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Resumen

En este trabajo se estudiaron los astrocitos proliferativos en dos modelos distintos de
lesion del sistema nervioso central: la lesidon traumatica de la corteza cerebral y la
isquemia como resultado de la oclusion de la arteria cerebral media. Los astrocitos
proliferativos se encuentran ubicados principalmente en posiciones adyacentes a los
vasos sanguineos cerebrales. Con el objetivo de elucidar el rol de esta subpoblacion
astrocitaria mediante la manipulacion genética de ratones, se crearon modelos para
alterar la respuesta astrocitaria proliferativa y se estudié el comportamiento de células
gliales e infiltrados inflamatorios en la corteza cerebral lesionada. Los resultados
muestran que una disminuciéon en la proliferacion de los astrocitos resulta en un
aumento del numero de monocitos infiltrados mientras que un aumento de la
proliferacion astrocitaria reduce su numero. Se estudié también la evolucion de la lesion
en ratones deficientes en CCR2, un receptor de quimioquinas involucrado en la
extravasacion de los monocitos. En este modelo se investigo la respuesta glial en
ausencia de las sefiales generadas por monocitos infiltrados y se encontré un aumento
de la proliferacion de la macroglia en estas condiciones. Estos resultados muestran una
regulacion inversa cruzada entre astrocitos y monocitos. Se encontré, ademas, que la
disminucién del numero de monocitos infiltrados tieneconsecuencias positivas durante
la cicatrizacion glial resultando en menor deposicion de matriz extracelular, un
incremento en el area ocupada por neuronas y una disminucion del area ocupada por
GFAP. Estos resultados sientan bases para un nuevo enfoque terapéutico en medicina
regenerativa en el que se module la proliferacion glial y la infiltracion de monocitos para

lograr una mejor cicatrizacion del tejido nervioso lesionado.
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INTRODUCCION GENERAL

Células del tejido nervioso

El tejido del sistema nervioso central (SNC)de los mamiferos estd compuesto por una
compleja red de neuronas y células gliales.Las neuronas son las unidades funcionales
del sistema nervioso. Su interaccion mediante sinapsis conduce a respuestas
complejas, relacionadas al control de todos los sistemas del organismo, la inteligencia y
la memoria.Las células gliales forman una extensa matriz interneuronal que provee
soporte estructural y funcional a las neuronas. Entre las mismas es posible diferenciar
las células de la macroglia, que derivan del neuroectodermo, de las células de la
microglia, de origen mesenquimal. La macroglia puede clasificarse en tres tipos
celulares principales: astrocitos o astroglia, oligodendroglia (compuesta por

oligodendrocitos y sus precursores) y células ependimales. (Figura [1).

Figura I1. Células del tejido nervioso y sus interacciones.Se muestra una neurona cuyo
axoén esta rodeado por una vaina de mielina generada por un oligodendrocito. Se muestran
células de la microglia contactando dendritas para ilustrar su rol en el mantenimiento de las
sinapsis y un astrocito que contacta tanto un vaso sanguineo como a la neurona para ilustrar su
rol de intermediario entre ambas estructuras.
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Neurogénesis y gliogénesis

Durante el desarrollo del SNC de todos los vertebrados, las primeras células en
aparecer son las células neuroepiteliales que inicialmente amplifican el conjunto de
células progenitoras (Gao et al., 2014; Gotz and Huttner, 2005; Kriegstein and Alvarez-
Buylla, 2009)y son la base de todos los tipos celulares de SNC incluyendo neuronas,
astrocitos, oligodendrocitos y células ependimales (Figura 12) (Go6tz, M., Sirko, S.,
Beckers, J., & Irmler, M., Glia 2015).

Las células progenitoras del estadio embrionario se diferencian a células de la glia
radial, las cuales por division asimétrica generan tanto neuronas como células gliales
(Alvarez-Buylla et al., 2001; Gotz and Huttner, 2005; Gotz et al., 2016). Alrededor del
periodo perinatal, las células de la glia radial adquieren caracteristicas similares a los
astrocitos, a pesar de que siguen generando tanto astrocitos como neuronas en la zona

subventricular.

Figura 12.Generacion de las células del sistema nervioso de mamifero que derivan de
progenitores neurales durante los estadios embrional, neonatal y adulto. Adaptado de
(Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009).

La neurogénesis en el estadio adulto es muy limitada y se restringe a determinados
nichos. En ratas y ratones los dos nichos de neurogenesis constitutiva son la zona
subependimal del ventriculo lateral (SEZ, del inglés subependymal zone) también
denominada zona subventricular (SVZ, del inglés subventricular zone)y la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo (SGZ, subgranular zone)(Figura 13). Ambas
zonas contienen una poblacién heterogénea de células progenitoras enddégenas
dominada por células astrogliales. Aunque ha sido demostrado que estas células
12
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pueden activarse para actuar como precursores neuronales en el caso de una lesion,
estas originan principalmente células gliales y no neuronas (Go6tz et al., 2016; Robel et
al., 2011b). Dada la importancia que tendria la posibilidad de reemplazar neuronas
dafiadas en medicina regenerativa, una mejor comprension de la légica molecular que
gobierna el comportamiento de estas células podria permitir encontrar formas de
mejorar la diferenciacion de las células madre neurales en neuronas funcionales incluso

en el microambiente gliogénico del sistema nervioso adulto (G6tz et al., 2016).

