200R1-KO. Sin embargo, considerando que las
diferencias observadas uUnicamente a las 24 horas post-lesion de médula espinal, donde la
fagocitosis no desempefia un papel sumamente relevante, es probable que CD200R1 no tenga
un rol relevante sobre la regulacion de este proceso, al menos en el contexto de la
neuroinflamacién asociada al dafio a la médula espinal. En las etapas agudas de la lesion, el
proceso de degradacion de la mielina aun no ha comenzado completamente, sino que adquiere
mayor importancia en los dias subsiguientes. Por lo tanto, puede que el papel del receptor en

este proceso sea limitado.

A pesar de lo observado previamente, estos resultados no son concluyentes en cuanto al rol de
CD200R1 en el control de la fagocitosis. Esto ocurre en parte por las caracteristicas de este
estudio, ya que una posible explicacion de la falta de efecto observada podria ser debido a que
las células en el tejido ya se encuentran saturadas con mielina fagocitada hacia los tiempos mas
tardios. Por lo tanto, su capacidad de fagocitar nueva mielina que estamos afadiendo
artificialmente sea limitada a causa de esto, lo que no nos permite observar el efecto real de este
receptor sobre la fagocitosis. Es por esto que se deberan hacer experimentos complementarios
que abarquen esta problematica desde otro punto de vista, permitiendo disecar en mayor detalle
el rol de CD200R1 en el control de la fagocitosis de mielina. Una posibilidad para profundizar en
este aspecto es analizar la presencia de mielina directamente en las células en el tejido y de esa
manera evaluar si las células estan fagocitando en mayor o menor medida in vivo luego de la

lesion.

El rol de CD200R1 en la recuperacion funcional y neuroproteccion

luego de una lesion de médula espinal

Los trabajos previos de nuestro grupo revelaron que la modulacién de la interacciéon CD200-
CD200R1 tiene un impacto sobre la recuperacion de funciones locomotoras luego de la lesion de

médula espinal. Estos resultados sugirieron que la activacion de CD200R1 en las células del
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sistema inmune presentes en el sitio de la lesion puede constituir un mecanismo de regulacion
de la respuesta inflamatoria a nivel local, lo que promueve en ultima instancia una mejora en la

recuperacion funcional®

. Esto nos llevo a profundizar en mayor detalle el rol de CD200R1 en la
recuperacion funcional utilizando ratones que no expresan CD200R1 de manera constitutiva.
Considerando las alteraciones en la respuesta inflamatoria a nivel de la médula espinal que
observamos previamente en los ratones CD200R1-KO, y que CD200R1 puede tener un rol en la
fagocitosis de mielina, nuestra hipotesis inicial era que la ausencia del receptor iba a tener un
impacto sobre la recuperacion funcional luego de la lesion. Sin embargo, observamos que
cuando la sefializacion generada por la activacion del receptor se encuentra ausente de manera
constitutiva, no se evidencia un efecto sobre la recuperacion de las funciones locomotoras luego
de la lesiéon de médula espinal evaluada por la escala de BMS hasta los 28 dpl. Este resultado
difiere con los trabajos previos, donde observamos que al bloquear transitoriamente el receptor
CD200R1 en el sitio de la lesién al momento de la lesion, la recuperacion funcional se ve
comprometida hasta los 28 dpl®®. En este sentido, esperabamos observar un fuerte impacto
negativo en la recuperacion funcional en los ratones CD200R7-KO ya que en lugar de ser
transitoria la falta de sefializacién por parte del receptor, era mantenida en el tiempo, y por lo

tanto que los efectos iban a ser mas marcados aun.

Las razones por las cuales no vemos un efecto en los ratones CD200R1-KO pueden ser varias,
entre ellas que el receptor no tenga un rol determinante en los procesos que determinan la
severidad de la lesion, la pérdida de tejido nervioso y por lo tanto en la recuperacién funcional.
Sin embargo, esta posibilidad parece inviable, ya que previamente demostramos claramente
como la modulacion, tanto bloqueando como activando al receptor localmente, tiene un efecto
en la recuperacion funcional y por lo tanto evidenciando un claro rol de este receptor en los
procesos que siguen a una lesion de médula espinal. Esto nos inclina a atribuir la falta de efecto
a alguna de las variables del modelo experimental utilizado. En primer lugar, el dispositivo
utilizado para realizar la lesién no fue el mismo en ambas condiciones. En el trabajo previo donde
se administré el anticuerpo bloqueante, se utilizé un dispositivo disefiado especificamente para
realizar lesiones de médula espinal, que permite controlar finamente los parametros de la lesion
como la fuerza de impacto y la distancia de desplazamiento de la médula. Las lesiones realizadas
a los ratones CD200R1-KO fueron realizadas por un dispositivo que originalmente fue utilizado
para realizar traumas encefalicos, que fue adaptado para realizar lesiones de médula espinal.
Este dispositivo permite también controlar diferentes parametros de la lesion, pero no la fuerza

con la que golpea el piston. Sin embargo, estos parametros fueron optimizados para generar
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lesiones similares a las realizadas con el otro dispositivo, que se evidencia por las curvas
similares de recuperacion evaluadas por el BMS. Las otras variables relacionadas con la lesion
en si misma fueron iguales, ya que el segmento de la médula espinal sobre la cual se realizé la
lesion es la misma (a la altura de la 112 vértebra toracica) y todos los tratamientos post-
operatorios fueron los mismos. Por lo tanto, no podemos descartar que la falta de efecto
observada por la falta de CD200R1 en la recuperacion funcional sea debido a que el dispositivo
utilizado genere lesiones que no nos permitan ver modificaciones a nivel de la recuperacion. Para
poder determinar si esta es la causa, se deberian realizar las lesiones de médula espinal en el
dispositivo utilizado previamente, el cual permitiria realizar lesiones en las mismas condiciones

controladas.

Otra posibilidad por la cual no vemos diferencias en la recuperacion funcional entre los ratones
CD200R1-KOy los wt que si expresan CD200R1, es debido a mecanismos compensatorios que
son inherentes a los modelos murinos transgénicos, los cuales tienen la expresion alterada de
manera constitutiva. Las perturbaciones genéticas desempefan un papel importante en la
evolucién, sin embargo, los organismos requieren sistemas amortiguadores para asegurar
resultados de desarrollo similares a pesar de las diferencias menores en la composicidén genética
o las condiciones ambientales, un proceso conocido como robustez. Esto genera mecanismos
de compensacién genética en respuesta a una eliminacion de gen, que ha sido documentada en

varias ocasiones y en diversos organismos modelo*®?

