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Resumen

La Enfermedad de Huntington (EH) es un desorden neurodegenerativo
genético, hereditario, progresivo y fatal, causado por una expansion de
poliglutamina en la proteina huntingtina. Se caracteriza por la muerte selectiva
de neuronas del estriado acompafiada por una fuerte reactividad glial.
Diferentes mecanismos patolégicos como el estrés oxidativo y la disfunciéon
mitocondrial han sido propuestos para explicar la muerte neuronal, aunque el
Estrés de Reticulo Endoplasmico (ERE) causado por la acumulacion de la
huntingtina mutada pareceria ser un evento primario en dicha patologia. En tal
sentido, en este trabajo nos propusimos como objetivo determinar si la
induccion farmacolégica de ERE en el Sistema Nervioso Central (SNC) podria
ser suficiente para provocar una patologia similar a la EH. Para tal objetivo
ratas adultas fueron inyectadas en la cisterna magna con Tunicamicina (TM),
una toxina que induce ERE. No se observaron sintomas hasta 4-5 dias luego
de la inyeccién, tiempo en el cual las ratas comenzaron a desarrollar un
sindrome neurolégico y progresivo caracterizado por espasticidad, mioclonia y
disminucién de fuerzas en miembros delanteros. El analisis histologico mostré
una degeneracion del estriado, caracterizado por muerte de neuronas NeuN+,
y un aumento del volumen ventricular. A nivel celular se observé la induccion
de la expresion de BiP y ATF4, proteinas que se sobre-expresan en
condiciones de ERE en patologias neurodegenerativas, a medida que progresa
la sintomatologia. Finalmente se demostré una fuerte reactividad glial, tanto de
astrocitos como de microglia, en las regiones afectadas. En conclusion, la
induccion de ERE por TM reproduce los fendmenos histopatologicos y
sintomatologicos caracteristicos de la EH, lo que podria representar un

novedoso modelo inducido quimicamente de dicha enfermedad.



1. Introduccion y fundamentacion

Las enfermedades neurodegenerativas han sido investigadas intensamente
en las dltimas décadas, sin embargo aun se desconocen las causas ultimas
qgue llevan a la muerte progresiva de diferentes poblaciones neuronales en
enfermedades tales como la Enfermedad de Alzheimer (EA), Enfermedad de
Parkinson, Enfermedad de Huntington (EH) y la Esclerosis Lateral Amiotrofica
(ELA). Estas enfermedades son un grupo de patologias multifactoriales que
generan desordenes en el Sistema Nervioso Central (SNC) con diferente grado
de discapacidad y que afectan a aproximadamente 30 millones de individuos
en el mundo. La identificacion de una cura para dichas patologias es uno de los
mayores desafios que afronta la neurociencia moderna. Esta necesidad se
hace aun mas apremiante con el aumento de la esperanza de vida y el
aumento simultdneo de la incidencia de las enfermedades neurodegenerativas,
convirtiéndose éstas en una gran carga sanitaria y econdmica para la sociedad.
Se considera que el modesto avance en cuanto a la terapéutica de estas
enfermedades se debe a que hasta hace no mucho tiempo el foco principal de
las investigaciones estuvo centrado exclusivamente en las diferentes
poblaciones neuronales degenerantes, sin considerar a las células gliales,
como astrocitos y microglia, los mayores componentes celulares del SNC, asi
como también a las células del sistema inmune. (1-3). En este sentido una
caracteristica comuin en estas patologias es la presencia de una fuerte
reactividad glial con mecanismos patogénicos comunes tales como el estrés
oxidativo, el mal plegamiento de proteinas, la formacién de radicales libres,

disfunciéon mitocondrial y ERE (4).

La enfermedad de Huntington (EH) es un desorden neurodegenerativo,
genético y hereditario causado por una expansién de poliglutamina en la
proteina huntingtina (HTT). Es un desorden progresivo y fatal, que clinicamente
esta caracterizado por alteraciones cognitivas, psiquiatricas y motoras, asi
como también por fenotipos periféricos que incluyen pérdida de peso y de
masa muscular (5). La prevalencia de la enfermedad a nivel mundial es de

3:100000 (6), apareciendo los primeros sintomas aproximadamente a los 40



afos de edad y progresa de manera constante por 15- 20 afios hasta la muerte
de los individuos (7). Las alteraciones en la funcibn de motora son los signos
mas evidentes de EH. La corea, es el sintoma motor principal y es visto en mas
de un 90% de los pacientes con este trastorno (8, 9). La bradicinesia, lentitud
en la ejecucion de los movimientos voluntarios y rigidez a la resistencia de
movimientos articulares (10, 11) asi como la distonia, contracciones
musculares involuntarias que pueden causar torsion y posturas anormales, son
las caracteristicas sobresalientes de las etapas mas avanzadas de la
enfermedad (10, 11). Repeticiones mayores de poliglutamina aceleran la
aparicion de la patologia, que también parece estar influenciada, aunque en
menor medida, por modificaciones genéticas y ambientales (12). Se caracteriza

por una muerte progresiva de neuronas principalmente estriatales (13, 14).

Desde el descubrimiento de la huntingtina mutante (mHTT) hace 20 afos, se
han publicado miles de articulos sobre la EH, de los cuales aproximadamente
la mitad trata de modelar varios aspectos de la enfermedad. Los
descubrimientos en modelos animales han ayudado a elucidar importantes vias
que estan interrumpidas en EH y han aportado importantes conocimientos
sobre la patologia de la enfermedad, lo que ha permitido el estudio de posibles
drogas para la terapia (15). A pesar de los avances en el entendimiento de la
patogénesis de la enfermedad, aun no se ha podido desarrollar un tratamiento
efectivo que prevenga o enlentezca el progreso de la misma. La progresion
relativamente lenta a menudo requiere de ensayos clinicos largos y por lo tanto
costosos. Ademas, el numero de pacientes con EH con los que se cuenta para
la realizacién de ensayos clinicos es limitado, lo que significa que muy pocas
drogas potenciales pueden ser probadas en cada estudio. Por lo tanto, los
modelos animales resultan de enorme valor no solo para la identificacion de
mecanismos patogeéenicos sino que también para la busqueda de potenciales

drogas previamente a los ensayos clinicos (5).

En las etapas avanzadas de la enfermedad de Huntington, otras areas del
cerebro se pueden ver afectadas. Una de las mas afectadas por el arreglo de
sus conexiones es las Sustancia Nigra (SN). La SN es una estructura del
cerebro localizada en el mesencéfalo que esta involucrada en las funciones de

recompensa, adiccion y movimientos (16), ademas juega un rol fundamental en
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el movimiento ocular, la planificacion de los movimientos motores y el
aprendizaje. Muchas de estas funciones de la SN estan mediadas a través del
cuerpo estriado. La entrada de las neuronas dopaminérgicas de la SN al
cuerpo estriado a través de la via nigro-estriatal esta intimamente relacionada

con la funcion del cuerpo estirado (17).

Hasta la fecha se han generado mas de 20 modelos de roedores diferentes de
esta enfermedad. Los modelos de ratones R6/2 y N171-Q82 son los mas
utilizados y expresan fragmentos N-terminales truncados de mHTT. R6/1 y
R6/2 expresan el exén 1 de la HTT humana, originalmente con 116 y 144
repeticiones de CAG respectivamente, bajo el control del promotor humano de
HTT (18). Estos modelos animales basados en fragmentos N-terminales
truncados, tipicamente muestran un rapido inicio de los sintomas, incluyendo
anomalias en el comportamiento motor, cognitivo, pérdida de peso y una

reduccion de la esperanza de vida (5, 19).

También se han desarrollado dos modelos quimicos de la EH, uno basado en
la neurotoxina acido-3-nitropropionico (3-NP) un inhibidor del complejo Il
mitocondrial. La inyeccion intraperitoneal de 3-NP produce lesiones
estriatales que serian responsables del trastorno motor tipico de la EH que se
observa (20). Si bien se sabe que el 3-NP actia a nivel mitocondrial los
mecanismos celulares y por qué el estriado resulta mas vulnerable a esta
toxina aun se desconocen (21). El otro modelo consiste en la inyeccion intra-
estriatal de acido quinolinico, causando una muerte neuronal estriatal, que
podria estar ligada a la excitotoxicidad y/o al estrés oxidativo que se evidencia

por la expresion de la forma inducible de la 6xido nitrico sintasa (iINOS) (22).

Los modelos genéticos tienen la desventaja de ser costosos, poco accesibles y
sobre todo dificiles de mantener, sumado a que el nimero de copias de la
mHTT puede sufrir variaciones en las diferentes generaciones, lo que
representa una variable dificil de controlar al momento de disefiar los
experimentos (23). Esto ha llevado a la permanente blusqueda de nuevos
modelos quimicos que permitan el estudio de los diferentes mecanismos
patogénicos presentes en la EH. A pesar de ello, los modelos animales han
sido la herramienta principal para estudiar los mecanismos patogénicos que
subyacen a la muerte neuronal asi como la respuesta glial caracteristica de la
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EH.

El reticulo endoplasmatico es un complejo sistema de membranas dispuestas
en forma de sacos aplanados y tdbulos que estan interconectados entre si
compartiendo el mismo espacio interno. Sus membranas se contindan con las
de la envoltura nuclear y se pueden extender hasta las proximidades de la
membrana plasmatica, llegando a representar mas de la mitad de las
membranas de una célula. Sus principales funciones son la biosintesis

proteica, el metabolismo de los lipidos y glicosilacién entre otras.

Cerca de un tercio del proteoma humano es sintetizado en el Reticulo
Endoplasmatico (RE) y viaja a los compartimentos membranosos como la
membrana plasmatica o también pueden ser secretados (24). Muchas
condiciones fisiolégicas y patoldgicas pueden alterar el proceso de plegamiento
de las proteinas en el RE, lo que puede llevar a la acumulaciéon de proteinas
desplegadas en el lumen del RE, un estado celular que recibe el nombre de
Estrés de Reticulo Endoplasmaético (ERE), esta condicién desencadena una
respuesta que se ha mantenido conservada a lo largo de la evolucién, llamada
UPR (del inglés Unfolded Protein Response) (25, 26).

