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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por la
degeneracién progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra (SN), causando una
disminucion de la dopamina en el caudado-putamen. La etiologia de la EP es desconocida para la
mayoria de los casos y los tratamientos clinicos disponibles son sintométicos y presentan efectos
secundarios adversos.

Aunqgue desde hace varias décadas se reconoce la importancia de la glia reactiva neuroinflamatoria
en la muerte neuronal, las evidencias que muestran claramente el papel de las células gliales en la
patogénesis de la EP son limitadas. Para contribuir con esta tematica, nuestro grupo de
investigacion comenz6 a investigar la capacidad neurotéxica de células gliales obtenidas de la SN
de ratas inyectadas unilateralmente con la toxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA), un modelo
experimental de EP ampliamente validado. A partir de estos animales, se lograron aislar células de
la SN que proliferaron en cultivo y que, en estudios preliminares, mostraron ser capaces de inducir
degeneracién de neuronas dopaminérgicas cuando son inyectadas en la SN de animales control.
Este hallazgo sugiere que la glia obtenida del ambiente degenerativo de la SN podria tener
propiedades neurotodxicas. Por este motivo, profundizar en el conocimiento de la biologia de esta
glia reactiva derivada del dafio (GRDD) y sobre sus particularidades podria contribuir a un mejor
entendimiento de las bases fisiopatolégicas de la EP.

En este contexto, este trabajo pretende aportar evidencias a la hip6tesis que predice que las células
gliales desempefian un rol significativo en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas,
incluyendo la EP. En forma méas especifica, el objetivo fue aportar conocimiento sobre las
caracteristicas de estas células con propiedades neurotoxicas y completar la caracterizacion del
novedoso modelo de EP inducido por la inyeccion de células gliales obtenidas del entorno dafiado
por 6-OHDA.

Para ello, inyectamos unilateralmente 6-OHDA en la SN de ratas adultas mediante cirugia
estereotaxica y luego de tres dias, diseccionamos el tejido de la SN para obtener un cultivo primario
de GRDD a partir de estos animales. En conjunto, también se cultivaron muestras del cuerpo
estriado (CE) y el hipocampo (Hc) para evaluar la produccion de GRDD en otras regiones, eligiendo
al CE por estar estrechamente asociada a la SN y el Hc como regién control. De esta forma se
obtuvieron dos tipos de cultivos a partir de cada region: uno proveniente del lado inyectado con la
toxina o ipsilateral y otro del lado no tratado o contralateral. Posteriormente, se precedié a la
caracterizacion de las células obtenidas en cultivo mediante inmunocitoquimica y otros métodos de
tincién para evaluar aspectos como: nimero de células, tamafio e inmunorreactividad a diferentes
marcadores celulares para determinar su fenotipo. Por otro lado, estudiamos el potencial
neurotéxico de la GRDD, tanto in vitro al cocultivarlas con células PC12, como in vivo inyectandolas
unilateralmente en la SN de ratas control y analizando la integridad de la via nigroestriatal a los 30
dias del tratamiento mediante inmunohistoquimica contra tirosina hidroxilasa y tests
comportamentales para evaluar el rendimiento motor.

Nuestros resultados de los estudios in vitro muestran que, el nimero de células obtenidas del
entorno degenerativo de la SN fue significativamente mayor en comparacion con el lado de control
(contralateral). Interesantemente, el rendimiento de los cultivos del CE ipsilateral a la inyeccion de
6-OHDA también fue mayor comparado con el lado contralateral y con el Hc de ambos lados,
aunqgue el numero de células obtenidas fue menor que el obtenido de la SN. A su vez, estas células
tienden a ser de mayor tamafio tanto en la SN como en el CE. Esto es esperable ya que al momento
del cultivo la inflamacién es superior en el sitio de inyeccion de la toxina y esto podria ser la causa
de la mayor presencia de glia reactiva. La poblacion glial residente se encuentra exacerbada en el
sitio donde la neurodegeneracién es mayor, en este caso la SN, pero también a nivel del CE donde
se encuentran las terminales dopaminérgicas degenerantes, aunque en menor medida.

Por otro lado, los estudios sobre el fenotipo de la GRDD obtenida a partir de la SN tratada con la
toxina, indican que son positivas tanto para marcadores de astrocitos como para marcadores de
microglia. Esta caracteristica es particularmente sorprendente porque rara vez se observa un
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fenotipo mixto o hibrido de este tipo y podria ser indicativo de que la GRDD posee caracteristicas
de ambos tipos de células gliales. Se ha observado que este fendmeno puede ocurrir en ciertas
condiciones fisiol6gicas o patolégicas, como durante la inflamacion, en tumores o en respuesta a
lesiones cerebrales y podria estar explicando en parte los mecanismos moleculares que le confieren
las propiedades particulares.

Finalmente, los experimentos sobre el potencial neurotéxico mostraron que la GRDD produce una
reduccion en la viabilidad de células PC12 en cocultivo y en los experimentos in vivo, su inyeccion
en la SN de animales control fue suficiente para provocar la degeneracion ipsilateral de la via
nigroestriatal en comparacién al lado contralateral y a tratamientos control como la inyeccién de glia
mixta normal o vehiculo. Esto es indicativo de que las células gliales extraidas del ambiente
degenerativo expresan un fenotipo que las aleja de sus funciones homeostaticas clasicas,
generando una ganancia de funciones neurotéxicas que por si solas son capaces de producir
muerte neuronal.

En conjunto, estos hallazgos contribuyen a una mejor comprension de las bases fisiopatolégicas de
la EP, evidenciando un vinculo directo entre disfuncién glial con neurodegeneracién y posicionando
a la modulacion de estas células gliales neurotdxicas como una posible diana terapéutica novedosa
y atractiva.



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes generales

1.1.1. Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas son un conjunto de afecciones a nivel del sistema nervioso,
caracterizadas por la pérdida progresiva de poblaciones neuronales vulnerables y su consecuente
dafio a las funciones neuroldgicas. Estas condiciones abarcan un amplio espectro de patologias,
entre las que se incluyen, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de
Parkinson (EP), la enfermedad de Huntington (EH) y la esclerosis lateral amiotrofica (ELA). A lo
largo de la historia, estas enfermedades han sido objeto de intensa investigacion, debido a su
impacto devastador en la calidad de vida de los pacientes y a la creciente carga que representan
para los sistemas de salud en todo el mundo.®

Los principales factores de riesgo para las enfermedades neurodegenerativas incluyen una
combinacion de factores genéticos, ambientales y de estilo de vida. El envejecimiento es el principal
factor de riesgo para muchas enfermedades neurodegenerativas, como la EA, laEP y la ELA, donde
se observa un aumento de la probabilidad de desarrollar estas condiciones a medida que las
personas envejecen (Fig. 1). Algunas enfermedades neurodegenerativas tienen una fuerte
predisposicion genética, donde ciertas mutaciones genéticas estan directamente asociadas con el
desarrollo de la enfermedad, como en el caso de la EH. La exposicion a ciertas toxinas ambientales
0 productos quimicos también puede aumentar el riesgo de desarrollar enfermedades
neurodegenerativas, donde, por ejemplo, la exposicion a metales pesados como el plomo o el
mercurio se ha relacionado con un mayor riesgo de EP. Otros factores como la falta de actividad
fisica, una dieta poco saludable, el tabaquismo, el consumo excesivo de alcohol y el estrés cronico,
junto con algunas condiciones médicas, como la diabetes, la hipertension arterial y la obesidad,
también pueden aumentar el riesgo de desarrollar enfermedades neurodegenerativas.®
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Figura 1: Prevalencia de enfermedades neurodegenerativas. (a) Prevalencia de la enfermedad de
Alzheimer por cada 1000 hombres y mujeres respecto a la edad en EE.UU. (b) Prevalencia de la enfermedad
de Parkinson por cada 100.000 hombres y mujeres respecto a la edad a nivel mundial. (c) Prevalencia de
esclerosis lateral amiotréfica (ELA) por cada 100.000 habitantes en los EE. UU. en 2014. [Adaptado de Hou
et al., 2019]".

El envejecimiento de la poblacién debido a los avances en la medicina moderna representa un
desafio cada vez mayor en relacién con las enfermedades neurodegenerativas. A medida que la
esperanza de vida aumenta y mas personas alcanzan edades avanzadas, la incidencia de estas
enfermedades aumenta. Este incremento en la incidencia de enfermedades neurodegenerativas en
una poblacién envejecida plantea importantes desafios socioeconémicos y de salud publica, dado
gue la falta de terapias efectivas hace que estas enfermedades requieran una atencién a largo plazo
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y cuidados intensivos, lo que puede ejercer una presién significativa sobre los sistemas de atencién
médica y los recursos familiares.® Por este motivo, se requieren desesperadamente tratamientos
mas eficaces, pero estos sblo se conseguirdn con un conocimiento profundo de las causas y
mecanismos de cada enfermedad, o que remarca la necesidad de continuar investigando sobre
estas patologias en un marco de ciencia basica.

El estudio de las enfermedades neurodegenerativas existe desde antes de la medicina moderna,
teniendo sus raices en la antigiiedad, con registros que datan de la época de Hipdcrates y Galeno,
quienes describieron sintomas similares a los observados en algunas de estas enfermedades en la
actualidad °. Sin embargo, el avance significativo en la comprensién y el abordaje terapéutico de
estas condiciones se ha producido en tiempos mas recientes, especialmente desde el siglo XX.
Durante gran parte del siglo pasado, la investigacién se centr6 en la descripcion clinica de los
sintomas y en la identificacion de las caracteristicas neuropatolégicas de estas enfermedades
mediante técnicas de neuroimagen y estudios post mortem. Fue en la década de 1980 cuando se
produjo un cambio de paradigma con el descubrimiento de la implicacion de procesos
neuroquimicos especificos en la fisiopatologia de estas enfermedades. Por ejemplo, en el caso del
Parkinson, se identificé la deficiencia de dopamina (DA) como un factor clave en la degeneracion
de las células nerviosas en la sustancia nigra (SN) del cerebro.®

Una forma de estudiar enfermedades es mediante el uso de modelos que recapitulen las
caracteristicas distintivas de la condicion de interés. Para el estudio de enfermedades
neurodegenerativas especificamente, se han utilizado una gran variedad de organismos como
modelos experimentales, desde roedores a invertebrados ©. Una de las herramientas mas utilizadas
en esta area es el uso de animales genéticamente modificados para inducir caracteristicas
especificas de una enfermedad neurodegenerativa. Algunos ejemplos de esto son los ratones
transgénicos que expresan mutaciones asociadas con la acumulacién de placas de beta-amiloide
en el cerebro'! o que sobreexpresan proteinas como alfa-sinucleina!?, para modelar la EA y EP
respectivamente, o también invertebrados como la mosca de la fruta Drosophila melanogaster y el
gusano nematodo Caenorhabditis elegans, que son Uutiles debido a su corto ciclo de vida y su
practicidad para la manipulacion genética®*. Los cultivos celulares son otra herramienta importante
gue permite estudiar las enfermedades neurodegenerativas en un entorno mas controlado, donde,
por ejemplo, se utilizan lineas celulares modificadas genéticamente o de forma mas novedosa,
células madre pluripotentes inducidas derivadas de células humanas diferenciadas que permiten
generar modelos humanos®®. Mas recientemente, también se estan desarrollando modelos de
sistemas complejos que reflejan un contexto mas fisiol6gico que las células aisladas, basados en el
cultivo en tres dimensiones de células madre, para producir organoides que representan diversos
tejidos humanos, incluido el cerebro®7,

Gracias a ese tipo de aproximaciones y con el avance de la biotecnologia y las técnicas moleculares
en las Ultimas décadas, se ha logrado un mayor entendimiento de los mecanismos subyacentes a
estas enfermedades a nivel celular y molecular. Se han identificado diversos factores genéticos,
ambientales y epigenéticos que contribuyen al desarrollo y progresion de estas patologias, lo que
ha abierto nuevas vias para el desarrollo de terapias dirigidas y la identificacion de biomarcadores
para el diagndstico temprano.* En la actualidad, la investigacion en enfermedades
neurodegenerativas se encuentra en un punto crucial, donde convergen avances en neurociencia,
gendmica, biotecnologia y medicina personalizada, donde el desarrollo de terapias que puedan
frenar o revertir el curso progresivo de estas condiciones representa uno de los mayores desafios y
objetivos en este campo®®2L,

Una de las caracteristicas mas intrigantes y desafiantes de las enfermedades neurodegenerativas
es su heterogeneidad. A pesar de manifestarse de manera diferente y afectar diferentes regiones
del cerebro, se cree que muchas de estas enfermedades comparten mecanismos de muerte
neuronal en comun. Especificamente, la acumulacion anormal de proteinas mal plegadas, como las
placas de beta-amiloide en la EA o los cuerpos de Lewy en la EP, es una caracteristica comin en
varias enfermedades neurodegenerativas.??> Ademas, se ha observado que procesos como la
neuroinflamacién, la disfuncion mitocondrial, el estrés oxidativo y la excitotoxicidad neuronal estan
implicados en la patogénesis de multiples enfermedades neurodegenerativas. Estos procesos
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pueden interactuar de manera compleja, desencadenando cascadas patoldgicas que culminan en
la pérdida irreversible de células neuronales.?*>2°> La comprension de estos mecanismos
compartidos es crucial, ya que podria conducir al desarrollo de terapias que tengan un efecto
beneficioso en varias patologias.

Sin embargo, la complejidad de estos mecanismos y la variabilidad entre pacientes plantean
desafios significativos para la investigacion y el desarrollo de tratamientos efectivos. Por este
motivo, a pesar de grandes avances gracias a décadas de estudio, la problemética de no conocer
con exactitud los mecanismos exactos que conducen a la muerte neuronal en enfermedades
neurodegenerativas aln persiste. Interesantemente, en respuesta a los esfuerzos cada vez
mayores por parte de las investigaciones sobre la comprension de estos mecanismos moleculares
y celulares que subyacen a las enfermedades neurodegenerativas, en los ultimos afios se ha
acumulado evidencia que sugiere que muchas enfermedades neurodegenerativas no son
simplemente enfermedades de neuronas que mueren, sino que las células no neuronales del
cerebro, como las células gliales, que son incluso mas abundantes en el sistema nervioso central
(SNC) que las neuronas, desempefian un papel importante en la progresion de este tipo de
enfermedad.?® Esto ha generado un desplazamiento en el foco de las investigaciones desde las
poblaciones neuronales degenerantes hacia el microambiente celular, posicionado a las células
gliales, principalmente astrocitos y microglia, como blancos de estudio particularmente
interesantes.?’” Esto abre las puertas a nuevas perspectivas y remarca la necesidad de continuar
investigando esta tematica desde una visibn mas integrativa para poder avanzar hacia terapias mas
precisas.

1.1.2. Enfermedad de Parkinson

1.1.2.1. Generalidades

La EP es la enfermedad neurodegenerativa mas comun luego de la enfermedad de Alzheimer, con
una prevalencia estimada del 0,3% de la poblaciéon general, siendo aproximadamente el 2% en
mayores de 65 afios 28, donde los hombres parecen verse mas afectados que las mujeres (Fig. 1b).
Debido al aumento de la esperanza de vida gracias a la medicina moderna, esta prevalencia ha ido
en crecido en los Ultimos afios y se espera que el nimero pacientes se dupliqgue entre los afios 2005
y 20302°-31 pero a pesar de esto los tratamientos clinicos disponibles son sintomaticos y presentan
efectos secundarios adversos®?.

La etiologia exacta de la enfermedad aun es desconocida ya que la mayoria de los casos son
esporadicos. * Si bien se propone que la causa de la EP es multifactorial, se han descrito factores
genéticos y ambientales como los mas relevantes. Mientras que las formas exclusivamente
genéticas de la enfermedad, representan menos del 10% de los casos, se han encontrado varios
factores de riesgo que parecen estar involucrados con la aparicion de esta patologia. Entre ellos,
vivir en zonas rurales, consumir agua de pozo, estar expuesto a pesticidas o haber sufrido
traumatismos encefalicos, son algunos factores que han mostrado asociacién con la EP, mientras
que el consumo de cafeina, algunas drogas anti inflamatorias y fumar tabaco, parecen proteger
contra ella.®

Esta enfermedad, afecta principalmente a la via nigro-estriatal y se caracteriza por la degeneracion
progresiva de las neuronas dopaminérgicas ubicadas en la SN, una estructura subcortical del
cerebro que forma parte de los ganglios basales (GB). La degeneracion axonal de estas neuronas
a nivel del nucleo caudado y el putamen, que juntos forman el cuerpo estriado (CE), genera una
disminucion de la dopamina en esta zona, explicando la consiguiente alteracion de la transmision
dopaminérgica que causa los sintomas motores de la enfermedad.®® Otra de las caracteristicas
principales de esta patologia es la presencia de inclusiones celulares en las neuronas
dopaminérgicas que sobreviven, denominada cuerpos de Lewy, compuestos principalmente por la
proteina alfa-sinucleina (a-sin).®

En la mayoria de los pacientes la EP se manifiesta como anormalidades prominentes en los
movimientos, incluyendo temblor en reposo, rigidez muscular, lentitud de movimiento
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(bradiquinesia) y dificultad o fallo de iniciacion de movimiento (aquinesia). Muchos de estos
sintomas comienzan de forma unilateral, pero al tratarse de un desorden neurodegenerativo
progresivo que afecta al sistema motor, con el tiempo progresa hacia el otro hemisferio. La presencia
de esta constelacion de sintomas motores es la principal herramienta de diagndstico de la
enfermedad, aunque el diagnéstico definitivo requiere confirmacion patolégica.®®

Si bien es dificil pasar por alto las caracteristicas motoras de la enfermedad, el espectro clinico
también contiene muchos componentes menos visibles, incluidas caracteristicas no motoras, como
disfunciones autondmicas, perturbaciones en el modo de andar y la postura, deterioro cognitivo,
depresién y dolor, que contribuyen sustancialmente a la discapacidad de los individuos afectados.®’
Interesantemente, muchos de estos sintomas no motores preceden a los sintomas motores,
provocando que las primeras etapas de la EP sean dificiles de reconocer, como lo refleja el largo
retraso (un promedio de 10 afios) que tipicamente separa la aparicion del primer sintoma perceptible
del diagnéstico final.*>® Los primeros sintomas incluyen estrefiimiento como el sintoma mas comun,
actuar los suefios durante la fase del suefio de movimientos oculares rapidos (REM), hiposmia,
dolor vago y asimétrico en el hombro y depresion en alrededor del 50% de los pacientes.*®

1.1.2.2. Sistemas dopaminérgicos y EP

Los sistemas dopaminérgicos son un conjunto de circuitos neuronales que utilizan DA como
neurotransmisor principal. La DA es un neurotransmisor monoaminérgico y una catecolamina,
debido a su estructura quimica y al hecho de que contiene un nucleo catecol. Su biosintesis consiste
en la conversién de tirosina a L-DOPA por la enzima tirosina hidroxilasa (TH), seguida de la del
pasaje de L-DOPA a dopamina por la enzima DOPA-descarboxilasa. Hay diversas areas del cerebro
donde se concentran las neuronas dopaminérgicas productoras de DA. Las m4s importantes son la
SNy el area tegmental ventral (VTA) en el mesencéfalo. Otras areas incluyen el hipotalamo, el bulbo
olfatorio y la retina.*°

La DA tiene su efecto actuando sobre receptores pertenecientes a la superfamilia de receptores
acoplados a proteina G y hay al menos 5 tipos de receptores de DA que se dividen en 2 subtipos
principales: los receptores tipo D1 (que incluye a los de tipo D1 y D5) y los receptores tipo D2 (que
incluye a los de tipo D2, D3 y D4). Al igual que cualquier otro neurotransmisor modulador, la funcién
de la DA es compleja ya que es capaz de actuar de varias formas en relacion al tipo de receptor
que active, el tipo celular involucrado y la region del sistema nervioso de la que se trate.*°

Existen varias grandes vias dopaminérgicas que llevan DA desde las regiones de concentracion
mencionadas en el parrafo anterior, hacia otras partes del cerebro: la via nigroestriatal, la via
mesolimbica y la via mesocortical (Fig. 2). La via nigroestriatal, consta de neuronas dopaminérgicas
gue residen en la SN, cuyos axones se proyectan hacia el CE, y esta involucrada en la funcién
motora y el aprendizaje asociativo, entre otros. La via mesolimbica, que consta de neuronas
dopaminérgicas que se proyectan desde el VTA hasta el CE, principalmente al nacleo accumbens,
es esencial en el procesamiento de recompensas y la aversion. Finalmente, la via mesocortical,
cuyas neuronas dopaminérgicas también se originan en el VTA, pero se proyectan principalmente
a la corteza prefrontal, esta implicada en el funcionamiento ejecutivo y cognitivo. 4
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Figura 2: Sistemas dopaminérgicos. Representacion esquemética de las principales vias dopaminérgicas
del cerebro: la via nigroestriatal (verde), la via mesolimbica (rojo) y la via mesocortical (violeta). [Adaptado de
Reneman et al., 2021]*.

Como sucede con cualquier otro sistema, el sistema dopaminérgico puede verse afectado por una
enorme diversidad de factores, alterando la cantidad de dopamina presente en el sistema nervioso
y con multiples consecuencias funcionales. Como se mencioné anteriormente, una de las
principales patologias asociada al sistema dopaminérgico es la EP. Si bien esta es una afeccion
gue involucra a varios sistemas, los sintomas clinicos que conducen a los pacientes de esta
enfermedad a la consulta médica, son generalmente problemas motores causados por una
degeneracién de la via nigroestriatal en un patrén espacio-temporal caracteristico de la EP.