. Esta compensacion genética es un
mecanismo a traves del cual un organismo vivo puede mantener su viabilidad a pesar de las
variaciones genéticas. Por lo tanto, en este caso, debido a que estos ratones no expresan
CD200R1 desde el inicio, pueden estar ocurriendo mecanismos compensatorios que mitiguen el
impacto de la ausencia del receptor. Contradiciendo esta hipétesis se encuentran los resultados
detallados previamente, donde evidenciamos alteraciones a nivel de la respuesta inflamatoria y
en la fagocitosis frente a la falta de CD200R1. Sin embargo, los mecanismos compensatorios a
pesar de no ser tan evidentes en procesos a menor escala, puede estar ocurriendo que esta
compensacion esté actuando a mayor escala, asegurando la robustez a nivel sistémico y no tanto
a nivel de procesos especificos. Esto quiere decir que a pesar de que observemos diferencias a
nivel de la respuesta local, los mecanismos compensatorios estan asegurando que la alteracion

genética no tenga un efecto a nivel de los efectos globales luego de una lesion de médula espinal.

Generalmente una mejor o peor recuperacion funcional luego de una lesiéon de médula espinal

se asocia con una mayor o menor preservacion del tejido nervioso, respectivamente. Para
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confirmar a nivel histoldgico los resultados observados en cuanto a la recuperacion funcional
analizamos la preservacion de mielina en ausencia de CD200R1. Como era de esperarse,
observamos que los ratones CD200R1-KO no presentan diferencias en el area de mielina en
comparacion con los ratones que expresan el receptor. Es decir, que la ausencia de CD200R1
parece no tener un efecto sobre la neuroproteccion. Sin embargo, esto también puede ser efecto
de los mismos problemas que fueron detallados previamente para el analisis de la recuperacion

funcional.

Impacto a nivel sistémico de la ausencia de CD200R1 luego de

una lesion de médula espinal

Estos resultados inesperados nos llevaron a querer profundizar en posibles alteraciones a nivel
sistémico, por fuera de lo que ocurre a nivel del SNC, con el fin de explicar lo observado en
cuanto a la recuperacion funcional y neuroproteccién. Apoyando esta nocion de alteraciones a
nivel sistémico a causa de la falta de CD200R1, observamos que los ratones que no expresan el
receptor tienen una mayor pérdida de peso corporal luego de la lesion. Esto coincide con lo
reportado en la bibliografia, en donde observaron una mayor pérdida de peso en los ratones
CD200R1-KO en un modelo murino de accidente cerebrovascular*®®. La pérdida de peso corporal

464,465 como en

es una consecuencia de las lesiones de médula espinal, tanto en humanos
modelos murinos*%®~¢8 Esta pérdida de peso se ha atribuido a una variedad de causas posibles,
principalmente a la falta de ejercicio provocada por la paralisis, cambios en la homeostasis global,
una alta demanda metabédlica debido a la regeneracion de los tejidos y factores psicologicos*®44¢7.
Uno de los estudios demostré que los ratones con lesion de médula espinal tienen un mayor
consumo caldrico que los controles sin lesion, por lo que se ha planteado que la pérdida de peso

no se debe a una menor ingesta de alimento*®’.

Siguiendo en la linea de investigar alteraciones a nivel sistémico, nos planteamos analizar
diferentes parametros sanguineos, en particular el numero de leucocitos en sangre. La gran parte
de las células que ingresan a la médula lesionada ingresan desde la sangre, mientras que en

menor medida desde el liquido cefalorraquideo*®®

. Ademas, la circulacion sanguinea es de gran
importancia en la respuesta inflamatoria en el sitio lesionado ya que transporta muchas de las

sefiales humorales necesarias para la comunicacion de las sefales de inflamacion y otras
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sefales relevantes entre los diferentes érganos involucrados. La sangre actia como un nexo
entre los 6rganos del sistema inmune y el SNC, teniendo un rol fundamental en el proceso. Esto
despierta un interés en analizar diferentes parametros sanguineos con el fin de evidenciar
posibles alteraciones en la comunicacion entre estos 6rganos relevantes en la respuesta inmune

y el sitio lesionado en el SNC.

Otro de los érganos que tiene gran relevancia en el desarrollo de la respuesta inflamatoria a nivel
de la médula espinal es el bazo, como fue detallado previamente. Por lo tanto, considerando que
el bazo es el érgano que tiene la mas alta expresion de CD200R1, resulta interesante analizar
las alteraciones en este 6rgano luego de una lesién de médula espinal cuando el receptor esta
ausente. A su vez, considerando que se ha planteado que gran parte de los macréfagos que
ingresan a la médula espinal en las etapas agudas de la lesion provienen del bazo®*?, y teniendo
en cuenta que observamos diferencias en la poblacion de macréfagos a nivel de la médula
espinal luego de la lesion, nos propusimos analizar si estas alteraciones tienen una correlacion
con cambios a nivel del bazo. Una de las alteraciones mas evidentes fue el resultado de evaluar
el peso del bazo en condiciones normales y luego de la lesién. El menor peso del bazo observado
en los ratones CD200R1-KO en condiciones normales y luego de una laminectomia control, en
comparacion con los ratones wt, resulta sorprendente, ya que al analizar por citometria de flujo
no encontramos diferencias en el numero de las principales células mieloides y linfoides a nivel

del bazo en condiciones naive.

Luego de una lesion, ocurre una atrofia del bazo en los ratones wty CD200R 1-KO, principalmente
a causa de la apoptosis y migracion de células hacia la circulacion sanguineg3®':347470471
volviendo al peso normal del bazo ya a los 14 dpl y manteniéndose hasta los 28 dpl. A diferencia
de lo observado en condiciones normales y en la laminectomia control, el peso del bazo de los
ratones CD200R1 en las etapas agudas después de la lesién es similar al de los ratones wt. En
esta misma direccién, no evidenciamos diferencias en el numero de macrofagos, neutrdfilos,
eosindfilos, células dendriticas y linfocitos en las etapas iniciales de la respuesta frente a la lesion
entre los ratones CD200R1-KO y wt. Sin embargo, hacia las dos semanas luego de la lesion,
cuando el peso del bazo vuelve a los valores normales, si observamos un menor numero de
macrofagos y neutréfilos a nivel el bazo en ausencia de CD200R1. A pesar de que a su vez
observamos un leve aumento en el numero de linfocitos B en los ratones CD200R1-KO, esto no
nos permite explicar la diferencia observada a nivel del peso del bazo, donde vemos que hacia

los 28 dpl vuelve a observarse un menor peso del bazo en los ratones CD200R1-KO.
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Estas observaciones por un lado sugieren que hay otros factores que influyen sobre el peso del
bazo ademas del numero de células mieloides y linfoides en el tejido. Entre estos factores, el
nuamero de eritrocitos en este 6rgano es considerablemente alto y puede tener un fuerte impacto
sobre el peso del bazo y puede ser uno de los factores que no se estan analizando en este
estudio y que son determinantes de las diferencias observadas. Por otro lado, estos resultados
sugieren que la respuesta del bazo en los ratones CD200R1-KO no es normal, ya que tanto los
cambios observados a nivel peso del érgano, como en el numero de las poblaciones celulares

luego de la lesidn presentan un comportamiento diferente al de los ratones wit.