El intento inicial de la UPR es estabilizar el ambiente cambiante y restablecer la
funcién normal del RE. Estos son mecanismos adaptativos que involucran
programas trasnscripcionales que inducen la expresibn de genes que
aumentan la capacidad de plegamiento de proteinas del RE y promueven la
degradacion de proteinas desplegadas. La traducciéon de ARNm también esta
inhibida, reduciendo de esta manera las nuevas proteinas que deberian ser
sintetizadas de novo. Cuando la adaptacién falla el RE inicia caminos de
alarma al activar NF-xB, un factor de transcripcion que induce la expresion de
genes que codifican mediadores de defensa del huésped. Un ERE prolongado
y/o excesivo desencadena la muerte celular, usualmente mediante apoptosis
(27). Cuando las proteinas desplegadas se acumulan en el RE, las chaperonas
residentes se activan, liberando a proteinas trasnmembrana del RE que
participan en la induccion de la UPR. Estas se sitan en las membranas del

RE, con su extremo amino terminal en el lumen del RE y su carboxilo terminal



en el citosol, siendo el puente que conecta estos dos compartimentos.
Normalmente el extremo amino terminal de estas proteinas transmembranas
del RE estan sostenidas por Grp78 (BiP), previniendo asi su agregacion. Pero
cuando se acumulan proteinas desplegadas, BiP se libera, permitiendo la
agregacion de estas proteinas trasnmembrana, dando la sefal para la
activacion de la UPR. Otras de las proteinas caracteristicas del ERE es ATF4
gue es un factor de transcripcion que aumenta su expresion cuando se activa
una de las vias UPR, e interviene en la regulacion de genes involucrados en la

homesotasis redox, autofagia y apotosis (28).

El rol del ERE en la EH ha cobrado especial interés en los ultimos afios debido
a que las mutaciones de la HTT forman agregados en el RE generando un ERE
crénico que afecta tanto a las neuronas como a las células gliales. Estudios en
diferentes modelos de la EH sugieren que la alteracion de la via secretoria, por
las inclusiones proteicas y el desplegamiento proteico muestran que el ERE
contribuiria a la patologia, en pacientes y también en modelos animales.
Ademas de estar alteradas las vias secretorias también lo estan los
mecanismos de control de calidad, tales como la degradacion de proteinas
asociada al RE, el transporte vesicular, el patron morfolégico caracteristico del
RE y la degradacién mediada por lisosomas; todos estos eventos contribuyen
al ERE, por lo que se considera que éste juega un rol ponderante en la
patologia y puede ser el blanco de experimentos para avanzar en el

entendimiento de la misma (29).

La Tunicamicina (TM- Figura 1) es un antibiético
qgue inhibe la glicosilacion de proteinas. Inhibe la
transferencia de N-acetilglucosamina-1-fosfato a
dodecil fosfato, el primer paso en el ensamblaje de
la cadena de oligosacaridos de las glicoproteinas.

Ha sido extensamente utilizada para evaluar el rol

de las glicoproteinas en el funcionamiento celular

HO  OH

Figura 1. Estructura molecular de la
Tunicamicina.

(30). Las razones de la toxicidad selectiva aun se
desconocen (31). Estudios previos realizaron



inyecciones intra-estriatales de TM en dos modelos de raton de EH,
observandose un aumento de los agregados intracelulares de mHTT (32).

Los astrocitos son el tipo celular predominante en el SNC constituido por
una poblacién heterogénea de gran plasticidad, capaces de proliferar en
diferentes condiciones y que realizan numerosas funciones tanto en
condiciones basales como patolégicas (33). Dentro de las funciones
especializadas en condiciones de estado basal se destacan el soporte
metabdlico y tréfico a las neuronas (34), la regulacion de la excitabilidad
neuronal y la neurotransmision mediante el control de la disponibilidad de
glutamato en la hendidura sinaptica (35). De esta forma los astrocitos no solo
proveen de un microambiente fisico, tréfico y metabdlico para la sobrevida
neuronal sino que ademas patrticipan en la generacion y el procesamiento de la
informacion neural (36). En respuesta al dafo, los astrocitos responden
adoptando un fenotipo reactivo denominado astrogliosis, caracterizado
morfolégicamente por hipertrofia de los nicleos y de los cuerpos celulares,
aumento de la proliferacion y el desarrollo de procesos gruesos y largos con un
alto contenido de la proteina GFAP (del inglés Glial Fibrillary Acidic Protein) (1).
Las neuronas no soOlo son dependientes metabdlicamente de los astrocitos
sino que ademas interactian de manera continua con dichas células para
mantener regulados los niveles extracelulares de glutamato (37). En este
sentido los astrocitos remueven aproximadamente el 80% del glutamato de las
sinapsis s través de la expresion de los transportadores de glutamato GLT-1y
GLAST (38), evitando un fenédmeno conocido como excitotoxicidad (39).
Estudios en animales knockout para estos transportadores han mostrado que
un exceso de glutamato extracelular es capaz de inducir un fenotipo
neurolégico motor progresivo (40). Se ha observado, en otros modelos de
enfermedades neurodegenerativas, una disminucion en la expresion de GLT-1
astrocitario, lo que genera un aumento de los niveles glutamato extracelular
previo a la muerte neuronal, llevando a proponer que los astrocitos son
protagonistas relevantes en la patogenia (23). Sumado a esto se han
evidenciado acumulaciones de mHTT en astrocitos estriatales de cerebros de
pacientes asi como también en modelos murinos (41, 42). La expresion

selectiva de la mHTT Unicamente en los astrocitos lleva a la muerte celular de
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neuronas estriatales (41).

Las células microgliales contribuyen fuertemente con el componente neuro-
inflamatorio que acompana a las enfermedades neurodegenerativas (43). La
microglia constituye la principal célula efectora del sistema inmune en el SNC.
Como tal, responde a cualquier condicion patoldgica que involucre la activacion
del sistema inmune (44). La microglia puede presentar diversos estados de
activacion, los cuales dependen del ambiente en el que se encuentren. Dicha
activacibn es una respuesta al dafio que sufre el tejido nervioso; esta
caracterizada por proliferacion y una transformacion en células fagociticas, con
morfologia similar a la de los macrofagos (45). El estado activado de la
microglia ha sido reportado en diversos estudios en las diferentes patologias
neurodegenerativas, incluyendo la EH, EP y ELA en sus distintos estadios
(46). Estudios previos han reportado cambios estructurales y un aumento en el
namero de células microgliales a medida que avanza la sintomatologia en la
EH sugiriendo un rol importante de estas células en la progresion de la
patologia (47-50).

Por esto, nos propusimos determinar si mediante una inyeccién en la cisterna
magna de TM, se podria generar un modelo de EH, utilizando esta droga como
compuesto estresor del RE, ya que una de las mayores limitaciones que
presentan los modelos genéticos es que no tienen en cuenta muchos de los
eventos que estan sucediendo en la patologia a nivel molecular. Por el rol
protagonista que ha tomado el ERE en la EH y también en muchas
enfermedades neurodegenerativas proponemos estudiar qué sucede con el
ambiente celular luego de una inyeccion en la cisterna magna de TM,
prestando especial atenciébn a como afecta ésta droga a las células gliales y

gue sucede con las neuronas estriatales principalmente.
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Hipotesis

La induccién de un estrés de reticulo endoplasméatico agudo en el SNC
mediante la administracion de tunicamicina podria generar una
neurodegeneracion estriatal con caracteristicas similares a los
fendmenos histopatoldgicos y sintomatolégicos que tienen lugar en la

enfermedad Huntington.

Objetivo general

Caracterizar la neurodegeneracion inducida por la administracion en la

cisterna magna del estresor del reticulo endoplasmico Tunicamicina.

Obijetivos especificos:

e Determinar si ocurre una degeneracion estriatal mediante la técnica de
Inmunhistoquimica utilizando el anticuerpo neuronal caracteristico NeuN.

e Estudiar los niveles de Estrés de Reticulo Endoplasmatico inducidos por
Tunicamicina mediante los anticuerpos caracteristicos de BiP, ATF4
mediante las técnicas Inmunohistoquimica y Western Blot.

e Estudiar la induccion de gliosis reactiva por Tunicamicina, mediante la
técnica de Inmunohistoquimica, utilizando los anticuerpos caracteristicos

de astrocitos GFAP y s100p e Ibal para las células microgliales.
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2. Materiales y Métodos

1) Diseno experimental

Se utilizaron como modelo de estudio ratas Sprague
Dawley (Figura 2). Se seleccionaron 8 ratas hembras y 8
ratas machos, de 4 meses de edad. Los machos
pesaban aproximadamente 330 gramos y las hembras
310 gramos. Los animales fueron mantenidos en el S

bioterio del Instituto de Investigaciones Biologicas Figura 2. Rata de

Clemente Estable (IIBCE) con un ciclo de 12 horas de  €xperimentacion
Sprague Dawley

luz- 12 horas de oscuridad, con acceso a agua y comida

ad livitum.

La mitad de los animales fueron seleccionados para ser inyectados con DMSO,

grupo control, y la mitad para ser inyectados con Tunicamicina, grupo tratado.

En la figura 3 se esquematiza el procedimiento del disefio experimental.

-

16 ratas Sprague

Dawley

8 inyectadas con TM 8 inyectadas con

(Grupo tratado) DMSO (Grupo control)
4 ratas 4 ratas 4 ratas 4 ratas
sacrificadas y sacrificadas y sacnflcgdas y sacrificadas y se
perfundidas se les extrajo el perfundidas les extrajo el tejido
(Estadio 2y 4) tejido (Estadio 4)

Inmunohistoquimica Western Blot
Inmunohistoquimica Western Blot

Figura 3. Esquema del disefio experimental utilizado en el trabajo.