Figura 13. Zonas de neurogenesis adulta en roedores. La figura muestra un esquema de un
corte sagital en ratones donde se han coloreado con rojo las zonas de neurogénesis en el ratén
adulto: el giro dentado del hipocampo (DG) y la zona subventricular del ventriculo lateral (LV).
La via rostral migratoria (RMS) también se encuentra coloreada de rojo. Los neuroblastos
migran a través de esta via para convertirse luego en interneuronas en el bulbo olfatorio (OB)
(Ming and Song, 2011).

Astrocitos

Los astrocitos son las células mas numerosas del SNC y tienen diversas funciones
tanto en condiciones fisioldgicas como patolégicas. Contribuyen a la formacion de la
barrera hematocefalica y forman la glia limitans, la capa mas externa del tejido neural.
Los astrocitos intervienen en la homeostasis de neurotransmisores, el balance
extracelular de iones y el soporte metabdlico neuronal.

Tradicionalmente se clasifican en dos tipos: astrocitos protoplasmaticos vy fibrosos. Los
primeros se encuentran principalmente en la sustancia gris y los segundos en la
sustancia blanca. Un tercer tipo de astrocito es la glia radial que esta presente durante
el desarrollo embrionario y constituye la poblacion de células progenitoras capaces de
generar todas las demas del tejido neural. Debido a la similitud en la expresion de
marcadores en astrocitos maduros y en la glia radial y por la plasticidad que los
astrocitos muestran en condiciones de cultivo celular, seria hipotéticamente posible que

los mismos actuen como células progenitoras neuronales en el cerebro adulto. Sin
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embargo, este comportamiento no se observa debido al microambiente gliogénico de la
corteza cerebral adulta mencionado previamente(Gotz et al., 2016; Robel et al., 2011b).
En las distintas regiones del cerebro del ratdon pueden encontrarse astrocitos con
caracteristicas particulares y diversos grados de plasticidad (Kriegstein and Alvarez-
Buylla, 2009; Robel et al., 2011b).

La respuesta glial a una lesion de la corteza cerebral

En caso de producirse algun tipo de dafio en la corteza cerebral, se desencadenauna
respuestade las células gliales que incluye microgliosis, astrogliosis y una reaccién
aguda de células progenitoras de oligodendrocitos. La microgliosis se manifiesta
primero y los otros tipos celulares reaccionan con posterioridad(Simon et al., 2011). La
astrogliosis se caracteriza por cambios moleculares y morfoldgicos en los astrocitos que
se encuentran en los bordes de la lesion, entre los que se destacan hipertrofia,
polarizacion celular en direccion a la lesién, aumento de la expresidén de las proteinas
de los filamentos intermedios como la proteina acidica fibrilar glial (GFAP), nestina,
vimentina y expresion de diversas proteinas relacionadas con la respuesta inflamatoria
(Bardehle et al., 2013a; Robel et al., 2011b; Sofroniew, 2009; Sofroniew and Vinters,
2010). Como concepto clave para la interpretacion de este trabajo, es importante
destacar que los astrocitos en la corteza cerebral de ratones adultos normalmente no se
dividen. Sin embargo, en respuesta a sefiales que se producen durante una lesion
aguda, son capaces de reanudar su actividad proliferativa (Sirko et al., 2013a). Este
hecho es muy interesante, ya que como estas células no son capaces de migrar hacia
la zona de la lesion (Bardehle et al., 2013a), la proliferacion es la unica manera de
incrementar el numero de astrocitos que pueden contribuir a la reparacion del tejido

danado.

La heterogeneidad de los astrocitos reactivos

Cuando se produce una lesién aguda invasiva, como es el caso de una pequeia lesion
punzante (stab wound injury) de la corteza cerebral, los astrocitos reaccionan en forma
heterogénea. Es decir, en algunas subpoblaciones se obseva hipertrofia, polarizaciéon
de las células en direccion a la lesion, expresion de proteinas caracteristicas del estado
activado y en algunos casos proliferacion celular (Figura 14 A-D, Bardehle, Kruger et al,
2013). Los astrocitos que reanudan su actividad proliferativa representan una fraccion

pequefia de la poblacién total.
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Aun no se conoce si la subpoblacién proliferativa tiene caracteristicas intrinsecas que
los hacen diferentes de las células que permanecen estaticas, o si son el entorno y las
sefales que se producen en determinados nichos los que conducen a la reanudacién
del ciclo celular. La comprensiéon de estas sefiales y la caracterizacién de los distintos
subtipos astrocitarios son indispensables para la comprensién del proceso de
reparacion luego de la lesion cerebral aguda.