Para comprender mejor las consecuencias de la degeneracion de la via nigroestriatal en necesario
describir en mayor detalle las regiones involucradas: la SN y el CE. La SN se compone de dos
partes: la pars compacta (SNc), de ubicacion posterior y apariencia oscura, en la que se encuentran
neuronas juntas con melanina en gran cantidad; y la pars reticulada (SNr) de ubicacién anterior y
apariencia mas clara, que ocupa mayor espacio, pero con muchas menos neuronas. Por otro lado,
el CE es una estructura en forma de C en el cerebro, que en primates estd compuesta por dos
regiones principales, el nucleo caudado y el putamen. Tanto la SN como el CE forman parte del
sistema de GB, integrados ademas por otros nicleos subcorticales como los segmentos externo e
interno del Globo Palido (GPe, GPi, respectivamente) y el nicleo subtalamico (STN).*? Segun
modelos simplificados que describen las conexiones entre estos nucleos, se define que la salida de
los GB esta determinada por el equilibrio entre la via directa y la via indirecta, que se originan a
partir de distintas poblaciones de neuronas espinosas medias (MSN) del CE y se proyectan a
diferentes estructuras de salida (Fig. 3)*3. Se cree que estos circuitos tienen efectos opuestos sobre
el movimiento. Especificamente, se postula que la actividad de las MSN de la via directa promueve
el movimiento, mientras que se supone que la activacion de las MSN de la via indirecta lo inhibe,
aunque investigaciones anatomicas posteriores revelaron que la organizacion real es bastante mas
compleja®.
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La EP esta relacionada con un desbalance entre las vias directa e indirecta a nivel estriatal como
consecuencia de la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la SN. Especificamente se
postula que la pérdida de dopamina provoca hipoactividad de la via directa e hiperactividad de la via
indirecta. En consecuencia, la actividad excesiva de la via indirecta suprime la activacién de GPe,
aumenta la actividad de STN e impulsa un aumento en la inhibicion talamica mediada por GPi. Al
mismo tiempo, la disminucion de la activacion de la via directa desinhibe las neuronas GPi, lo que
favorece la supresion del talamo y la corteza. En suma, esto conduce a una supresion del movimiento
y provoca las anomalias del comportamiento motor observadas clinicamente.*
1.1.2.3. Patogénesis de la enfermedad

En condiciones fisiolégicas normales, la muerte neuronal es altamente restringida en el cerebro
adulto, incluso en individuos afiosos*. Si bien durante el desarrollo del SNC, la neurogénesis es
usualmente acompafada por pérdidas neuronales masivas como parte necesaria de la construccion
de un centro de comandos funcionalmente adecuado*’, la neurodegeneracion extensiva raramente
ocurre en el SNC maduro“. Sin embargo, en enfermedades neurodegenerativas como la EP, se
produce un aumento significativo de la pérdida neuronal en comparacion con los controles de la
misma edad, que se correlaciona con la progresion de la enfermedad*&-5.

Los mecanismos moleculares subyacentes a la muerte neuronal en enfermedades
neurodegenerativas alun no son bien comprendidos. Para abordar esta temética en el marco de la
EP, es importarte mencionar que las neuronas de la SN, estan dentro de las células méas vulnerables
del cerebro debido a una deficiencia relativa en factores neuroprotectores, como el antioxidante
glutation, y porque estan expuestas a un alto nivel de estrés oxidativo causado por la presencia del
metabolismo dopaminérgico y el gran gasto energético para mantener un extenso arbol axonal, entre
otros factores®®°’. De forma interesante, a pesar de esta vulnerabilidad al dafio, los sintomas clinicos
de la EP, aparecen recién cuando aproximadamente el 50% de las neuronas dopaminérgicas de la
SN y el 80% de la dopamina estriatal han sido perdidas. Esto se explica por el hecho de que el
sistema nervioso responde de forma adaptativa a eventos ambientales internos y externos que
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podrian llegar a afectar su funcionamiento, con cambios moleculares, celulares, sistémicos y
comportamentales. Es asi, que se ha vuelto evidente que muchos de esos mismos mecanismos son
utilizados en respuesta a enfermedades, incluyendo a las enfermedades neurodegenerativas como
la EP.%8

A pesar de estos esfuerzos, dada la naturaleza progresiva de la enfermedad, se alcanza un umbral
en el que estos mecanismos compensatorios ya no son suficientes para mitigar el efecto de la
neurodegeneracion, remarcando la necesidad de comprender con mayor exactitud los procesos
moleculares que conducen a la muerte neuronal y asi poder identificar tratamientos que al menos
detengan su progresion.

Como generalidad, la muerte neuronal ocurre luego de que la célula activa programas bien
orquestados para terminar su existencia, un proceso que puede desencadenarse debido a sefiales
internas o externas, a lo largo de toda la vida de la célula. Este proceso, es la solucién final para una
neurona, que ocurre Unicamente cuando se apilan mdltiples estresores a un nivel superior a la
capacidad de recuperacion de la célula, una circunstancia que se observa comdnmente en las
enfermedades neurodegenerativas y otros incidentes traumaticos como la isquemia.>®

A lo largo de la vida de una neurona, existen factores que actian como estresores dentro de la célula
y en el caso de las enfermedades neurodegenerativas, sus caracteristicas fisiopatoldgicas a menudo
incluyen la acumulacién de proteinas mal plegadas y la formacion de agregados de alto orden®%-62,
Esto tiene como consecuencia una serie de eventos citotoxicos comunes, que incluyen estrés
oxidativo (EO) por un aumento del niumero de especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno
(RNS), excitotoxicidad (mecanismo de dafio celular inducido por la sobreactivacion de los receptores
de glutamato), disfunciones sinapticas, alteraciones en los sistemas de degradacién de proteinas
dafados, estrés de reticulo endoplasmico (RE), dafio en el acido desoxirribonucleico (ADN),
disfuncién mitocondrial, neuroinflamacion y reentrada al ciclo celular®®. Todos estos son importantes
desafios neuronales y su mal manejo eventualmente conduce a la muerte neuronal, donde la
apoptosis y la necrosis son las vias de muerte principales®4.

En particular para la EP, los mecanismos patogénicos (Fig. 4) no son la excepcion a lo discutido en
el parrafo anterior y se propone que estos no son mutualmente exclusivos, sino que interactdan y se
combinan para culminar en procesos neurodegenerativos®. A continuacién, discutiremos los
principales mecanismos en mayor profundidad en un contexto de EP.
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Figura 4. Mecanismos patogénicos que contribuyen a la muerte de neuronas dopaminérgicas en la
enfermedad de Parkinson. Todos estos mecanismos se cruzan y culminan en procesos neurodegenerativos
en la EP. (A) La disfuncién mitocondrial, da como resultado una cascada de disfuncién celular interconectada.
(B) Neuroinflamacién, facilitada por la microglia y astrocitos, que liberan factores neurotéxicos. (C) Aumento
de la fision y fragmentacién mitocondrial, que puede iniciar la muerte celular apoptotica al inducir la liberacion
de citocromo C. (D) Debido a que la autofagia y el sistema ubiquitina-proteosoma (UPS) son procesos
dependientes de ATP, la reduccion de ATP reduciria la eliminacién autofagica de proteinas y organelos
dafiados. Este proceso también es sensible a las especies reactivas de oxigeno (ROS). (E) Generacion de
ROS, que tiene la capacidad de promover la formacion de oligémeros téxicos y agregados de proteinas (F),
que alteran la funcién del UPS (G) e inducen dafio al ADN (tanto nuclear como mitocondrial). (H) El dafio al
ADN produce alteracién de la funcion nuclear, inestabilidades genémicas y disfuncion mitocondrial. (1) El Ca?*
celular desregulado esta influenciado por la disfuncion mitocondrial, porque las mitocondrias ayudan a regular
los niveles de Ca?" intracelular. Cuando se dafan, las mitocondrias liberan mas Ca?* al citosol, aumentando
asi la excitotoxicidad celular. La sobreactivacién de los receptores excitadores también produce excitotoxicidad
debido al influjo de Ca?* que luego produce defectos posteriores como la despolarizacién mitocondrial inducida
por Ca?*. [Extraido de Helley et al., 2017]°.

Varias lineas de investigacion sustentan las implicancias de la disfuncién mitocondrial como un factor
importante en la muerte de neuronas dopaminérgicas, llegando a proponerla como el objeto
patogénico comun mas importante para esta enfermedad por su relacion con varias de las principales
mutaciones genéticas y toxicos ambientales asociadas a la EP®®. Este fendmeno se refiere a un
deterioro en el funcionamiento normal de las mitocondrias, las estructuras celulares responsables de
producir la mayor parte de la energia (ATP) necesaria para el funcionamiento de las células®’. Se ha
observado que mitocondrias provenientes de individuos con EP son mas susceptibles al dafio
inducido por la neurotoxina metil-fenilpiridinio (MPP+), lo que sugiere una disfuncion mitocondrial
inherente®. Ademas, las neuronas dopaminérgicas son mas sensibles que otras células a la
inhibicion del complejo | de la cadena de transporte de electrones por sustancias como la rotenona,
gue ademas de conducir a la neurodegeneracion en la SN, reproduce la formacion de cuerpos de
Lewy®®7°, Se cree que la disfunciéon mitocondrial participa directamente en la muerte celular a través
de la activacion de caspasas y la liberacion de proteinas proapoptéticas, lo que finalmente resulta en
fragmentacion del ADN, alteraciones en el citoesqueleto celular y muerte celular. Ademas, la
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inhibicion del complejo | puede resultar en la acumulacion de ROS y otros oxidantes poderosos, que
causan dafio a los contenidos celulares y perpettan el ciclo de dafio.

Por otro lado, la deposicion anormal de proteinas en el tejido nervioso se considera una de los
principales factores patogénicos de la EP. Como ya se menciond, la a-sin se acumula en los cuerpos
de Lewy y mutaciones en el gen que la codifica se asocian como formas genéticas de la enfermedad.
Se especula que esta acumulacién esta relacionada con un fallo o mal funcionamiento del sistema
de ubiquitina-proteosoma (UPS), la principal via de degradacion de la mayoria de las proteinas
intracelulares. ElI UPS involucra la conjugacién de ubiquitina a sustratos diana, seguido de la
degradacién de las proteinas etiquetadas por el proteosoma 26S. Los cuerpos de Lewy generados
en la EP son el resultado de una inhibicién del proteosoma que conduce a la acumulacién de
proteinas ubiquitinadas intracelulares y causa la muerte. Es posible que esto esté reflejando intentos
fallidos por el UPS de remover proteinas dafiadas/anormales que han sido etiquetadas para su
destruccion, pero debido a un mal funcionamiento o sobrecarga del UPS, o por cambios especificos
asociados a la patologia en los sustratos proteicos, se detiene la degradacion. A su vez, este sistema
esta ligado a la respuesta de estrés de reticulo ya que el RE, como sitio de sintesis y plegado de
proteinas, es el encargado de enviarle al UPS las proteinas para su degradacion. El estrés de RE
resulta en la acumulacion y agregacion de proteinas mal plegadas y como consecuencia, la célula
reacciona mediante la implementacion de la respuesta a proteinas desplegadas (UPR), que consiste
en la detencién de la sintesis de proteinas, la induccién de proteinas chaperonas que ayudan al
plegamiento de las proteinas que ya estan en el sistema y la degradacién de las proteinas que no
pueden ser plegadas por el RE. Aunque la activacién de la UPR es ante todo una respuesta
neuroprotectora, una activacion prolongada de esta respuesta como la que se ha observado en la
EP y otros desordenes neurodegenerativos, puede desencadenar la muerte celular.”

Si bien se desconoce el mecanismo molecular por el que la a-sin puede llegar a inducir muerte
celular, se ha asociado su expresion en neuronas dopaminérgicas con disfuncion mitocondrial y EO.
Por un lado, la a-sin es requerida para el control de la homeostasis mitocondrial y puede resultar en
la fragmentacion de la membrana mitocondrial, lo que conduce a una disminucién en la comunicaciéon
entre la mitocondria y el RE, afectando multiples funciones e incitando la muerte celular.®® Por el otro,
los agregados de a-sin son capaces de romper la membrana de los lisosomas al entrar a la célula
por endocitosis, aumentando los niveles de ROS y produciendo EO®®, que es el resultado de un
desbalance entre la produccion de radicales libres y defensas celulares antioxidantes, donde las altas
cantidades de ROS atacan proteinas, lipidos, acidos nucleicos, alteran vias de sefalizacion y
metabdlicas, inducen disfuncién mitocondrial, destruyen membranas y organelos subcelulares y
finalmente conducen a la apoptosis celular . En paralelo, el metabolismo de la DA presente en las
neuronas de la SN, esta fuertemente relacionado con el EO, ya que la degradacion de DA genera
ROS y su oxidacion puede conducir a la produccion de neurotoxinas endbgenas, volviendo a las
neuronas dopaminérgicas particularmente vulnerables a desequilibrios en la homeostasis redox’.

Finalmente, uno de los mecanismos asociados a la muerte neuronal mas estudiado de los dltimos
afios es el de la neuroinflamacion. Este es un proceso inflamatorio que ocurre en el SNC que se
caracteriza por la activacion de células del sistema inmunolégico, como microglia y astrocitos, en
respuesta a lesiones, infecciones, enfermedades neurodegenerativas u otros factores
desencadenantes. Aunque la neuroinflamacion puede ser una respuesta inicialmente protectora, Si
se vuelve crénica o excesiva como ocurre en enfermedades neurodegenerativas, puede contribuir a
dafio neuronal y exacerbar el problema.’” Particularmente en el caso de la EP, este deterioro de la
respuesta inflamatoria fue evidenciado en examenes post mortem de cerebros de pacientes con la
enfermedad, que revelaron altos niveles de neuroinflamaciéon, con una fuerte presencia de
astrogliosis y de microglia activada’. Se postula que la liberacion de potentes mediadores
inflamatorios y otros mecanismos celulares alterados, pueden ser importantes mediadores de la
muerte de las células dopaminérgicas ®, pero este punto serd discutido en detalle en un capitulo
posterior, dedicado especificamente al rol de la glia inflamatoria en la EP.
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1.1.2.4. Tratamientos

Si bien las opciones de tratamiento para la EP se han vuelto mucho més sofisticadas con el pasar
de los afnos, los medicamentos mas utilizados actualmente a nivel mundial, se enfocan en tratar los
sintomas y no en detener o enlentecer la neurodegeneracion dopaminérgica. Hasta la fecha, el
medicamento mas eficaz para el tratamiento de esta patologia, es la L-DOPA, precursor metabélico
de la dopamina. Esta droga es utilizada para reaprovisionar al CE de dopamina, lo que en un principio
alivia la mayoria de los sintomas. Sin embargo, rapidamente se descubrié que, con los afios, el
tratamiento provoca movimientos involuntarios en los pacientes, que son dificiles de controlar y
comprometen la calidad de vida de quienes los padecen.”’

Por este motivo, las investigaciones actuales estan enfocadas en la prevencién de la degeneracion
de neuronas dopaminérgicas. Sin embargo, el primer obstaculo para el desarrollo de drogas
neuroprotectoras es la falta de conocimiento sobre la etiologia exacta de la EP. Considerando
algunas de las disfunciones celulares que anteriormente se discutieron como importantes para la
patogénesis de la EP, se han probado una variedad de tratamientos neuroprotectores enfocados en
ellas, como la administracion de factores tr6ficos como el factor neurotréfico derivado de la glia
(GDNF), tratamiento con coenzima Q10 para aumentar la funcidbn mitocondrial, reductores de
excitotoxicidad, drogas para reducir la agregacién de a-sin, pero la mayoria han mostrado modestos
resultados por variadas razones.*?

Otras opciones de tratamiento incluyen nuevos agonistas de dopamina, terapia génica enfocada en
generar neuroproteccion o en la proveer de dopamina al CE e implantacion de neuronas
dopaminérgicas derivadas de células madre en el CE, aunque hasta el momento, nada de esto ha
sido completamente efectivo #?, lo que nuevamente remarca la necesidad de innovacién a la hora de
estudiar enfermedades neurodegenerativas.

Para los pacientes en los que los tratamientos farmacolégicos ya no son adecuados, las
aproximaciones quirdrgicas son una opcion altamente beneficiosa. Existen dos tipos de
aproximaciones quirargicas principales: lesiones localizadas (ablaciones) de areas especificas del
cerebro (talamo y GPi) y la estimulacién cerebral profunda (DBS). En este marco, la terapia de DBS
es el tratamiento quirtrgico mas utilizado y ha mostrado ser capaz de reducir algunos de los sintomas
asociados a la EP. Esta consiste en una estimulacion de alta frecuencia mediante electrodos tanto a
nivel del STN como del GPi y tiene la ventaja de ser un procedimiento ajustable y reversible, a
diferencia de las ablaciones.*?7"®

1.1.2.5. Acercamientos experimentales para su estudio

Para lograr avanzar en el estudio de los mecanismos patogénicos de la EP y evaluar la eficacia de
posibles terapias, es necesario el uso de modelos preclinicos para perturbar las funciones del sistema
dopaminérgico en el cerebro. Los modelos mas utilizados para el estudio de esta patologia son
predominantemente los inducidos por toxinas selectivas para las neuronas dopaminérgicas, aunque
mas recientemente, se han hecho avances importantes utilizando modelos genéticos.”

Los modelos basados en toxinas han sido un medio importante para investigar la biologia subyacente
de la EP. En particular, en roedores, inyecciones de 6-hidrodopamina (6-OHDA) en la via
nigroestriatal, o tratamiento con inhibidores del complejo | mitocondrial como la rotenona o el N-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), son los modelos animales con toxinas mas utilizados para
causar dafio en las neuronas dopaminérgicas.”

La inyeccion local de 6-OHDA en la SN de ratas y ratones provoca una degeneracion aguda de las
neuronas dopaminérgicas. La molécula de 6-OHDA es un anélogo hidroxilado de la DA que comparte
algunas similitudes estructurales con la DA y noradrenalina, lo que permite que sea reconocida por
las neuronas dopaminérgicas como DA y absorbida por la célula. Con su entrada en el citoplasma,
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la 6-OHDA expresa su toxicidad y destruye selectivamente las células monoaminérgicas, por una
combinacion de efectos de ROS y quinonas tdéxicas (producto de su propia degradacion).®’ Ratas
con lesiones unilaterales de 6-OHDA en la SN presentan un sindrome motor caracteristico que
incluye un comportamiento de rotacion ipsilateral al lado de la lesion, ya sea espontdneamente o en
respuesta a agentes liberadores de DA como la anfetamina.®!

Por otro lado, el sindrome parkinsoniano causado por la toxina MPTP fue descubierto
accidentalmente en humanos.®?8 E| parkinsonismo inducido por MPTP se presenta con los signos
clinicos tipicos de temblor, rigidez y bradicinesia, al igual que la enfermedad de Parkinson idiopética.
La molécula MPTP parece ser selectivamente neurotéxica para humanos y otros primates. Se ha
demostrado que, una vez dentro de la célula, el MPTP se oxida a MPP+y esa es la forma téxica para
las neuronas dopaminérgicas, que inhibe el complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial,
causando un aumento de radicales libres y una disminucion en la produccion de ATP, conduciendo
a la muerte neuronal 3384

Aungue es importante mencionar que, si bien estos modelos replican caracteristicas cardinales de la
EP como la degeneracion de la via nigroestriatal y sus consecuentes alteraciones motoras, no
emulan exactamente los mismos comportamientos motores anormales observados en humanos con
EP, ni logran reproducir los cambios cognitivos mas sutiles. Ademas, muchos de los modelos toxicos
no estan asociados con la formacion de cuerpos de Lewy a pesar de que estos son un sello distintivo
de la enfermedad. Por este motivo, es importante tener en cuenta esas diferencias a la hora de
explotar la capacidad de estos modelos para ayudar a describir la patogénesis de la enfermedad real
y predecir terapias efectivas.

Por otra parte, los modelos genéticos son innovaciones mas recientes que se basan en la
sobreexpresion de proteinas y la mutacion de genes que han sido identificados como responsables
de la EP familiar. En particular, se han desarrollado varios modelos de animales transgénicos que
intentas reproducir las caracteristicas de la enfermedad a través de la sobreexpresion de a-sin y la
mutacion de genes como PARKIN, PINK1 y DJ-1. Si bien logran capturar una amplia gama de
manifestaciones patolégicas de la EP, incluida la formacién de cuerpos de Lewy, también tienen
limitaciones asociadas, entre ellas el alto costo de su implementacién.8>-87

1.1.3. Rol de las células gliales en la homeostasis del SNC

La glia, también conocida como neuroglia, es un componente fundamental del sistema nervioso junto
con las neuronas. En todas las partes del sistema nervioso, las células gliales superan en niimero a
las neuronas y constituyen una gran parte del tejido nervioso, por ejemplo, ocupando
aproximadamente la mitad del volumen del cerebro. Estas células llevan a cabo muchas funciones
indispensables, tanto en el desarrollo como durante el funcionamiento normal del sistema maduro®
y también son actores importantes en la reaccién del sistema nervioso ante enfermedades y traumas.
El término “glia” engloba una categoria amplia de células que se compone de varios subtipos dentro
del SNC. Se divide en macroglia y microglia, en relacion a su tamafio y su origen embrionario, donde
la macroglia es la mas grande con un origen ectodérmico y la microglia es de menor tamafio con un
origen mesodérmico. La macroglia es mayoritaria, representando el 85-90% de la glia total, mientras
gue la microglia representa el 10-15% restante. A su vez, dentro de la macroglia, los astrocitos son
las células mayoritarias. En un cerebro adulto en condiciones basales encontramos que los astrocitos
representan el 80% de la poblacién glial total, oligodendrocitos 5% y microglia 10-15%.8%%°

Si bien las células gliales no producen impulsos eléctricos y se las consideraba células de soporte
para las neuronas, se harevelado que las células gliales son superiores a las neuronas en diversidad
y funcién celular, siendo claves en regular la actividad neuronal. La microglia y los astrocitos cumplen
diversas funciones, incluidas las respuestas inmunes innatas en el cerebro.®® Tradicionalmente,
ambos pueden clasificarse en dos fenotipos opuestos: neurotoxico y neuroprotector. Diversos
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autores dividen a la microglia en los fenotipos M1 (activacién clasica, neuroprotectora) y M2
(activacion alternativa, neurotdxica) segun su estado de activacion. Al igual que la microglia, los
astrocitos pueden producir mediadores inmunorreguladores o proinflamatorios, segun el fenotipo que
adopten (Al o A2, respectivamente). Sin embargo, los cambios en los fenotipos de la microglia y los
astrocitos, su pérdida de funciones neuroprotectoras y su ganancia de funciones neurotoxicas son
mas complicados que esto y pueden diferir segin el estadio de las enfermedades
neurodegenerativas, la gravedad y la region involucrada. Por lo tanto, la clasificacion dicotomizada
simple no puede reflejar los diversos fenotipos de microglia y astrocitos y deben considerarse mas
como parte de un espectro, en lugar de dos poblaciones discretas.®