Para la inyeccién en la cisterna magna las ratas fueron anestesiadas con
ketamina (90mg/kg) / xilacina (10 mg/kg). Esta anestesia es comunmente
usada en modelos de rata, su seguridad ha sido probada para procedimientos
de imagen y no se ha demostrado que cause cambios significativos en el flujo

sanguineo cerebral. Las ratas son fijadas en un esterotéxico (Figura 3).
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En este trabajo se utilizé una Hamilton de

calibre 27G. La aguja se introduce en una

trayectoria vertical, perforando piel y musculo,

|
hasta que se perfora la membrana atlanto- \IL'< a &
occipital. La aguja es introducida lentamente y \/ i

una vez que la membrana atlanto-occipital es Figura 4. Estereotaxico utilizado

atravesada se extraen aproximadamente un Para la inyeccion en la cisterna
magna.

volumen de 20 uL para confirmar que la

localizacion de la aguja es correcta. Se inyectan en ese momento 5 ug de

Tunicamicina, 0.416 ug/ul (en 12 ul de DMSO estéril).

Para los animales inyectados con TM, como no existe en la bibliografia una
clasificacion para modelos animales, y con el fin de poder establecer distintos
estadios de la enfermedad se gener6 una clasificacion basada en la
observacion de los animales tratados, para ser utilizada en posteriores analisis.

La clasificaciéon creada se detalla a continuacion:

e Estadio 1: Inclinacién del cuerpo hacia uno de los costados. Temblores
de los miembros.

e Estadio 2: Se acentla la inclinacion, los animales comienzan a perder
los movimientos voluntarios en el mismo costado, generalmente
comienza en el dia 5 post-inyeccion.

e Estadio 3: Los animales arrastran los miembros traseros, perdiendo la
movilidad voluntaria.

e Estadio 4: Los animales presentan movimientos descoordinados,
girando sobre si mismos (siempre hacia el costado primeramente
afectado). Este estadio se ve al dia 7 post-inyeccion.

e Estadio 5: Los animales pierden toda capacidad de moverse
voluntariamente y continuamente sufren movimientos descoordinados.
La mayor parte del tiempo el animal no se mueve y yace inmovil en la

caja.
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Los animales fueron sacrificados en el estadio 2 y en el estadio 4. Los dos
grupos de animales comenzaron a ser pesados 5 dias antes de la inyeccion en
la cisterna magna, y se continuaron los registros hasta el momento de su

muerte.

Perfusion

Se siguieron procedimientos previamente publicados y aprobados por el comité
de ética del IIBCE y bajo la ley de experimentacién animal N° 18.611 (2). Los
animales fueron anestesiados con Ketamina/Xilacina (90 mg/kg/10 mg/kg). Una
vez que entraron en anestesia profunda se colocaron sobre la mesa de
perfusion bajo una campana de extraccién de aire. Se realiz6 una incision
abdominal por debajo del reborde costal, se secciond el diafragma y se
cortaron las costillas en ambos lados, retirando el esternén y parte de las
costillas. Posteriormente se cort6 la auricula derecha para que fluya la sangre y
los liquidos perfundidos mediante una bomba peristéltica de perfusién; por el
ventriculo izquierdo se inyectaron en primera instancia 100 ml de suero
fisiolégico — 0.4% citrato de sodio, de forma de evitar la coagulacién. Luego se
administré la solucion fijadora, 120-150 mL de paraformaldehido (PAF) 4% en
PBS. Se disecaron los cerebros y se mantuvieron en PAF 4% a 4°C durante 24
horas, luego de lo cual se preservaron los tejidos en PBS- Azida 0.05% y se

mantuvieron a 4°C hasta su procesamiento.

Obtencidon de cortes coronales y sagitales de cerebro.

Para la generacién de los cortes se utilizé un vibradtomo
Leica 1000s (Figura 4). Se adhirieron las secciones
coronal y sagital de los cerebros con un adhesivo
instantaneo, luego se selecciond el grosor de los cortes

en 50 um el grosor y la velocidad a 4.0 mm/segundos y

la frecuencia a 4.5 Hz. Se colectan los cortes en Figura 5. Vibratomo,
., . ) ) modelo Leica 1000S.
flotacion en PBS-Azida de sodio 0.05 % para su posterior

procesamiento.
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Inmunohistoquimica

Se utilizaron cortes sagitales y coronales de cerebro de animales tratados con
TM y con DMSO. Se realizé reclutamiento/recuperacién antigénica en buffer
citrato 10 mM pH 6 a fuego por 3 minutos, luego de lo cual se dejaron los
cortes en el buffer citrato por 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se realizaron 3 lavados de 20 minutos cada uno en PBS. Luego
los cortes se permeabilizaron con Triton-X100 0.5% en PBS durante 30
minutos a temperatura ambiente. Como solucion de bloqueo se utilizd sero-
albumina bovina (BSA) 5% en PBS, y este se realiz6 a temperatura ambiente
por 1 hora. La incubacion con los anticuerpos primarios se realiz6 en Tritdn-
X100 0.3% por 24 horas a 4°C, y los anticuerpos secundarios en Triton-X100
0.3% por 2 horas a temperatura ambiente. Luego se montaron los cortes en
portaobjetos previamente tratados con Poli-Lisina y se empleé Mowiol como
medio de montaje. Se utilizaron anticuerpos caracteristicos de neuronas,
astrocitos y microglia, detallados en la Tabla 1. Los anticuerpos secundarios

utilizados se detallan en la Tabla 2.

Tabla 1. Se detallan los anticuerpos primarios utilizados.

Anticuerpos Abreviatura Hospedero Reconoce Diluciones
Anti-Tirosina a-TH Ratén/Monoclonal Neuronas (1/300)
Hidroxilasa Dopaminérgicas
Anti-NeuN a -NeuN Ratén/monoclonal Neuronas (1/400)
Anti-Proteina B de 0—S10083 Ratén/monoclonal Astrocitos (1/400)
unién a Calcio
Anti-Proteina Acida a-GFAP Ratén/Monoclonal Astrocitos (1/400)
Fibrilar Glial
Anti-Molécula o—lbal Conejo/Policlonal Microglia (2/200)
adaptadora de
union a calcio
ionizado 1
Anti-Proteina de a-BiP/GRP78 Conejo/Policlonal Estrés de Reticulo (1/300)
unién a la Endoplasmatico
inmunoglobulina
(BiP)
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Tabla 2. Se detallan los anticuerpos secundarios utilizados.

Anticuerpo Abreviatura Hospedero Reconoce Diluciones
Cabra-Anti Ratén a-Ratén 488 Ratén/Policlonal Regién Fc del (1/500)
488 y 543 anticuerpo de
a-Raton 543 ratén
Cabra-Anti Conejo a-Raton 488 Conejo/Policlonal Region Fc del (1/500)
488 y 543 anticuerpo de
a-Raton 543 ratén

Las muestras obtenidas luego de la técnica IHQ fueron analizadas utilizando un
microscopio confocal Leica TCS-SP5-DMI 6000.

Western Blot

Preparacion del lisado a partir de tejido.

1. Se diseco el estriado y sustancia nigra, con herramientas limpias, en
hielo, lo més rapido posible para prevenir la degradacién por proteasas.

2. Se depositdo el tejido en buffer de lisis de tejido (300 ul). Y
posteriormente se almacené el tejido a -20°C hasta el momento de
homogenizarlo.
Se utilizé el ultrasonido para romper el tejido y las membranas celulares.

4. Se centrifugd por 20 minutos a 12000 rpm a 4°C. Luego se removieron

cuidadosamente los tubos de la centrifuga y se descart6 el pellet.

Receta Buffer de Lisis de Tejido: 4 mM de EDTA, 1 pastilla de inhibidores de

proteasas para 100 mL de agua destilada.

Determinacion de la concentracidon de proteinas.

La cuantificacion de las proteinas se realiz6 mediante la técnica colorimétrica
del acido bicinconinico (BCA) (SIGMA). Los ensayos colorimétricos involucran
la adicibn de una sustancia quimica que es capaz de reaccionar con
determinados residuos aminoacidicos. El principio de la técnica de BCA se

basa en la formacién de un complejo Cu?*-proteina en condiciones alcalinas,
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con la consiguiente reduccién del atomo de Cu?* a Cu*. La cantidad de Cu®
reducido es proporcional a la cantidad de proteina presente en la muestra. El
resultado de esta reaccion es el cambio de color en la solucidén, que es
cuantificado mediante la medida de absorbancia a 562 nm. Para determinar la
concentracion de proteinas totales de la muestra a analizar, se interpolan los
resultados de absorbancia a un curva de calibracion construida utilizando una
proteina estandar, en este caso, albumina sérica bovina (BSA: bovine serum
albumin), cuya concentracidén es conocida. En todos los pocillos que contienen
muestra con las proteinas a cuantificar (se siembran dos pocillos por muestra
para luego promediar los resultados) se agregar 150 uL del reactivo BCA +
CuSO4 (50 partes de BCA por cada parte de CuSO,). Se deja incubando
durante 30 minutos a 37 °C y luego se realiza la lectura. Luego de haber
determinado la concentracién de las proteinas, las mismas son mezcladas con
el buffer de carga 5X (15% SDS, 0,3 M Tris pH 6,8, 25 % Glicerol, 1,5 M -
mercaptoetanol, 0,01 % Bromophenol Blue), de forma que la concentracion
final del buffer sea 1X. Luego las proteinas son sometidas durante 5 minutos a
una temperatura de 100 °C, para lograr su desnaturalizacion. Se guardan las

muestras a -20 °C hasta su sembrado en el gel.

Para la electroforesis se cargaron 40 ug de proteina del estriado y de la
sustancia nigra. Las muestras en el gel fueron corridas a una intensidad fija de
30 mA con la utilizacion de una fuente de poder (Bio-rad), durante
aproximadamente 3 horas y 30 minutos a aproximadamente 60 mV. Luego que
el frente de corrida abandona el gel se desmonto el gel en buffer de
transferencia.

Receta de Buffer de Corrida: 3.03 g de Tris, 14.4 g de Glicina, 1 g de SDS

para un litro de agua destilada.