Los astrocitos proliferativos tienen caracteristicas especiales que han sido objeto de
numerosos estudios. Las mismas se ponen en manifiesto in vitro. Cuando se genera un
cultivo celular a partir de tejido del cerebro lesionado de un ratdén adulto. Si se obtiene
material de la zona reactiva que rodea a la lesion y se lo pone en las condiciones
adecuadas, los astrocitos no solo sobreviven y proliferan sino que ademas son capaces
de generar estructuras llamadas neurosferas que a su vez, en un medio adecuado para
su diferenciacion, pueden generar todos los tipos celulares del linaje neural, incluidas
las neuronas (Simon et al., 2011; Sirko et al., 2013b). Esto indica que los astrocitos
reactivos corticales son multipotentes, aunque esta caracteristica no se observa in
vivoen la corteza cerebral adulta donde un astrocito que se divide genera dos células

hijas del linaje astrocitario.

El nicho yuxtavascular

En trabajos previos de esta linea de investigacion (Bardehle, Kruger et al, 2013) se
realizd el seguimiento de la reaccion astrocitaria luego de la lesién de la corteza
cerebral utilizando microscopia intravital de dos fotones. Gracias a que las
caracteristicas particulares de esta técnica permiten la visualizacion de células
modificadas para expresar proteinas fluorescentes en especimenes vivos, fue posible
estudiar los astrocitos de la zona reactiva del borde de la lesibn mediante la
implantacion de una ventana craneal y la obtencién de imagenes dela misma area a
distintos tiempos posteriores a lalesion.Para este fin se utiliz6 una linea de ratones
transgénicos que expresa una forma inducible de la recombinasa Cre bajo el promotor
del transportador de glutamato especifico de astrocitos (GLAST) y una construccion
reportera con el gen de eGFP. Cuando se administra tamoxifeno por via oral en estos
ratones en el estadio adulto, la recombinasa Cre puede acceder al nucleo y escindir una
sefal de STOP que permite la expresion de eGFP en los astrocitos en los cuales se
produjo la recombinacion. En estos experimentos se realizé la marcacion de los vasos
sanguineos mediante la inyeccién intravenosa de un dextrano fluorescente rojo. Los

vasos sanguineos marcados de esta manera son una estructura relativamente
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constante que permite orientar al operador para tomar imagenes de la misma region a
medida que evoluciona la lesidén. Un analisis detallado de la subpoblacion de astrocitos
que atraveso el proceso de division celular durante el tiempo de estudio, reveld que la
mayoria de estas células tienen el cuerpo celular en contacto con los vasos sanguineos
cerebrales. Estos astrocitos se estudiaron en profundidad utilizando también
microscopia electronica para establecer su localizacion respecto a la membrana basal
de las células endoteliales. Se pudo determinar que los mismos se ubicaban del lado
parenquimal de la membrana basal del endotelio y no en el espacio perivascular, por los
que se les otorgd la denominacién de astrocitos yuxtavasculares que describe con
exactitud su posicion anatémica (Bardehle et al., 2013a).

El descubrimiento de que la mayoria de los astrocitos que proliferan tienen el cuerpo
celular directamente en contacto con los vasos sanguineos podria inferir un rol directo
de la proliferacion yuxtavascular en la limitacion del ingreso de células provenientes de
la sangre. Esto es consistente con los resultados de trabajos en los que se estudiaron
los efectos de la ablacién de astrocitos reactivos que atravesaban el proceso de division
celular luego de una lesion tramatica cerebral moderada (Bush et al., 1999; Myer et al.,
2006). En los mismos se utilizd una linea de ratones en la que se expresé la timidina
kinasa (TK) herpética bajo el promotor de GFAP y tratamiento con ganciclovir luego de
la lesion que desencadenaba la proliferacion astrocitaria. Lo que se observo es que este
tratamiento resulta en una mayor infiltracion de células inflamatorias en el tejido
nervioso. Sin embargo, para la interpretacion de este resultado es necesario considerar
que en este sistema se induce la muerte celular en los astrocitos que expresan la
enzima herpética. La muerte inducida de un gran numero de astrocitos reactivos
introduce una variable que no se observaria normalmente luego de la lesién, y puede
desencadenar una respuesta inflamatoria accesoria y muerte neuronal secundaria que
genere un aumento en la infiltracion de las células inmunes periféricas. Para investigar
la funcion de los astrocitos yuxtavasculares, en este trabajo se propuso relacionar la
proliferacion astrocitaria con la infiltracién de células inmunes periféricas observada
después de una lesion de la corteza cerebral en distintos modelos murinos. En estos
modelos, la division de los astrocitos reactivos se encuentra impedida por la delecién de
genes involucrados en el ciclo celular (Cdc42, (Robel et al., 2011a) o mediadores de la
sefalizacion de la via del morfégeno Sonic Hedgehog (Shh), necesaria para la