Las microglias estan presentes en todas las regiones del SNC y si bien histéricamente se han
descrito como los fagocitos del SNC, los avances en las técnicas de investigacion en las uUltimas
décadas han demostrado que cumplen una gran variedad de funciones (Fig. 5). Estan fuertemente
involucradas la regulacion de la homeostasis, encargandose del mantenimiento fisioldgico, que
incluye la migracion a los sitios lesionados, la remodelacion de las sinapsis y el mantenimiento de la
homeostasis de la mielina ®2. Por otra parte, son las principales células inmunes innatas y las primeras
en responder a las agresiones patoldgicas, protegiendo al SNC mediante la exploracion constante
de su entorno en busca de posibles dafios al tener la capacidad de detectar estimulos nocivos,
incluidos los patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP) y los patrones moleculares
asociados a dafios (DAMP)®. En respuesta a tales estimulos, la microglia produce citocinas
proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 18 (IL-1B), interleucina
16 (IL-16), interleucina 18 (IL-18) y quimiocinas, para reclutar células adicionales y eliminar agentes
patoldégicos®. Sin embargo, aunque la neuroinflamacién es un mecanismo neuroprotector, la
neuroinflamacion sostenida puede inducir neurotoxicidad y estd relacionada con la
neurodegeneracion®®. A lo largo de la vida, la microglia tiene la capacidad de autorrenovarse
mediante proliferacién, mientras que durante condiciones patolégicas este proceso cambia hacia la
expansion clonal dependiendo de la necesidad local de microglia®. Esta proliferacion de microglia
esta asociada con procesos de apoptosis que elimina el exceso de microglia para mantener el
numero de células bajo control®®. Esta capacidad de autorrenovacion indica que la microglia esta
sujeta a cambios constantes independientemente de la enfermedad o las actividades homeostaticas.
Después de una lesion, la microglia sufre cambios morfolégicos y transcripcionales para adaptar su
comportamiento en respuesta al tipo de lesion.®’
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Por otra parte, los astrocitos son las células gliales mas comunes en el SNC. Son arreglos globoides
tridimensionales heterogéneos tanto morfolégicamente como en expresion de marcadores, expresion
génicay proteinas, que desempefian funciones activas y esenciales en la homeostasis del SNC (Fig.
6). La mayoria de los astrocitos tienen polaridad funcional, ya que es usual encontrarlos en la
cercania de las neuronas y al mismo tiempo con sus prolongaciones contactando los vasos
sanguineos. En los capilares del sistema nervioso los pies de los astrocitos se encuentran cubriendo
mas del 95%.% Por este motivo, cuando se habla de la estructura y funcionamiento del sistema
nervioso, no se puede dejar de considerar el rol de los astrocitos. A través de la comunicacion
bidireccional con otros tipos de células, incluidas neuronas, pericitos, células endoteliales y otras
células no neuronales, los astrocitos afectan casi todos los aspectos del funcionamiento saludable
del SNC. Regulan los procesos de mielinizacion y el crecimiento de neuritas a través de la secrecion
de factores y componentes de la matriz extracelular®®1% e interactian con la microglia durante el
desarrollo participando en los procesos de sinaptogénesis y poda de sinapsis'®. Ademas,
contribuyen a la induccién y mantenimiento de la barrera hematoencefalica (BHE)°? y a la regulacion
del flujo sanguineo®®. Los astrocitos también participan en la produccién y el reciclaje de varios
neurotransmisores, incluido el glutamato, a través de los transportadores GLAST y GLT-1%4,
Ademas, liberan gliotransmisores para enviar sefiales a las neuronas!®, influyendo en la
neurotransmision y la plasticidad'®*. Desempefian funciones importantes en la homeostasis ion-agua,
incluida la amortiguacion espacial de potasio, que es de particular importancia para un
funcionamiento saludable de la sustancia blancal®-'% Los astrocitos también sirven como
proveedores de energia mediante la captacion de glucosa del torrente sanguineo y el
almacenamiento de glucégeno, una funcién exclusiva de los astrocitos en el SNC%, El glucégeno
derivado de los astrocitos se libera en forma de lactato y se entrega a los axones neuronales para
satisfacer sus altas demandas metabdlicas®4'® y a los oligodendrocitos para usarlos como sustrato
para la produccion de mielinal’®. También proporcionan muchos factores tréficos y de crecimiento,
incluido el hierro, para apoyar a las células circundantes'® ! Todas estas funciones complejas
ilustran su importancia para el funcionamiento saludable del SNC.

Los astrocitos forman un gran entramado que actia como un sincitio funcional, debido a la existencia
de un acoplamiento entre las células a través de uniones intercelulares como las que se describen
en la sinapsis eléctrica, donde a su vez cada astrocito tiene su propio dominio delimitado.® Esto
ocurre en condiciones normales, pero cuando comienzan a ocurrir fallos en el SNC, ese sincitio
funcional empieza a desacoplarse, perdiéndose esa delimitacion y desencadenando una serie de
problemas, donde los astrocitos en vez de comunicarse con sus pares, comienzan a comunicarse
con el medio y a enviar sefiales que generalmente pueden tener efectos negativos, pudiendo
convertirse en una condicion patoldgica. Al igual que la microglia, tienen subpoblaciones
proinflamatorias e inmunorreguladoras (neuroprotectoras), donde los astrocitos reactivos
proinflamatorios regulan positivamente varios genes e inducen factores proinflamatorios como IL-1j3,
TNF-a y oxido nitrico, que se sabe que tienen funciones dafiinas, y los astrocitos reactivos
neuroprotectores regulan positivamente muchos factores neurotréficos y trombospondinas.!!?
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Figura 6: Funciones astrociticas en el
SNC. Los astrocitos desempefian
funciones esenciales en el SNC,
tratindose de células con capacidad de
proliferacién, que brindan soporte a
oligodendrocitos y los procesos de
mielinizacion de los axones, participan en
el transporte de glutamato y sintesis de
glutamina, regulan la neurotransmision y
plasticidad sinaptica, controlan la
homeostasis de iones y agua, regulan el
crecimiento de neuritas, mantienen la
barrera hematoencefalica, interactian
con la microglia para inducir respuestas
inmunes innatas y respuestas a lesiones
y proteccion del tejido sano, incluida la
formacion de la cicatriz glial que rodea el
area dafada. [Extraido de Bugiani et al.,
2022].101
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Por altimo, el oligodendrocito es un tipo de célula glial que tiene la funcién principal de producir
mantener la mielina, una sustancia que recubre y aisla las fibras nerviosas (axones) para facilitar la
transmision eficiente de los impulsos eléctricos entre las neuronas, en un proceso denominado
mielinizacién (Fig. 7). La mielina actia como un aislante eléctrico que acelera la velocidad de
conduccion de los impulsos nerviosos, por lo que los oligodendrocitos son esenciales para el
funcionamiento adecuado del sistema nervioso y la comunicacion neuronal. En el contexto de
enfermedades neurolégicas y trastornos del SNC, también pueden contribuir a la neurodegeneracion
cuando se dafian o se ven afectados de manera adversa. Su disfuncién puede dar lugar a la
desmielinizacion, inflamacion y otros procesos que contribuyen a la degeneracion neuronal y a la
progresion de las enfermedades neurodegenerativas. !

Figura 7: Mielinizacion en el SNC. Cada oligodendrocito en
el SNC puede extender proyecciones citoplasmaticas para
formar mdltiples vainas de mielina multicapa (rosa) alrededor
de diferentes axones neuronales (celeste). [Adaptado de Chen
et al., 2021]*%4,

Vaina de
Oligodendrocito ~ mielina
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Algo muy interesante es que a diferencia de lo que pasa con las poblaciones neuronales que estan
bastante conservadas a lo largo de toda la escala zooldgica, la glia es una especializacion que va en
paralelo con la complejidad del sistema nervioso. De hecho, el humano tiene tipos de astrocitos que
las demas especies no tienen, son mas cantidad, mas complejos y mas grandes.!®

1.2. Antecedentes especificos

Las enfermedades del cerebro humano son atribuidas casi de manera universal a malfuncionamiento
o pérdida de células nerviosas. Sin embargo, como se mencioné anteriormente, a pesar de décadas
de investigacion, aun se desconocen las causas que llevan a la muerte neuronal en enfermedades
neurodegenerativas y tampoco hay disponibilidad de tratamientos efectivos para prevenir o curarlas.
Una posible causante de esto, es la perpetuacion de una vision neurocentrista muy limitada, que no
permite estudiar al cerebro como un conjunto numeroso de actores que interactian de forma
compleja entre si. Esto ha contribuido al desplazamiento del foco de las investigaciones desde las
poblaciones neuronales degenerantes, hacia el microambiente celular y ha posicionado a las células
gliales, principalmente astrocitos y microglia en su rol de glia inflamatoria, como importantes blancos
de estudio y potenciales dianas terapéuticas. 2’

1.2.1.  Mecanismos no autbnomos celulares en la EP

A pesar de que la neurona es la Unica célula apta para descargar potenciales de accion en el SNC,
no es capaz de vivir por si sola y presenta una gran dependencia hacia el resto de las células para
sobrevivir, evidenciado por el gran nimero de células gliales en relacion al nUmero de neuronas
presentes en el sistema. Por esto, resulta imprescindible tomar en cuenta a la glia al estudiar la
neurodegeneracion. En concordancia, la evidencia experimental muestra que la muerte neuronal
podria ser explicada en gran parte por mecanismos “no autbnomos celulares”, es decir, que se trata
de un proceso dependiente en el que para que la muerte neuronal ocurra debe haber dafo en las
neuronas y en la poblacion glial también?26:116,

Considerando la abundancia de células gliales en el SNC y las numerosas funciones que desarrollan,
en los Ultimos afios las investigaciones sobre glia y enfermedades neurodegenerativas han
desarrollado la hipétesis de que estas juegan un rol esencial en la patogenia de estas enfermedades,
posicionandolas como actores fundamentales a la hora de exacerbar o aliviar la progresion de la
enfermedad. Se propone que la progresion de la mayoria (si no todas) las enfermedades
neurodegenerativas del SNC, esta determinada por la capacidad de la glia para mantener la
homeostasis cerebral en condiciones de estrés, y el fallo en mantener este balance sefiala un dafio
irreparable y finalmente la muerte del tejido nervioso.

En particular, en los Ultimos afios, se ha comenzado a recolectar evidencia que sugiere que la
disrupcién de la biologia normal de las células gliales esta involucrada en la degeneracion de
neuronas dopaminérgicas en la EP. Se ha descrito que la muerte de neuronas dopaminérgicas es
acomparfiada de gliosis en la SN!” y se reconoce la importancia de la glia reactiva neuroinflamatoria
en la muerte neuronal!®1° Estudios recientes sugieren que astrocitos y microglia sufren cambios
morfolégicos y funcionales, alterando la homeostasis y contribuyendo activamente a la
aparicion/progresion de la EP118-121,

Dado su papel como mediadoras de la inmunidad y especialmente por su capacidad para iniciar la
neuroinflamacién en respuesta a moléculas proinflamatorias, la microglia ha sido un gran foco en los
estudios sobre la patogénesis de la EP y otras enfermedades neurodegenerativas.’?? Si bien
tradicionalmente se ha asumido que la neuroinflamaciéon es un fenbmeno que acompafa a las
enfermedades neurodegenerativas pero que no tiene influencia sobre ellas, existen muchos estudios
que identifican vinculos causales entre estos estados. La neuroinflamacién y la microglia reactiva
asociada se han reconocido desde hace mucho tiempo como elementos de la EP'?, pero ha sido
problematico descifrar cualquier relaciéon causal.
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En la EP, se produce una activacién crénica y persistente de la microglia, causando la liberacién de
una serie de moléculas proinflamatorias, como TNF-a y citocinas como IL-13 y IL-18, junto con ROS
y RNS, que promueven la neuroinflamacién y exacerban el dafio neuronal en la EP?*, La evidencia
sobre el papel de la sefalizacion proinflamatoria microglial en la patogénesis de la EP esta
fuertemente respaldada por una serie de estudios recientes que muestran la participacion del
inflamasoma microglial de la familia de receptores tipo NOD conteniendo el dominio pirina 3 (NLRP3),
un componente importante del sistema inmunolégico innato que media la activacion de caspasa-1y
la secrecion de IL-1B y IL-18, ya que esta via puede ser disparada tanto por la a-sin dada la
participacién de la microglia en su fagocitosis y la eliminacion, o directamente por la muerte celular
dopaminérgical®*1?°, En decir, que la interaccién entre a-sin y microglia juega un papel importante
en la patogénesis de la EP. Ademas, la inflamacion derivada de la microglia puede a su vez inducir
a los astrocitos a adoptar funciones neurotoxicas o a perder la funcionalidad neurotrofica o
sinaptotrofica, favoreciendo aiin mas al dafio neuronal®°,

En condiciones de dafio, los astrocitos pueden responder mediante cambios en la morfologia, la
expresion genética y/o las funciones®'%2 en un fenémeno denominado reactividad astrocitica®3.
Esta respuesta compleja suele provocar la pérdida de las principales funciones homeostaticas de
estas células y la ganancia de propiedades toxicas que pueden favorecer la formacion de cicatrices,
la produccion de citoquinas proinflamatorias y especies oxidativas, alterar la captacion de glutamato
y perjudicar la sintesis de neurotransmisores, y una amplia gama de defectos que terminan
promoviendo el dafio de las neuronas dopaminérgicas en un contexto de EP'2,

El marcador tradicional para estudiar la reactividad de los astrocitos es el de la proteina acidica fibrilar
glial (GFAP), pero mas recientemente, la acuaporina 4 (AQP4) y la proteina B fijadora de calcio S100
(S100B), han ganado relevancia a la hora de estudiar la fisiopatologia de la EP ***. El enfoque en
AQP4 es especialmente intrigante, ya que esta proteina desempefia multiples funciones claves en el
SNC, incluyendo la regulacién del equilibrio hidrico y la transduccion de sefiales de calcio en los
astrocitos. Se ha observado que pacientes con EP muestran una disminucion en la expresion de
AQP4, lo que podria tener consecuencias importantes para la salud neuronal ¥*138 |o que puede
aumentar la vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas al dafio y la neurotoxicidad, asi como
provocar una mayor activacion de las células gliales exacerbando procesos inflamatorios!3®-144, Por
otro lado, S100 es una proteina que se expresa en los astrocitos, particularmente en los del cuerpo
estriado, y desempenia diversas funciones, como la regulacion del calcio, el metabolismo energético,
la proliferacion celular y la estructura celulart*14¢, Niveles bajos de S100B pueden tener efectos
neuroprotectores, pero en concentraciones elevadas puede ser perjudicial para las neuronas,
causando sobrecarga de calcio, apoptosis, dafio oxidativo y neuroinflamacion excesiva'>1%, Los
niveles de S100B aumentan en la SN post mortem de pacientes con EP y en modelos animales de
la enfermedad?*’14°-1%1 donde se ha podido correlacionar este aumento con muerte celular®®?1%,
Ademads, el aumento sostenido de los niveles de S100 que puede inducir la activacion y migracion
de la microglia, amplificando la neuroinflamacién, el dafio oxidativo y la alteracion del metabolismo
de los neurotransmisores, todos ellos mecanismos subyacentes a la patogénesis de la EP*, Pero
estas no son las Unicas proteinas presentes en astrocitos que han sido asociadas con
neurodegeneracion en la EP. Otro ejemplo de esto es la monoaminooxidasa B (MAOB), cuyos niveles
aumentan significativamente en los astrocitos SN en la EP121156.157  contribuyendo a la patogénesis
de la enfermedad mediante una mayor degradacion de DA y otros sustratos, lo que resulta en una
sobreproduccion de H;O, y el consecuente EO8, Por otro lado, en modelos animales de la
enfermedad, los astrocitos muestran una mayor formacién de hemicanales, especialmente los
conformados por la proteina conexina-43 (Cx43), lo que conduce a una sefalizacion nociva en el
medio extracelular mediada por calcio®*?.

Interesantemente, la acumulacion de a-sin presente en las neuronas dopaminérgicas degenerantes
de pacientes con EP, se observa también en los astrocitos, probablemente como consecuencia de
una saturacion de la actividad fagocitica de estas células luego del intento de eliminar la proteina mal
plegadal®>®-1%, Esta acumulacién altera su correcta funcion celular y desencadena la liberacion de
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citoquinas que activan vias proinflamatorias que contribuyen a la degeneracion neuronal!'?, Otro
factor que contribuye a la patologia de la EP es la disfuncion de los transportadores astrociticos de
glutamato a través de la excitotoxicidad resultante'®*. Se ha observado una reduccién en la
recaptacion de glutamato y en la expresion de ciertos transportadores en modelos animales de la
enfermedad, que facilita el dafio excitotoxico y también compromete la capacidad de soporte
metabdlico y antioxidante de los astrocitos!®41%¢, Por tanto, los astrocitos presentan numerosas
alteraciones en el contexto de la EP que pueden afectar directa o indirectamente a la supervivencia
de las neuronas dopaminérgicas.

Interesantemente, en los Ultimos afios se ha descrito la aparicién de células gliales con propiedades
neurotoxicas en diferentes modelos de enfermedades neurodegenerativas. Particularmente, en un
modelo animal de ELA, investigadores del entonces Laboratorio de Neurobiologia Celular y Molecular
del IIBCE, describieron una subpoblacién de células astrociticas anormales o aberrantes
(denominadas “células AbA”), cuyo niumero aumenta significativamente durante la progresion de la
enfermedad y con una capacidad de proliferacion inusual, que resulté ser altamente toxica para
motoneuronas en cultivo!®’. Mas recientemente, investigadores del Centro Uruguayo de
Imagenologia Molecular, exploraron este mismo fendbmeno en la EA utilizando un modelo de ratones
transgénicos. En concordancia con lo observado en el modelo de ELA, se encontré una poblacion
de astrocitos en estos ratones, con una alta tasa de proliferacion, que resultaron ser neurotéxicos
para neuronas en cultivo'®. Aunque aln no hay publicaciones que evidencien la emergencia de
poblaciones gliales neurotdxicas en modelos de EP, estos datos sugieren que este podria ser un
fendmeno comun a diferentes enfermedades neurodegenerativas y que su estudio podria ayudar a
comprender mejor este tipo de patologias.

En suma, el papel de las células gliales en el dafio al SNC es complejo y alin no se comprende
completamente. Aunque estas células desempefian funciones cruciales en el soporte y
mantenimiento del sistema nervioso, su disfuncion puede contribuir a generar un ambiente tdéxico que
promueve la degeneracion de las neuronas. La liberacion de proteinas agregadas al espacio
extracelular que ocurre en muchas enfermedades neurodegenerativas, conduce tanto a astrocitos
como a la microglia a un cambio fenotipico proinflamatorio y neurotéxico. Por esta razon, la
investigacion en curso busca descifrar los mecanismos exactos que subyacen a la relacion entre las
células gliales y las diferentes formas de dafio al SNC con el objetivo de identificar nuevas dianas
terapéuticas para estas afecciones.

1.2.2. Antecedentes particulares del grupo

El Laboratorio de Mecanismos de Neurodegeneracion y Neuroproteccion del actual Departamento
de Neurobiologia y Neuropatologia del Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente Estable
(IIBCE), que integro, proviene de una larga historia de dedicacién al estudio de los complejos
procesos que conducen a la degeneracion neuronal, con el objetivo de arrojar luz sobre las
enfermedades neurodegenerativas mas desafiantes de nuestro tiempo, como la EP. Reconociendo
la inmensa brecha que persiste entre el espectacular avance de la longevidad humana y la falta de
terapias efectivas para estas afecciones cerebrales, nos enfocamos en identificar blancos
terapéuticos mediante la investigacion exhaustiva de los mecanismos fisiopatolégicos subyacentes.
Ademads, exploramos el vasto repertorio de moléculas presentes en la naturaleza en busca de
compuestos con potencial neuroprotector, con el objetivo de hallar nuevas herramientas terapéuticas
que puedan mejorar la calidad de vida de quienes padecen estas enfermedades neuroldgicas.6%-176

Enrelacion a los estudios planteados en esta tesis, hace algunos afios nuestro grupo de investigacion
inici6 una colaboracién con investigadores del entonces Laboratorio de Neurobiologia Celular y
Molecular del IIBCE, quienes reportaron la emergencia de las células AbAs en un modelo de ELA,
para investigar la generacion de este tipo de células gliales con capacidad neurotdxica en el marco
de la EP. Para ello utilizamos ratas inyectadas unilateralmente en la SN con la toxina 6-OHDA,
modelo de EP en el cual tenemos amplia experiencia 173:176-179,
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En estudios preliminares, se lograron aislar células de la SN dafiada (pero no del lado contralateral)
que sobrevivieron y proliferaron en cultivo. Las condiciones del cultivo y la morfologia sugieren
fuertemente que las células sobrevivientes tienen fenotipo glial. De forma interesante, estudios piloto
sugirieron que esta glia reactiva derivada del dafio (GRDD) podria ser capaz de inducir
neurodegeneracion de neuronas dopaminérgicas cuando son inyectadas en la SN de animales
controles. De confirmarse este hallazgo podria sugerir que las células obtenidas de este ambiente
degenerativo adquieren un fenotipo perjudicial para las neuronas de su entorno y mantienen este
fenotipo una vez aisladas y reimplantadas en tejido nervioso sano. Por este motivo, resulta imperativo
confirmar las observaciones preliminares y continuar la profundizacion en el conocimiento de la
biologia de estas células gliales derivadas del dafio, ya que podria contribuir al entendimiento de las
bases fisiopatoldgicas de la EP y su modulacion podria ser un novedoso blanco terapéutico.

2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Las células gliales juegan un papel significativo en la patogénesis de la EP, donde la
neurodegeneracion podria estar fuertemente asociada a la emergencia de fenotipos gliales
patologicos en la SN favorecidos por la generacion de un microambiente proinflamatorio. Estas
células gliales ganan funciones téxicas y/o pierden funciones tréficas y su presencia es suficiente
para producir la neurodegeneracion.

3. OBJETIVOS

3.2. Objetivo general

Estudiar las implicancias de la glia en el inicio y progresion de la EP utilizando el modelo de 6-OHDA,
para contribuir al conocimiento sobre las bases fisiopatoldgicas de la enfermedad.

3.3. Objetivos especificos

1- Describir el microambiente neurodegenerativo producido por la 6-OHDA, a partir del cual se
obtiene la GRDD.

2- Caracterizar los cultivos primarios de células gliales obtenidas a partir de ratas inyectadas con 6-
OHDA.

3- Evaluar el potencial neurotéxico de la GRDD in vitro.

4- Contribuir a la evaluacion del potencial neurotéxico de la GRDD in vivo.

4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos se sigui6é un plan de trabajo (Fig. 8) que parte de la inyeccion unilateral
de ratas Sprague Dawley (hembras y machos) de 230 a 260 gramos (alrededor de dos meses de
vida) con 6-OHDA a nivel de la SN, mediante cirugia estereotaxica. La dosis de este tratamiento fue
de 6 0 12 ug dependiendo del objetivo a trabajar y luego de tres dias desde el momento de la lesion,
se utilizaron los cerebros de estos animales para llevar a cabo los diferentes protocolos
experimentales que se detallaran a continuacion.