Para la transferencia la membrana se coloca sobre el gel, éstos son colocados
entre sandwiches de materiales absorbentes, y éstos son sujetados entre
soportes sélidos para mantener el estrecho contacto entre el gel y la
membrana. La misma se realiza a 300 mA a 4° C por 1 hora y media. Para

verificar si la trasferencia se realizO con éxito se utilizoO el colorante Rojo
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Ponceau. Se dejaron las membranas en el colorante por 5 minutos con
agitacion. Se determind si las proteinas se encontraban en la membrana y

luego se las lavo con TBS-Tween hasta que se elimind el colorante.

Para el bloqueo de la membrana se utiliz6 BSA 5% en TBS-Tween 0.1%, se

bloqued por una hora a temperatura ambiente con agitacion suave.

Los anticuerpos primarios fueron incubados en BSA 5% en TBS-Tween
0.1% durante toda la noche, a 4° C, con agitacion suave. Los anticuerpos
utilizados se detallan en la tabla 3. Tras la incubacion de los primarios, se
realizaron 3 lavados con TBS-Tween de 10 minutos cada uno en agitacion
rapida, para retirar los anticuerpos que no se unieron a las proteinas en la

membrana.

Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados para la técnica Western Blot

Anticuerpo Origen Dilucion
Anti-BActina  (control  de | Monoclonal/Raton 1/4000
carga)

Anti- INOS Policlonal/ Conejo 1/500
Anti-ATF4 Monoclonal/Raton 1/1000
Anti-BiP Policlonal/ Conejo 1/3000

Los anticuerpos secundarios se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente en la misma solucion utilizada para el bloqueo y la incubacion de los
anticuerpos primarios. Los anticuerpos secundarios para el reconocimiento de
los primarios fueron un anti-lgG Conejo conjugado a HRP (Bio-Rad) y un anti-
IgG Ratén conjugado a HRP (Pierce). Ambos anticuerpos secundarios se
utilizaron en una dilucion de 1/4000. Una vez finalizada la incubacion, la
membrana es sometida a 3 nuevos lavados de 10 minutos de duracion cada

uno con TBS-Tween.
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Tabla 3. Anticuerpos secundarios utilizados para la técnica Western Blot

Anticuerpo Origen Dilucién
Cabra- Anti Ratén- HRP | Policlonal/Ratén 1/4000
Cabra- Anti Conejo- | Policlonal/ Conejo 1/4000
HRP

Para revelar la membrana fue incubada durante 2-3 minutos con una mezcla de
partes iguales de los reactivos Ay B del ECL (ECL Western blotting detection
reagents and analisis system, Amersham). La sefial que se genera sobre la
membrana es captada gracias a la exposicion de la misma a una placa
autorradiografica (AGFA) durante 10 minutos. Posteriormente la placa es
incubada durante algunos minutos en la solucién reveladora (Quimica mediQ,
concentracion final 1X). Una vez que la sefial se hace presente en la placa,
esta se lava en agua y se sumerge en la solucién de fijacion (Quimica mediQ,
concentracion final 1X). Para el andlisis de los resultados, se escanea la placa
con el revelado, y se analiza mediante la utilizacion de un programa informatico

de imagen, ImageJ.

2. Fundamento Teodrico de Materiales y Métodos

Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica (IHQ) es una técnica en la cual se utilizan anticuerpos
para detectar antigenos en un corte o seccion de tejido biolégico. Utiliza la
unién especifica de éstos, y es posible localizar y visualizar dichas moléculas
blanco en cortes histoldgicos debido a que los anticuerpos especificos estan
marcados con fluoréforos o enzimas. Es comunmente utilizada en
investigaciones biologicas para conocer la ubicacion y co-localizacion de

proteinas dentro de las diferentes partes de la célula (51).
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Los anticuerpos son producidos y purificados en dos formas basicas para su
uso como reactivos en inmunoensayos: monoclonales y policlonales. Los
monoclonales son especificos para un Unico epitope antigénico, y por lo tanto
se considera que son mas especificos para el antigeno blanco que los
policlonales.

Los policlonales son una mezcla compleja y
heterogénea de anticuerpos, generalmente
purificados directamente a partir de un suero, y
reconocen varios epitopes antigénicos y por lo
tanto tienen menos probabilidad de ser

afectados por cambios conformacionales que

los monoclonales, y por lo general pueden tener n

menor afinidad. Son especialmente Gtiles como _ _ _
Figura 6. Unién de los anticuerpos

anticuerpos secundarios marcados para conjugados a la proteina de
. interés. Se muestra como el
Inmunoensayos. anticuerpo secundario, conjugado

Para visualizar el complejo antigeno- & la enzima, se une al anticuerpo
u ple) 9 primario que reconoce a la
anticuerpo que se puede utilizar el método Proteinade interes.
directo o el método indirecto, en este trabajo se utilizé el método indirecto
(Figura 5). El primero utiliza un anticuerpo conjugado a una enzima como la
Perdxidasa de Rabano (HRP) o Fosfatasa Alcalina (AP) o bien a un marcador
fluorescente. El indirecto usa un anticuerpo primario anti-antigeno de interés, y
luego un anticuerpo secundario que se une al anticuerpo primario, conjugado a

una enzima o a un fluéroforo.

Microscopia confocal

Marvin Minsky fue el pionero en la microscopia confocal, cuando en 1955
mientras investigaba en la Universidad de Harvard realizé una construccion de
la imagen punto por punto, centrandose un punto de luz a través de una
secuencia de muestras y luego recogiendo algunos de los rayos que retornan
(52). Al iluminar un Unico punto lograba evitar la mayor parte de la luz

dispersada no deseada que tipicamente oscurece la imagen cuando se ilumina
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toda la muestra al mismo tiempo. Ademas, la luz que vuelve de la muestra
pasa a través de una segunda abertura extremadamente fina (pinhole) que
rechaza los rayos que no provienen directamente desde el punto focal. El resto
de los rayos “deseables” serian recopilados mediante un fotomultiplicador y la
imagen seria reconstruida gradualmente. Para construir la imagen, Minsky
escaneo la muestra moviendo el escenario en vez de los rayos de luz, evitando
asi el problema de buscar mantener la alineacion de la dptica sensible en
movimiento. Con el uso de un solenoide de 60 Hz para mover la plataforma
verticalmente y un solenoide de baja frecuencia para moverlo horizontalmente,
logr6 obtener una velocidad de aproximadamente una imagen cada 10

segundos (52).

La microscopia confocal moderna ha mantenido los elementos esenciales del
disefio de Minsky: la abertura “pinhole” y la iluminacién punto por punto de la
muestra. Los avances en Optica y electronica han sido incorporados en los
disefios modernos y han traido mejoras en la velocidad, la calidad de imagen,

la generacion y el almacenamiento de las imagenes.

Actualmente existen varios tipos de disefios de microscopios confocales, sin
embargo la descripcion general de los mismos no varia en estos diferentes
tipos. La mayoria de las imagenes generadas por éstos se da reflejando la luz

fuera de la muestra o mediante la estimulacion de la fluorescencia de

colorantes (fluoréforos) aplicados a la muestra. La diferencia entre las dos
técnicas es pequefa; y en aplicaciones

usa la

Foton
absorbi
endo a
mayor
ener

biolégicas generalmente se

estimulacion de la fluorescencia. También

hay métodos que se basan en la trasmision

Foton emitiendo

gia a menor energia

de la luz a través de la muestra, pero estos

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ Estado basal

son mucho menos comunes (52).

Cuando la luz incide en una molécula, ésta
puede absorber la luz y luego emitir luz en
un color diferente, proceso conocido como
fluorescencia. A temperatura ambiente, la

mayoria de las moléculas estan en su

Figura 7. Mecanismo de fluorescencia.
La linea horizontal indica niveles
guantum de energia de la molécula. Un
colorante fluorescente es elevado a un
estado de energia mayor por el fotén de
alta energia. Este cede energia a otras
moléculas resultando en un estado de
excitacion mas bajo. El resto de la
energia la pierde al emitir la luz de menor
energia.
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estado mas bajo de energia, estado fundamental. Sin embargo, éstas pueden
absorber un fotdén de luz, que incrementa su energia causando el salto de un
electron a un estado excitado discreto (53). En la figura 7 se representa el
cambio del estado de excitaciébn con la linea punteada negra superior. En
general la molécula rapidamente (en aproximadamente 10® segundos) disipa
algo de la energia absorbida a través de colisiones con moléculas que la
rodean causando que el electron pase a un nivel de energia menor (segunda
linea punteada negra en la Figura 7). Si las moléculas circundantes no son
capaces de aceptar esta diferencia de energia necesaria para reducir ain mas
la molécula a su estado fundamental, puede someterse a la emision
espontanea, perdiendo de este modo la energia restante, mediante la emision

de luz de una longitud de onda mayor (54).

Filtros

b—¥

La microscopia de fluorescencia presenta

s

:/!\’_

muchas ventajas en comparaciéon con la

i

microscopia de luz reflejada o transmitida.

Puede ser mas sensible, e incluso es

posible unir moléculas fluorescentes a

Figura 8. Organizacion bésica de
partes especificas del espécimen, siendo
fuente es reflejada fuera del

éstas las Unicas visibles en el microscopio. dicroico a través del espécimen.