proliferacion astrocitaria luego de la lesién (Sirko et al., 2013a).
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Figura 14: Localizacion yuxtavascular de los astrocitos proliferativos. A) Imagen del
volumen escaneado utilizando microscopia intravital de dos fotones de la corteza cerebral de un
ratéon transgénico lesionado en el que algunos astrocitos expresan la proteina fluorescente
verde (linea transgénica GLAST-CreERT2xGFP) y los vasos sanguineos fueron marcados por
administracion intravenosa de un dextrano fluorescente rojo. B-D) Ejemplos de los distintos
tipos de reaccién que pueden observarse en astrocitos. Notese la localizacion del soma celular
junto al capilar cerebral del astrocito que atraveso el proceso de division celular en (D). E -F)
Imagenes de microscopia electronica que muestran los detalles de la ultraestructura de la zona
de contacto de un astrocito proliferativo (E). El ndcleo coloreado de amarillo muestra
aglomeracion de complejos del anticuerpo utilizado para la inmunomarcacién de Ki67, un
marcador de proliferacion celular. F) Microfotografia mostrando el detalle del contacto del
astrocito con la membrana basal de células endoteliales (color rosado). Todas las imagenes son
cortesia de Sophia Bardehle y corresponden a la publicacion Bardehle, Kruger et al, 2013.
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Objetivos del Proyecto

Objetivo general

Estudiar la proliferacion de los astrocitos reactivos en distintos modelos murinos de
lesion cerebral aguda con el fin de determinar caracteristicas celulares, funcion y vias

de senalizacion involucradas en la regulacion de la proliferacién de estas células.

Objetivos especificos

1) Caracterizacién molecular y funcional de astrocitos proliferativos.
Para identificar las caracteristicas especiales de esta subpoblacion astrocitaria se

propone:

a) ldentificar marcadores especificos para astrocitos yuxtavasculares que podrian
permitir su aislamiento usando técnicas de separacion celular y posterior analisis

de expresién génica.

b) Estudiar la infiltracion de células caracteristicas de la respuesta inflamatoria en el
modelo de herida cortical punzante utilizando ratones mutantes o tratados
farmacoldgicamente, en los cuales la respuesta proliferativa esta disminuida o

ausente, con el fin de determinar un posible rol de los astrocitos proliferativos.

c) Estudiar el rol de la via de sefalizacion del 6xido nitrico (NO), una via que podria
mediar la interaccién entre los astrocitos y las células endoteliales en astrocitos

reactivos.

2) Estudio de la proliferacion de los astrocitos luego de lesiéon aguda producida
por la oclusiéon de la arteria cerebral media (0ACM).

Para comprender mejor el efecto que esta lesidon produce sobre la actividad proliferativa

de los astrocitos reactivos se propone:

a) Comparar el comportamiento de los astrocitos corticales en este modelo con el
observado en el modelo de herida cortical punzante (Bardehle et al., 2013a;
Buffo et al., 2008; Robel et al., 2011a).

b) Estudiar la proliferacion en funcién del tiempo.

18



Rol de los astrocitos proliferativos luego de la lesion de la corteza cerebral murina Tesis doctoral

Capitulo 1

Caracteristicas de los astrocitos proliferativos

Las células madre del cerebro durante el desarrollo embrionario, la glia radial, son
células del linaje astroglial similares a astrocitos. En el cerebro del raton adulto, las
células madre de la zona subventricular también expresan marcadores astrocitarios. Sin
embargo, los astrocitos de la corteza cerebral del ratébn adulto son quiescentes respecto
a la division celular. Cuando ocurre una lesion, se produce un cambio en este aspecto,
ya que ademas de reaccionar con hipertrofia y aumentar la expresion de proteinas de
los filamentos intermedios, los astrocitos comienzan a expresar marcadores de células
mas indiferenciadas(Robel et al., 2011b). Cuando se aislan astrocitos de la zona
lesionada de la corteza cerebral del raton y se colocan en un medio de cultivo
adecuado, estas células son capaces de generar cumulos de células progenitoras
indiferenciadas llamadas neurosferas (Figura 1.1), que luego generan todos los tipos
celulares del tejido neural, incluyendo neuronas (Sirko et al 2013, Robel et al 2011). Sin
embargo, no son todos los astrocitos aislados los que responden de esta manera. Solo
una pequefa subpoblacion muestra actividad proliferativa in vivo y un porcentaje similar
manifiesta el comportamiento de célula progenitora in vitro(Bardehle et al.,
2013a)Desde el punto de vista de la medicina regenerativa esta subpoblacion celular es
de gran interés porque permitiria reemplazar las neuronas perdidas por nuevas a partir
de células que ya se encuentran en el lugar de la lesién. Lamentablemente, in vivo esto
no ocurre. Los astrocitos que se dividen generan dos células hijas iguales de linaje
astroglial. No se conocen los mecanismos que gobiernan la desdiferenciacion
astrocitaria in vitro y la restringen in vivo aunque si se conoce que solo las lesiones que
implican ruptura de la barrera hematocefalica y una reaccién glial aguda despiertan el
potencial de célula madre de los astrocitos y que los astrocitos de la corteza intacta no
demuestran este potencial en las mismas condiciones de cultivo (Moore and
Jessberger, 2013; Sirko et al., 2013a).