Para cumplir con el primer objetivo, se realizaron ensayos de inmunohistoquimica en la SN de ratas
inyectadas con 12 pg de 6-OHDA y sacrificadas luego de 3 dias, momento en que se obtienen las
células de interés. A partir de cortes histologicos se estudio la expresion de marcadores gliales como
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indicadores de reactividad glial a nivel de la SN: GFAP y S1008 para visualizar astrocitos e |ba-1
para microglia. También se evalu6 la expresion de TH a nivel de la SN y el CE para determinar la
integridad de la via nigro-estriatal. En los estudios de reactividad glial, se cuantificé la intensidad de
la sefial y el &rea ocupada por ella para cada marcador, mientras que la integridad de la via se evalu6
cuantificando el nimero de neuronas dopaminérgicas en la SN y el area ocupada por las fibras
dopaminérgicas en el CE. En todos los casos, los resultados se obtuvieron comparando el lado
ipsilateral a la inyeccion con el lado contralateral.

Para cumplir con el segundo objetivo, los animales unilateralmente tratados con 6 o 12 ug de 6-
OHDA fueron procesados para obtener cultivos celulares primarios al tercer dia de la lesion. Se
cultivaron muestras de tejido de la SN, CE y el hipocampo (Hc), para evaluar la produccion de GRDD
tanto en el sitio lesionado y como en otras regiones, eligiendo al CE por estar estrechamente
asociada a la SN y el Hc como regidn control. Luego de tres dias in vitro se cuantificé el nimero de
células obtenidas a partir de cada region y condicion, y esos datos se evaluaron en relacion al sexo
de los animales y la dosis de toxina utilizada para seleccionar los parametros de mejor rendimiento
y asi producir la mayor cantidad posible de células para utilizarlas en el resto de los objetivos. En
paralelo, se realizaron ensayos de inmunocitoquimica y otros métodos de tincion para poder evaluar
caracteristicas sobre su morfologia y su estirpe celular. En cuanto a la morfologia, se describi6 la
forma y el tamafio de las células provenientes de la SN, el CE y el Hc, tifiendo las células vivas con
naranja de acridina y midiendo el largo y el area de cada una en fotografias de microscopia de
fluorescencia. Los estudios sobre el fenotipo celular fueron realizados Unicamente sobre células
fijadas provenientes de la SN ipsilateral a la lesién y se evalué la presencia de proteinas de expresion
astrocitica como GFAP, S1008 y Cx43 y de expresion microglial como Iba-1 e Isolectina B4 (1B4),
para cuantificar el nGmero de células positivas para cada marcador en relaciéon al nimero de células
totales marcadas con alfa-tubulina (a-tub). A su vez, se analizé la evolucion temporal del cultivo de
la SN ipsilateral, evaluando cambios en el nimero de células mantenidas en cultivo a diferentes
tiempos in vitro y su fenotipo una vez alcanzada la confluencia luego de 14-17 dias en cultivo, para
detectar cambios en la expresion de Iba-1 y GFAP en relaciéon a los datos obtenidos al dia tres.

Para cumplir con el tercer objetivo, se sembraron células PC12 sobre GRDD o sustratos control
(colageno o glia mixta). Luego de 24 h, se fijaron los cultivos y se determind el nUmero de células
PC12 viables positivas para 3-tubulina Ill (3-tublll) mediante inmunocitoquimica para cada condicién.

Para cumplir con el cuarto objetivo, se evaluaron los efectos del tratamiento con GRDD a diferentes
dosis (0, 1000, 10000, 40000 y 60000 células/inyeccion), al inyectarlas unilateralmente en la SN de
ratas control mediante cirugia estereotaxica. A su vez, se realizaron tratamientos con glia mixta
normal (60000 células/inyeccion) y 6-OHDA (12 ug) como controles. A los 30 dias de la cirugia se
analizé la integridad de la via nigroestriatal mediante tests comportamentales para evaluar el
desempefio motor y a continuacion los animales fueron fijados por perfusion intracardiaca y sus
cerebros fueron procesados para ensayos de inmunohistoquimica contra TH para la posterior
cuantificacion del niumero de neuronas dopaminérgicas en la SN y el area ocupada por las fibras
dopaminérgicas en el CE. Igual que en el caso del primer objetivo, los resultados se obtuvieron
comparando el lado tratado con el no tratado en cada cerebro.
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Figura 8: Esquema de la estrategia experimental. Se muestran los principales protocolos utilizados para
cumplir con los objetivos de trabajo, incluyendo el momento de la linea temporal en que se llevd a cabo cada
uno. Creado con BioRender. 6-OHDA: 6-hidroxidopamina. CE: cuerpo estriado. GRDD: glia reactiva derivada
del dafio. SN: sustancia nigra.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

El medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, 12100-061), la enzima para la disgregacién
celular (TrypLE Express, 12604-013), el suero de caballo inactivado (HS, 26050088) y el suero fetal
bovino (FBS, 12657011) utilizado para células gliales fueron comprados a GIBCO. El FBS (FBS-
11A) utilizado para la mantencioén de la linea celular PC12 fue obtenido de Capricorn. Todo el material
plastico como botellas, tubos, placas de Petri y multipocillo fueron comprados a Biologistica. El medio
RPMI (R6504) y los demas reactivos como la albumina sérica bovina (BSA, A2153), el 4cido
ascorbico (A-7631), la 6-OHDA (H4381), el HEPES (H3375), paraformaldehido (PFA, 158127), Tritdn
X-100 (1000945815), D.P.X. (317616), acidos, bases, sales y otros, fueron comprados a Sigma. Los
anticuerpos y sondas fluorescentes utilizados se detallan en las Tablas 1, 2y 3. El colageno se obtuvo
de cola de rata mediante extraccion en el laboratorio, segun protocolo adaptado de Green et al.,
19988, Para los insumos que no han sido detallados en esta seccién, se especificara el proveedor
y el codigo de producto si corresponde al momento de su primera mencion.

5.2.  Animales

Se utilizaron ratas macho y hembra de la cepa Sprague Dawley (SD). Los animales fueron criados
en el bioterio del IIBCE y mantenidos en cajas con alimento y agua ad libitum, con un régimen
controlado de temperatura (20-22°C) y ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Todos los protocolos
experimentales aplicados en animales fueron aprobados por la Comision de Etica en el Uso de
Animales (CEUA) del IIBCE (nameros de registro: 002/03/2011, 002/05/2012 y 001/01/2014) en
conformidad con la ley de Experimentacion Animal (Ley N° 18.611). Para todos los experimentos de
estereotaxia se emplearon ratas con un peso de 230-260 g y para los cultivos primarios de glia mixta
se utilizaron animales de entre 28-44 dias de vida independientemente de su peso.
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5.3.  Inyeccién de 6-hidroxidopamina

Para reproducir experimentalmente algunas de las principales caracteristicas de la EP, el modelo
animal mas utilizado es el de lesion inducida por neurotoxinas y particularmente, la inyeccion
intracerebral de 6-OHDA, mediante un procedimiento quirirgico denominado cirugia estereotaxica®.
Esta intervencion utiliza un marco de referencia tridimensional para localizar con precision estructuras
dentro del cerebro, en este caso la SN, regidon donde residen las neuronas dopaminérgicas que
degeneran en la EP.

Los animales fueron anestesiados por via intraperitoneal con Ketamina/Xilacina a una dosis de 1,8
mL/Kg y 0,25 mL/Kg respectivamente. Una vez anestesiados, se colocaron en un aparato
estereotaxico (D. Kopf, California, EEUU) para inyectar 2 yL de la toxina en el lado derecho de la SN
del animal, a una concentracion de 3 y 6 pg/uL diluida en vehiculo, dejando el lado izquierdo como
control sin lesién. Como vehiculo se utilizé una solucién de acido L-ascorbico (2 mg/mL) y 0,05% de
liquido cefalorraquideo artificial (NaCl 0.3 M, KCI 2.3 M, CaCl, 0.03 M y MgCls 0.05 M) en agua estéril
apirégena.

Para esto, primero se realizé una incision en la piel de la cabeza para exponer el craneo y poder
identificar Bregma, el punto donde se encuentran el hueso parietal y el hueso frontal del craneo, que
funciona como referencia anatémica para las coordenadas espaciales en el cerebro de roedores
segun el atlas de Paxinos y Watson!®, Las coordenadas de inyeccion en la SN fueron -5 mm en el
eje anteroposterior (AP), -2,2 mm en el eje lateral (L) y -7,2 mm en el eje dorsoventral (V), respecto
de Bregma. Luego de localizar la posicién de la SN en los ejes AP y L, se perford el craneo para
poder introducir la aguja de una jeringa Hamilton acoplada a una unidad de microinyeccién (D. Kopf)
hasta la posicion V correcta. Una vez inyectado el volumen de toxina deseado, se dejo perfundir la
gota durante 4 minutos sin mover la aguja para luego retirarla y proceder a la sutura de la incisién
inicial. Después de la cirugia, los animales fueron mantenidos bajo observacion hasta que se
recuperaron de la anestesia antes de ser trasladados al bioterio del IIBCE y monitoreados
diariamente hasta el momento de su sacrificio a los 3 dias luego de la lesién en el caso de aquellos
grupos destinados a cultivos celulares y estudios de inflamacién o a los 30 dias en el caso de los
grupos destinados a estudios comportamentales y sobre la integridad de la via nigroestriatal.

5.4. Cultivos celulares

El cultivo celular es una herramienta esencial para la investigacion cientifica que consiste en el
crecimiento y mantenimiento de células en condiciones controladas fuera de su entorno natural. El
desarrollo de este proyecto implicé realizar una variedad de cultivos celulares, en particular de tipo
primario, constituidos por células obtenidas directamente de tejidos u érganos de un organismo Vvivo.
Con este tipo de cultivo celular se obtienen células con caracteristicas y funciones mas cercanas a
las células in vivo, lo que las vuelve un modelo de estudio mas realista respecto a las lineas celulares
inmortalizadas, por ejemplo. Si bien tienen la desventaja de mantener un nimero finito de divisiones
celulares que les confiere una vida 0til limitada en el laboratorio por no haber pasado por un proceso
de inmortalizacion, son ideales para estudios a corto plazo como los que se llevaron a cabo en esta
investigacion'®2,

En todos los casos, los animales fueron sacrificados por decapitacién. Inmediatamente después, se
inicio con el protocolo de diseccion, que debe realizarse 1o mas rapido posible, con herramientas
estériles y en hielo para optimizar el rendimiento del cultivo. En primer lugar, se extrajo el cerebro de
la cabeza, se coloco6 en un recipiente con NaCl al 0.9% en hielo y se dejo enfriar unos minutos para
endurecer el tejido y facilitar su manipulacion, para luego disecar las regiones de interés.

Una vez finalizado el procedimiento de obtencién de los cultivos, los mismos fueron mantenidos en
estufa de cultivo a 37°C, con una atmdsfera saturada de agua, 95% de aire y 5% de CO;, hasta la
culminacion.
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5.4.1.  Cultivo primario de la SN, CE e Hc de ratas inyectadas con 6-
OHDA

Las ratas inyectadas unilateralmente con 6-OHDA fueron sacrificadas al tercer dia luego de la
operaciéon por decapitacion. Para disecar la SN, el CE y el Hc, primero se colocé el cerebro sobre
una matriz cerebral de cortes transversales y se cortaron 2 rodajas de 2 mm de espesor: una a la
altura de la SN (con la cuchilla mas posterior donde comienza el hipocampo posterior en la vista
ventral) y otra mas anterior a la altura del CE. De la rodaja posterior se disecé la SN y el Hc de ambos
lados, perforando con un punzén hueco de 2mm de didmetro y de la rodaja anterior se disec6 el CE
de la misma forma. El tejido extraido se coloco en tubos eppendorf con buffer fosfato salino (PBS,
10 mM, pH=7,4), previamente etiquetados y separando las muestras por regién, por animal y por
lado (derecholipsilateral e izquierdo/contralateral a la lesion) para trasladarlas al cuarto de cultivo y
continuar con el resto del protocolo.

Dentro del cuarto, cada muestra de tejido se cortd en trozos pequefios con bisturi sobre una placa
de Petri que luego se traspaso a tubos eppendorfs nuevos con 500 pyL de PBS limpio para un breve
lavado. Una vez que los trozos de tejido decantaron al fondo del tubo, se descarté el PBS y se
procedié a la disgregacion enzimatica agregando 300 uL de una enzima recombinante utilizada para
disociar una amplia gama de células adherentes de mamiferos (TrypLE Express, GIBCO). Las
muestras se dejaron disgregar durante 25 minutos a temperatura ambiente y una vez pasado el
tiempo, se descarté la solucion enzimatica y se detuvo la reacciéon adicionando 400 uL de medio de
cultivo para glias (DMEM alto en glucosa y suplementado con 15% de FBS, 3,6 g/L HEPES, 100
IU/mL de penicilina y 100 IU/mL de estreptomicina). Luego se completd la disgregacién celular de
forma mecénica, pipeteando unas 15 veces cada muestra sin generar burbujas. A continuacién, se
plagueé sobre plastico o vidrio la suspension celular seguin los requerimientos de cada experimento
y las células fueron mantenidas en estufa de cultivo a 37°C, con una atmdsfera saturada de agua,
95% de aire y 5% de COg, hasta la culminacion.

5.4.2.  Cultivo primario de glia mixta

Dado que a partir de la SN contralateral practicamente no se obtienen células en cultivo, surgio la
necesidad de realizar cultivos gliales heterogéneos (mezcla de astrocitos y microglia) de ratas adultas
para poder utilizarlos como células control o glia normal. Esos cultivos primarios de glia mixta fueron
obtenidos a partir de corteza cerebral de ratas SD de 28-44 dias de vida. En primer lugar, los animales
fueron sacrificados mediante decapitacion en guillotina y la cabeza se sumergié en un recipiente con
alcohol al 70% para luego poder retirar los pelos sin contaminar. A continuacién, se colocé el craneo
en un recipiente con PBS para trasladarlo al cuarto de cultivo y continuar con el resto del protocolo
en condiciones estériles. Inmediatamente después, se extrajo el cerebro en camara de flujo laminar,
se disecaron las hemi-cortezas y se retiraron las meninges. El tejido se corté en trozos con bisturi,
luego se suspendié en 2 mL medio de cultivo de glias para completar la disgregacion de forma
mecanica por pipeteo. La suspension celular se filtré en una malla de 80 ym sobre una placa de Petri
de 60 mm donde se adicionaron 2 mL de medio de cultivo para glia, llegando a un volumen final de
4 mL. Las células fueron mantenidas en una estufa de cultivo a 37°C, con una atmosfera saturada
de agua, 95% de aire y 5% de CO,. A las 48 h de sembrar las células se adicionaron 500 pL de
medio de cultivo fresco sin descartar el medio viejo y luego de 48 h mas la mitad del medio de cultivo
fue sustituido por medio fresco. A partir del sexto dia in vitro los cultivos se alimentaron cada 48 h,
cambiando la totalidad del medio de cultivo cada vez, hasta que las células llegaron a confluencia
alrededor de 2 semanas luego de realizado el cultivo, donde quedaron listas para utilizarse en los
diferentes experimentos.
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5.5. Experimentos in vitro

Se realizaron una serie de experimentos in vitro, definidos como aquellos que se llevan a cabo en un
entorno fuera de un organismo vivo y permiten estudiar fendmenos biolégicos en un ambiente aislado
y controlado.

5.5.1. Evaluacion del rendimiento y morfologia del cultivo de GRDD

Para evaluar el rendimiento y la morfologia de los cultivos celulares obtenido a partir de la SN, CE y
Hc de ratas inyectadas unilateralmente con 6-OHDA, se colocé el macerado de células obtenido en
el punto 5.4.1 directamente sobre portaobjetos de microscopio Tef-Tek (PORLAB, D116-0620-1020),
disefiados con pocillos humectables y particiones hidrofébicas. Se sembré un volumen de 50 uL de
células por pocillo (por duplicado por condicién) y se mantuvieron en camara hiumeda dentro de la
estufa de cultivo durante 72 h. Al tercer dia in vitro, primero se descarté el medio de cultivo de cada
pocillo y se hizo un breve lavado con PBS para eliminar los restos de tejido y suero, para luego tefiir
las células vivas con naranja de acridina (Tabla 3), un colorante cationico fluorescente. Para ello, se
incubaron las células en una solucion de 1 mg/mL de colorante en DMEM sin suero durante 20
minutos a 37 °C. A continuacion, se realizaron 3 lavados con PBS y manteniendolas en esa solucion
salina fueron inmediatamente trasladadas a un microscopio de fluorescencia confocal (LSM ZEISS
800) para fotografiarlas. Se excitaron las muestras con luz azul (laser de 488 nm) y se tomaron 4
fotos por pocillo, seleccionando los campos en cruz, a un aumento de 20x para el posterior conteo y
analisis morfolégico de las células. Ademas, se tomaron algunas fotos a mayor aumento para ilustrar
mas detalladamente la morfologia del cultivo.

5.5.2. Preparacion de la GRDD para determinacion de su estirpe
celular

Se cultivd el macerado de células obtenido en el punto 5.4.1 directamente sobre placas de 96
pocillos, sembrando un volumen de 50 uL de células por pocillo. Estas células se mantuvieron en
estufa de cultivo hasta el tercer dia in vitro, donde fueron fijadas con PFA 4% en PBS durante 20
minutos a temperatura ambiente y luego de lavados fueron mantenidas en PBS a 4°C hasta el
momento de iniciar el protocolo de inmunohistoquimica con marcadores especificos para determinar
su estirpe celular.

5.5.3. Preparacion de GRDD para experimentos in vivo y la
evolucion temporal del cultivo in vitro

Para obtener el mayor nimero de GRDD por animal posible y reducir el nimero de animales
necesarios para los tratamientos in vivo, algunos animales fueron inyectados con 6-OHDA
bilateralmente, permitiendo disecar el doble de tejido para realizar el cultivo. Esto se hizo siguiendo
el mismo protocolo del punto 5.3 pero agregando un segundo sitio de inyeccién del lado izquierdo,
moviendo la aguja Unicamente en el eje L a la posicion +2,2 mm. Luego se llevo a cabo el protocolo
de cultivo descrito en el punto 5.4.1 con la salvedad de que en cada instancia de cultivo se agruparon
las muestras de dos animales, sin separar entre izquierda y derecha. El macerado de células
obtenido de esa agrupacién de tejido fue directamente cultivado sobre una placa de Petri de 35 mm
y mantenido en estufa de cultivo hasta el tercer dia in vitro. En ese momento se prepararon las células
en suspension para los experimentos in vivo (ver mas adelante) y para el replaqueo necesario para
estudiar la evolucién temporal del cultivo in vitro.

Para ello, primero se descart6 el medio de los cultivos y luego de un breve lavado con PBS, se
levantaron las células enzimaticamente con TrypLE Express durante 20 minutos a 37°C. Una vez
pasado el tiempo de incubacion, se centrifugd la mezcla de células y TrypLE Express a 2000 rpm
durante 10 minutos, reservando 20 uL de la mezcla para contar el nimero de células en cAmara de
Neubauer mientras transcurre el centrifugado. Luego se descart6 el sobrenadante y se resuspendio

31



el pellet en un volumen adecuado de DMEM sin suero para el tratamiento seleccionado y de alli se
destin6 una parte del volumen de células en suspension para inyectar animales y el resto fue
replagueado para mantener el cultivo.

5.5.4. Evaluacion de la evolucion temporal en cultivo

A la suspension de células obtenida en el punto anterior se le agregdé medio de cultivo de glias y se
sembro directamente sobre placas multipocillo de 24. Dado que se le dio prioridad a tener las células
suficientes para los tratamientos in vivo por sobre el estudio de la evolucion del cultivo, el nimero de
células disponibles para estos experimentos fue variable en cada ocasion y como consecuencia el
namero de células de partida (al tercer dia in vitro) no fue igual en todos los casos. Se plaguearon
células en al menos 6 pocillos por experimento y el nimero de células sembradas por pocillo
dependié del sobrante disponible resultando en un rango de entre 13.000 y 50.000 células por pocillo.
Estos cultivos fueron mantenidos en estufa de cultivo en condiciones estandar, cambiando el medio
en su totalidad cada 48 h.

Para evaluar la evolucion temporal del cultivo, se analizaron cambios en el nimero de células en
funcion del tiempo in vitro y también se busco determinar si existian cambios en la expresion de los
marcadores utilizados para determinar su estirpe celular una vez que el cultivo alcanzara la madurez.
Para esto, primero se realizaron conteos seriados para determinar el nUmero de células presentes
por pocillo a diferentes tiempos in vitro, realizando conteos en al menos tres puntos temporales
diferentes entre el tercer dia en cultivo y el dia nimero 18. Cada uno de estos conteos se llevé a
cabo en un pocillo diferente de los inicialmente plaqueados y para ello, primero se descart6 el medio
del pocillo seleccionado y luego de un breve lavado con PBS, se levantaron las células
enzimaticamente con TrypLE Express durante 20 minutos a 37°C. Una vez pasado el tiempo de
incubacion, se despegaron las células del plastico mecanicamente por pipeteo y se tomo6 una muestra
para contarlas en camara de Neubauer. Luego, se procur6 que al final de los conteos quedaran al
menos dos pocillos intactos por experimento, disponibles para ensayos de inmunohistoquimica.
Entre el dia 17 y el dia 18 in vitro fueron fijados con PFA 4% en PBS durante 20 minutos a temperatura
ambiente y luego de lavados fueron mantenidas en PBS a 4°C hasta el momento de iniciar el
protocolo de inmunomarcacién como cultivo maduro.

5.5.5. Cocultivos

Para evaluar el potencial neurotdxico de la GRDD in vitro se realizaron cocultivos con células PC12,
una linea celular derivada de un feocromocitoma de rata, conocida por su capacidad de diferenciarse
en células similares a las neuronas y que ademas son catecolaminérgicas al igual que las neuronas
gue degeneran en la EP, lo que las vuelve ideales para este propdsito. En paralelo, también se
cocultivaron PC12 con astrocitos y con glia mixta a modo de control.