Muestra

un

microscopio de fluorescencia. La luz de la
espejo

La

fluorescencia que regresa con una longitud
de onda mayor pasa a través del espejo

En la microscopia de fluorescencia

dicroico hasta el ocular.
convencional, un espécimen fluorescente es iluminado con la longitud de onda
apropiada y se forma la imagen como resultado de la luz fluorescente emitida.
El microscopio usa un espejo dicroico

que refleja la luz a una longitud de onda

) Punto Focal " A
mas corta que la real, pero transmite la & ~ e
~ -
. . e e g
luz a una longitud de onda mayor (Figura  _—~~__ <
e~
g /

8). A pesar de esto, la luz de la fuente

principal es reflejada y pasa a traves del
objetivo a la muestra, mientras que la luz
del

espécimen fluorescente pasa a través

con longitud de onda mayor

pasar. La luz alejada del
mayoritariamente rechazada.

del objetivo y del espejo dicroico. Este
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Pinhole

Figura 9. Representacion grafica del rechazo
de la luz no incidente del plano focal. Toda la
luz del plano focal que llega a la pantalla puede
plano focal
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tipo particular de microscopia de fluorescencia se llama de epifluorescencia.
En la figura 9 se representa un esquema de que sucede en la microscopia
confocal; ésta presenta un par de lentes que se enfocan en la luz del punto
focal de un lente al punto focal del otro, esto se representa por los rayos azules
en la figura 9. Los rayos celestes representan luz de otro punto del espécimen,
el cual no esta en el punto focal del lado derecho de los lentes, la imagen de la
luz de los rayos celestes no esta en el mismo lugar que la imagen de los rayos
azules. En la microscopia confocal el objetivo es ver solo la imagen en el punto
negro. En consecuencia, si una pantalla con un “pinhole” es puesta en el otro
lado del sistema de lentes, entonces toda la luz del punto negro podra pasar a
través del pinhole. Ademas, la mayor parte de la luz sera bloqueada por la
pantalla, resultando en una imagen de la luz del punto celeste que sera
significativamente atenuada comparada con la imagen del punto azul. Para

minimizar aln mas la cantidad de luz

emergente de los rayos celestes, las ESneis Pantalia
glra‘torlos i A

configuraciones  del  microscopio ‘. \./\ [0 __~ Pinhole

N \ ) | sstocor pam
confocal logran  minimizar que || . L/’é l} 0
cantidad del espécimen es iluminado. Z

P o 4

Normalmente en la microscopia <= | Microscopio

fluorescente todo el campo de vision
Espécimen fluorescente

del espécimen es completamente

. . . ., Figura 10. Organizacion basica de un
iluminado, dejando a toda la region  microscopio confocal. La luz del laser es

escaneada a través de los espejos. El
seccionamiento optico se produce cuando la

el punto focal el que presenta la mayor luz pasa a través del pinhole en su camino
hacia el detecto.

fluorescente al mismo tiempo, siendo

intensidad de excitacion. Las dos
aberturas del microscopio confocal reducen significativamente el ruido de fondo
gue es tipico de las imagenes fluorescentes convencionales. En la Figura 10 se

representa el disefio de un microscopio confocal tipico.
Microscopia de contaste de fase

La microscopia de contraste de fase, fue utilizada por primera vez en 1934 por
el fisico holandés Frits Zernike. Es una técnica Optica que mejora el contraste y

puede ser utilizada para producir imagenes de alto contraste de especimenes
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transparentes, tales como células vivas (por lo general cultivos celulares),
microorganismos, cortes de tejido muy delgados entre otros. En efecto, la
técnica de contraste de fase emplea un mecanismo optico para distinguir entre
variaciones muy pequefias de las distintas fases correspondientes a cambios
en la amplitud del contraste de las imagenes. Una de las principales ventajas
de esta técnica es que las células vivas se pueden examinar en su estado
natural. Como resultado de ello, la dinamica de los procesos biologicos en

curso pueden ser observados y registrados en alto contraste con gran claridad.

Western Blot

La técnica del Western Blot (también llamado inmunoblotting debido a que se
utilizan anticuerpos para detectar el antigeno o los antigenos especificos de
interés) fue descrita por primera vez por Towbin y colaboradores en 1979 y en
la actualidad es una técnica de rutina en todos los laboratorios que realizan
andlisis de proteinas (55).

La especificidad de la union antigeno—anticuerpo permite la deteccion de una
Unica proteina dentro de una mezcla compleja de otras proteinas. Se utiliza
como criterio de identificacién positivo de una proteina especifica y es Util para
obtener datos cualitativos y semi-cuantitativos de la misma.

El primer paso del Western Blot es la separacion de las macromoléculas
mediante geles de electroforesis; después de la misma, las macromoléculas ya
separadas en funcion de su peso molecular diferente se transfieren a una
segunda matriz, generalmente una membrana de nitrocelulosa o PVDF.
Posteriormente, se bloquea la membrana para evitar la unién inespecifica a su
superficie de los anticuerpos que se van a utilizar para la deteccion de la
proteina de intereés.

En el siguiente paso, se une a dicha proteina transferida un anticuerpo
especifico, marcado con una enzima vy, finalmente, se afiade un sustrato
apropiado para dicha enzima con lo que se produce un producto detectable

como, por ejemplo, un precipitado cromogénico o fluorogénico en la membrana
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Para preparar las muestras para correrlas en el gel, el tejido debe ser lisado
para liberar a las proteinas. Esto solubiliza las proteinas, por lo que ellas
pueden migrar individualmente a través de un gel separador. Los buffers de
lisis que contienen dodecil sulfato de sodio (SDS) y otros detergentes ionicos
son considerados méas fuertes y por lo tanto tienden a dar mejores
rendimientos. Al momento de elegir el buffer a usar hay que tener en cuenta el
anticuerpo que se piensa utilizar y verificar si este reconoce muestras nativas o
desnaturalizadas. Ni bien ocurre la lisis comienza la desfosforilacion y la
protedlisis. Para pausar estos eventos se almacenan las muestras a 4°C o en
hielo todo el tiempo y los inhibidores apropiados son agregados a los buffers de

lisis.

Electroforesis.

La electroforesis es una técnica que permite separar moléculas segun su
movilidad en un campo eléctrico. Puede ser en una o en dos dimensiones. La
electroforesis en una dimensién es usada principalmente para proteinas

conocidas y separaciones de 4acidos nucleicos (56).

Preparacion de geles PAGE

Cuando se realiza una separacion ... espaciedores

en un gel de poliacrilamida, - " .
generalmente  se utliza la o ©
P ;
e

abreviacion SDS-PAGE (del inglés peine
Sodium Dodecyl Sultate
PolyAcrylamide Gel

Electrophoresis). Esta técnica es

un estdndar para  separar

proteinas segin su  peso

Figura 11. Esquema donde se muestran los pasos
molecular. Los geles de gue llevan al armado del gel. Se separan, con la
poliacrilamida se forman de la ayuda de los espaciadores de 1,5 mm de espesor,

dos vidrios, los cuales son montados en un
polimerizacién de dos soporte. Luego de preparada la solucion de

acrilamida, esta se vierte en el espacio formado
compuestos, acrilamida y N,N- por los vidrios y se deja reposar durante

. . . . . aproximadamente una hora hasta que el gel se
bisacrilamida (Bis). La Bis es un encuentra completamente polimerizado.
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agente entrecruzador para los geles. La polimerizacion es iniciada por la
adicion solo de persulfato de amonio (APS) o0 acompafiado de DMAP O
TEMED.

Los geles son neutrales, hidrofilicos, redes tridimensionales de hidrocarburos
entrecruzadas por grupos metileno. La separacion de las moléculas dentro del
gel esta determinada por el tamafio relativo de los poros del gel. El tamafio del
poro del gel esta determinado por dos factores: la cantidad total de acrilamida
presente (designada como % Total) y la cantidad de entrecruzador (%C). A
medida que la cantidad total de acrilamida aumenta el tamafio del poro
disminuye. Con 5%C de agente entrecrudazor se obtiene el poro mas pequerio.
Cualquier aumento o disminucion de %C aumenta el tamafio del poro. Los
geles se describen con porcentajes, a mayor porcentaje de acrilamida menor el

tamafio de los poros.

Tamafio de la proteina | Porcentaje  aproximado
(kDa) del gel (%)

4-40 20

12-45 15

10-70 12.5

15-100 10

25-200 8

Los controles positivos se usan para demostrar que el protocolo es eficiente
y correcto y que el anticuerpo reconoce la proteina en cuestion que podria no
estar presente en todas las muestras. Los marcadores de peso molecular
son para determinar el tamafio de las proteinas y también para visualizar el

progreso de la corrida electroforética.

Sembrado y corrida electroforética

Para sembrar el gel se puede usar una pipeta Hamilton o una micropipeta,
dependiendo del volumen que se deba sembrar. Hay que tener especial
cuidado para no sobrecargar los pocillos para evitar que haya contaminacion

de una muestra a otra. Los pocillos deben ser sumergidos en buffer de corrida.
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Los controles de carga son necesarios para verificar que en todos los carriles

se sembro la misma cantidad de proteina.

Transferencia de las proteinas
Las proteinas cargadas eléctricamente (por su union al SDS) son inducidas a

viajar a través del gel por un campo

Esponja
Papel de filtro
Membrana de PVDF

eléctrico, y luego son transferidas en un
campo eléctrico desde el gel a una
membrana que atrapa las proteinas del
gel. La transferencia puede hacerse en
condiciones humedas o semi-secas. La

transferencia semi-seca es mas rapida

pero la himeda es mas segura ya que en

Figura 12. Esquema del sandwich
armado para la transferencia. Esta
secarse con proteinas mayores a 100 requiere estrecho contacto entre el gel y

la membrana. Para esto se colocan
kDa. Para ambos tipos de transferencia la ambos juntos, y se los encierra en un

sadndwich de papel absorbente y dos
membrana se coloca sobre el gel. La amohadillas. La cubierta externa que

forma el sandwich es de policarbonato.

la trasnferencia semi-seca tiene riesgo de

membrana y el gel son colocados entre
sandwiches de materiales absorbentes, y éstos son sujetados entre soportes
solidos para mantener el estrecho contacto entre el gel y la membrana.

En la transferencia himeda, que fue la utilizada en este trabajo, el gel y la
membrana se ubican entre esponjas y papel absorbente (esponja, papel
absorbente, gel, membrana, papel absorbente, esponja) y se sujetan
fuertemente luego de asegurarse que no hay burbujas de aire entre el gel y la
membrana. El sandwich se sumerge en buffer de trasferencia y se aplica un
campo eléctrico. Las proteinas cargadas negativamente viajan a través del
electrodo cargado positivamente, pero la membrana las para, las une y evita
que contintden la migracion. Un buffer estandar para transferencias himedas es
el mismo utilizado en el buffer de corrida de las proteinas sin SDS y con 20%
de metanol. Para proteinas mas grandes que 80kDa se deberia incluir SDS a
una concentracion final de 0.1%.