La subpoblacion de astrocitos proliferativos

Como ya se menciond, en un trabajo previo de esta linea investigacion se realizé un
seguimiento de la reaccion astrocitaria luego de la lesiébn de la corteza cerebral

utilizando microscopia multifoténica intravital (Bardehle, Kruger et al, 2013). Los
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resultados mostraron que la mayoria (84%) de los astrocitos que se dividen se
encuentran con su soma celular ubicado en contacto con los capilares cerebrales.
Como estudios previos confirmaron una correlaciéon entre la actividad proliferativa de los
astrocitos y la capacidad de formar neurosferas in vitro, y por lo tanto neuronas, seria
de interés poder aislar esta poblacion de astrocitos juxtavasculares por técnicas de
separacion celular, para realizar analisis de expresion génica que permitan explicar las
causas de su mayor plasticidad. Para esto son necesarios marcadores especificos que
hasta el momento no se conocen. Por este motivo se plante6 como primer objetivo
especifico de este proyecto, explorar la expresién en astrocitos juxtavasculares de una
serie de marcadores candidatos que son conocidos por estar presentes tanto en
astrocitos reactivos como en células mas indiferenciadas (Robel et al., 2011b).

En este Capitulo se presentan los modelos de lesion utilizados para estudiar la reaccion
astrocitaria, se describen los marcadores utilizados para la identificacion de astrocitos y
se muestran los resultados obtenidos en las inmunotinciones con los marcadores
seleccionados como posibles candidatos para la identificacion especifica de los

astrocitos yuxtavasculares.
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Figura 1.1. Esquema que muestra las condiciones en que se obtienen neurosferas a partir
de cultivos astrocitarios. Los modelos de lesidon no invasiva son la deposicion de placas
amiloides (APPPS1) y la muerte neuronal inducida genéticamente (CK/p25). EI modelo de
lesion invasiva es la lesion por un objeto penetrante (Stab wound). La respuesta proliferativa
(nucleos resaltados) de las células gliales se correlaciona con la capacidad de formar
neurosferas. Los triangulos verdes representan la proteina Sonic hedgehog (SHH) que se
encuentra en plasma y liquido cefalorraquideo y es un potencial desencadenante de la
respuesta proliferativa. Modificado de Moore y Jessberger 2013.

Modelos experimentales para estudiar la reaccion astrocitaria

Para poder estudiar el estado reactivo de los astrocitos y sus marcadores, es necesario
modelar un dafo en el tejido capaz de desencadenar la reaccién glial incluyendo la
respuesta proliferativa. Para que esto ocurra in vivo se requiere que el mecanismo de la

lesion implique una ruptura de la barrera hematocefalica. En este trabajo se utilizaron
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modelos in vitro e in vivo para estudiar la respuesta glial. Los detalles técnicos se

explican en la seccion de materiales y métodos.

Modelo in vitro: Cultivos primarios de astrocitos (scratch assay)

El modelo consiste en la realizacion de una linea (scratch) con un objeto con punta (por
ejemplo, una punta de pipeta) sobre un cultivo confluente de astrocitos primarios. luego
de una semana,el cultivo confluente esta compuesto principalmente por astrocitos que
tienen un estado quiescente y no proliferan. Al realizar el scratch se induce la actividad
proliferativa a lo largo de la interrupcion de la monocapa, que se cierra luego gracias a
las nuevas células generadas por division de los astrocitos del borde y restaura la

confluencia.

Lesion por objeto penetrante (stab wound injury)

La lesion por un objeto penetrante o punzante comunmente denominada en inglés stab
wound es un pequefo insulto invasivo en la materia gris cortical (corteza
somatosensorial) que se utiliza como modelo de lesion traumatica. La misma se puede
realizar en condiciones controladas para lograr que solo afecte a la sustancia gris
(Figura 1.2). Esta lesién desencadena gliosis en una zona del parenquima de hasta
aproximadamente 700 um desde el trayecto del objeto penetrante sin mayores efectos

en el hemisferio contralateral que puede ser utilizado como control.

Figura 1.2.Corte de cerebro de ratén marcado con DAPI, GFAP y S100B8 donde se observa la
zona de gliosis rodeando la lesion causada por un objeto penetrante o stab wound(linea de
puntos). Nétese el aspecto intacto de la corteza contralateral.El segundo panel muestra una
imagen de la zona de la lesion amplificada donde se han marcado simultaneamente los vasos
sanguineos y un marcador de proliferacion celular (nucleos rojos). Los marcadores utilizados se
explicaran en detalle en los capitulos posteriores.
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Lesién por oclusion de la arteria cerebral media

Este modelo experimental consiste en la oclusién de la arteria cerebral media mediante
una cirugia en la que se inserta un filamento a través de la carétida impidiendo el flujo
sanguineo que irriga un hemisferio cerebral. Este filamento luego se retira para permitir
la reperfusion del tejido luego de un tiempo determinado (30- 60 minutos). La extension
de la lesidon generada por la isquemia cerebral depende de la duracion de la oclusion.
La misma consta de un centro o “core” necrotico y una zona reactiva en el margen de

este denominado zona de penumbra (Figura 1.3).