Una de las posibles alteraciones presentes en el bazo a causa de la ausencia de CD200R1
podria corresponder a un desbalance en los mecanismos del reflejo colinérgico anti-inflamatorio,
el cual comparte varios componentes fundamentales de la sefalizacion intracelular sobre las
células del sistema inmune. Como una primera aproximacion para abordar esta posibilidad
evaluamos el area ocupada por las fibras noradrenérgicas que llevan la informacion desde el
sistema nervioso hacia el bazo, y podrian verse afectadas por la ausencia de CD200R1. A pesar
de que no observamos diferencias significativas en la inervacion noradrenérgicas a nivel del bazo
en los ratones CD200R1-KO y wt a 1 y 15 dpl, no podemos descartar que este mecanismo de
comunicacion entre el sistema inmune y el sistema nervioso se vea afectado por la falta del
receptor. Al analizar unicamente el area ocupada por las fibras noradrenérgicas en el tejido, no
estamos evaluando la funcionalidad de estas fibras y la capacidad de liberar noradrenalina, asi
como tampoco la presencia de receptores en los linfocitos T que responden a la activacion de
estas fibras. Ademas de estos componentes del reflejo que pueden afectar la actividad de este
mecanismo, puede haber otros procesos afectados por la falta de CD200R1 que no estamos
analizando, como puede ser la respuesta de los macrofagos en este mecanismo reflejo, pudiendo
tener un efecto sobre la actividad de la via de NF-kB a nivel de estas y otras células del sistema
inmune presentes en el bazo. Por lo tanto, para poder analizar en profundidad el impacto de la
ausencia de CD200R1 en el reflejo colinérgico anti-inflamatorio, se debe profundizar en varios

aspectos relacionados a este mecanismo que no fueron analizados en el presente trabajo.
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Inflamacion sistémica: rol de CD200-CD200R1 en
la neuroinflamacién luego de la administracién de
LPS

Alteraciones comportamentales y microgliales en ausencia de
CD200R1

Una de las alteraciones mas evidentes generadas por la respuesta inflamatoria sistémica a causa
del LPS es el comportamiento de enfermedad, que tiene un impacto en numerosas funciones
corporales y comportamentales, las cuales tienen una fuerte base en los procesos
neuroinflamatorios que ocurren a nivel del SNC. Dentro de las alteraciones comportamentales
mas notorias se encuentra una disminucion en la exploracion y locomocion espontanea, que
puede deberse a la redistribucion de los recursos que ocurre en el curso de la inflamacion para
lograr combatir al patdgeno y restaurar la homeostasis***“#*. Considerando que observamos que
luego de la administracion de LPS los ratones CD200R1 recorren una distancia menor en el test
de campo abierto, podemos sugerir que la ausencia del receptor exacerba esta respuesta

fisiologica.

Esta exacerbaciéon puede tener una base en una neuroinflamacion a nivel del SNC, por lo que
posteriormente exploramos esta posibilidad, analizando la respuesta al LPS en la principal
poblacién celular encargada de desarrollar esta respuesta en el SNC: la microglia. La corteza
cerebral es una de las regiones del SNC que presenta cambios en el nUmero de microglia frente
a la administracion de LPS, y esta alteracion resulta relevante en determinar el comportamiento
de enfermedad**®. Al analizar el numero de microglia en la corteza cerebral en condiciones
normales, observamos que el numero de células es similar entre los ratones CD200R1-KO y wt.
Esto concuerda con lo reportado previamente, donde se observd que en condiciones normales,

la ausencia de CD200R1 no tiene un impacto sobre el numero de microglia a nivel del cerebro*®®,

Luego de la administracion de LPS, observamos un aumento significativo en el nimero de

microglia en los ratones CD200R1-KO en comparacion con el numero de estas células en la

/ 458

corteza cerebral de los ratones wt. En esta misma direccion, el trabajo de Ritzel et al.™*, utilizando
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un modelo de accidente cerebrovascular, reportaron un aumento en el numero de microglia luego
del evento isquémico, lo cual también concuerda con lo observado en nuestro modelo de
inflamaciéon sistémica. En el modelo de accidente cerebrovascular ocurre una importante
infiltracion de células inmunes hacia el tejido nervioso, por lo que representa una diferencia
fundamental entre los dos contextos de inflamacién entre ambos trabajos. En conjunto, estas
observaciones sugieren un relevante rol de CD200R1 en el control de la poblacién microglial,
que en principio seria independiente de la influencia de células del sistema inmune, al menos de
manera directa como ocurre en luego de un accidente cerebrovascular. Este rol regulador de la
microgliosis de CD200R1 también se ha evidenciado en otros modelos experimentales de
neuroinflamacién, como es el caso de la encefalomielitis autoinmune experimental, donde se

observo una microgliosis exacerbada en ausencia de CD200""°.

Analisis transcripcional del cerebro de ratones CD200R1-KO y wt

A pesar de que el analisis de la secuenciacion de ARN obtenido de cerebro de ratones
CD200R1-KO y wt aun sigue en curso y todavia queda mucho por profundizar, se mostraron los
resultados preliminares de este analisis, donde evidenciamos que la ausencia de CD200R1
promueve un perfil de expresion a nivel del cerebro diferente al de los ratones wt. Observamos
la separacion de los perfiles de expresion con el andlisis de componentes principales tanto si se
consideran los genotipos wt y CD200R1-KO, como los diferentes tratamientos (LPS o vehiculo
control) apuntando a la buena calidad de los datos obtenidos. Cabe destacar que existe una
mayor dispersion de las muestras tratadas con LPS, pero este fendmeno lo hemos encontrado

en otros trabajos previos con otros inmunorreceptores®.