Dos tipos de membrana estan disponibles, nitrocelulosa y PVDF (nylon cargado
positivamente). Las membranas de PVDF, que son las utilizadas en este

trabajo, requieren un cuidadoso tratamiento previo: cortar la membrana al
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tamarfio apropiado, activar la membrana en metanol por 1 o 2 minutos. Luego

se la incuba en buffer de transferencia en frio por 5 minutos.

El blogueo de la membrana es de suma importancia en el Western Blot ya
que bloquear los sitios de unién de la membrana sin reaccionar con el antigeno

reduce la union inespecifica de las proteinas durante los siguientes pasos del

ensayo.
En la actualidad se utilizan una amplia variedad Sustrato T
de tampones de bloqueo (desde leche o suero, ” fieacetio
hasta proteinas altamente purificadas) para ‘Enzimﬂ

bloquear los sitios libres de la membrana.
Estos tampones de blogueo, permiten es
incrementar la sensibilidad del ensayo

reduciendo la interferencia por el ruido de

fondo (background). Un problema adicional es Figura 13, Representacion

que no todos los tampones de bloqueo son €squematica de la union de los
anticuerpos  conjugados a la

compatibles con todos los sistemas, por lo que membrana. Se muestra como el
) . anticuerpo secundario, conjugado a
una gran variedad de bloqueantes estan la enzima, se une al anticuerpo

. . . , primario que reconoce una proteina
disponibles comercialmente tanto en tampon ¢, |a membrana. Una vez en

contacto con el sustrato, se genera

TBS como PBS, dependiendo la eleccion del '~ producto luminoso.

bloqueante mas adecuado del propio antigeno

asi como de la enzima que se vaya a utilizar; por ejemplo, aquellos Western
Blot en los que se vaya a utilizar fosfatasa alcalina como enzima de
conjugacion, se deben utilizar tampones blogueantes en TBS ya que el PBS

interfiere con la fosfatasa alcalina.

Para realizar un Western Blot se pueden utilizar tanto anticuerpos
monoclonales como policlonales. De la misma manera, hay una gran variedad
de anticuerpos secundarios marcados de diferentes maneras para la deteccion
del Western Blot. Su eleccion depende de la especie en la que se haya
obtenido el anticuerpo primario (la hospedadora). La eleccidon del anticuerpo
secundario también depende del tipo de marcaje que se desee. Hace algunos

afos se utilizaban mayoritariamente los radiois6topos, pero eran muy caros y
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tenian una vida media muy corta, requiriendo una manipulacion especial y no
ofreciendo ninguna mejora de la relacién sefial:ruido con respecto a los
utilizados actualmente.

Como marcajes alternativos, en los ultimos afios se han desarrollado los
marcajes con biotina, fluoréforos o enzimas (Figura 13). El uso de fluoréforos
requiere de menos cantidad de pasos durante el proceso, aunque necesita de
un equipamiento especial para visualizar la fluorescencia, sobre todo si se
desea tener un registro permanente de los resultados. El marcaje con enzimas
se utiliza ampliamente y, aunque necesita algunos pasos extra, suelen ser
bastante sensibles. Las dos enzimas que mas se utilizan son la fosfatasa
alcalina (AP) y la peroxidasa de rabano (HRP) y hay una amplia variedad de
sustratos cromogénicos, fluorogénicos y quimioluminiscentes disponibles
comercialmente para cada enzima. Al igual que ocurre con el resto de los
componentes de un Western Blot, hay un gran nimero de sustratos disponibles
comercialmente y su eleccion depende, entre otros factores, de la enzima
utilizada (AP o HRP), la sensibilidad deseada y el método de deteccion o tipo
de sefial que se busque (colorimetria, fluorescencia, quimioluminiscencia, etc.).
Los sustratos cromogénicos son los mas utilizados y proporcionan el método
de deteccién mas barato y sencillo; cuando estos sustratos entran en contacto
con la enzima correspondiente, se transforman en productos insolubles
coloreados que precipitan sobre la membrana, por lo que no necesitan ninguna

instrumentacién especial para realizar la visualizacién de los resultados.

Analisis de resultados- Estadistica

Los animales fueron pesados todos los dias y se calcul6 el peso promedio de
cada uno de los grupos (grupo control y tratado). Los datos fueron
representados como el promedio de peso y desvio estandar, con un p<0.05.
Para el analisis cuantitativo de los estudios de inmunohistoquimica, al menos 8
secciones por animal fueron utilizadas en cada uno de los experimentos (n=2).
Las medias fueron calculadas y se representaron los datos como la media +
SD; *P < 0.05. El andlisis cuantitativo del estudio por Western Blot se llevé a

cabo midiendo la intensidad por area de cada una de las bandas para cada uno
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de los marcadores, corrigiendo la expresion relativa de cada una con la
intensidad por area de la B-Actina (control de carga), con un n=4. Para el
analisis cuantitativo de los estudios histoldégicos asi como el analisis del
Western Blot, se utilizaron las herramientas del Software libre ImageJ. En todos
los casos se realizd un test de ANOVA y una prueba de Kruskal-Wallis. Los

andlisis estadisticos fueron llevados a cabo utilizando la aplicacion libre Past3.
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3. Resultados

La administracion de Tunicamicina indujo un trastorno

neurolégico similar a la Enfermedad de Huntington

Todas las enfermedades neurodegenerativas progresivas se caracterizan por
presentar diferentes estadios a lo largo de la sintomatologia (4). Por este
motivo, realizamos una clasificacion para delimitar bien las diferencias
fenotipicas en la degeneracion central causada por la TM. Los distintos
estadios fenotipicos mostraron una rapida progresion de la neurodegeneracion,
observandose esto por el comportamiento del animal y siendo validado por los
resultados obtenidos mediante las técnicas de Inmunohistoquimica (IHQ) y
Western Blot (WB). El estadio 2 fue considerado para los analisis como una
sintomatologia temprana, siendo el estadio 4 ya una patologia severa,

considerandose previa a los momentos finales de la enfermedad.

Los animales inyectados con TM mostraron un descenso significativo de su
peso comenzando al dia 1 post-inyeccion (Figura 14B). A medida que la
patologia progresa la disminucion de peso se hace méas pronunciada.

A diferencia de los animales tratados con TM, los que recibieron el vehiculo
(DMSO) no mostraron problemas motores de ningun tipo ni se registré una
variacion significativa del peso corporal (Figura 14B). No se observaron

diferencias significativas entre los sexos.
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Caracterizacion de un modelo de EH inducido por Tunicamicina Noviembre de 2014
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Figura 14. La administracion de Tunicamicina indujo un
trastorno neuroldgico similar a la Enfermedad de
Huntington. A. Imagenes tomadas de animales inyectados con
DMSO (izquierda) y TM (derecha). La inyeccion en la cisterna
magna de TM generé un fenotipo neurolégico similar al
} { observado en la EH, caracterizado una pérdida de equilibrio,

observandose una alteracion en la ejecucion de los movimientos
voluntarios acompafiada por rigidez de los miembros. A medida
gue progresa la patologia se observd una disminucion
progresiva de la capacidad de realizar movimientos voluntarios
alcanzando, finalmente, una pérdida completa del control motor,
los animales inyectados con el vehiculo no mostraron ningln
cambio fenotipico. B. Andlisis cuantitativo del peso diario de los
zEstado’ios 4 animales inyectado_s con D_MSO (celeste) y TM (rojo_). ITr?\ pé_rdida

de peso en los animales inyectados con TM fue significativa, y
comenzd inmediatamente después de la inyeccion, en el dia 1 post-inyeccidon, manteniendo un descenso
continuo hasta el momento de su sacrificio, por el contrario, los animales inyectados con DMSO no mostraron
cambios significativos en su peso. Los datos estan expresados como promedio + SD; *P < 0.05. C. En la grafica
se puede ver el estudio representativo de la progresion de la enfermedad. No6tese que las ratas comienzan a
desarrollar los sintomas luego de 4-5 dias post-inyeccion. La patologia avanza aproximadamente 1 estadio por
dia, hasta alcanzar un estadio terminal 8-10 dias post-inyeccion. Los datos estan representados como el
promedio + SD.
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A

Figura 15. La Tuncamicina indujo una degeneracioén estriatal. A. Imagenes de microscopia de campo claro del estriado de
animales tratados con DMSO (izquierda) y con TM, estadio 4 (derecha). Obsérvese el aumento significativo del volumen del
ventriculo lateral en un animal tratado con TM respecto del vehiculo, resultando en una disminucién del estriado. B.
Inmunohistoquimica representativa del estriado de animales tratados con DMSO (izquierda) y con TM (derecha) donde se
analizan los niveles de expresion de NeuN (verde). Obsérvese la disminucion significativa del nimero de neuronas NeuN+
(aproximadamente 60% - andlisis cuantitativo en la gréafica a la derecha) en los animales tratados con TM respecto a los animales
tratados con DMSO. Los datos estan expresados con un * SD; *P < 0.05.

La Tunicamicina indujo una degeneracion estriatal

Los resultados obtenidos a través de microscopia de campo claro (Figura 15A)
muestran un aumento significativo del volumen del ventriculo lateral en un
animal tratado con TM respecto del vehiculo, resultando en una disminucion del
tamafo del estriado. Esta disminucion del estriado puede observarse a partir
del dia 5 post-inyeccion, en el estadio 2 y se hace draméatica luego que la
enfermedad progresa hacia el estadio 4-5 (Figura 15A).

Los resultados obtenidos a través de la técnica de IHQ por microscopia
confocal, muestran una degeneracién estriatal caracterizada por una
disminucién significativa del nimero de neuronas NeuN+ en los animales

tratados con TM respecto a los animales tratados con DMSO (Figura 15B).
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Estrés de Reticulo Endoplasmatico Inducido por Tunicamicina

Por ser el ERE es una de las caracteristicas principales de la EH estudiamos la
presencia de marcadores tipicos como BiP, ATF4, y para complementar el
estudio del proceso neurodegenerativo seleccionamos a la enzima iNOS, que
es caracteristico de estrés oxidativo.