Filamento
intraluminal

Figura 1.3. A) esquema que representa el area irrigada por la arteria cerebral media y la zona
de la oclusion. B) Esquema que muestra el recorrido del filamento que se utiliza para realizar la
obstruccién ingresando a través de la arteria carétida. C) Corte de cerebro de raton con
marcacion de GFAP, S100B, Ki67 (marcador nuclear de células proliferativas) y CD31
(marcador de vasos sanguineos).

Los tres modelos explicados anteriormente desencadenan la respuesta proliferativa
astrocitaria y son por lo tanto adecuados para el estudio de la poblacion celular de

interés.

Inmunomarcacién de los astrocitos yuxtavasculares

Para identificar todos los astrocitos de la corteza cerebral, se utilizé una combinacién de
los marcadores GFAP y S1008.

GFAP (proteina acida fibrilar glial)

La GFAP(del inglés,Glial fibrillary acidic protein)es unaproteina ampliamente usada
como marcadora de astrocitos. Es una proteina que forma parte de los filamentos
intermedios del citoesqueleto celular. Esta expresada en células astrogliales durante el
desarrollo y en subpoblaciones de células indiferenciadas en algunas regiones del SNC

adulto (von Bohlen und Halbach, 2011). En la corteza cerebral esta expresada en los
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astrocitos de la sustancia blanca y en los que forman la glia limitans, las capas mas
externas, pero no esta presente en astrocitos de la sustancia gris. Ante una lesion, los
astrocitos reactivos regulan positivamente su expresion en respuesta a citoquinas y

factores producidos durante la respuesta inflamatoria (Figura1.4 Ay 1.5).

S1008

S100B es un miembro de la famila de proteinas S100 cuyo nombre fue obtenido porque
son 100% solubles en soluciones de persulfato de amonio. Es una proteina que une
calcio y se expresa en astrocitos posmitdticos (Seri et al.2001; Ehninger and
Kempermann 2008) y en células de Schwan del sistema nervioso periférico. Es uno de
los marcadores astrocitarios mas especificos y confiables (Savchenko et al. 2000). En la
zona subventricular, la expresion de S100B define un estado en el cual las células que
expresan GFAP pierden su potencial de célula madre neural y adquiere un estado mas
maduro (Raponi et al. 2007). En la corteza cerebral se expresa en todos los astrocitos
independientemente de su estado reactivo (Figura 1.4 B).

Sin embargo en su forma extracelular que se encuentra presente en casos de dafo
tisular, esta proteina tiene un gran efecto sobre la reactividad de numerosas células,
incluyendo los astrocitos, debido a su capacidad de actuar como patrén molecular
asociado al dafio (DAMP: Damage Associated Molecular Pattern). Se ha demostrado
que el tratamiento con S100B extracelular activa la via de NFkB de forma dosis
dependiente en cultivos de astrocitos (Villarreal et al., 2014) actuando como inductora
de la respuesta inflamatoria y promoviendo el fenotipo reactivo asociado a esta.

Figura 1.4: Marcadores astrocitarios. Imagenes de microscopia confocal de la corteza
cerebral de ratones lesionados en los que se ha realizado la inmunomarcacion de astrocitos con
GFAP (A) y S1008 (B).
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CD31

Para realizar la inmunomarcacion de los vasos sanguineos se utilizo el marcador CD31,
también conocido como PECAM-1 (Platelet Endotelial Cell Adhesion Molecule).Esta
proteina esta expresada en las uniones célula-célula endoteliales, donde funciona como
una proteina adhesiva de respuesta al estrés para mantener la integridad vascular.
Ademas tiene un rol como receptor inhibidor en plaquetas circulantes y leucocitos
(Albelda et al., 1990; Lertkiatmongkol et al., 2016). En condiciones normales se
encuentra expresada en todos los vasos cerebrales a niveles facilmente detectables por
inmunofluorescencia. Este marcador se utilizé en tinciones dobles o triples con los
marcadores astrocitarios antes mencionados y otros de interés, para detectar astrocitos

yuxtavasculares.

Figura 1.5: A) Imagen de microscopia confocal mostrando una estructura vascular penetrante
en la corteza cerebral de un ratén al que se ha realizado una lesién de tipo stab wound. En este
corte se han marcado simultaneamente GFAP y Ki67 (un marcador de proliferacion celular,
véase Capitulo 2). El area escaneada corresponde a una zona relativamente alejada del lugar
de aplicacion del corte (mayor a 500 ym) por lo que la capa mas superficial del tejido esta
intacta. Notese que por tratarse de una region distante a la lesidon no todos los astrocitos de la
sustancia gris expresan GFAP. A’) Detalle de la glia limitans donde se observan altos niveles de
expresion de GFAP. A”).La amplificacidon muestra dos astrocitos haciendo contacto con el vaso
sanguineo. Uno muestra una proyeccion larga o pie terminal (flecha magenta) y el otro tiene el
cuerpo celular en contacto con el vaso (flecha blanca). Barras 50 pym.