Las pruebas estadisticas indicaron que la ausencia de CD200R1 genera cambios de expresion
en mas de 250 genes. Dentro de los genes con cambios significativos se destacan: Myo7a,
Ccl21b, Ccl21d, Ccl21a, Trim12a, Or10ad1, Zfp990, Eno1b, Sic5a5 y Tnfrsf8. Algunos de estos
genes se asocian con la respuesta inflamatoria, mientras que otros estan relacionados con otros
procesos bioldgicos. Cuando realizamos los analisis de sobrerrepresentacion, tanto de términos
de GO como de KEGG, observamos que, como era de esperarse, la expresion de los genes de
regulacion de la via de NF-kB se ven alterados en ausencia de CD200R1. Esto concuerda con
lo reportado extensamente en la bibliografia en cuanto al rol de CD200R1 en el control de esta

via celular como uno de los mecanismos por los cuales el receptor tiene su actividad atenuadora
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de la inflamacion. A la vez, se evidenciaron otras vias alteradas debido a la ausencia de
CD200R1, relacionadas al control de la migracién de leucocitos y de la actividad de citoquinas y
quimioquinas a nivel intracelular. Se debera profundizar en cuales son los genes de estas vias
que se ven alterados a causa de la ausencia del receptor, con el fin de disecar en mayor detalle
los mecanismos por los cuales CD200R1 participa en la regulacion de la inflamacion en el SNC.
A su vez, debido a que se evidenciaron otras vias alteradas relacionadas con otros procesos
biolégicos, como la extravasacion y migracion de leucocitos, el posterior analisis sobre estos
otros procesos puede brindar informacién fundamental sobre el rol de CD200R1 en la regulacion
de multiples funciones bioldgicas. Este analisis nos facilitara plantearnos nuevas lineas de
investigacion que exploren el potencial de CD200R1 como regulador de multiples procesos

biolégicos a nivel del SNC y posiblemente a nivel de todo el organismo.

Este estudio continla en proceso, en el que estamos avanzando en el efecto de la ausencia de
CD200R1 en la expresion de genes de otros inmunorreceptores, o que nos permitira explorar
sobre posibles mecanismos compensatorios de otros receptores frente a la ausencia de
CD200R1. A su vez, se realizara el analisis de genes asociados a los fenotipos microgliales (por
ejemplo de la “Disease Associated Microglia” o DAM?®®), con el fin de determinar si la ausencia
del receptor promueve un cambio, ya sea en condiciones normales como luego de un estimulo
inflamatorio, que puedan ayudar a la comprensién de los posibles efectos sobre la

neuroinflamacion de la ausencia de CD200R1.
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La respuesta del bazo y de las células de la sangre frente a LPS

se ve alterada en ausencia de CD200R1

Considerando que la neuroinflamacion luego de la administracion sistémica de LPS es el
producto de la comunicacién entre el sistema inmune a nivel periférico con el SNC, nos
planteamos analizar algunos de los actores relevantes en el desarrollo de la respuesta frente a
LPS a nivel del organismo, para evaluar si las alteraciones a nivel central tienen una asociacion
con las alteraciones a nivel periférico. El bazo es uno de los principales actores en la respuesta
a LPS debido a su rol en el filtrado de la sangre y en la coordinacion de las respuestas inmunes
frente a patdgenos y sefiales de dafio tisular. Se ha descrito un aumento del tamafio y peso del
bazo luego de la estimulaciéon con LPS, principalmente a causa de un aumento el numero de
células por proliferacion o migracion desde otros érganos y también por la acumulacién de

eritrocitos 398401

. En los ratones que si expresan CD200R1 (wt), observamos una esplenomegalia
muy tempranamente a las 16 horas luego de la administracion, que se mantuvo hasta las 24
horas, tanto en machos como en hembras. Interesantemente, el peso del bazo de los ratones
que no expresan CD200R1 se mantuvo inalterado luego de la estimulacion con LPS. Este
sorprendente resultado evidencia claramente un rol de CD200R1 en el desarrollo de la respuesta
inflamatoria a nivel del bazo frente al LPS, ya que al estar ausente el receptor, no responde de

la misma manera.

Nos propusimos profundizar en la causa de esta alteracion a nivel del bazo, evaluando si el peso
reducido del bazo luego de la administracion con LPS se asocia con un menor numero de células
inmunes en el érgano. Sorprendentemente, a las 24 horas luego de la administracion de LPS,
los ratones CD200R1 presentaron un mayor numero de macrofagos, neutréfilos y eosindfilos en
el bazo en comparacion con los ratones wt, lo cual tenderia a un aumento en el peso del bazo
debido a un mayor numero de células. Esta mayor presencia de estas poblaciones celulares, que
tienen un rol fundamental en el desarrollo de las respuestas inflamatorias, podria estar indicando
una exacerbacion de la respuesta a nivel del bazo, que podria ser la base de alteraciones a nivel
sistémico. Tampoco se observo alteraciones a nivel del nimero de linfocitos B o T. Estos
resultados no nos permiten explicar la ausencia de esplenomegalia en los ratones CD200R1-KO
frente al LPS, por lo que estas se deben alteraciones podrian estar relacionada a otros factores,
por ejemplo a una menor acumulacion de eritrocitos. Se debe profundizar en mayor detalle los

mecanismos que subyacen a estas interesantes alteraciones observadas en el bazo en ausencia
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de CD200R1, ya que pueden proporcionar informacién valiosa sobre la interaccion entre el
ligando CD200 y el receptor CD200R1 en el contexto de la regulacion de las respuestas
inmunitarias. Ademas, es crucial explorar cdmo estos cambios en el numero y tipo de células
inmunes podrian influir en la dinamica de la respuesta inflamatoria y en la homeostasis del bazo.
Un enfoque integral en la identificacion de los factores especificos que contribuyen a las
alteraciones de este 6rgano en ausencia de CD200R1 permitirda un mejor entendimiento de la
complejidad de la comunicacion entre el sistema inmune y el sistema nervioso, que
potencialmente abrira nuevas perspectivas en la modulacion de estas respuestas para abordar

diversas condiciones neuroinflamatorias patoldgicas.

La circulacién sanguinea es uno de los principales componentes que actuan como nexo entre
los 6érganos donde se coordinan las respuestas inflamatorias a nivel periférico y el SNC. Por lo
tanto, es uno de los actores principales en la comunicacion entre el sistema nervioso y el sistema
inmune. Nos planteamos analizar diferentes parametros sanguineos para vincular lo observado
a nivel del SNC con las alteraciones observadas a nivel del bazo. El nUmero de leucocitos en
sangre se vido aumentado en los ratones CD200R1 a las 24 horas luego de la administracion de
LPS, principalmente debido a un aumento de monocitos y neutréfilos. Esto concuerda con el
aumento en macrofagos y neutréfilos a nivel del bazo en los ratones CD200R1-KO a las 24 horas
de la administracion de LPS. Inclusive, a pesar de no generar cambios grandes en los niveles de
citoquinas en sangre, en ausencia de CD200R1 se detect6é una disminucion de la citoquina anti-

inflamatoria IL-10.