Para esto, se prepararon pocillos con GRDD en placas multipocillo de 96 de la misma forma que en
el punto anterior, con la salvedad que al tercer dia in vitro, se procedio a cultivar PC12 sobre ellos.
En el caso del control de glia mixta, primero se realizé un replagueo las células cultivadas en placa
de Petri al final del punto 5.4.2, las que se decolaron tratandolas enzimaticamente (TrypLE Express,
GIBCO) durante siete minutos, deteniendo la reaccién agregando medio de cultivo para glias y
colectarando las células por centrifugacion a 2000 rpm durante 10 minutos. A continuacion, se
resuspendieron en medio fresco y se plaguearon 3000 células de glia mixta por pocillo en placas de
96 pocillos, numero similar al observado en los cultivos de GRDD y se agregaron las PC12 al dia
siguiente.

En paralelo se prepararon las células PC12 sometiendolas a un periodo de adaptacién al cambio de
medio, previo al cocultivo. Esta linea celular en condiciones estandar es mantenida en botellas de 25
cm? con medio PC12 (RPMI suplementado con 10% HS inactivado, 5% FBS, 100 IU/mL de penicilina
y 100 IU/mL de estreptomicina), pero para estos experimentos fueron mantenidas en medio para glia
en placa de Petri de 35 mm previamente tratada con colageno como sustrato, por al menos una
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semana antes del cocultivo. Esto nos permite asegurar que cualquier efecto sobre ellas va a estar
siendo determinado por la presencia de las otras células y no por el cambio de medio. Las PC12
mantenidas en medio de glia fueron alimentadas cambiando la mitad del medio cada 3-4 dias por
medio fresco y replagueadas una vez por semana.

Una vez llegado el momento del cocultivo, se levantaron las PC12 por pipeteo mecanico, se contaron
con camara de Neubauer y se diluyeron hasta tener una concentracion aproximada de 12500
células/mL. De esta forma, al sustituir el medio de las placas preparadas para cocultivo por 80 pL de
la dilucion de PC12, se sembraron alrededor de 1000 PC12 por pocillo sobre la GRDD y glia mixta.
A modo de control, también se sembraron PC12 sobre pocillos sin células, previamente tratados con
colageno como sustrato de buena adhesion para estas células. Cada condicién se realizdé por
duplicado en cada experimento. Finalmente, a las 24 h los cocultivos fueron fijados con PFA 4% en
PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente y luego de lavados fueron mantenidas en PBS a
4°C hasta el momento de iniciar el protocolo de inmunohistoquimica para el nimero de PC12 que se
pego y sobrevivié en cada condicion.

5.5.6. Inmunocitoquimica

La marcacion por inmunofluorescencia es una técnica utilizada en biologia y medicina que utiliza
anticuerpos para detectar la presencia de proteinas especificas en células (inmunocitoquimica) o
tejidos (inmunohistoquimica). Se basa en la capacidad de los anticuerpos para unirse de manera
selectiva a proteinas especificas, lo que permite visualizar y estudiar la distribucion de esas proteinas
en muestras bioldgicas mediante técnicas de tincién!®. En este proyecto se utilizé inmunocitoquimica
para dos propésitos, por un lado, para determinar la estirpe de las células obtenidas a partir de la SN
de ratas inyectadas con 6-OHDA evaluando su inmunorreactividad para marcadores especificos de
astrocitos y microglia, y por el otro para visualizarlas en los cocultivos detallados en el punto anterior
y cuantificar su potencial neurotéxico in vitro.

Para ello, se permeabilizaron las células previamente fijadas con Triton X-100 al 0,1% en PBS
durante 20 minutos, se bloquearon con BSA 5% en PBS durante 30 minutos y se incubaron con los
anticuerpos primarios y/o sondas conjugadas correspondientes durante toda la noche a 4°C. Para
los experimentos de estirpe, los marcadores que se utilizaron fueron a-Tub como proteina de
expresion constitutiva en todos los tipos celulares; S100B, GFAP y Cx43 como marcadores
especificos de astrocitos; y finalmente Iba-1 y IB4 para marcar microglia (especificaciones en Tabla
1y 3). En el caso de los experimentos de evolucién temporal del cultivo se utilizé la misma marcacion,
excluyendo Cx43y IB4. Todos los pocillos fueron incubados con a-Tub en conjunto con cada uno de
los marcadores especificos por separado y en duplicado por experimento. Para los cocultivos se
marcaron las células PC12 con B-Tub lll como marcador neuronal (Tabla 1) junto con GFAP como
marcador de astrocitos o Iba-1 como marcador de DDRG (basandonos en resultados previamente
obtenidos sobre su estirpe) y glia mixta segun correspondiera, también por duplicado en cada
experimento. A continuacion, se realizaron lavados con PBS y se incubaron las células con los
anticuerpos secundarios correspondientes (Tabla 2) durante 90 minutos a temperatura ambiente.
Luego las células se lavaron con PBS, se incubaron durante 10 minutos con Hoechst (Tabla 3) a una
concentracién de 1 uyg/mL en PBS para marcar los nucleos y luego de otro lavado se mantuvieron en
esa solucion salina a 4°C hasta el momento de la obtencién de imagenes mediante el microscopio
de fluorescencia confocal (LSM ZEISS 800). Al igual que en el punto 5.5.1, se fotografiaron 4 campos
por pocillo a un aumento de 20x para el posterior conteo de células positivas para cada marcador y
en algunos casos también a 40x para visualizar mas precisamente la marcacién.

Tabla 1: Lista de anticuerpos primarios utilizados

Antigeno | Tipo Dilucion | Huésped | Blanco Fabricante | Cédigo
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S100B Monaoclonal | 1:200 Conejo Astrocitos abcam ab52642
GFAP Policlonal 1:500 Conejo Astrocitos SIGMA G9269
Iba-1 Policlonal 1:500 Conejo Microglia Wako 019-19741
Chemicals
Cx43 Policlonal 1:750 Conejo Astrocitos abcam ab11370
B-Tub I Monoclonal | 1:1000 Raton PC12 SIGMA T8578
a-Tub Monoclonal | 1:1000 Raton Células SIGMA T6199
TH Policlonal 1:750 Conejo Neuronas/ abcam abl112
terminales
dopaminérgicas

Tabla 2: Lista de anticuerpos secundarios utilizados

Anticuerpo Fluoréforo/Conjugado | Dilucién Fabricante Cddigo
Cabra anti-conejo IgG | Alexa Fluor 488 1:500 Thermo Fisher | A-11008
Scientific
Alexa Fluor 594 A-11012
Cabra anti-ratén IgG Alexa Fluor 488 1:500 Thermo Fisher | A-11001
Scientific
Alexa Fluor 594 A-11005
Cabra anti-conejo 1gG | Biotina 1:600 Invitrogen Al16114

Tabla 3: Sondas fluorescentes utilizados
Nombre Concentracion Excitacion | Emisidon | Blanco Fabricante | Codigo
Naranja de |1 mg/mL 460-502 nm | 525 nm | Células | SIGMA A-2886
acridina

650 nm
Hoechst 1 ug/mL 350 nm 461 nm Nucleos | SIGMA B-2262




B4 10 pg/mL 488 nm 525 nm | Microglia | Thermo L21411
Fisher
Scientific

5.6. Experimentos in vivo

Se realizaron una serie de experimentos in vivo, definidos como aquellos que se realizan en un
organismo vivo para estudiar fendmenos bioldgicos en un contexto mas natural y complejo. En este
caso se utilizaron para describir el estado inflamatorio a partir del cual se extrae la GRDD y para
estudiar el potencial neurotoxico de la GRDD luego de ser inyectadas en la SN de animales control,
determinando efectos comportamentales del tratamiento y evaluando la integridad de la via nigro-
estriatal.

5.6.1. Inyeccion de células

Para evaluar el potencial neurotéxico in vivo de la GRDD, estas fueron inyectadas unilateralmente
en la SN de ratas sanas mediante cirugia estereotaxica. A su vez se inyectaron animales con
astrocitos y con glia mixta a modo de control. Dado que uno de los objetivos especificos de esta
seccion del proyecto fue caracterizar este modelo novedoso de EP, fue necesario determinar con
exactitud el namero de células a inyectar para poder correlacionar ese valor con la potencial
neurotoxicidad observada. Por este motivo, decidimos inyectar diferentes subgrupos dentro de cada
tipo de tratamiento (GRDD, glia mixta o vehiculo) con distinto numero de células y asi poder
establecer una especie de curva de dosis-respuesta. En todos los casos, se utilizaron células en
suspension para la inyeccion, con DMEM sin suero como vehiculo. En el caso de la GRDD se
establecieron cuatro subgrupos y se inyectaron 1000, 10.000, 40.000 y 60.000 células por animal.
En el caso de la glia mixta, nos basamos en resultados preliminares sobre las propiedades
neurotoxicas in vivo de la GRDD y seleccionamos el tratamiento de 60000 células/animal como mejor
control.

En primer lugar, se prepararon las células en suspension para inyectar. Para ello, se utilizaron
cultivos de GRDD al tercer dia in vitro a partir del protocolo 5.4.1 y cultivos confluentes de glia mixta
obtenidos de la forma descrita en el punto 5.4.2. Se descart6 el medio de los cultivos y luego de un
breve lavado con PBS, se levantaron las células enzimaticamente con TrypLE Express durante 20
minutos a 37°C. Una vez pasado el tiempo de incubacidn, se centrifugd la mezcla de célulasy TrypLE
Express a 2000 rpm durante 10 minutos, reservando 20 pL de la mezcla para contar el nimero de
células en camara de Neubauer mientras transcurre el centrifugado. Luego se descartd el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en DMEM sin suero de forma de que al inyectar 2 pL de
solucion se tenga el nimero de células deseados para el tratamiento seleccionado. Se destinaron al
menos 3 uL de células para inyectar cada animal, conservandolas en un tubo eppendorf estéril a
37°C hasta el momento de la inyeccion y en los casos en los que el nimero de células fuera el
suficiente, se utilizo el sobrante para replaquear para otros experimentos o mantener el cultivo.

Rapidamente se procedié a la cirugia, utilizando el mismo protocolo estereotaxico que para la
inyeccion de 6-OHDA, procurando optimizar la velocidad para que las células en suspension no
perdieran viabilidad. Brevemente, los animales fueron anestesiados por via intraperitoneal con
Ketamina/Xilacina y colocados en el aparato estereotaxico. Luego de ubicar la aguja en la posicion
seleccionado de la SN derecha se inyectaron 2 pL de células (GRDD o glia mixta), se dejo perfundir
la gota durante 4 minutos sin mover la aguja para luego retirarla y suturar. Después de la cirugia, los
animales fueron mantenidos bajo observacion hasta que se recuperaron de la anestesia antes de ser
trasladados al bioterio del IIBCE y monitoreados diariamente hasta el momento de su sacrificio a los
30 dias de la operacion.
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5.6.2. Comportamiento

Los estudios comportamentales en animales de investigacion buscan comprender cémo los animales
se comportan en su entorno natural o en condiciones controladas de laboratorio y permiten que los
investigadores observen, registren y analicen una variedad de comportamientos, que van desde la
alimentacion, reproduccién y el movimiento, hasta la comunicacion, interacciones sociales y otras
funciones cognitivas superiores!®*,

En este caso se utilizaron dos tipos de estudios comportamentales para evaluar el desempefio motor
de los animales luego del tratamiento con GRDD: el test de cilindro y el test de rotacion. Ambas
pruebas fueron realizadas entre el dia 27 y el dia 29 post tratamiento, en el orden de mencién y de
forma consecutiva. Primero se trasladaron los animales desde el bioterio del IIBCE hasta un cuarto
destinado por ese dia exclusivamente a estudios comportamentales y se dejaron aclimatar al cambio
de ambiente por al menos 15 minutos antes de comenzar con las pruebas, procurando una
temperatura ambiente de 22°C y la menor contaminacion sonora posible. Una vez completadas las
pruebas, los animales fueron trasladados nuevamente al bioterio hasta el momento de su sacrificio
al dia 30 desde la operacién.

5.6.2.1. Testde cilindro

El test de cilindro es una prueba utilizada en investigaciones con roedores, especialmente ratas, para
evaluar el uso de las extremidades anteriores y la coordinacién motora. Este test es comiunmente
empleado en estudios relacionados con lesiones cerebrales o intervenciones que pueden afectar la
funcion motora. La prueba ayuda a identificar asimetrias en el uso de las extremidades anteriores, lo
gue puede indicar posibles déficits funcionales, especialmente (til para evidenciar el efecto de
lesiones unilaterales como en este caso!®*. Este test nos permitié evaluar discrepancias en el uso
del tren anterior de cada animal en un ambiente novedoso que favorece la exploracién vertical
mediante un comportamiento denominado como “rearings”, que se da cuando el animal se para sobre
sus patas traseras y realiza toques 0 apoyos con sus patas delanteras sobre la pared del cilindro.

Para ello, se pint6 la pata derecha de cada animal para facilitar su visualizacién y el posterior conteo
de los toques y luego se los coloc6 individualmente en un cilindro de 60 cm de altura 'y 15 cm de
diametro con una camara en la parte superior del cilindro sostenida con un tripode para permitir una
toma cenital del animal. Se grabaron videos de 4 minutos a partir del momento en el que el animal
entra en el cilindro para ser analizados posteriormente. Luego de un descanso de 15 minutos
nuevamente en la jaula, se dio inicio al siguiente test comportamental.

5.6.2.2. Test derotaciéon

Para determinar si los tratamientos in vivo tuvieron éxito en generar una lesién en la via nigro-
estriatal, se estudi6 la conducta rotacional inducida por anfetamina (este agonista dopaminérgico
induce un comportamiento rotacional hacia el lado contralateral a la lesion). El test de rotacion es
uno de los test comportamentales mas utilizados en investigacion para evaluar la actividad
dopaminérgica y el comportamiento motor en modelos animales, especialmente en el contexto de
estudios relacionados a la EP. Brevemente consiste en administrar una sustancia que estimula el
sistema dopaminérgico y observar el comportamiento de la rata, especificamente las rotaciones que
realiza en un periodo de tiempo determinado. Tiene como objetivo identificar el desequilibrio de
dopamina entre el hemisferio cerebral derecho e izquierdo en animales con una lesién de la via
nigroestriatal como la producida por 6-OHDA.*#*

Para ello, primero se le administré a cada animal anfetamina por via intraperitoneal a una dosis de 5
mg/Kg disuelta en cloruro de sodio al 0.9%, de forma de estimular el sistema dopaminérgico.
Inmediatamente después, se sujeto al animal con un arnés conectado a un contador mecanico. Los
animales fueron rapidamente colocados en un rotémetro de plastico, una semiesfera de 50 cm de
diametro y luego se otorgaron 15 minutos para permitir que la anfetamina surtiera efecto. Pasado
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ese tiempo, se inicié el recuento de las rotaciones, monitoreando la asimetria rotacional durante 15
minutos mas, contando las rotaciones en sentido horario y antihorario automéaticamente con el
contador mecanico como sistema de seguimiento. Una vez terminada la prueba, se registraron los
valores obtenidos para su posterior analisis.

5.6.3. Procesamiento de animales para analisis
inmunohistoquimico

El grupo de animales de 3 dias post-inyeccién de 6-OHDA y el grupo de 30 dias post-tratamiento con
6-OHDA, GRDD, glia mixta y vehiculo, fueron anestesiados por via intraperitoneal con
Ketamina/Xilacina al momento de cumplirse los plazos recién mencionados y seguidamente fijados
por perfusién intracardiaca, primero con PBS conteniendo 0,04% de citrato de sodio y luego con PFA
al 4% en PBS. Una vez finalizada la perfusion, los cerebros fueron disecados y post-fijados durante
10 dias con PFA 4% a 4°C y luego mantenidos en PBS hasta su procesamiento. Para obtener los
cortes histoldgicos se realizaron cortes coronales consecutivos de 30 um de espesor, desde el inicio
del CE anterior hasta el final de la SN posterior con vibratomo (Leica VT1000S). Los cortes se
mantuvieron flotando en azida de sodio al 0,05% en PBS a 4°C hasta el inicio del protocolo de
inmunohistoquimica.

5.6.4. Inmunohistoquimica

Se utilizé la marcacién por inmunohistoquimica en dos tipos de muestras, con diferentes propdsitos
y por metodologias moderadamente distintas. Por un lado, sobre los cortes de ratas inyectadas con
6-OHDA a los tres dias de la operacidon se realizé inmunohistoquimica con revelado por
inmunofluorescencia para evaluar el estado de inflamacion del tejido en el momento en el que se
extraen las células para cultivo. Por otro lado, sobre los cortes de las ratas tratadas con GRDD (mas
sus controles) se realiz6 inmunohistoquimica con diaminobencidina (DAB) para determinar la
integridad de la via nigro-estriatal. Ambas técnicas seran descritas a continuacion.

Para el revelado por fluorescencia, se eligieron tres cortes de SN por animal para evaluar su
reactividad a marcadores gliales a los 3 dias de la inyeccién unilateral de 6-OHDA, pudiendo
comparar el lado lesionado con el lado control sin inyectar dentro del mismo corte. Los ensayos se
realizaron con los cortes en flotacidn y el protocolo comenzé con dos lavados en PBS de 10 minutos
cada uno para eliminar los restos de azida, seguido de un paso de permeabilizacion con Tritdn X-
100 al 0,3% en PBS. Nuevamente se hicieron dos lavados de PBS de 10 minutos y se bloquearon
los sitios inespecificos con BSA al 5% en PBS durante 60 minutos para posteriormente incubar con
el anticuerpo primario durante 48 h a 4°C. En este caso se seleccionaron Iba-1, GFAP y S1008 (Tabla
1) como buenos indicadores de neuroinflamacién y se utilizaron individualmente (cada marcador en
un corte separado). Pasado el tiempo de incubacion, se realizaron tres lavados de 10 minutos con
PBS y se procedid a incubar con el anticuerpo secundario fluorescente durante 90 minutos. Para
finalizar, se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS y se montaron los cortes con glicerol 50%
y Hoescht (Tabla 3) en PBS. Los cortes montados fueron conservados a 4°C hasta el momento de
obtener las imagenes mediante el microscopio de fluorescencia confocal (LSM ZEISS 800), donde
se tomaron 6 micrografias por corte a un aumento de 10x, 3 abarcando la totalidad de la SN ipsilateral
a la lesion y 3 de la SN contralateral. También se tomaron algunas fotografias a mayor aumento
destinadas al armado de figuras representativas.

En los estudios de inmunohistoquimica para analizar la integracion de la via nigroestriatal se utilizo
un protocolo de inmunomarcacion con anticuerpos secundarios unidos a biotina y utilizando DAB
para revelar la marca. EI DAB es un sustrato cromogénico que produce un precipitado de color
marron visible al microscopio .

Para ello, se seleccionaron dos cortes por cada animal para analizar, comprendiendo el CE y la SN,
procurando una concordancia espacial entre animales, para que los cortes de cada regién fueran
tomados del mismo nivel y asi optimizar el estudio comparativo. Estos ensayos fueron realizados por
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flotacién y en primer lugar los cortes fueron lavados con PBS y luego se bloqueé la peroxidasa
enddgena con H>O; al 1% en PBS. A continuacion, se lavaron los cortes con PBS (3 lavados de 10
minutos) y se procedié a blogquear los sitios inespecificos y permeabilizar en simultaneo, incubando
con BSA 5% en PBS Triton X-100 al 0,3% durante 60 minutos. Pasado ese tiempo, se incubaron los
cortes con anticuerpo primario toda la noche, a temperatura ambiente y en agitacion orbital. En este
caso, la poblacion celular a estudiar fue la de las neuronas dopaminérgicas, por lo que se seleccioné
un anticuerpo primario para tirosina hidroxilasa (TH, Tabla 1) como marcador.

Al dia siguiente, se recupero el anticuerpo primario y se realizaron 5 lavados con PBS Tritén X-100
al 0,3% de 3, 5, 7, 7 y 10 minutos en ese orden, para luego incubar durante 90 minutos con el
anticuerpo secundario biotinilado (Tabla 2) en BSA 5% en PBS Triton X-100 al 0,3%. Luego se
realizaron nuevamente 5 lavados igual a los anteriores y en simultaneo se preparo el reactivo ABC a
partir de las soluciones A y B del Kit ABC VectaStain Elite (VectorLabs, PK-6100), diluyendo ambas
a una relacion 1/300 en PBS (A y B forman C en un plazo de 15 a 30 minutos). A continuacién, se
incubaron los cortes con el reactivo ABC durante 60 minutos y luego se hicieron tres lavados con
PBS de 10 minutos cada uno. Posteriormente, se hizo el revelado incubando con una solucion de
DAB al 0,02% y H»0O; al 0,003% en H,O destilada, durante 10 minutos o hasta observar una buena
coloracién marrén en la zona correspondiente. Para detener la reaccion se realizaron dos lavados
de 10 minutos, el primero con H,O destilada y el segundo con PBS. Luego los cortes fueron
colocados sobre un portaobjeto por animal, se dejaron secar sin cubrir durante un par de dias
protegidos del polvo y finalmente se terminaron de montar con D.P.X. y cubreobjeto. Para terminar,
se fotografiaron los cortes mediante un microscopio estereoscépico Nikon (SMZ745T) a diferentes
aumentos para su posterior andlisis.

5.7. Analisis de datos

En esta seccién se detallara el proceso de analisis empleado para examinar, interpretar y obtener
resultados a partir de los experimentos previamente descritos y el recopilado de datos obtenidos.
Implica utilizar técnicas estadisticas y herramientas analiticas para identificar patrones, tendencias o
relaciones significativas en los datos, permitiendo respaldar o refutar la hip6tesis de investigacion.
Este es un paso crucial a la hora de obtener resultados confiables y fundamentar las conclusiones,
por lo que a continuacion se precisara este proceso para cada uno de los experimentos realizados.

5.7.1. Cuantificacion del rendimiento del cultivo de GRDD

El rendimiento de los cultivos de ratas inyectadas con 6-OHDA se calcul6 mediante conteos de
células a partir de las fotografias obtenidas al final del punto 5.5.1. El conteo de las células se realizé
con el programa de libre acceso Fiji (ImagedJ) empleando el plugin de “cell counter” y se contabilizaron
manualmente todas las células presentes en cada foto. Luego se realizé la sumatoria de los valores
provenientes de fotos provenientes de la misma regién y mismo animal, para tener un Gnico valor
gue engloba el numero total de células para cada condiciéon. Los datos se expresaron como nimero
de células por unidad de &rea, en relacion a cada regién evaluada.