Resultados
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Sox 2 (sex determining region Y - box 2)
Sox2 es un factor de transcripcion expresado durante la neurogenesis embrionaria y en

precursores neuronales del estadio adulto (Suh et al., 2007). Para evaluar si este factor
de transcripcion se expresaba especificamente en astrocitos juxtavasculares se
realizaron inmunomarcaciones simultaneas para GFAP/ S1008 (para marcar todos los
astrocitos), CD31 y Sox2, en cortes de cerebros de ratones sometidos a una lesion del
tipo stab wound (Figura 1.6). La gran mayoria de los astrocitos corticales mostrd
marcacion positiva para Sox2. Debido a que se observaron distintos niveles de
expresion, es posible que incluso los que resultaron negativos expresen este factor de
transcripcion aunque en un nivel que no resultd detectable. No solo los astrocitos
reactivos fueron positivos para Sox2 sino también los de la corteza cerebral
contralateral a la lesion. La proporcion de astrocitos yuxtavasculares entre los astrocitos
que expresan Sox2 es la misma que si se determina respecto al total de astrocitos.
Estos resultados muestran que si bien losastrocitos expresan Sox2, este marcador no

tiene ninguna utilidad para la marcacion especifica de astrocitos yuxtavasculares.

BLBP (brain lipid - binding protein)

BLBP es una pequefia proteina nucleocitoplasmatica expresada en las células de la glia
radial durante en desarrollo del cerebro y en células gliales neurogénicas adultas (Pinto
and Gotz 2007). BLBP normalmente se considera como un marcador de células
similares a células de la glia radial ya que normalmente no esta expresado
simultaneamente con el marcador S1003 o con marcadores del linaje neuronal (Brunne
et al. 2010). La glia radial positiva para BLBP tiene la capacidad de dividirse y por esto
también resulta positiva para el marcador Ki-67 (Hartfuss et al.2001). BLBP puede ser
utilizada para monitorear el proceso de gliogenesis en el giro dentado del hipocampo
(DG). En determinadas circunstancias este marcador puede ser expresado en astrocitos
(Pinto and Go6tz2007) como es el caso de astrocitos corticales reactivos (Robel et al,
2011). Con el fin de evaluar si este marcador estaba presente preferencialmente en
astrocitos yuxtavasculares luego de una lesion del tipo stab wound, se realizaron
inmunomarcaciones simultaneamente del marcador CD31 y los marcadores
astrocitarios descritos previamente.Los resultados mostraron que solo el 42% de los
astrocitos de la zona de la lesidén era positivo para BLBP (Figura1.7 A-C). El 57% de
estos astrocitos positivos para BLBP estaban ubicados en posiciones yuxtavasculares.
Esto muestra un ligero enriquecimiento en la expresién de BLBP en los astrocitos que
tienen su soma junto a los vasos, pero no permite su utilizacibn como marcador

especifico.
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Figura 1.6. A) Imagenes de microscopia confocal de la corteza cerebral con inmunomarcacion
de Sox2, GFAP/S100B8 y CD31. En (A )se muestra la corteza del hemisferio contralateral a la
una lesion (stab wound) y en (B) la corteza lesionada. B’ muestra una magnificacion donde se
observan astrocitos yuxtavasculares (flechas amarillas) y no yuxtavasculares (flechas
anaranjadas). Adyacentes, los canales individuales. C) Grafico que muestra la proporcion de
astrocitos juxtavasculares y no juxtavasculares que expresan Sox2. D) Magnificaciones de
astrocitos positivos para Sox2. Obsérvese la localizacion nuclear de Sox2.E) El grafico muestra
la prooporcién de astrocitos que expresan Sox2 respecto a los astrocitos totales. Los datos se
muestran como media + desviacidon estandar. Barras 100 um en A,B y 25 ym en D.
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Figura 1.7. A) Imagenes de microscopia confocal mostrando inmunomarcacion para BLBP,
CD31, GFAP S1008 y DAPI. B) Centro de la lesion donde se observa la mayoria de los
astrocitos positivos para BLBP. C) Porcentajes de astrocitos BLBP positivos. D) Detalles de
astrocitos yuxtavasculares (Flechas celestes) y no yuxtavasculares (flechas magenta) que son
BLBP+. E) cuantificacion de la proporcion de astrocitos yuxtavasculares calculada entre los
astrocitos que expresan BLBP (izquierda) y entre los astrocitos totales (derecha). Barras 100
pum
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EGFR (epithelial growth factor receptor)