En su conjunto, estos resultados muestran una conexion entre la neuroinflamacion y la respuesta
originada por el sistema inmune a nivel periférico, que se propaga hacia el SNC. Esta
comunicacion se ve fuertemente alterada a causa de la ausencia de CD200R1, evidenciando un
rol fundamental de este receptor en la regulacién de la neuroinflamacion y sus efectos sobre el
tejido nervioso y el comportamiento. En ausencia de esta sefial reguladora generada por la
activacion de CD200R1, se muestra una respuesta inflamatoria exacerbada en los principales
sitios donde ésta es coordinada, entre ellos el bazo y el SNC. El efecto de la ausencia de
CD200R1 en las células inmunes del bazo y otros importantes actores de la respuesta, alcanza
también a las células que se encuentran en la sangre y otros tejidos, impactando luego sobre el
SNC.
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Estos resultados evidencian la importancia crucial de CD200R1 en la modulacion de la
neuroinflamacion y su interaccion con el sistema inmunoldgico periférico. La ausencia de esta
sefial reguladora desencadena una cascada de respuestas inflamatorias exacerbadas, que
afectan no solo al tejido nervioso, sino también al comportamiento del individuo. Por lo tanto, la
activacion de CD200R1 emerge como un mecanismo fundamental para mantener un equilibrio
adecuado y prevenir la excesiva activacion de las células inmunes. Estos hallazgos ofrecen
nuevas perspectivas para comprender las bases fisiopatologias con un fuerte componente
neuroinflamatorio y para el desarrollo de posibles estrategias terapéuticas dirigidas a modular la
funcion reguladora de CD200R1 y mitigar los efectos perjudiciales de la neuroinflamacion en el
organismo. Ademas, estas observaciones sugieren la prometedora perspectiva de desarrollar
enfoques terapéuticos que apunten a modular la neuroinflamacién mediante la intervencioén en el
sistema inmunoldgico periférico. Este enfoque tiene la ventaja de evitar la necesidad de intervenir
directamente en el SNC, lo que podria reducir los riesgos asociados con tratamientos invasivos
sobre el tejido nervioso. Al dirigirse a los mecanismos de regulacion inmunologica a nivel
periférico, se podria lograr un control mas preciso y especifico de la neuroinflamacion, abriendo

nuevas puertas para el desarrollo de terapias efectivas y seguras.
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Desarrollo de estrategias terapéuticas para la
modulacion de la neuroinflamacion basadas en la
activacion de CD200R1

Analisis de la ventana temporal terapéutica utilizando CD200-His

luego de una lesion de médula espinal

Durante los ultimos afios, en nuestro equipo de investigacion hemos estado dedicados al
desarrollo y analisis de enfoques terapéuticos destinados a la modulacion de la neuroinflamacion,
basados principalmente en la utilizacion de proteinas recombinantes y terapia génica. Una de las
estrategias mas prometedoras que describimos previamente®®, fue la utilizaciéon de la proteina
recombinante CD200-His, la cual se une y activa al CD200R1. Al administrar esta proteina
directamente sobre el parénquima medular al momento de la lesién, observamos una importante
mejora en la recuperacioén funcional, asociada a una respuesta inflamatoria a nivel local atenuada
y una mayor neuroprotecciéon. Una de las preguntas que nos hicimos una vez que observamos
este efecto, fue si existe una ventana temporal luego de la lesion sobre la cual podemos actuar,
administrando esta proteina de manera retrasada en el tiempo. Este enfoque se basa en el
desarrollo de una herramienta clinicamente relevante, ya que busca tener en cuenta el factor del
tiempo desde que una persona que sufre una lesion de médula espinal hasta que puede recibir
un tratamiento médico adecuado, considerando tiempo de traslado y de analisis y diagnéstico,
entre los principales determinantes de este tiempo. Por lo tanto, teniendo en cuenta que resulta
practicamente imposible en la practica comenzar esta estrategia terapéutica al momento de la
lesion, nos planteamos analizar el impacto de la administracion de la proteina recombinante
sobre el tejido medular lesionado a las 24 y 48 horas post-lesién. Para nuestra sorpresa, tanto la
administracién en el parénquima medular lesionado a las 24 como a las 48 horas post-lesion no
tuvo un efecto significativo sobre la recuperacion de las funciones locomotoras evaluada hasta
los 28 dpl. Inclusive al analizar el efecto de la administracion retrasada sobre la neuroproteccion,

tampoco observamos una modificacion en la preservacion de mielina a nivel histolégico, asi como
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tampoco en la preservacion de vias motoras a nivel funcional. Basandonos en estos resultados,
podemos extraer varias apreciaciones, siendo la mas significativa que las etapas mas agudas de
la respuesta inflamatoria luego de la lesion son fundamentales en determinar la magnitud de la
respuesta a tiempos mas tardios. Durante las etapas iniciales, se activan procesos irreversibles
que generan una secuencia de acciones dificiles de alterar una vez desencadenadas, lo que
evidencia un importante problema para el desarrollo de estrategias terapéuticas. A su vez, estas
etapas iniciales son fundamentales en la propagacién del area de tejido dafiado, lo que enfatiza
aun mas la necesidad de actuar rapidamente luego de la lesidon. A pesar de esto, debido a que
en este estudio evaluamos la administracion Unica de la proteina CD200-His a una concentracion
dada, no es suficiente para inferir que el retraso del tratamiento con esta proteina es totalmente
inefectivo para la recuperacion funcional. Se debe profundizar en la administracion de esta
proteina a otros tiempos post-lesion intermedios, entre las 6 y 24 horas luego de la lesion para
determinar en mayor detalle la ventana temporal de accion. A su vez, se podria evaluar la
administracion de dosis mas altas de CD200-His, asi como también realizar mas de una
administracion a diferentes tiempos para promover una acciéon mas importante de la proteina

sobre el desarrollo de la respuesta inflamatoria.

Una perspectiva interesante que no hemos profundizado adn es iniciar el tratamiento inclusive
mas tardiamente, asi como también evaluar la recuperacién funcional por tiempos mas
prolongados que 28 dpl. Debido que a las 24 y 48 horas luego de la lesién esta ocurriendo una
fuerte respuesta pro-inflamatoria, que implica la producciéon de citoquinas, quimioquinas y el
reclutamiento de células, que es necesaria para la correcta limpieza del tejido y permitir la
recuperacion, puede que el tratamiento con una estrategia que busque la activacion de CD200R1
en estas etapas no sea beneficiosa, ya que podria obstaculizar el correcto desarrollo de estos
procesos que son necesarios. Por lo tanto, una estrategia que podria resultar interesante en
profundizar es en actuar luego de la semana de la lesién, donde ocurre el cambio en la respuesta
hacia una mayormente reparadora y regenerativa. Al actuar en esta etapa, la activacion de
CD200R1 podria promover el cambio hacia este tipo de respuesta y mejorar la recuperacion
funcional. Inclusive, esta hipétesis también se ve apoyada por lo que han planteado numerosos
estudios sobre un cambio incompleto en el tipo de la respuesta en el caso de una lesién de
médula espinal, que difiere con respecto a las lesiones al SNP y que pueden estar en la base de

las diferencias en la capacidad de recuperacion luego de ambas lesiones?’9307472,
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Desarrollo de nuevas proteinas recombinantes agonistas de
CD200R1

Siguiendo en la linea del desarrollo de estrategias terapéuticas clinicamente relevantes para la
modulacion de la neuroinflamacion, consideramos analizar vias de administracion alternativas,
ya que la inyeccién dentro de parénquima medular constituye un procedimiento invasivo, que
puede generar complicaciones para el uso en humanos. Dentro de estas vias alternativas para
la administracion de componentes que alcancen el tejido del SNC lesionado, se encuentra la via
intravenosa, extradural o intratecal. Sin embargo, estas vias presentan dificultades la hora de
lograr que los componentes ingresen al tejido nervioso, ya sea por el impedimento de la barrera

hematoencefalica, como por la penetracion del componente en el tejido.