5.7.2.  Analisis morfoldgico de la GRDD

Se eligieron dos parametros de tamafio para evaluar la morfologia de los cultivos, el area y el largo
celular. Estos parametros también fueron estudiados utilizando las mismas fotografias del punto
anterior en el programa Fiji (ImageJ). En todos los casos se midié de forma manual el tamafio de
todas las células presentes en cada fotografia. Para ello se traz6 en cada célula el perimetro a mano
alzada con la herramienta de dibujo del programa para delimitar el &rea y una linea recta de extremo
a extremo (el de mayor longitud posible) para definir como el largo celular (Fig. 9). Posteriormente se
extrajeron los valores numéricos con la herramienta de medicion automatica con la escala
previamente configurada para cada fotografia. Los datos fueron promediados por regién y por
experimento y posteriormente expresados en graficos de barras.
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Figura 9: Imagen representativa sobre el analisis
morfolégico de los cultivos. Se muestra a modo de
ejemplo un recorte de tres células marcadas con naranja
de acridina 'y en amarillo se muestras las lineas trazadas
para definir el area y el largo de cada célula sobre las
cuales se extrajeron las medidas morfolégicas

5.7.3. Determinacion de la estirpe celular de la GRDD

Se evaluo la expresion de Iba-1, IB4, S10083, GFAP y Cx43 contando manualmente la cantidad de
células positivas para cada marcador de igual forma que en el punto anterior. Los datos se
expresaron como porcentaje de células positivas para cada marcador especifico en relacion al
namero de células totales positivas para a-Tub.

5.7.4. Evoluciéon temporal del nimero de células en cultivo

Los datos sobre el numero de células en cultivo obtenidos a través de los conteos seriados a
diferentes tiempos in vitro se graficaron como el porcentaje de células por pocillo respecto al nimero
de células plagueadas inicialmente en funcién de la cantidad de dias en cultivo. Se realizaron cuatro
experimentos independientes para este proposito que fueron representados graficamente como
grupos de datos separados pero superpuestos.

Por otro lado, la expresion de los diferentes marcadores celulares se determiné contabilizando el
namero de células de la misma forma que en el punto 5.7.1 con el programa Fiji. Se establecio el
porcentaje de células que expresan cada marcador especifico y se expresaron los datos de igual
forma que en el punto anterior.

5.7.5. Viabilidad de PC12 en cocultivo

Para determinar la viabilidad de células PC12 en los diferentes tipos de cocultivo se cuantificé el
namero de células positivas para Tub-lll y se graficé en funcion del tipo de sustrato de cada
experimento (colageno, glia mixta o GRDD).

5.7.6. Inflamacion en ratas inyectadas con 6-OHDA

Para evaluar el nivel de inflamacién medido por la reactividad glial se seleccionaron dos parametros:
el porcentaje de area ocupada por la sefial (%Area) y la intensidad de la sefial (MGV por sus siglas
en inglés). En analisis se realiz6 con el programa Fiji y para ello primero se importaron las imagenes
y se cambié el tipo de imagen a 8-bit. Luego se midié automaticamente en cada foto el MGV dentro
de dos cuadrados distintos con la herramienta de medicién, un primer cuadrado que engloba la
totalidad de la foto y un segundo cuadrado mas pequefio que cubriera un area donde no habia sefial.
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Esto permitié tener un valor de intensidad de la sefal total junto con un valor de sefial de fondo
especificos para cada fotografia que finalmente se convirtié en un valor de intensidad total al restar
la sefial de fondo.

Por otro lado, para medir el %Area se utilizd la misma herramienta de medicién que para el pardmetro
anterior, solo que fue necesario establecer un umbral para cada foto. El umbral determina qué pixeles
se considerardn parte del area de interés y cuales no. Para ajustarlo es necesario decidir
manualmente qué secciones de laimagen de trabajo tienen sefial y elegir los valores mas adecuados
para optimizar el andlisis de las imagenes. Se utilizé el mismo umbral para todas las imagenes
provenientes del mismo animal.

Luego los datos fueron expresados en gréaficos de barras para su andlisis comparativo.

5.7.7. Comportamiento

Sobre los videos grabados durante el test de cilindro, se cuantificé el nUmero de veces gue el animal
tocé la pared del cilindro con cada pata delantera cuando se alza sobre sus patas traseras (los
“rearings”) solo en los primeros 3 minutos de grabacion, a partir del momento en el que el animal
ingresa al cilindro. Luego los datos se expresaron como el porcentaje de veces que el animal utiliza
su pata afectada por la lesion (pata izquierda) en relacién al nimero de toques totales (usos de la
pata izquierda sumado a las veces que utiliza la pata derecha no afectada por la lesion). Por otro
lado, a partir de los datos obtenidos mediante el test de rotacion, se calculé el porcentaje de giros
ipsilaterales a la inyeccion y se graficd ese valor para cada tipo de tratamiento.

5.7.8. Integridad de la via nigro-estriatal

5.7.8.1. Conteo de las neuronas dopaminérgicas en la SN

Para evaluar la integridad de la via nigro-estriatal se cuantific6 el nimero de neuronas
dopaminérgicas a nivel de la SN mediante el mismo procedimiento que en el punto 5.7.1.

5.7.8.2. Cuantificacién de las fibras dopaminérgicas en el CE

Como una aproximacion para evaluar la degeneracion de axones dopaminérgicos, se realizd la
cuantificacién de la disminucion de axones dopaminérgicos remanentes en el CE, mediante la
utilizacién de imagenes de inmunohistoquimica con DAB para TH y se cuantificé el porcentaje de
area ocupada por la sefial TH positiva.

Utilizando el programa Fiji se siguieron los mismos pasos que en el punto 5.7.6 con la salvedad de
gue para seleccionar el area de tejido a cuantificar se utilizé la herramienta de poligono para delimitar
los bordes del CE. Una vez seleccionada el area a medir abarcando todo CE dorsal, lateral y medial,
se ajusté el umbral de la imagen a escala de blancos y negros y se obtuvo el porcentaje de area
ocupada por la sefial TH positiva.

5.7.9. Estadistica

El analisis estadistico de los datos fue realizado con el programa GraphPad Prism 8. Para las
comparaciones entre dos conjuntos de datos se utilizé el test t de Student, mientras que para
comparar tres 0 mas conjuntos de datos entre si se utilizé el analisis de varianza de una sola via
(One-way ANOVA) seguido del test de comparaciones multiples de Tukey. Se consideraron como
significativas las diferencias entre grupos con valores de p<0,05 y se representaron los valores
graficamente como la media + SEM (error estandar de la media).
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6. RESULTADOS

6.1. Microambiente neurodegenerativo a los 3 dias del tratamiento con
6-OHDA

En la Fig. 10 se muestran los resultados de ensayos inmunohistoquimicos sobre cortes histoldgicos
de 30 um de espesor de animales inyectados unilateralmente con 12 ug de 6-OHDA a nivel de la SN
al tercer dia de la lesién (Fig. 10A). En estos experimentos se estudio, por un lado, la expresion de
marcadores astrociticos (GFAP y S1008) y microgliales (Iba-1), cuya variacion se utiliz6 como
indicador de neuroinflamacion (Fig. 10A y B, n=3) y por el otro lado, la expresion de TH a nivel de la
SN (n=8) y el CE (n=6) para determinar el grado de neurodegeneracion (Fig. 10C).

Los resultados muestran que el tratamiento con 6-OHDA induce un aumento significativo en la
expresion de Iba-1 en la SN ipsilateral comparado con el lado contralateral (Fig. 10B), siendo la
intensidad 1,9 veces mas alta (11,3+1,3 ipsilateral vs. 6,1+0,9 contralateral) y el &rea ocupada por la
sefial 3,7 veces mayor (4,8+0,8 ipsilateral vs. 1,3+0,7 contralateral). Por otro lado, los marcadores de
astrocitos también exhiben una tendencia similar donde la intensidad y el area ocupada por la sefial
son mayores del lado ipsilateral (Fig. 10B), pero esta diferencia es estadisticamente significativa solo
en el caso del area ocupada por GFAP que muestra ser 2,3 veces mayor del lado lesionado (16,6+2,5
ipsilateral vs. 7,1+1,4 contralateral). En el caso de la intensidad de GFAP, la tendencia es a ser 1,8
veces mayor del lado inyectado (26,8+7,7 ipsilateral vs. 14,5+4,0 contralateral), mientras que para
S100B el area es 2,3 veces mas grande (6+2,8 ipsilateral vs. 2,6+1,3 contralateral) y la intensidad es
1,7 veces mayor (18,745,4 ipsilateral vs 10,9+1,2 contralateral), arrojando una tendencia bien
marcada, aungue no estadisticamente significativa para este nUmero de experimentos.

En la Fig. 10C se observan cortes coronales enteros, representativo de cerebros de ratas inyectadas
unilateralmente con 6-OHDA, sobre los que se determind el nimero de células dopaminérgicas a
nivel de la SN (n=8) y el area ocupada por sus terminales dopaminérgicas a nivel del CE (n=6). Los
resultados de la cuantificacion indican que si bien al tercer dia de realizado el tratamiento con la
toxina hay una tendencia a la reduccion del nimero de neuronas dopaminérgicas en la SN (7520
ipsilateral vs. 126+14 contralateral) y una consecuente disminucion en el area ocupada por sus
terminales dopaminérgicas en el CE (48,2+13,2 ipsilateral vs. 73,5£11,9 contralateral), esta
degeneracion ipsilateral de la via nigro-estriatal no es estadisticamente significativa.
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Figura 10: SN de ratas inyectadas unilateralmente con 6-OHDA a los tres dias de la lesi6on. En (A) se
observan imagenes representativas de cortes coronales de la SN de ratas tratadas con una dosis de 12 ug de
6-OHDA, donde se ven marcados en verde astrocitos (GFAP y S1008) y microglias (Iba-1) como indicadores
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de neuroinflamacion y en azul los nucleos celulares tefiidos con Hoechst. En los tres paneles superiores se
muestran imagenes provenientes del lado lesionado (ipsilateral/ipsi) y en los tres paneles inferiores las del lado
no inyectado (contralateral/contra). Escala=30 um. En (B) se muestra graficamente el andlisis de las imagenes
anteriores, donde se cuantificé la intensidad de la sefial y el area ocupada por ella para cada marcador (n=3).
* = p<0.05 respecto al mismo marcador del lado contrario. En (C) se observan sobre la izquierda cortes
coronales de la SN y el CE de ratas tratadas con 6-OHDA, donde se ven marcadas en color marrén las
neuronas dopaminérgicas a nivel de la SN y sus respectivas terminales a nivel del CE. En ambos cortes el lado
lesionado (ipsi) es el de la izquierda y el lado contrario es el no inyectado o control (contra). Escala=2 mm. A
la derecha de los cortes se muestra la cuantificacion de la sefal observada para cada region, donde se
determind la integridad de la via nigroestriatal, evaluando el nimero de células dopaminérgicas a nivel de la
SN (n=8) y el area ocupada por sus terminales dopaminérgicas a nivel del CE (n=6). 6-OHDA: 6-
hidroxidopamina. CE: cuerpo estriado. GFAP: proteina acidica fibrilar glial. Iba-1: molécula adaptadora de union
de calcio ionizado 1. S100p: proteina B fijadora de calcio S100. SN: sustancia nigra.

6.2. Caracterizacion in vitro de los cultivos primarios de SN, CE y Hc de
ratas tratadas con 6-OHDA

6.2.1. Rendimiento de los cultivos

A los tres dias de la cirugia estereotaxica, se procesaron ratas adultas (machos y hembras)
inyectadas unilateralmente a nivel de la SN con 6 0 12 ug de 6-OHDA para obtener cultivos primarios
de células gliales. A partir de estos cerebros se cultivaron muestras de tejido tanto del sitio lesionado
(SN), como de regiones asociadas (CE) o control (Hc), que fueron mantenidas in vitro durante tres
dias para la posterior cuantificaciéon del nUmero de células obtenidas a partir de cada region y
condicion (Fig. 11).

En la Fig. 11A se pueden observar imagenes representativas de las células que surgieron a partir de
los cultivos previamente mencionados, tefiidas con el colorante naranja de acridina, donde a simple
vista se puede apreciar que si bien la morfologia y patrén de marcacién de las células parece ser
muy similar en todas las regiones tanto del lado ipsilateral a la inyeccién de 6-OHDA como del lado
contralateral, hay una clara diferencia en cuanto al nimero de células obtenidos a partir de la SN
ipsilateral respecto a todas las demas condiciones. Ese tipo de imagenes se utilizaron para hacer
cuantificaciones sobre el rendimiento de los cultivos y esos datos se evaluaron en relacion al sexo
de los animales y la dosis de toxina utilizada (Fig. 11B).

Los resultados de estos experimentos mostraron que, el nimero de células evaluado en funcion del
sexo de los animales, no presenta diferencias significativas entre machos y hembras comparando
los datos provenientes de igual region y condicion (SN ipsilateral machos, n=6, 132+40 céls. vs. SN
ipsilateral hembras, n=4, 151+63 céls.; SN contralateral machos, n=6, 28+10 céls. vs. SN
contralateral hembras, n=4, 32+11 céls.; CE ipsilateral machos, n=4, 68+14 céls. vs. CE ipsilateral
hembras, n=4, 56+16 céls.; CE contralateral machos, n=4, 27+3 céls. vs. CE contralateral hembras,
n=4, 24+9 céls.; Hc ipsilateral machos, n=4, 29+4 céls. vs. Hc ipsilateral hembras, n=4, 49420 céls.;
Hc contralateral machos, n=4, 29+3 céls. vs. Hc contralateral hembras, n=4, 36+13 céls.). A su vez,
el niamero de células obtenidas a partir de la SN y el CE ipsilateral es mayor en comparacion a su
contraparte control y también en relacion a las células obtenidas del Hc de ambos lados, para ambos
sexos, pero es estadisticamente significativa solo en machos, probablemente debido a un menor
namero experimental en hembras y un consecuente mayor desvio de los datos. En base a esto,
determinamos que el rendimiento de los cultivos manifiesta el mismo patrén, independientemente del
sexo del animal y por ello se utilizaron machos y hembras indiferentemente para el resto de los
experimentos.

En cuanto al rendimiento de los cultivos en relacién a la dosis de 6-OHDA utilizada, se observé que
duplicar la dosis de la toxina produce un aumento exponencial del rendimiento de los cultivos para
todas las regiones y condiciones evaluadas (SN ipsilateral 6 ug , n=10, 140+33 vs. SN ipsilateral 12
Mg, n=3, 4116+709; SN contralateral 6 ug, n=10, 307 vs. SN contralateral 12ug, n=3, 163+11; CE
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ipsilateral 6 ug, n=8, 62110 vs. CE ipsilateral 12 ug, n=3, 547+43; CE contralateral 6 ug, n=8, 26+4
vs. CE contralateral 12 pg, n=3, 167+61; Hc ipsilateral 6 ug, n=8, 39+10 vs. Hc ipsilateral 12 pg, n=3,
303%71; Hc contralateral 6 ug, n=8, 3316 vs. Hc contralateral 12 ug, n=3, 228+57). A su vez, la
diferencia entre la SN ipsilateral y contralateral para la dosis de 6 ug es de 4,7 veces mayor del lado
inyectado, mientras que para la dosis de 12 ug el numero de células de la SN ipsilateral es 25,3
veces mayor que su contraparte control. Algo similar pero no tan marcado sucede en el caso del CE,
donde el rendimiento del cultivo del lado inyectado es 2,4 y 3,3 veces mayor del lado tratado con 6-
OHDA, para la dosis de 6 y 12 ug respectivamente. El Hc no muestra diferencias significativas segun
la condicion para ninguna de las dos dosis estudiadas.

En resumen, el nimero de células obtenidas del entorno degenerativo de la SN fue significativamente
mayor en comparacion con el del lado control, independientemente del sexo del animal. Lo mismo
sucedié con el rendimiento de los cultivos del CE, aunque en menor medida, dado que el nimero de
células obtenidas fue menor que el obtenido de la SN. Estos efectos se vieron fuertemente
potenciados al duplicar la dosis de 6-OHDA, no solo induciendo un aumento general del nimero de
células obtenido en todas las regiones, sino que quintuplicando el cociente de relacién
ipsilateral/contralateral para la SN. En base a los datos obtenidos, se seleccioné la dosis de 12 ug
de 6-OHDA tanto en machos como en hembras para el resto de los experimentos.
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Figura 11: Cultivos celulares obtenidos de ratas inyectadas unilateralmente con 6-OHDA al tercer dia in
vitro. En (A) se observan imagenes representativas de células cultivadas a partir de la SN, el CE y el Hc,
tefiidas con el colorante naranja de acridina. En los tres paneles superiores se encuentran las células obtenidas
del lado inyectado con 6-OHDA (ipsilateral/ipsi) para cada regioén y en los tres paneles inferiores las
provenientes del lado no inyectado (contralateral/contra). Escala =20 um. En (B) se muestran representaciones
graficas sobre el rendimiento del cultivo calculado como el nimero de células obtenidas en cada regiéon y
condicién, en un area de 4,16 mm?. En el gréfico de la izquierda se compara el rendimiento de los cultivos
obtenidos a partir de machos (n=6 para SN y n=4 para CE y Hc) o hembras (n=4 para todas las regiones)
tratados con una dosis de 6 pg de 6-OHDA. En el gréfico de la derecha se compara el rendimiento de los
cultivos obtenidos a partir de ratas tratadas con una dosis de 6 pg (n=10 para SN y n=8 para CE y Hc) 0 12 ug
(n=3 para todas las regiones) de 6-OHDA, independientemente del sexo. * = p<0.05 y ** = p<0.01 en relacion
a los datos del lado contralateral. 6-OHDA: 6-hidroxidopamina. CE: cuerpo estriado. Hc: hipocampo. SN:
sustancia nigra.



6.2.2. Morfologia de las células obtenidas en cultivo

Se analizaron caracteristicas morfolégicas de las células obtenidas en cultivo y teflidas con naranja
acridina (Fig. 12). Mediante observaciones a simple vista se pudo apreciar que al tercer dia in vitro,
las células gliales en cultivo presentan una apariencia mayoritariamente ameboide que no parecen
estar en contacto estrecho entre si, aunque en algunos casos se puede distinguir algin proceso
celular corto o formas levemente mas alargadas (Fig. 12A). Al medir el tamafio de estas células (Fig.
12B), se pudo determinar que tienen un largo de ~20-35 pym (SN ipsilateral, n=10, 28+2 ym; SN
contralateral, n=8, 2513 um; CE ipsilateral, n=8, 30x3 um; CE contralateral, n=8, 284 um; Hc
ipsilateral, n=8, 25+4 um; Hc contralateral, n=8, 24+2 ym)y un area de ~250-500 um? (SN ipsilateral,
n=10, 434+71 um?; SN contralateral, n=8, 393+82 um?; CE ipsilateral, n=8, 418+72 um?, CE
contralateral, n=8, 34755 um?; Hc ipsilateral, n=8, 313+71 uym?; Hc contralateral, n=8, 308+42 um?).
Interesantemente, las células provenientes de la SN y el CE ipsilateral a la inyeccion son levemente
mas grandes que las del lado contralateral, mostrando una diferencia moderada pero
estadisticamente significativa en los pardmetros evaluados, donde las células de la SN son
minimamente mas largas y las del CE tienen un area un mayor.
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Figura 12: Morfologia de las células cultivadas a partir de ratas inyectadas unilateralmente con 6-OHDA
al tercer dia in vitro. En (A) se observan imagenes representativas de células cultivadas a partir de la SN y el
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CE del lado de la lesion (ipsi) con 6-OHDA vy del lado control (contra), tefiidas con el colorante naranja de
acridina. Escala=20um. En (B) se muestran los resultados del andlisis morfolégico de las células provenientes
de la SN (n=10), del CE (n=8) y del Hc (n=8), donde se utilizo el areay el largo celular como parametros para
evaluar el tamafio de las células. * = p<0.05. 6-OHDA: 6-hidroxidopamina. CE: cuerpo estriado. Hc: hipocampo.
SN: sustancia nigra.

6.2.3. Fenotipo celular de la GRDD al tercer dia in vitro

Se evalué el fenotipo celular de la GRDD estudiando la presencia de marcadores astrociticos (GFAP,
S100B y Cx43) y microgliales (Iba-1 e IB4). Sorprendentemente, en lugar de poder determinar la
pertenencia a una Unica estirpe celular, los resultados de la Fig. 13 indican que la mayoria de las
células son positivas tanto para ambos grupos de marcadores (GFAP, n=17, 83+6%; Cx43, n=13,
8814%; S100B, n=4, 6517%; I1B4, n=13, 97+2%; Iba-1, n=4, 100+0%), cuantificado como el
porcentaje de células positivas para cada marcador en relacién al numero de células totales
marcadas con a-tub.

En cuanto a las caracteristicas de la sefal para cada proteina, se pudo observar que mientras los
marcadores de microglia exhiben una sefial intensa de distribucién difusa por todo el citoplasma, los
marcadores de astrocitos presentan una distribucién diferencial. En particular, es muy interesante la
sefial de GFAP, que est4 organizada en paquetes agregados distribuidos en procesos filamentosos
e irregulares que parecen estar concentrados en la periferia de las células y entrar en contacto con
células vecinas. Por otro lado, la sefial de Cx43 se muestra mayoritariamente limitada a agregados
que forman botones a nivel de la membrana plasmatica y S1008 muestra una sefal difusa de baja
intensidad.

S100p/

% de células positivas

O

Iba-1/ IH

Figura 13: Fenotipo de las células obtenidas del ambiente neurodegenerativo al tercer dia en cultivo.
Se muestran imagenes representativas de la GRDD obtenida a partir de la SN dafiada con 6-OHDA, marcadas
con marcadores gliales clasicos (GFAP [n=17], Cx43 [n=13], S1008 [n=4], IB4 [n=13] e Iba-1 [n=4]) en verde,
a-tub en rojo y nucleos celulares tefiidos con Hoechst en azul. Escala = 20 micras. En la esquina inferior
derecha se encuentra la cuantificacion del porcentaje de GRDD positiva para cada marcador glial respecto al
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numero de células totales marcadas con a-tub. 6-OHDA: 6-hidroxidopamina. Cx43: Conexina 43. GRDD: glia
reactiva derivada del dafio. GFAP: proteina acidica fibrilar glial. IB4: Isolectina B4. Iba-1: molécula adaptadora
de union de calcio ionizado 1. S1003: proteina B fijadora de calcio S100. SN: sustancia nigra. a-tub: alfa-
tubulina.