En la figura 16A, se observa por IHC un aumento de la cantidad de células
BiP+ en el estriado de los animales tratados con TM. Podemos observar un
aumento de aproximadamente un 100% en el estadio 2 y un drastico aumento
del 150% aproximadamente cuando la progresion llega al estadio 4. Para
confirmar estos datos, se evalud la expresion de BiP, ATF4 e INOS mediante la
técnica de Western Blot, tanto en el estriado como en la Sustancia Nigra (SN).
En la figura 16B podemos observar un aumento significativo de BiP e INOS en
la SN, y un aumento significativo de BiP, ATF4 e iINOS en el estriado, respecto

de la expresion detectada en los animales controles.
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Figura 16. La inyeccion de Tunicamicina aumenta los niveles estrés de reticulo y estrés oxidativo A.
Inmunohistoquimica confocal representativa de cerebros de animales tratados con TM y DMSO. Se muestran cortes
coronales de estadios 2 y 4 de animales tratados con TM. En ambos estadios se observa un aumento del nimero de
células BiP+, siendo éste de aproximadamente 100% en el estadio 2, y 150% en el estadio 4, como se puede observar en
el andlisis cuantitativo en la grafica de la segunda fila a la izquierda. B. Western Blot de Sustancia Nigra y Estriado de
animales controles y tratados (estadio 4) donde se estudid la expresién de BiP, ATF4 e iNOS. Observese en el andlisis
cuantitativo de la derecha el aumento significativo de iINOS (60% aproximadamente), BiP (60% aproximadamente) y ATF4
(40% aproximadamente) en el estriado animales tratados respecto los controles. Para las muestras de la SN se observé un
aumento significativo de las proteinas BiP (40% aproximadamente) e iINOS (60% aproximadamente). Los datos estan
expresados respecto al 100% con un = SD; *P < 0.05. 34
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La inyeccion de Tunicamicina induce reactividad astrocitaria en

el estriado

La reactividad glial es otra de las caracteristicas observadas en la EH, la cual

se observa acompafiando a la muerte de las neuronas. Mediante IHQ se

analizaron dos marcadores astrocitarios caracteristicos, GFAP y S1008 (Figura

17A). Se pudo determinar un aumento progresivo de la reactividad para ambos

marcadores en el estriado a medida que la enfermedad avanza. Observamos

un aumento de aproximadamente el 50% para GFAP+/S100B+ en el estadio 2

y un aumento significativo de aproximadamente un 150% durante el estadio 4.
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Figura 17. Reactividad astrociatria en el
estriado inducida por la inyeccion de
Tunicamicina. Imagen confocal por IHQ
del cuerpo estriado para dos marcadores
astrocitarios caracteristicos GFAP (verde) y
S1008 (rojo), en cerebros controles y
tratados con TM (estadio 2 y 4). Notar el
aumento de la cantidad de células positivas
tanto para GFAP como para S1003 a
medida que la enfermedad progresa. En la
grafica a la derecha se observa el andlisis
cuantitativo que indica el aumento del
namero de células para ambos marcadores
astrocitarios. En el estadio 2 aumenta
significativamente el nimero de células que
co-expresan GFAP+/S1008+ (60%)

mientras que en el estadio 4 se observa un aumento de casi un 150%. Los datos estan expresados como el promedio + SD;

*P < 0.05.
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La inyeccion de TM generd un aumento de la microgliosis en el

estriado

Ademas de la respuesta astrocitaria caracteristica, la neuroinflamacion esta
también acompafada por la proliferacion de células microgliales. Por tal motivo
analizamos la expresion por IHQ de Ibal, un marcador tipico de células
microgliales. En la figura 18A se observa un aumento significativo de la
cantidad de células Ibal+, el cual aumenta progresivamente a medida que la
enfermedad avanza. En el estadio 2 observamos un aumento aproximado del
60% mientras en el estadio 4 la expresion de Ibal aumenta aproximadamente
un 140%.

™™ 5ug
Vehiculo Estadio 2 Estadio 4

*

300 -

lba1

Figura 18. La inyeccion de TM
gener6 un aumento de la
microgliosis en el estriado. Imagen
confocal por IHQ representativa del
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estriado de animales controles y

tratados con TM (estadios 2 y 4)

donde se estudia la expresion del

marcador microglial Ibal (Rojo).

Obsérvese el aumento de la expresion

de Ibal en los animales enfermos, el

cual aumenta progresivamente a

medida que la patologia avanza. En la

Vehiculo Estadio 2 Estadio 4 grafica se observa el analisis
cuantitativo del aumento del nimero

T™ 5ug de células Ibal+, donde se muestra

que en el estadio 2 existe un aumento

de aproximadamente el 60%, el cual se eleva hasta aproximadamente un 140% en el estadio 4. Los
datos estan expresados con un = SD; *P < 0.05.
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La inyeccion de TM provoco una degeneracion tardia de las

neuronas de la Sustancia Nigra

En las etapas tardias de la EH también se ven afectadas otras zonas del
encéfalo, ademas del estriado, como la Sustancia Nigra (SN). Por este motivo
estudiamos la neuroinflamacién en la SN mediante la técnica de IHQ,
analizando la poblacion de células microgliales Ibal+ y estudiamos las
poblaciones de neuronas TH+ durante el estadio. En la figura 19A podemos
observar una disminucion significativa (aproximadamente un 40 %) del nimero
de neuronas TH+ en la SN de los animales tratados con TM durante el estadio
4. Ademas, esta pérdida de neuronas esta acompafiada de un gran aumento
de la reactividad microglial evidenciada por el aumento en la expresion de Ibal.
En la gréfica se puede observar un incremento significativo del 90% de la
expresion de Ibal. Ademas del aumento del numero de células microgliales,
podemos observar en los animales sintomaticos, una estrecha relacion de la

microglia con las neuronas TH+ degenerantes.
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Figura 19. La inyeccion de TM provocé una disminucion tardia del nimero de neuronas TH+ de la sustancia nigra.
Inmunohistoquimica confocal representativa de la Sustancia Nigra de animales inyectados con DMSO y con TM (estadio 4).
Obsérvese una disminucién significativa (40 % segun el andlisis cuantitativo de la grafica a la derecha) del nidmero de
neuronas TH+ (Verde) en la SN de los animales durante el estadio 4. Esta pérdida de neuronas esta acompafiada de un gran
aumento de la reactividad microglial evidenciada por el aumento en la expresion de lbal (Rojo- aproximadamente 90% como
se puede ver en la gréafica de abajo). Obsérvese también en los animales sintomaticos una estrecha relacion de la microglia
con las neuronas TH+. Los datos estan expresados con un + SD; *P < 0.05.
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4. Discusion

La EH es una patologia neurodegenerativa progresiva y fatal, causada por una
expansion de CAG en el gen que codifica para la Huntingtina y en la cual el
ERE ha sido ampliamente asociado a los mecanismos moleculares que
subyacen a la misma. Esta degeneracion del cuerpo estriado estd acompafada
de una fuerte activacion de las células gliales, particularmente los astrocitos y
la microglia. Ademas, a medida que la enfermedad progresa, otras areas
diferentes del estriado se ven afectadas, como la SN y la corteza pre-frontal
asociada a funciones cognitivas. En este trabajo nos propusimos como objetivo
determinar si la induccion del ERE utlizando un estresor del reticulo
endoplasmico, como la TM, podia generar una patologia neurodegenerativa
estriatal. Los resultados mostraron que una uUnica inyecciéon de TM en la
cisterna magna (5 pg) es suficiente para desarrollar una patologia neuroldgica
caracterizada por un fenotipo motor similar a la corea de Huntington, donde el
ERE provoca la muerte de las neuronas estriatales NeuN+, la cual esta
acompafada por una fuerte reactividad astrocitaria y microglial, tanto en el
estriado como en la SN.

Las ratas inyectadas con TM desarrollaron un fenotipo con caracteristicas
similares a las presentadas en pacientes y modelos animales de EH (19, 57).
Este fenotipo esta caracterizado por una pérdida de peso significativa respecto
a los animales control inyectados con el vehiculo DMSO, asi como también se
vieron afectadas sus capacidades motoras debido a la pérdida de movimientos
voluntarios. La pérdida de peso comenzé en el dia 1 post-inyeccion y mantuvo
un descenso progresivo hasta el momento del sacrificio del animal. Cuatro dias
luego de la inyeccion de TM, las capacidades motoras comenzaron a verse
afectadas en principio por la pérdida de equilibrio, observandose una
disminucién en la ejecuciéon de los movimientos voluntarios, acompafiada por
rigidez de los miembros. En un estadio mas avanzado (estadio 3) se observo
un enlentecimiento de la capacidad de desplazarse alcanzando, finalmente,
una pérdida completa del control motor, fenotipo que coincide con lo observado

en la patologia en modelos murinos y pacientes humanos (8-11). Uno de los
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aspectos mas llamativos del fenotipo fue que logro recrear los movimientos de
corea de la EH una vez avanzada la sintomatologia, siendo ésta la una de las
primeras caracteristicas descriptas de la enfermedad (58). Estas caracteristicas
tipicas de la EH nos llevan a pensar que el fenotipo desencadenado por la TM
podria constituir un novedoso modelo para dicha patologia neurodegenerativa.
La TM fue utilizada por primera vez por D.D. Leaver et. al. (1988), quienes
inyectando 12-24 ug de TM en el ventriculo lateral en ratas Wistar, observaron
una alteracion neurolégica superior, en muchos casos con caracteristicas
similares a las de un infarto cerebral (31)., aunque sin hacer foco en la
degeneracion que tiene lugar en el estriado. Mas recientemente, otros autores
inyectaron TM directamente en el estriado, mostrando aumento de la
agregacion de mHTT en dos modelos genéticos diferentes de raton (32). Estos
resultados apoyan la posibilidad de que la TM pueda ser utilizada como un
modelo alternativo a los modelos genéticos disponibles, ya que estos tienen
numerosas desventajas, siendo una de las mas importantes la limitacion al
momento de estudiar los eventos moleculares, asi como la contribucion de las

células gliales a la patologia (23).