A pesar de que los resultados presentados anteriormente sugieren la posibilidad de actuar a nivel
periférico con el fin de modular la neuroinflamacién a nivel del SNC lesionado, en primer lugar,
nos planteamos continuar con la investigacion de estrategias que busquen modular la
neuroinflamacion a nivel del tejido nervioso directamente, siguiendo en linea con los estudios de
CD200-His en la lesién de médula espinal. El estudio de estas estrategias alternativas que tengan
como blanco principal la modulacion de la respuesta inflamatoria a nivel de los principales
organos del sistema inmune periféricos debe ser analizada en profundidad, ya que representa
una importante oportunidad de generar estrategias efectivas y poco invasivas para la modulacion
de la neuroinflamacién. Previamente, en nuestro grupo de investigacion analizamos el efecto
sobre la recuperacion funcional de la administraciéon por via intravenosa de la administracion
CD200-His y de otra proteina recombinante, con un dominio de activacion de CD200R1 y un
dominio que permite atravesar la barrera hematoencefalica. Al ser administradas por via
intravenosa, estas proteinas van a alcanzar el tejido nervioso lesionado, pero también van a
propagarse por todo el organismo, teniendo actividad a nivel sistémico. Sin embargo, no
observamos un efecto significativo sobre la recuperaciéon funcional con ninguna de estas
proteinas analizadas. A pesar de esto, se debe profundizar en mayor detalle esta posibilidad,
analizando diferentes dosis administradas, asi como también variaciones en la cantidad y
tiempos de administracion luego de la lesion. La via de administracion intravenosa presenta la
dificultad de necesitar la administracion de una mayor cantidad de las proteinas a causa de que
son difundidas por todo el organismo, lo que genera una baja concentracion en los tejidos, en

comparacion con la administracion dentro del parénquima que permite generar una alta
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concentracion de la proteina en el tejido administrando una cantidad pequefa de la proteina.
Debido a que la produccién de estas proteinas es costosa, esto representa una dificultad para el

desarrollo de estas estrategias.

Las vias de administracion intratecal y extradural representan una oportunidad para continuar
con el desarrollo de estas estrategias terapéuticas basadas en la activacion de CD200R1, ya que
no requieren la administracion de concentraciones tan altas de la proteina como es el caso de la
via intravenosa, asi como también generan mayor especificidad en la entrega del componente al
tejido lesionado sin la necesidad de intervenir sobre el tejido nervioso directamente. De todas
maneras, la administracion de estas proteinas recombinantes por estas vias presenta la dificultad
de una limitada penetracion y difusion en el tejido, que limita la accién de la proteina al disminuir
la interaccién con la mayor cantidad de células posible en el tejido. Por lo tanto, en primer lugar,
nos planteamos disefar y producir una proteina recombinante que contenga un dominio de unién
y activacion del receptor CD200R1, y un dominio que permita a la proteina permear facilmente

en los tejidos.

Previo a evaluar el efecto de esta proteina sobre la neuroinflamacién in vivo, nos planteamos
analizar in vitro si esta nueva construccién se une y activa al receptor CD200R1. Considerando
que tras la activacion del receptor se activa una cascada de senalizacion que finaliza en una

disminucion de la via de NF-kB''¢-"18

, hos planteamos analizar el efecto de la proteina CD200-X
sobre esta via de sefializacion. Para ello, utilizamos células BV2 que es una linea celular derivada
de la microglia, que a su vez corroboramos que expresan CD200R1 por medio de PCR
cuantitativa en tiempo real (datos no se muestran). Sorprendentemente, observamos que la
proteina en lugar de disminuir la activacion de la via NF-kB como era esperado, causo la
activacion de esta via, a la vez que observamos que no tuvo efecto en atenuar la activacion de
esta via en respuesta al LPS. Sin embargo, también decidimos analizar el efecto de la proteina
CD200-Fc, la cual se encuentra disponible comercialmente y es utilizada por un gran nimero de

trabajos para la activacion de CD200QR1%9110.144.145,155.442.473,474

, Y no observamos un claro efecto
en la disminucién de la activacion de NF-kB frente a LPS. Ha sido demostrado por investigaciones
anteriores que la incubacién de CD200-Fc es efectiva en disminuir la activacion de la via NF-kB
en un cultivo primario de microglia, evidenciando una disminucién de la produccion de
mediadores pro-inflamatorios resultado de la activacién de esta via, asi como también por una
menor proporcion de la proteina NF-kB-P65 en la fraccion nuclear, que es utilizado como una

medida de actividad de la via**?. Sin embargo, las condiciones empleadas en este estudio
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muestran diferencias significativas en comparacion con las condiciones que empleamos en
nuestro trabajo para analizar el efecto de esta proteina sobre la activacion de NF-kB. En primer
lugar, las células sobre las cuales se evaluaron presentan diferencias relevantes, ya que una
corresponde a una linea celular que implica cambios fundamentales en los procesos celulares
normales, mientras que el otro trabajo utilizé un cultivo primario de células microgliales
provenientes de la retina, las cuales presentan caracteristicas similares a su estado normal en el
organismo. Mas relevante aun es la diferencia de concentracion de la proteina CD200-Fc
utilizada en ambos trabajos. Mientras que nosotros evaluamos el efecto de la proteina a una
concentracion de 5 pg/mL, el trabajo de Jiang et al.**? utiliza una concentracion de 100 pg/mL, la
cual es varios ordenes de magnitud mayor a la utilizada por nosotros, lo que podria explicar en

gran parte la falta de efecto observada por nosotros.