6.2.4. Evolucién temporal del cultivo de GRDD

Los resultados obtenidos al analizar la evolucion temporal del cultivo de GRDD, muestran una
dindmica interesante, manifestada como cambios en el nimero de células mantenidas en cultivo a
diferentes tiempos in vitro y también en su fenotipo una vez alcanzada la confluencia luego de 14-17
dias en cultivo en relacion a los datos obtenidos al dia tres (Fig. 14). Enla Fig. 14A se puede observar
la apariencia del cultivo maduro (14-17 dias in vitro -DIV-) y su inmunorreactividad para marcadores
gliales, donde a simple vista se pueden apreciar claros cambios en el tamafio y desarrollo de las
células, ademas de que se las ve mas estrechamente vinculadas entre si, en relacion a lo observado
en los cultivos inmaduros (3 DIV). En la Fig. 14B se observa que en los cultivos maduros (n=2), el
porcentaje de células positivas para GFAP es del 86,6+12,4%, mientras que el porcentaje de células
positivas para Iba-1 es del 38,8+5,5%. Al contrastar estos datos con los provenientes de los cultivos
inmaduros, se pudo determinar que si bien el porcentaje de células positivas para GFAP no es
significativamente diferente entre las células de 3 DIV y las de 14-17 DIV, el porcentaje de células
positivas para lba-1 muestra una considerable disminucion con el pasar del tiempo, que es
estadisticamente significativa.

Por otro lado, en la Figura 14C se evidencia la variabilidad en el comportamiento temporal de los
cultivos en diferentes experimentos. Dos de los experimentos muestran un declive progresivo lineal
en el numero de células a lo largo del tiempo, indicando una pérdida gradual de células. Sin embargo,
en los otros dos experimentos se observan patrones distintos: uno muestra un decrecimiento inicial
seguido de un aumento en el nimero de células alrededor del dia 10 in vitro, mientras que el otro
experimento exhibe un aumento progresivo en el nimero de células al principio, seguido de una
caida en el dia 12 que en al final del periodo estudiado tiende a igualarse con el nimero de células
de partida.
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Figura 14: Evolucién temporal de la GRDD mantenida en cultivo. En (A) se muestran imagenes
representativas de ensayos de inmunocitoquimica sobre las células obtenidas del ambiente neurodegenerativo
luego de ser mantenidas durante dos semanas in vitro (cultivo maduro, cm). La inmunorreactividad observada
corresponde a Iba-1 y GFAP en verde como marcadores gliales, a-tub en rojo como marcador constitutivo y en
azul los nucleos celulares tefiidos con Hoechst. Escala = 50 micras. En (B) se observa graficamente la
cuantificacion del porcentaje de GRDD positivas para cada marcador glial respecto al nimero de células totales
marcadas con a-tub en el cm (n=2), en comparacion a lo observado en el cultivo inmaduro (ci [n=17 para GFAP
y n=4 para lba-1], tres dias in vitro). **** = p<0,0001 respecto al porcentaje de células positivas para el mismo
marcador a los tres dias en cultivo. En (C) se muestra graficamente el cambio en el nimero de GRDD que
sobreviven y se mantienen en cultivo en funcién del tiempo para experimentos independientes (n=4). 6-OHDA:
6-hidroxidopamina. GRDD: glia reactiva derivada del dafio. GFAP: proteina acidica fibrilar glial. Iba-1: molécula
adaptadora de union de calcio ionizado 1. SN: sustancia nigra. a-tub: alfa-tubulina.

6.3. Potencial neurotéxico in vitro de la GRDD

Como se muestra en la Figura 15, los resultados obtenidos muestran una reduccion significativa en
la viabilidad de las células PC12 cuando se cultivan con GRDD en comparacion a las células PC12
crecidas sobre coldgeno o glia mixta normal. Especificamente, el promedio del nimero de células
PC12 presentes en la unidad de area cuantificada es significativamente menor en los cocultivos con
GRDD, con un valor de 2+0,4 (n=9), en comparacién con 9+1 para colageno (n=12) y 7+1 para glia
mixta normal (n=8).
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A su vez, al analizar en detalle los cocultivos de GRDD con PC12, se observa que la GRDD positiva
para Iba-1 presenta inclusiones intracelulares positivas para B-tublll, marcador de células PC12.
Estas inclusiones muestran una distribucion mayoritariamente perinuclear y también se detectan
algunos agregados de esta proteina en el espacio extracelular. Por otro lado, las pocas células PC12
con apariencia viable observadas en los cocultivos con GRDD se encuentran aisladas, mientras que
las que se encuentran en la cercania de la GRDD parecen tener una mala integridad de la membrana
plasmatica y en algunos casos, se las observa con la GRDD que pareceria estar en proceso de
envolverlas.

COLAGENO+PC12 GLIiA MIXTA+PC12 GRDD+PC12

Numero de PC12 viables

GRDD+PC12 GRDD+PC12

Figura 15: Sobrevida de células PC12 luego de ser cocultivadas con GRDD. En los paneles superiores se
muestran imagenes representativas de cocultivos de células PC12 con GRDD o con sustratos control (colageno
y glia mixta normal). Se observan en rojo las células PC12 positivas para -tublll y en azul todos los nucleos
celulares tefiidos con Hoechst. A la derecha se encuentra la representacion grafica del nimero promedio de
PC12 viables en un area de 0,1 mm? para cada condicién (n=12 para colageno, n=8 para glia mixta y n=9 para
GRDD). En los paneles inferiores se muestra en mayor detalle el cocultivo GRDD+PC12 donde ademas de las
PC12 positivas para B-tublll, también se visualiza en verde la GRDD positiva para Iba-1. Escala = 50 pm.
GRDD: glia reactiva derivada del dafio. Iba-1: molécula adaptadora de unién de calcio ionizado 1. B-tub Ill:
beta-tubulina IIl.

6.4. Potencial neurotoxico in vivo de la GRDD
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Figura 16: Integridad de la via nigroestriatal a los 30 dias de la inyeccidon unilateral de GRDD en la SN.
Se evaluaron los efectos del tratamiento con GRDD a diferentes dosis (1000 [n=4], 10000 [n=5], 40000 [n=4] y
60000 [n=3] células/inyeccion) y del tratamiento con vehiculo (0 GRDD [n=8]), glia mixta normal (60000
células/inyeccion [n=3]) y 6-OHDA (12 ug [n=4]) como inyecciones control. En (A) se muestran cortes coronales
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de cerebro de ratas correspondientes a los cuatro tipos de tratamientos con la GRDD a la dosis maxima, donde
las neuronas dopaminérgicas y sus respectivas terminales positivas para TH estan marcadas en marron en la
SN y el CE respectivamente. En todos los casos el lado tratado es el que se observa sobre la izquierda del
corte (ipsi) y el no tratado es el de la derecha (contra). Escala = 2 mm. En (B) se muestra en la grafica superior
la cuantificacion del efecto sobre el niUmero de células dopaminérgicas en la SN de las distintas dosis de GRDD.
En las gréficas inferiores se muestra la cuantificacién de las células y fibras dopaminérgicas correspondiente
a los cuatro tipos de tratamientos con la GRDD en su dosis maxima. ** = 0,01, **** = 0,0001 respecto al
vehiculo. *** = p<0,001 respecto a 0 GRDD. En (C) se muestra graficamente el comportamiento motor de los
diferentes grupos experimentales, evaluado mediante el test de rotacién (izquierda) y el test de cilindro
(derecha). 6-OHDA: 6-hidroxidopamina. CE: cuerpo estriado. GRDD: glia reactiva derivada del dafio. SN:
sustancia nigra. TH: tirosina hidroxilasa.

6.4.1. Efectos histologicos

Los resultados de la Figura 16 revelan que la inyeccion unilateral de 60.000 GRDD en la SN de
animales desencadend la degeneracién ipsilateral de la via nigroestriatal en comparacién con el lado
contralateral y con la inyeccién de glia mixta normal o vehiculo (Fig. 16A).

En primer lugar, al evaluar el efecto de la inyeccion de diferentes dosis de GRDD a nivel de la SN
de animales produce una disminucion en el niamero de neuronas dopaminérgicas en la SN,
expresado como porcentaje en relacion al lado contralateral (Fig. 16B). Esta disminucion es dosis-
dependiente, siendo indetectable a dosis bajas y mas pronunciada en las dos dosis mas altas de
GRDD, alcanzando valores estadisticamente significativos en la dosis de 60000 GRDD (0 GRDD,
n=8, 89+3%; 1000 GRDD, n=4, 82+7%; 10000 GRDD, n=5, 90+4%; 40000 GRDD, n=4, 70+9%;
60000 GRDD, n=3, 30+19%). Esta degeneracion ipsilateral producida por la inyeccion de 60000
GRDD, se validé comparando este efecto con el producido por la inyeccion de vehiculo o igual
namero de glia mixta normal, que no produjeron un cambio significativo en el nimero de neuronas
dopaminérgicas de la SN ipsilateral y también con la inyeccién de 6-OHDA como tratamiento modelo
de neurodegeneracion (vehiculo, n=8,89+3%; glia mixta normal, n=3, 110+13%; GRDD, n=3,
30+£19%; 6-OHDA, n=4, 14+6%). Extrafiamente, al cuantificar el area ocupada por las terminales
dopaminérgicas en el CE, el Unico tratamiento que produjo una reduccion significativa en el area
ocupada por las fibras dopaminérgicas fue el de 6-OHDA, ya que no se observaron diferencias entre
los otros controles y los tratamientos con GRDD en los cortes seleccionados (vehiculo, n=8, 95+3%;
glia mixta normal, n=3, 101+5%; GRDD, n=3, 94+2; 6-OHDA, n=4, 32+15%).

6.4.2. Efectos comportamentales

Los resultados de los estudios comportamentales gque se muestran en la Fig. 16C, indican que tanto
la inyeccion de GRDD y como los tratamientos control, tienen un impacto altamente variable en el
comportamiento motor de los animales. Los datos sobre el porcentaje de giros ipsilaterales
correspondiente al test de rotacion (vehiculo, n=9, 81+11%; glia mixta normal, n=3, 47+22%; 1000
GRDD, n=4, 100+0%; 10000 GRDD, n=3, 39£31%; 40000 GRDD, n=4, 31+19%; 60000 GRDD, n=3,
30+19%; 6-OHDA, n=3, 83+14%) y los datos sobre el nimero de toques con la pata contralateral
como porcentaje de los toques totales correspondientes al test de cilindro (vehiculo, n=7, 47+4%;
glia mixta normal, n=3, 51+5%; 1000 GRDD, n=3, 40+1%; 10000 GRDD, n=5, 51+5%; 40000 GRDD,
n=4, 441+5%; 60000 GRDD, n=3, 511+5%; 6-OHDA, n=3, 4+7%), tienen desvios considerablemente
altos debido a una gran variabilidad entre experimentos que no permitié encontrar diferencias
estadisticamente significativas entre las diferentes condiciones.

En el test de rotacion, se observa un aumento considerable en el nUmero de rotaciones ipsilaterales
en las ratas tratadas con la dosis mas baja de GRDD en relacion al 50% esperable, comparable con
el observado en respuesta al tratamiento con vehiculo y 6-OHDA, pero esta tendencia desaparece
para las demas dosis y se transforma en una reduccion dosis-dependiente, que disminuye a medida
gue aumenta el nimero de células inyectadas. Por otro lado, en el test de cilindro, los datos
correspondientes al tratamiento con vehiculo o glia mixta normal se encuentran dentro de los
pardmetros esperables cercanos al 50% y se observa una tendencia hacia una menor exploracion
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del ambiente con la pata contralateral en las ratas tratadas con la dosis mas baja de GRDD,
comparable con la observada para el tratamiento con 6-OHDA. Sin embargo, esta tendencia
desaparece a dosis mas altas.

7. DISCUSION

En este trabajo, se investigé el impacto del microambiente neurodegenerativo inducido por el
tratamiento con 6-OHDA, un modelo animal ampliamente validado de EP, sobre la poblacion glial.
Se evalué la reactividad glial y la neurodegeneracién de la SN y el CE, el rendimiento y fenotipo de
los cultivos primarios de células gliales obtenidas del microambiente patolégico, y el potencial
neurotéxico de estas células. En esta discusion, analizaremos en detalle los resultados obtenidos y
su relevancia para nuestra comprension de la EP y el desarrollo de tratamientos futuros.

7.1. Impacto del microambiente neurodegenerativo inducido por 6-
OHDA sobre la poblacion glial

El microambiente neurodegenerativo observado a los 3 dias del tratamiento con 6-OHDA revela
cambios significativos en la expresion de marcadores gliales a nivel de la SN cuando la
neurodegeneracion aln no esta completamente establecida. Por un lado, la cuantificacion de las
neuronas dopaminérgicas en la SN y el area ocupada por sus terminales en el CE revelé una
reduccion en ambos parametros que, aungque no fue una reduccidn estadisticamente significativa,
sugiere un inicio temprano de la neurodegeneracion en la via nigroestriatal. Por otro lado, los
resultados de nuestros ensayos inmunohistoquimicos revelaron un aumento significativo en la
expresion de marcadores de astrocitos y microglia a nivel de la SN en ese mismo punto temporal.
En conjunto, estos resultados proporcionan una comprensién importante de los eventos que ocurren
después de la lesion inducida por la neurotoxina, donde una respuesta inflamatoria podria contribuir
al inicio y progresion del dafio neuronal observado en la via nigroestriatal, y son consistentes con
estudios previos que han implicado la inflamacién y la activacion glial en la patogénesis de la EP7®,

Mas especificamente, los resultados de los ensayos inmunohistoquimicos revelaron un aumento
significativo en la expresion de Iba-1, un marcador de microglia activada, en la SN ipsilateral al
tratamiento con 6-OHDA. El aumento en la expresién de Iba-1 sugiere una respuesta inflamatoria
temprana en la SN, consistente con la evidencia acumulada que sugiere un papel crucial de la
microglia en la patogénesis de la EP’. La microglia, como principal célula inmune del sistema
nervioso central, juega un papel clave en la respuesta inflamatoria y se ha demostrado que su
activacion puede conducir a la produccion de ROS y a la liberacion de citoquinas proinflamatorias,
que son particularmente perjudiciales para las neuronas dopaminérgicas!®®. Ademas, se observé un
aumento en la expresion de marcadores astrociticos, como GFAP y S1003, en la SN ipsilateral.
Aunque la diferencia en la intensidad de GFAP no fue estadisticamente significativa, el area ocupada
por la sefial de GFAP fue significativamente mayor en el lado lesionado, sugiriendo una activacion
de los astrocitos en respuesta al dafio neuronal. Esto también es consistente con estudios previos
gue han implicado a los astrocitos en la respuesta inflamatoria y la neurodegeneracion en la EP, ya
gue al igual que la microglia, los astrocitos también desempefan un papel importante en la respuesta
inflamatoria y la neurodegeneracion. Si bien los astrocitos activados pueden secretar factores
neurotréficos que promueven la supervivencia neuronal, se ha demostrado que su activacién puede
contribuir al microambiente neurodegenerativo al secretar factores inflamatorios y neurotéxicos, asi
como al modular la homeostasis del glutamato y la supervivencia neuronal. 76:112.186

Nuestro siguiente objetivo fue caracterizar las células gliales reactivas derivadas del microambiente
neurodegenerativo (GRDD) de la SN en cultivo. Observamos un aumento significativo en el nimero
de células obtenidas de la SN ipsilateral en comparacion con las otras condiciones. Esto es esperable
en base al estado inflamatorio del tejido a partir del cual se cultivan las células y sugiere una
proliferacion/reclutamiento y activacion selectiva de las células gliales en el sitio de la lesion, que se
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transmite en menor medida hacia el CE donde se encuentran las terminales dopaminérgicas
degenerantes. Esto es consistente con estudios previos que han demostrado la capacidad de las
células gliales para responder y proliferar en respuesta al dafio neuronal*®’. Estos resultados también
brindaron informacion sobre la relacion entre el rendimiento de los cultivos con la dosis de 6-OHDA
administrada. La observacion de que la diferencia en el nimero de células obtenidas entre la SN
ipsilateral y contralateral aumenta de manera exponencial con la dosis de 6-OHDA sugiere que la
respuesta glial esta directamente relacionada con el grado de neurodegeneraciéon inducido por la
toxina. Estos resultados son consistentes con estudios anteriores que han demostrado que la
neuroinflamacion y la activacion glial son respuestas comunes a lesiones neurodegenerativas y estan
asociadas con la liberacion de factores proinflamatorios y neurotéxicos que contribuyen al dafio
neuronal®®. Por otro lado, la falta de diferencias significativas en el rendimiento de los cultivos en
funcién del sexo de los animales sugiere que la respuesta glial inducida por la 6-OHDA es
independiente del sexo, en concordancia con estudios previos que han investigado las diferencias
de género en modelos de EP y han encontrado que, aunque puede haber diferencias en la
susceptibilidad a la enfermedad entre machos y hembras, las respuestas gliales parecen ser
similares en ambos sexos!®,

En cuanto a la morfologia de las células obtenidas en cultivo al tercer dia in vitro, las células muestran
caracteristicas tipicas de cultivos mixtos en estadios tempranos, con células de tamafio reducido y
de forma redondeada o ameboide con pocos procesos cortos. Sin embargo, en este punto temporal
del cultivo, aunque dadas las condiciones del cultivo podemos afirmar que se observan células
gliales, distinguir entre astrocitos y microglia basandose Unicamente en su forma y tamafio puede
ser complicado, lo que resalta la necesidad de técnicas adicionales como la inmunocitoquimica para
su correcta identificacion, como se discutird mas adelante.’8%-1°1 Ademas, se observé una diferencia
moderada pero estadisticamente significativa en el tamafio de las células entre regiones ipsilaterales
y contralaterales tanto en la SN como en el CE, lo que sugiere una mayor respuesta inflamatoria y
glial en &reas con mayor neurodegeneracion. Esto es coherente con la idea de que la activacion glial
es una respuesta adaptativa a la lesidn neuronal, relacionada con la eliminacién de células
apoptoéticas y la promocion de procesos de reparacion tisulart®?,

En suma, los resultados presentados en este estudio confirman que la respuesta glial es una
caracteristica prominente en modelos de neurodegeneracion inducida por 6-OHDA y que el
microambiente proinflamatorio y neurodegenerativo generado fomenta la produccion de células
gliales reactivas que proliferan y se mantienen en cultivo. Esta respuesta es independiente del sexo
del animal y esta fuertemente influenciada por la dosis de la toxina.

7.2. Fenotipo celular de la GRDD

Los resultados obtenidos en relacién al fenotipo celular de la GRDD proporcionan una visién
interesante y novedosa sobre la plasticidad de las células gliales en respuesta a la
neurodegeneracion. La presencia de marcadores tanto astrociticos (GFAP, S1008 y Cx43) como
microgliales (Iba-1 e IB4) en la mayoria de las células evaluadas en cultivo a los 3 DIV sugiere un
fenotipo mixto o hibrido. Esto es particularmente interesante e indica una respuesta compleja y
adaptativa de la poblacion glial en el contexto de la EP. La coexpresion de marcadores astrociticos
y microgliales podria reflejar una transicién fenotipica o un estado intermedio entre ambos tipos
celulares, lo que sugiere una plasticidad fenotipica significativa en estas células en respuesta a la
neurodegeneracion. Esta observacion es consistente con estudios previos que han demostrado que
las células gliales exhiben una respuesta dindmica ante el dafio cerebral'®® y tienen la capacidad
para adoptar fenotipos diversos en diferentes contextos patolégicos*®. Un antecedente destacable
sobre glia con fenotipo mixto en un contexto de neurodegeneracion es el observado en la medula
espinal de ratas SOD1%%4, un modelo de ELA hereditaria, donde se ha comprobado que alrededor
de las motoneuronas degenerantes proliferan células microgliales que coexpresan Iba-1 y GFAP
durante una transicion fenotipica hacia astrocitos aberrantes®4. Asimismo, se ha observado que este
fendmeno puede ocurrir en ciertas condiciones fisioldgicas o patoldgicas, como durante la
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inflamacién, en tumores o0 en respuesta a lesiones cerebrales y podria estar explicando en parte los
mecanismos moleculares que le confieren a la GRDD sus propiedades particulares®-97,

Por otro lado, la localizacion celular de los marcadores en la GRDD también es interesante de discutir,
particularmente la correspondiente a GFAP. A los 3 DIV, la sefial de GFAP mostré una distribuciéon
espacial particularmente peculiar, en agregados localizados en procesos filamentosos e irregulares.
Este extrafio patrén de marcacion, podria ser indicativo de una formacion y organizacion anormal o
inmadura de la red de filamentos de GFAP%, que parece ser caracteristica de estadios tempranos
de estos cultivos, ya que no se observa lo mismo en los estadios mas maduros de la GRDD o a nivel
de las células gliales en tejido luego de 6-OHDA. Es sabido que, a nivel celular, GFAP forma una
extensa red de filamentos de alta plasticidad que sufre remodelaciones en respuesta a las
agresiones®®®. Ademas, los agregados de proteinas intracelulares que contienen GFAP y otras
proteinas de filamentos intermedios son un sello distintivo de ciertas enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alexander, una patologia causada por mutaciones de
GFAP que alteran su ensamblaje?®®?°!, Por este motivo, es particularmente llamativo observar
estructuras similares en la GRDD, aunque no queda claro si se trata de un fenémeno directamente
asociado al ambiente neurodegenerativo 0 mas bien, es artefacto del pasaje desde el tejido vivo al
cultivo in vitro.

La evolucién temporal del cultivo de GRDD también es intrigante y es indicativa de una dindmica
compleja en la respuesta glial a lo largo del tiempo. La observacion de un declive progresivo en el
namero de células en algunos experimentos y de una estabilizacion o aumento en otros, sugiere una
respuesta glial muy variable que puede atribuirse a diferencias en las condiciones de cultivo
(velocidad de diseccion, lote de las soluciones utilizadas, etc.) o a la respuesta individual de las
células a los estimulos del medio ambiente in vitro. Por este motivo, es necesario aumentar el nimero
de experimentos y utilizar una estrategia mas controlada para poder hacer inferencias mas certeras
sobre la tasa de proliferacion de estas células en cultivo. Ademas, la observacion de células gliales
mas grandes y desarrolladas junto con cambios en la expresion de marcadores gliales en los cultivos
maduros, en comparacion con los cultivos inmaduros, indica una diferenciacién y maduracion celular
progresiva en el cultivo de GRDD. En particular, la observacion de una disminucion en el porcentaje
de células positivas para el marcador microglial Iba-1 con el tiempo, junto con la conservacion del
nivel de expresion de GFAP en la mayoria de las células y su cambio hacia una distribucién mas
uniforme, sugiere una posible transicion fenotipica de las células gliales desde un fenotipo mixto
inmaduro hacia uno predominantemente astrocitico.

En suma, los resultados de esta seccion destacan la plasticidad fenotipica de las células gliales en
respuesta al dafio y revelan una coexpresion de marcadores astrociticos y microgliales por parte de
la GRDD que sugiere un fenotipo mixto en etapas temprana del cultivo, mientras que su evolucion
temporal sefala una diferenciacién progresiva hacia un fenotipo predominantemente astrocitico.