El estudio morfologico del estriado revelé una disminucién significativa del
volumen del mismo en las ratas tratadas con TM respecto de los controles,
disminucion que ha sido previamente reportada en los modelos genéticos de
EH (59). Ademas se observd una disminucion del niamero de neuronas
estriatales mediante técnica de IHQ, observandose wuna disminucion
significativa del numero de células NeuN+, un fendmeno que ha sido
previamente evidenciado en modelos animales y que es caracteristico de la
patologia en humanos (60). Las alteraciones de las neuronas espinosas del
estriado acompafiadas por una gran reactividad glial son eventos que ocurren
muy tempranamente en la fase sintomatica en modelos animales y humanos
(23, 48). Aunque aun no se ha podido determinar con certeza si la
degeneracion comienza en el estriado, muchas investigaciones avalan que ésta
es, probablemente, la zona més vulnerable tanto en modelos genéticos como
quimicos de la EH (61). Por lo tanto, nuestros resultados tanto a nivel
comportamental como histolégico refuerzan la hipotesis de que la TM podria

inducir una patologia similar a la EH iniciando una degeneracion estriatal
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temprana.

La inyeccidén de TM provoc6 un aumento significativo de la expresion de BiP de
aproximadamente un 50% en la SN y 55% en el estriado, y un aumento
aproximado de la iINOS de un 80% en la SN y 60% en el estriado. Observamos
también un aumento significativo de la expresion de ATF4 en el estriado de
animales tratados con TM. Este aumento de la expresién de BiP ha sido
reportado en estudios previos en la EH, en los cuales se evidencidé que las
neuronas estriatales que expresan la mHTT son mas sensibles a un ERE
inducido farmacolégicamente, ya que se observa una rapida acumulacion de
BiP en el RE activando rdpidamente la respuesta UPR. Como consecuencia de
esto, las inclusiones proteicas podrian activar las vias apoptéticas asociadas al
ERE o podrian alterar los controles de calidad poniendo en peligro el
plegamiento de otras proteinas secretorias, simulando los efectos causados por
la sobre-expresion de las expansiones de poliglutamina en el citoplasma (62-
64). Por otra parte, ha sido reportado el aumento de la expresion de INOS en el
estriado en modelos de EH inducidos quimicamente, indicando que el estrés
oxidativo puede desempefar un papel patogénico importante durante la
enfermedad (22).

El ERE también se ha propuesto como un mecanismo patogénico relevante en
la EH, ya que el aumento de la expresion de proteinas inducidas en esta
condicion (BiP, ATF4 y elF2a-fosforilada) se correlacionan con el avance de la
sintomatologia (25, 26). Por otro lado existen evidencias tanto en modelos
murinos como en tejido post-mortem humano, de que la formacion de
agregados de la proteina huntingtina mutante aumenta conforme progresa la
sintomatologia (29, 65), siendo la agregacion de proteinas mal plegadas en el
RE, la causa principal de la generacion del ERE. Por esto, y en concordancia
con nuestros resultados, podemos pensar que la inyeccion de TM genera un
aumento progresivo del ERE (aumento progresivo de BiP) a medida que los
sintomas progresan. Este aumento de ERE progresivo ha sido demostrado
previamente en los modelos murinos genéticos (62-64). Si bien no ha sido
demostrado aun en pacientes, podriamos pensar que a medida que la

enfermedad en humanos progresa, los niveles de ERE, debido al mal
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plegamiento de proteinas, también aumenta progresivamente, convirtiéendose
en un mecanismo patogénico preponderante en la patologia (65, 66). Por lo
tanto nuestros resultados, podrian aportar evidencias de la importancia del
ERE en la degeneracion temprana de las neuronas del estriado, siendo éste el

evento central que desencadena la neurodegeneracion.

Por otro lado, en este trabajo mostramos un aumento significativo de
reactividad astrocitaria, evidenciada por el incremento en la expresion de GFAP
y S1008. Ademas, al igual que con los niveles de ERE, el aumento de la
astrocitosis en el estriado fue progresivo a medida que avanzaron los sintomas.
En el estadio 2 observamos un aumento de aproximadamente un 50% de la co-
localizacion de GFAP/S100p, y un aumento de aproximadamente 150% en el
estadio 4, en comparacién con los animales inyectados con el vehiculo. La
reactividad astrocitaria es una de las caracteristica fundamentales de las
patologias neurodegenerativas, como la Esclerosis Lateral Amiotréfica, la
enfermedad de Parkinson, el Alzheimery EH (1, 3, 23). En particular, en la EH,
la reactividad astrocitaria es un evento que ocurre en etapas tempranas de la
patologia. Ha sido demostrado que esta reactividad glial esta caracterizada por
un fuerte aumento de la expresion de GFAP y S1008 (67). S100p tiene efectos
paracrinos que contribuyen a la proliferacién astrocitaria, la migracion asi como
a la diferenciaciéon y muerte neuronal (68, 69). Ademas, estudios previos en
modelos quimicos de la EH sugieren que la reactividad astrocitaria podria estar
contribuyendo a la progresién de la enfermedad mediante la produccién de
especies reactivas de oxigeno (22). Por esto, nuestros resultados aportan
evidencias que la inyeccion de TM podria estar generando un ERE estriatal,
gue lleva a la muerte de neuronas NeuN+ y desencadena una fuerte
reactividad astrocitaria, siendo estos eventos caracteristicos ya reportados en
los diferentes modelos genéticos y quimicos de EH asi como en pacientes

humanos.

Otra evidencia que confirma el fenotipo similar a la EH inducida por la inyeccion
de TM, es la microgliosis progresiva observada en el modelo. Mediante
técnicas de IHQ, observamos un significativo aumento en los niveles de la

proteina Ibal, tipica de las células microgliales. Durante el estadio 2
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observamos un aumento de aproximadamente un 40% con respecto al control,
y un aumento de aproximadamente un 90% en el estadio 4. Ademas del
aumento en el estriado, observamos un aumento significativo de los niveles de
Ibal en la SN, donde las células microgliales se encuentran rodeando a las
neuronas TH+. Trabajos previos han mostrado que el aumento de la
reactividad microglial esta estrechamente relacionado a la fase asintomatica y
sintomética de la EH, tanto en modelos murinos como en humanos (70). Esta
reactividad microglial produce citoquinas, factores de muerte, fagocitosis de
neuronas (50, 71). Trabajos previos han demostrado en cultivos celulares, que
las células microgliales son capaces de activarse en presencia de neuronas
gue sobre-expresan mMHTT humana, proliferando y posicionandose alrededor
de los cuerpos y procesos neuronales. La activacion de la microglia implica
aumento de la tasa proliferativa ademas de un cambio morfolégico que se
correlaciona con la muerte neuronal progresiva tanto en el estriado, la SN y

otras regiones tardiamente afectadas en la enfermedad (47, 50, 71).

Diversos estudios han mostrado que en la EH la neurodegeneracion progresa a
otras areas del SNC, como la corteza, el hipocampo, cerebelo, y principalmente
la SN (72). Por tanto, para determinar si en nuestro modelo la patologia
progresa hacia otras areas diferentes del estriado, estudiamos por IHQ las
poblaciones de células TH+ en la SN. Observamos que durante los estadios
finales de la enfermedad (estadio 4), se produce una disminucién significativa
del niamero de células TH+ (aproximadamente un 40%). Estudios previos han
demostrado que a medida que la patologia avanza, otras areas del encéfalo se
ven afectadas, como la SN, el cerebelo, el hipocampo y la corteza pre-frontal
asociada a las funciones cognitivas (71). La degeneracion en estas areas
adyacentes al estriado esta caracterizada por el aumento de los niveles de
ERE, reactividad glial, y muerte de neuronas (23, 71). Esta alteracién de las
células TH+ en la SN ha sido previamente reportada tanto en modelos
animales como en humanos, observandose un aumento temprano de la
actividad TH seguido por una inhibicién significativa de la misma (72). Nuestros
resultados coinciden con las caracteristicas reportadas en la EH tanto en los
modelos animales como en los pacientes. Esto nos lleva a pensar que la TM

podria estar iniciando una degeneracién estriatal como consecuencia del ERE,
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que lleva a una neurodegeneracion progresiva, caracterizada ademas por una
evidente reactividad astrocitaria y microglial. Ademas, al igual que sucede en
los modelos previamente descritos, en nuestro modelo, en etapas avanzadas
de la patologia logramos observar una disminucién del nimero de neuronas
TH+ en la SN, acompafada de neuroinflamacion evidenciada por el aumento

de la expresion de Ibal.
Conclusiones

Nuestros resultados muestran que una Unica inyeccion de TM en la cisterna
magna fue capaz de generar un fenotipo motor similar al observado en la EH,
caracterizado por una pérdida de neuronas NeuN+ en el cuerpo estriado y un
aumento significativo del volumen del segundo ventriculo. La inyeccién de TM
indujo un ERE progresivo en el estriado y en la SN. También se observé un
incremento significativo de la reactividad glial, particularmente un aumento de
la reactividad astrocitaria, evidenciada por un aumento de la expresion de
S100 y GFAP, y un aumento significativo de la reactividad microglial,
caracterizado por un aumento de la expresion de Ibal en el estriado y en la SN.
Sumado a esto, los resultados mostraron una disminucién significativa de las
células TH+ en la SN. Todos estos resultados nos permiten afirmar que la TM
fue capaz de inducir un ERE capaz de desencadenar una neurodegeneracion
central, principalmente en el estriado, generando un fenotipo motor similar a la
EH, y con caracteristicas histolégicas compartidas. Por lo tanto, podria
considerarse a la inyeccion de TM en la cisterna magna, como un nuevo

modelo de enfermedad de Huntington.
Perspectivas

e Debido a la gran degeneracion observada, analizaremos marcadores de
dafio celular en estadios presintomaticos.

e Caracterizar la muerte neuronal primaria, para verificar si sucede en el
estriado y luego se expande a otras areas del encéfalo, con un posterior
analisis de las otras areas afectadas.

e Administrar la Tunicamicina directamente en el estriado para determinar
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la especificidad de la droga.

Administrar menores dosis de Tunicamicina con el objetivo de obtener
una sintomatologia méas lenta para obtener una mayor ventana
terapéutica.

Evaluar el dafio en la barrera hematoencefélica.
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