En su conjunto, estos resultados no son concluyentes en cuanto a la capacidad de CD200-X de
activar al receptor CD200R1 y modular la actividad de la via NF-kB, principalmente debido a que
en este sistema experimental y con las condiciones utilizadas no nos permitieron confirmar si los
resultados observados se deben al disefio experimental en si mismo o al efecto de las proteinas
analizadas sobre la actividad de NF-kB. Inclusive, este paradigma experimental no nos permitio
concluir si los efectos observados de CD200-X sobre la via NF-kB son producto de la interaccion
de la proteina con el receptor CD200R1, o si es por medio de la interaccién con otros receptores
y/o componentes celulares. Por lo tanto, nos propusimos profundizar en el posible efecto de
CD200-X utilizando otro modelo experimental in vitro. Utilizando macréfagos wty CD200R 1-KO
derivados de médula 6sea, evaluamos en mayor detalle la interaccion entre la proteina CD200-
X'y el receptor CD200R1, considerando los efectos cuando el receptor es expresado por estas
células o no. En los BMDM wt, no observamos un efecto significativo en la expresion de TNFa a
causa de CD200-X, tanto en presencia como en ausencia de LPS. Comparando con lo observado
con las células BV-2, a pesar de que en ambos no observamos una atenuacion de la respuesta
frente al LPS por la proteina CD200-X, en los BMDM wt de por si sola esta proteina no tuvo
efecto. Esto puede deberse a que el aumento de la expresion de TNFa no es la unica
consecuencia de la activacion de la via de NF-kB y puede ocurrir que la activacién de esta via
promueva la produccion de otros mediadores pro-inflamatorios en presencia de CD200-X.
Interesantemente, cuando evaluamos el efecto de CD200-X en los macréfagos que no expresan
CD200R1, observamos una exacerbacion de la respuesta frente al LPS a causa de la proteina
CD200-X, lo que sugiere que esta proteina recombinante puede estar interactuando con otros

componentes ademas de CD200R1. Una posibilidad es que esta proteina esté interactuando con
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alguno de los otros miembros de la familia de CD200R que son activadores, promoviendo la
expresion de TNFa. Se debe explorar la capacidad de interacciéon que tiene CD200-X con los
diferentes miembros, para determinar si existe interaccion con los otros miembros de CD200R y
la afinidad de esas interacciones. Esta diferencia con lo observado con los macréfagos wt puede
deberse a que esta proteina se una con mayor afinidad a CD200R1 que a los otros miembros,
pero debido a que en los macrofagos CD200R1-KO no esta presente el receptor, la proteina
queda disponible para interactuar con los otros receptores. Otra posibilidad es que los otros
dominios de la proteina diferentes al dominio de CD200 tengan un efecto de por si en la expresion
de TNFa, o que contaminantes del proceso de produccion activen esta via. Finalmente, debemos
tener en cuenta la posibilidad de que el plegamiento de la proteina CD200-X recombinante sea
diferente al del CD200 y que de esta forma se una al receptor CD200R1 pero actue como
bloqueante, sin activar sus vias de sefializacion. A su vez, CD200-Fc puede dimerizarse por
medio de los dominios Fc, generando un mayor efecto de la activacion de CD200R1'%%47° Se ha
demostrado que la dimerizacion de CD200R1, inclusive por anticuerpos bloqueantes, promueve
la activacion de la via y la inhibicién de mediadores pro-inflamatorios*®. Por lo tanto, una de las
diferencias fundamentales con la proteina CD200-X puede ser la falta de dimerizacién, que
permitiria explicar los resultados observados. Se debe profundizar en la causa de esta
observacion en los macréfagos CD200R1-KO para comprender en mayor detalle los efectos de

esta proteina sobre las células en respuesta a estimulos inflamatorios.

Contrario a lo observado en cuanto al efecto en la expresion de TNFa, la proteina CD200-X tuvo
un impacto en la fagocitosis de mielina por parte de los BMDM wt pero no en los CD200R 1-KO.
Cuando utilizamos la proteina a una concentracion alta (100 yg/mL) observamos una disminucion
en la fagocitosis de mielina por parte de los macrofagos wt, similar a los valores en presencia de
LPS. Esta disminucion puede deberse a que CD200-X afecta directamente la capacidad de
fagocitosis por parte de estas células o también puede ocurrir que esta proteina esté generando
un cambio en el fenotipo de los macréfagos hacia uno mas pro-inflamatorio, de la misma manera
que lo hace el LPS. Este efecto si parece ser especifico de la interaccion de esta proteina con el
receptor, ya que no se observa efecto en los macrofagos que no lo expresan. Sin embargo, otra
posibilidad puede ser que los macrofagos CD200R1-KO ya se encuentren en un estado mas pro-
inflamatorio a causa de la ausencia del receptor, ya que en condiciones basales se observa la

misma capacidad de fagocitosis que frente al estimulo con LPS.
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Considerando los efectos observados por la proteina CD200-X, tanto en la activacion de la via
de NF-kB como en la fagocitosis, parece no tener el efecto anti-inflamatorio esperado por la
activacion de CD200R1. Se debera profundizar en el efecto de esta proteina, tanto in vitro como
in vivo, con el fin de determinar si interactia con CD200R1 de la manera esperada, asi como
también la posible interaccion con otros miembros de la familia de CD200R y/o con otros
receptores. También se deberan realizar experimentos para determinar los efectos de los
diferentes dominios de la proteina, lo cual puede ayudar al disefio y perfeccionamiento de
proteinas recombinantes que puedan ser utilizadas con fines terapéuticos para la modulacion de

la inflamacion dentro y fuera del sistema nervioso.
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CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo analizamos la relacion entre CD200 y CD200R1 en diferentes contextos
de neuroinflamacion, evaluando su rol en el desarrollo de las respuestas inflamatorias tanto a
nivel local en el sistema nervioso central y periférico, como en otros sitios relevantes de
generacion y coordinacion de esta respuesta, entre ellos el bazo y la sangre. Este analisis del rol
de CD200-CD200R1 en diferentes contextos de inflamacién, y de los mecanismos subyacentes
nos permitié evidenciar la compleja interaccién entre el sistema inmune y el sistema nervioso,
sugiriendo un rol de esta interaccion que es fuertemente dependiente del contexto sobre el cual
se desarrolla la respuesta inflamatoria. En todos los modelos de neuroinflamacién utilizados
encontramos alteraciones importantes cuando modulamos la interaccién CD200-CD200R1,
sugiriendo un rol importante en el control y regulacion fina de los procesos de inflamacion en el
sistema nervioso y a nivel sistémico en general de esta interaccién, a pesar de que no siempre
participa de la misma manera. En el modelo de lesion al SNP observamos que el bloqueo de
CD200R1 altera la recuperacion funcional a través de una modulacion de la respuesta
inflamatoria local, promoviendo un ambiente menos pro-inflamatorio en las etapas mas agudas
de la inflamacion, que es fundamental en los procesos que ocurren en el tejido nervioso luego de

la lesion y que posteriormente influyen sobre la capacidad regenerativa del tejido.