7.3. Propiedades neurotoxicas de la GRDD

Los resultados obtenidos en esta investigacion ofrecen una visibn novedosa sobre el papel
potencialmente critico de la GRDD en la patogénesis de la EP. En primer lugar, se observo una
reduccion significativa en la viabilidad de las células PC12 cuando se cultivaron con GRDD en
comparacion con condiciones control, lo que las posiciona, al menos, como un sustrato hostil. En
concordancia, la administracion in vivo de GRDD provoco una disminucion ipsilateral en el nUmero
de neuronas dopaminérgicas en el sitio de la inyeccion. Estos datos respaldan la hipotesis de que
las células gliales pueden desempefiar un papel clave en la degeneracion dopaminérgica
caracteristica de la EP mediante un efecto neurotdxico directo.

Mas especificamente, los estudios sobre neurotoxicidad in vitro indican un posible efecto adverso de

la GRDD en la integridad celular de las células PC12, en concordancia con estudios previos que
demostraron que astrocitos con un fenotipo aberrante generados en un modelo de ELA hereditaria,
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son capaces de inducir dafio en neuronas motoras en cultivo?®2. Sin embargo, la observacion de una
reduccion significativa en la viabilidad de estas células cuando se cultivaron con GRDD plantea
interrogantes importantes sobre los mecanismos subyacentes a este efecto. En primer lugar, es
crucial considerar la posibilidad de que el fenédmeno observado esté relacionado con la calidad de la
GRDD como sustrato, ya que es conocido que las células PC12 son sensibles a las condiciones del
sustrato de cultivo?®, y es posible que la GRDD no provea un ambiente adecuado para su adhesién
y crecimiento, resultando en la muerte o pérdida de las células mal pegadas en cualquier punto del
experimento. Esto por si mismo seria una caracteristica distintiva de la GRDD ya que no se observa
lo mismo cuando las PC12 son cultivadas con glia mixta normal, que demostré ser un sustrato tan
adecuado como el colageno. En segundo lugar, es necesario considerar la posibilidad de que la
disminucion en la viabilidad de las células PC12 se debe a un efecto neurotoxico de la GRDD, que
puede ser directo mediante una interaccién intercelular o indirecto a través de mediadores quimicos.
Las observaciones de inclusiones intracelulares positivas para el marcador neuronal 3-tub Ill en la
GRDD, en conjunto con células PC12 con apariencia de estar siendo envueltas por GRDD, sugieren
la posibilidad de una interaccion fisica entre ambos grupos de células que podria implicar un
mecanismo de fagocitosis por parte de las GRDD, resultando en la eliminacion de las células PC12.
La otra posibilidad es una liberacién de agentes neurotoxicos por parte de las GRDD al medio de
cultivo, que ocasiona la muerte de las células PC12 donde la GRDD simplemente estaria fagocitando
los detritos resultantes, explicando las inclusiones 3-tub Il positivas observadas. En suma, es posible
gue la reduccién en la viabilidad de las células PC12 detectada en nuestros experimentos sea el
resultado de un conjunto de mecanismos diferentes o incluso una combinacion de varios de ellos,
por lo que son necesarios futuros estudios dirigidos a desentrafiar los mecanismos especificos
involucrados en la toxicidad de la GRDD.

Respecto a los estudios sobre las propiedades neurotdxicas in vivo, los resultados obtenidos en el
novedoso modelo de EP inducido por la administracién de GRDD, revelan aspectos importantes
sobre su efecto neurotdxico, asi como algunas limitaciones en la interpretacion de los datos. En
primer lugar, la observacidon de una muerte ipsilateral de las neuronas dopaminérgicas en la SN
después de la inyeccion de GRDD demuestra un efecto directo y dosis-dependiente de estas células
gliales en la degeneracién neuronal. La comparacion con la inyeccién de 6-OHDA como modelo bien
establecido de neurodegeneracion en la EP, muestra la existencia de similitudes en la magnitud de
la degeneracion neuronal ocasionada por ambos tratamientos, aungque no alcanza a ser idéntica,
sugiriendo que aumentar el niumero de células inyectadas podria conducir a una degeneracion
dopaminérgica similar a la inducida por la toxina. Ademas de la dosis de células, otro factor que
podria estar explicando las diferencias observadas en relacion al tratamiento con 6-OHDA es el
mecanismo de muerte inducido, que en el caso de la GRDD es desconocido y podria tratarse de un
mecanismo distinto, con un curso temporal diferente, por lo que evaluar la neurodegeneracion
inducida por GRDD a diferentes tiempos también seria interesante. Por otra parte, se observa una
falta de concordancia entre la degeneracion en la SN y las fibras dopaminérgicas en el CE en los
animales tratados con GRDD, pero no en el grupo de 6-OHDA, lo cual es extrafio pero dada la
estrategia experimental utilizada no invalida los datos obtenidos sobre la SN. Esta discrepancia
podria atribuirse a la necesidad de alcanzar un umbral critico de muerte neuronal en la SN para que
sea detectable en un Gnico corte histolégico mediante la metodologia utilizada, probablemente
debido a que el CE es una estructura extensa que requiere analizar y promediar los datos de varias
secciones diferentes para obtener resultados mas representativos.

Por otro lado, los resultados comportamentales también presentan desafios importantes para su
interpretacion. En estos estudios utilizamos dos test comportamentales ampliamente usados para
evaluar la integridad de la via nigro-estriatal, el test de rotacion y el del cilindro. En el test de rotacién
se observo que la inyeccion de vehiculo no se corresponde con el valor de 50% de giros ipsilaterales
esperado, lo que seria indicativo de una afectacién motora ipsilateral, pero al no corresponderse con
los datos histoldgicos, simplemente indica una gran limitacién en este ensayo especifico, Dado que
este es el tratamiento control mas importante, este dato invalida el resto de los resultados. Algo
similar pero no tan marcado, ocurre en el test de cilindro, donde la falta de diferencias
estadisticamente significativas entre el tratamiento con vehiculo y la inyeccién de 6-OHDA plantea
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interrogantes sobre la sensibilidad de este ensayo para detectar cambios en el comportamiento
motor, que como consecuencia impide la interpretacion de los datos observados para el tratamiento
con GRDD. Estos problemas nacen de la gran variabilidad de los datos observada en ambos tests y
se deben a que los estudios comportamentales suelen acarrear una serie de desafios y limitaciones
gue afectan su fiabilidad y reproducibilidad, por factores como la variabilidad individual, la sensibilidad
a las condiciones experimentales, el efecto de la experiencia previa, la sensibilidad a la fatiga y el
estrés, entre otros?%4-2%6, Esto se vuelve especialmente notorio en estudios con un numero
experimental reducido como el del presente trabajo, ya que los desvios altos dificultan detectar
diferencias estadisticamente significativas entre los datos. A su vez, es posible que las condiciones
experimentales bajo las que se llevaron a cabo los estudios comportamentales no fueran las mas
apropiadas y probablemente fueron variables en el tiempo ya que los datos se obtuvieron a lo largo
de varios afos. Todo esto destaca la importancia de considerar cuidadosamente estos aspectos al
disefiar y analizar experimentos comportamentales, remarcando la necesidad de aumentar el n
experimental y controlar mas rigurosamente las condiciones cuando se trata de este tipo de ensayos.

En suma, nuestros resultados apoyan la hipétesis de que las células gliales reactivas desempefian
un papel significativo en la patogénesis de la EP. Se demostré que las células gliales extraidas del
ambiente degenerativo expresan un fenotipo que provoca una posible ganancia de funciones
neurotéxicas, que por si solas son capaces de producir neurodegeneracion tanto in vitro como in
vivo. Estos hallazgos nos permiten afirmar que el tratamiento con GRDD se trata de un novedoso
modelo de EP in vivo que permite profundizar en la comprension de los mecanismos celulares
involucrados en la patogénesis de la EP. Este novedoso modelo de EP mediado por células gliales
neurotéxicas, es a la fecha el primer ejemplo de muerte neuronal in vivo por accion directa de células
gliales provenientes de un modelo de una enfermedad neurodegenerativa ampliamente validado. El
tratamiento con GRDD genera una respuesta dosis dependiente que permite adaptar el modelo para
abordar diferentes problematicas mediante la regulacién del grado de neurodegeneraciéon producido.
Si bien auln se necesitan estudios adicionales para caracterizar los efectos sobre el comportamiento
motor, este modelo tiene una gran potencialidad para estudiar en profundidad los mecanismos por
los cuales las células gliales sufren una pérdida de sus funciones homeostaticas clasicas en favor de
un fenotipo neurotéxico, un fendmeno comuin a varias enfermedades neurodegenerativas y otras
formas de dafio al SNC. También permite evaluar posibles tratamientos para revertir este
funcionamiento glial alterado, habilitando su utilizacién para la blsqueda de terapias novedosas con
la disfuncién glial como blanco y facilitando la investigacién en esta area del conocimiento que ha
ganado protagonismo en las ultimas décadas pero que aldn se encuentra bastante inexplorada.

7.4. GRDD en relacion a células gliales neurotoxicas obtenidas de otros
modelos de dafio

Como se menciond al final de la introduccion, la GRDD es el primer ejemplo de células gliales
neurotéxicas obtenidas a partir de modelos de EP, pero no de dafio al SNC. En esta seccién haremos
una breve comparacion entre la GRDD obtenida del modelo de EP y otras células gliales neurotoxicas
provenientes de modelos de ELA, isquemia y EA, con el objetivo de proporcionar una visiébn mas
amplia sobre las similitudes y diferencias en su fenotipo, comportamiento y posible contribucién a la
patogénesis de estas enfermedades.

En un modelo en ratas de ELA, la muerte de las motoneuronas y la rapida progresion de la paralisis
se asocian con la aparicion de células AbA que proliferan en la médula espinal en degeneracion, que
son téxicas para motoneuronas en cultivo. Interesantemente, las AbAs al igual que la GRDD,
expresan simultdneamente marcadores astrociticos junto con marcadores microgliales.*%”:1°* Estos
autores pudieron demostrar que las células AbA se originan a partir de células microgliales
inflamatorias que experimentan una transicion fenotipica hacia astrocitos aberrantes!®*, un fenémeno
no muy diferentes a lo observado durante la evolucién temporal de la GRDD en cultivo desde un
fenotipo mixto inmaduro hacia uno predominantemente astrocitico. Sin embargo, una diferencia
distintiva entre las AbAs y la GRDD, es que la GRDD no parece tener una alta tasa de proliferacion
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en cultivo, mientras que las AbAs se caracterizan por una marcada capacidad proliferativa con
pérdida permanente de la inhibicion por contacto y falta de senescencia replicatival®’. Otras
caracteristicas que exhiben las células AbA son estrés exacerbado de RE junto con una abundancia
significativa de gotitas de lipidos, asi como vesiculas autofagicas y secretoras, todos rasgos
caracteristicos de estrés celular y de la activacion inflamatoria?®’. Estos parametros especificos adn
no han sido evaluados en la GRDD, pero estos resultados los colocan como interesantes blancos de
estudio, ya que es altamente probable encontrar mas similitudes.

Otro ejemplo de glia neurotoxica es el descubierto a partir de un modelo de isquemia en ratas
producido por devascularizacion cortical, donde se pudieron aislar astrocitos, bautizados como IDA
(del inglés ischemia-derived astrocytes), que proliferan in vitro con una alta tasa de divisién celular,
muestran una mayor capacidad migratoria y tienen una senescencia replicativa reducida. Se observo
gue el medio condicionado por estas células, indujo fuertemente la activacién de astrocitos primarios
inactivos y potencié la muerte neuronal isquémica en cultivo. Ademas, al ser reimplantados en
cerebros de ratas normales, migraron alrededor del lugar de la inyeccidn e indujeron una gliosis
reactiva focal. Interesantemente, en los estadios tempranos del cultivo se observa que estas células
son pequefias y redondeadas con un fenotipo de macréfago/microglia y con el transcurso de los DIV,
disminuye el porcentaje de células positivas para Iba-1 y aumenta el porcentaje de células positivas
para S100B. Estos autores proponen que los IDA representan un subtipo astroglial indiferenciado,
proinflamatorio, altamente replicativo y migratorio que emerge del microambiente neurodegenerativo
y que puede contribuir a la expansiéon de la gliosis reactiva.?®® En relaciéon a la GRDD, no solo
comparten las propiedades neurotdxicas in vitro, sino que también parecen sufrir la misma transicion
fenotipica desde un estadio inmaduro de caracteristicas microglia hacia un estadio con mayor
expresion de marcadores astrociticos, al igual que lo que se observé en las células AbA. De igual
forma que en la comparacion anterior, la GRDD difiere de los IDAs en su tasa de replicacion. Por
otro lado a pesar de que ambos tipos celulares fueron re implantados en cerebros sanos, no se
evaluo la muerte neuronal luego del tratamiento con IDAs para poder determinar si difieren con la
GRDD en la capacidad neurotdxica in vivo o si se trata de otro fenémeno compartido.

Finalmente, el Gltimo punto de comparacién de esta seccion es con una poblacién de astrocitos con
propiedades neurotdxicas in vitro, cuya aparicion esta ligada a la progresiéon de los eventos
patologicos que ocurren un modelo transgénico de EA, y que, al igual que las AbAs y los IDAs pero
a diferencia de la GRDD, mostraron una alta tasa de proliferacién en cultivo. Estos astrocitos fueron
neurotdxicos para cultivos neuronales primarios tanto en cocultivos como cuando se afiadié su medio
condicionado. Los autores proponen que su aparicion estd relacionada con el medio
neuroinflamatorio que evoluciona durante la progresién de la enfermedad en estos animales y
promueve la transicion fenotipica de precursores a la generacion de estas células.%® Estos astrocitos
comparten con la GRDD la toxicidad in vitro en cocultivos y posicionan al estudio del efecto de los
medios condicionados con GRDD como una perspectiva de estudio futuro interesante.

De esta forma podemos ver que la aparicion de células gliales neurotdxicas se da en varios
escenarios distintos de dafio al SNC y esta aparicién probablemente esta fuertemente vinculada al
proceso de inflamacién, donde participan la activaciéon de interacciones especificas entre las
neuronas dafiadas, las células gliales y el microambiente neurodegenerativo. En luz de todo lo que
hemos discutido a lo largo del presente trabajo, es apropiado decir que, en la fisiopatologia de las
enfermedades neurodegenerativas, la interaccion entre las neuronas y las células adyacentes del
sistema glial, endotelial e inmunoldgico es altamente compleja y las perturbaciones en este sistema
pueden gatillar una amplia variedad de respuestas que interactian entre si y en muchos casos, se
retroalimentan. En ese contexto, dentro de un ambiente neurodegenerativo donde la funcién de las
neuronas se ve afectada, las células gliales pueden proliferar y adoptar un fenotipo reactivo, con el
objetivo inicial de contrarrestar o al menos prevenir la degeneracién neuronal. Sin embargo, cuando
la respuesta glial regenerativa se ve alterada por la aparicion de fenotipos de glia neurotéxica como
los discutidos en este capitulo, la intervencién de estas nuevas células perturba el equilibrio
homeostético de la unidad funcional neurona-glia, induciendo una condicién patolégica que perpetta
la pérdida de neuronas, exacerbando el problema. Esto abre nuevas vias de investigacién para
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encontrar poblaciones de células gliales que tengan fenotipos disfuncionales con toxicidad intrinseca
en otros modelos de dafio al SNC, ya que, aunque existen similitudes en el comportamiento
neurotéxico y la plasticidad fenotipica de las células gliales obtenidas a partir de los modelos recién
discutidos, es importante tener en cuenta que cada uno de ellos tiene caracteristicas especificas que
reflejan el contexto patolégico subyacente. Comprender en mayor detalle estas diferencias y
similitudes puede proporcionar informacién valiosa para el desarrollo de estrategias terapéuticas
dirigidas especificamente a modular la actividad de las células gliales anormales y detener o
ralentizar la progresion de la neurodegeneracion.

8. CONCLUSIONES

En este trabajo, se proporcioné informacién sobre el rol de las células gliales en el contexto de la EP.
A través de una combinacién de estudios in vitro e in vivo, se exploraron los efectos de estas células
en la neurodegeneracién y disfuncién motora, asi como algunas de sus caracteristicas fenotipicas y
potencial neurotdxico.

En primer lugar, se evidencié que, el microambiente neurodegenerativo del cual se obtienen las
GRDD se caracteriza por un alto nivel de neuroinflamacion y degeneracion dopaminérgica incipiente.
Este microambiente alterado es probablemente determinante para la generacion de GRDD en el sitio
de la lesion.

La caracterizacion in vitro de las GRDD a los 3 DIV demostré que presentan un fenotipo mixto,
expresando marcadores tanto de astrocitos como de microglia, lo cual es particularmente interesante
y sugiere una plasticidad fenotipica glial en respuesta al dafio neurodegenerativo. Ademas, se
observé que el comportamiento temporal de los cultivos es variable, donde se evidenciaron cambios
en el fenotipo celular hacia un dominio de caracteristicas astrocitarias con el tiempo, lo que sugiere
una posible diferenciacion o maduracién celular durante el proceso de cultivo con una dinamica
compleja en la activacion y respuesta de estas células. Por otra parte, estas células no mostraron
una tasa de proliferacion alta en cultivo.

Finalmente, se encontrd que la GRDD exhibe propiedades neurotoxicas tanto in vitro como in vivo,
induciendo una reduccion en la viabilidad de células PC12 en cultivo y provocando la degeneracion
ipsilateral de la via nigroestriatal en ratas control, respectivamente. De esta forma, fue posible poner
a punto un novedoso modelo in vivo de EP inducido por la administracion de GRDD que confirmé su
capacidad para desencadenar una degeneracién progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la
SN. Sin embargo, no se observo disminucion de los terminales dopaminérgicos del CE y los efectos
en el comportamiento motor de los animales fueron variables.

En conjunto, estos estudios proporcionan nuevas perspectivas sobre el papel de las células gliales
en la EP, destacando su complejidad fenotipica, su capacidad neurotoxica y su implicacion directa
en la neurodegeneracion. Estos hallazgos subrayan el papel critico de las células gliales reactivas
en la patogénesis de la EP y sugieren su potencial como diana terapéutica novedosa y prometedora.

9. PERSPECTIVAS

Dados los resultados obtenidos durante la caracterizacion del modelo animal de EP inducido por la
GRDD, consideramos necesario continuar profundizando sobre el dafio inducido en la SN por las
células inyectadas. Para ello, planteamos ampliar la dosis del tratamiento in vivo mediante un
incremento de la cantidad de GRDD inyectadas in vivo, con el objetivo de poder estandarizar este
novedoso modelo. Esperamos que con una dosis de 100000 GRDD se podra alcanzar un nivel de
neurodegeneracion relativamente igual al producido por 6-OHDA, y asi poder llegar a ver un efecto
en el comportamiento motor de los animales. A su vez, seria interesante poder identificar la presencia
de un proceso inflamatorio asociado a la neurodegeneracion inducida por la GRDD y describirlo en
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relacion a la dosis del tratamiento, analizando también posibles cambios en el tiempo. Estas
aproximaciones permitiran evaluar como la cantidad de GRDD afecta al microambiente
neurodegenerativo que se genera en la SN de estos animales y proporcionara informacién crucial
para optimizar las estrategias del tratamiento, completando la puesta a punto del modelo.

Otro aspecto interesante de evaluar es la posibilidad de obtener GRDD a partir de cultivos primarios
de la SN de ratas previamente inyectadas con GRDD, al igual que se obtienen de los animales
inyectados con 6-OHDA. Esto permitira determinar si el microambiente neurodegenerativo generado
por los dos tipos de tratamientos es capaz de inducir el mismo cambio fenotipico en la poblacién glial
residente y abrir nuevas perspectivas para la generacion y estudio de este tipo celular. A su vez, esta
aproximacién no solo permitiria explorar en mayor profundidad cémo la GRDD interacttia con el
microambiente neuronal in vivo, sino que también arrojara datos relevantes sobre la transmision y
evolucion temporal del fenémeno neurotdxico observado.

Por otro lado, en cuanto a los estudios de neurotoxicidad in vitro, serd importante determinar si la
baja en la viabilidad de células PC12 observada en los cocultivos, se debe a una interaccion
intercelular directa o se trata de un efecto indirecto mediado por la liberaciobn de sustancias
neurotéxicas al medio extracelular por parte de la GRDD. Para ello, planeamos explorar silos medios
condicionados por la GRDD poseen propiedades neurotéxicas por si solos, informacién que también
serd util para identificar estrategias que puedan mitigar cualquier neurotoxicidad asociada.

También consideramos de suma importancia estudiar los mecanismos moleculares que le brindan a
la GRDD sus caracteristicas, identificando marcadores asociados a su fenotipo patolégico. Para ello
proponemos una primera aproximacion que permita determinar la presencia de diferentes
marcadores de dafio, vinculados al estado metabdlico de las células neurotdxicas incluyendo la
evaluacion de los niveles de mediadores inflamatorios, de estrés oxidativo y de reticulo, autofagia,
disfuncién mitocondrial, alteraciones en la sumoilacién y degradacién de proteinas, modificaciones
de la matriz extracelular y apoptosis. Esta informacién sera de particular importancia para identificar
posibles estrategias para modular especificamente estas vias patogénicas e intentar prevenir o
revertir la accién neurotoxica de estas células. Como segunda aproximacion, no se descarta la
posibilidad de realizar otros estudios émicos para describir aspectos genéticos, transcriptémicos,
protedmicos y/o metabdlicos, comparando la GRDD con glia mixta normal y asi identificar otras
caracteristicas de expresion diferencial entre ambos tipos celulares.

Finalmente, de la mano con los resultados que se obtengan en las partes anteriores, planteamos
como objetivo a largo plazo poder identificar tratamientos farmacolégicos que logren frenar o revertir
el potencial neurotéxico de la GRDD. Para ello, se seleccionara una serie de compuestos que actien
sobre las vias que hayan mostrado estar mas afectadas en la GRDD (hipotéticamente masitinib como
antiinflamatorio que puede modular su proliferacion?®, cannabinoides como neuroprotectores?!® y
violaceina que esta en estudio en el grupo como proapoptético?!! especifico para AbAs, podrian ser
candidatos interesantes). En primer lugar, se evaluara el efecto neuroprotector in vitro utilizando
cultivos de células PC12 con GRDD y en base a esos estudios se seleccionard la intervencion
farmacoldgica con mejor potencial neuroprotector para ser evaluada en el modelo in vivo.
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