Otra de las observaciones que revelan la complejidad de estos mecanismos es el hecho de que
a pesar de que observamos un efecto sobre la recuperacién funcional luego de una lesion de
nervio ciatico al bloquear transitoriamente CD200R1, la ausencia de CD200R1 en los ratones
knock-out no tuvo un impacto en la recuperacion funcional. Interesantemente, se observo el
mismo patron luego de la lesion de médula espinal, donde previamente hemos reportado una
recuperacion funcional deficiente al bloquear CD200R1 de manera transitoria al momento de la
lesion y sin embargo tampoco observamos un efecto en la recuperacion en los ratones CD200R1-
KO. Como se discutié previamente, las razones por las cuales no vemos efecto cuando CD200R 1
esta ausente pueden ser variadas, probablemente sea debido a mecanismos compensatorios,
que permiten la robustez de los sistemas cuando hay alteraciones a nivel genético durante el
desarrollo. Por ejemplo, en el cerebro de los animales tratados con LPS en forma intraperitoneal
observamos en nuestro andlisis transcripciénal que los animales CD200R171-KO poseen una
expresion mucho menor de CD200R4 y levemente menor de CD200. Al impedir transitoriamente

la interaccion de CD200 con CD200R1 con el anticuerpo bloqueante, estamos desestabilizando
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al sistema en el momento de la lesion, mientras que en el modelo transgénico, esas alteraciones
ya estan presentes previamente. También podria deberse a la extension en el organismo de la
ausencia de sefial de CD200R1, ya que, al administrar el anticuerpo, estamos actuando
solamente sobre las células que ingresan al tejido dafiado, mientras que en el modelo
transgénico la activacion de CD200R1 esta ausente a nivel sistémico. Como observamos en este
trabajo, CD200R1 tiene un rol en el desarrollo de las respuestas en estos modelos de
neuroinflamaciéon en 6rganos fuera del sistema nervioso. Por lo tanto, la respuesta inflamatoria
en el tejido nervioso dafiado puede resultar diferente cuando bloqueamos CD200R1
transitoriamente y cuando estd ausente a nivel sistémico. Es mas, las alteraciones en la
respuesta inflamatoria a nivel de la médula espinal luego de la lesién en los ratones CD200R1-
KO fue diferente a la reportada previamente con el bloqueo transitorio del receptor. Esto resalta
la necesidad de tomar en cuenta a todo el organismo a la hora de analizar la respuesta
inflamatoria local, ya que es la accién coordinada de 6rganos y tejidos distribuidos en el

organismo.

Esta importancia se vio reflejada al analizar el rol de CD200R1 en la neuroinflamacién provocada
por una inflamacion sistémica con LPS. La correlacidon de las alteraciones observadas a nivel del
bazo y la sangre, con la neuroinflamacion exacerbada en el SNC, permitieron comprender
posibles mecanismos por los cuales el sistema inmune a nivel periférico influye sobre el sistema
nervioso. Este trabajo apoya la hipétesis del bazo como un posible factor determinante de los
procesos neuroinflamatorios, tanto en el contexto de una inflamaciéon sistémica como en una
lesion traumatica al SNC, lo que resalta la necesidad de analizar las respuestas en estos érganos
donde se coordinan las respuestas inflamatorias para comprender que ocurre a nivel del sistema

nervioso.

Al analizar el rol de CD200-CD200R1 en diferentes modelos neuroinflamatorios, evaluando las
vias por las cuales esta interaccion participa en la regulacion de la inflamacion en el sistema
nervioso, pero también vinculandolo con la respuesta a nivel sistémico, pudimos establecer
algunos mecanismos que permiten comprender en mayor detalle los procesos perjudiciales de
la neuroinflamacion. Se desprende de estas observaciones, la relevancia del estudio y del
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que tengan como blanco los 6rganos donde se
originan y coordinan las respuestas inflamatorias, en lugar de actuar sobre el tejido nervioso
directamente, con el fin de modular de manera precisa la neuroinflamacién, reduciendo los

efectos perjudiciales asociado a estos procesos y aumentando los efectos beneficiosos. Estos
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posibles enfoques terapéuticos que busquen atacar la respuesta inflamatoria en una etapa previa
al desarrollo de los procesos neuroinflamatorios, presentan numerosas ventajas. La mayor
facilidad de acceso y el poder evitar la intervencion sobre el tejido nervioso, disminuye la
probabilidad de complicaciones asociadas al tratamiento. También, por medio de estos
tratamientos se puede actuar no solo sobre la neuroinflamacion, sino que también sobre otros

procesos patologicos dafiinos asociados con estas respuestas a nivel sistémico.

Debemos continuar con el perfeccionamiento de las estrategias basadas en proteinas
recombinantes que tengan como blanco a CD200R1 para la modulacion de la neuroinflamacion.
El estudio en mayor detalle sobre el momento 6ptimo sobre el cual podemos actuar para
promover mejoras en la recuperacion funcional luego de una lesion de médula espinal es
fundamental para perfeccionar los paradigmas de tratamiento luego de estas lesiones, asi como
también nos pueden ayudar comprender en mayor detalle los mecanismos subyacentes a las
patologias neuroinflamatorias. Una parte del perfeccionamiento de estas estrategias es el disefio
de nuevas proteinas recombinantes que busquen mantener los efectos beneficiosos observados
hasta el momento con las herramientas disponibles, pero a la vez, mejorar los aspectos que
limitan su efectividad. Para ello resulta relevante profundizar en el efecto de la proteina CD200-
X, tanto in vitro como in vivo y evaluar su potencial como promotor de la recuperacion funcional
luego de una lesion de médula espinal, asi como también como modulador de los procesos
neuroinflamatorios en general. Esto abre la puerta a la exploraciéon de vias alternativas de
administracién y sienta las bases para impulsar la optimizaciéon de estas proteinas, fomentando
la creacidn de estrategias terapéuticas exitosas con potenciales aplicaciones en humanos. Estas
estrategias pueden no solo potenciar la recuperacion funcional después de una lesion en la
médula espinal, sino también ser beneficiosas para el tratamiento de otros problemas
caracterizados por un marcado componente neuroinflamatorio, como la depresion, el Alzheimer

y el envejecimiento.
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ABREVIACIONES

BMDM Macrofagos derivados de médula désea

BMS Escala de Basso para ratén

CD200R1-KO Ratones transgénicos que no expresan CD200R1 de manera constitutiva
dpl Dias post-lesion

IL Interleuquina

LFB Luxol Fast Blue

LPS Lipopolisacarido

Naive Animales en condiciones normales sin tratamiento

ORO Oil Red O

PCR Reaccidn en cadena de polimerasa

Sham Ratones a los que se les realizé una laminectomia pero no se lesiond la

médula espinal

SNC Sistema nervioso central
SNP Sistema nervioso periférico
TH Tirosina hidroxilasa

wt Genotipo salvaje
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