Esta proteina es el receptor para el factor de crecimiento epitelial (EGF) y el factor
transformante del crecimiento (Transforming Growth factor alpha, TGFa). Es un receptor
necesario para la neurogenesis adulta y se describié que esta expresado en astrocitos
reactivos (Chojnacki et al, 2012, Robel et al. 2011). Se evalu6 su expresion en
astrocitos en la corteza cerebral lesionada a 7 dpi. Se confirmd el éxito de la
inmunomarcacion del receptor debido a que la zona subventricular puede ser usada
como control interno ya que algunas células de esta regidn son positivas para el mismo
(Figura 1.8 A). Sin embargo, en estas circunstancias no se encontraron astrocitos
positivos para este factor en la corteza cerebral.También pudo observarse que una
pequefia poblacién de células corticales no astrogliales expresa bajos niveles del
receptor, pero las mismas no pudieron ser identificadas por su morfologia. Estos
resultados muestran que el marcador no tiene utilidad identificar astrocitos
yustavasculares. No se indagaron lascausas de la discrepancia con los datos
reportados en la bibliografia sobre la expresion deeste receptor en astrocitos reactivos.
Posiblemente se exprese en otro momento de la respuesta a la lesidén o0 no se exprese

en astrocitos en este modelo de lesidn cortical.

Figura 1.8. A Imagenes de microscopia confocal del ventriculo lateral que se utiliz6 como
control positivo interno para la inmunomarcacién de EGFR, con marcacién simultanea de
GFAP.
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Figura 1 9 A) Imagenes de la sustancia gris de la corteza lesionada donde se observaron
células positivas para EGFR (flechas blancas) que no son astrocitos. Barra 100 um.

Discusion

El descubrimiento de un marcador que permita discriminar la poblacién de astrocitos
yuxtavasculares seria de gran utilidad para poder purificar esta poblacién mediante las
técnicas de sorting celular. Las proteinas seleccionadas como marcadores candidatos
en este trabajo no permitieron la discriminacién de la poblaciéon de interés respecto a
otros astrocitos. Hasta el momento, los astrocitos yuxtavasculares solo pueden
identificarse realizando una inmunomacacion simultanea de astrocitos, nucleos y vasos
sanguineos en cortes de cerebro que se analizan por microscopia confocal, aplicando

los criterios publicados por Bardehele et al. en 2013: el soma del astrocito debe estar en

contacto con el vaso sanguineo en algun plano de la serie adquirida (stack).

Conclusiones

Los astrocitos yuxtavasculares no mostraron la expresion de proteinas especificas o
caracteristicas de células mas indiferenciadas y presentaron un perfil antigénico similar
a los astrocitos no yuxtavasculares para los marcadores estudiados. Sox2 estaba
presente en la mayoria de los astrocitos corticales y EGFR no se detectd en astrocitos
corticales en este modelo de lesion. Se encontré6 que el 58% de los astrocitos que

expresaban BLBP son yuxtavasculares. Considerando que el porcentaje normal de
30



Rol de los astrocitos proliferativos luego de la lesion de la corteza cerebral murina Tesis doctoral

astrocitos yuxtavasculares en la corteza es entre 36 y 41% (Bardehle et al 2013 y este
trabajo), 58% muestra un leve enriquecimiento de BLBP en la poblacion de astrocitos

yuxtavasculares.
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Capitulo 2

La dinamica de la proliferacion astrocitaria en distintos modelos de
lesidon

Como se menciond previamente, el descubrimiento de que los astrocitos que mas
proliferan son los del tipo yuxtavascular fue realizado utilizando el modelo de lesion de
tipo stab wound (Bardehle et al 2013). En este modelo de lesidén se produce una ruptura
mecanica del tejido de la corteza cerebral y la consecuente ruptura de la barrera
hematocefalica. Si bien se estudié tanto el comportamiento in vivo de esta poblacion
como su ultraestructura, no se conocia aun la dinamica de la proliferacién de astrocitos
yuxtavasculares, es decir, cuando proliferan la mayoria de los astrocitos y si lo hacen
siempre preferentemente junto a los vasos. El conocimiento de los tiempos en los que
se observa el mayor porcentaje de células en divisidbn permite correlacionar las mismas
con procesos fisiolégicos simultaneos, tales como la proliferacion de otras células
gliales, la infiltracion de células de sistema inmune y el cierre de la barrera
hematocefalica. El estudio de la proliferacion astrocitaria en funcion del tiempo fue uno
de los objetivos especificos de este proyecto y los resultados se muestran en este
Capitulo.

Ademas, uno de los objetivos generales de este trabajo fue averiguar si el
comportamiento de los astrocitos observado en la lesion de tipo stab wound es
especifico para este modelo de lesion o si es una caracteristica general de la reaccion
astrocitaria en la corteza cerebral ante cualquier tipo de insulto. Para responder este
interrogante se compard la respuesta proliferativa de los astrocitos observada en la
lesion tipo stab wound con el modelo de isquemia por obstruccidén transitoria de la
arteria cerebral mediao MCAo (del inglés, Middle Cerebral Artery occlusion), seguida de
reperfusién. En este modelo también se produce una ruptura de la barrera
hematocefalica como consecuencia de la muerte celular por hipoxia en las zonas que

pierden la irrigacion sanguinea temporalmente.

Deteccion de astrocitos proliferativos

Para detectar astrocitos atravesando el proceso de divisién celular, en este trabajo se
utilizé el marcador Ki67. El nombre de la proteina Ki67 deriva de la ciudad de origen
(Kiel, Alemania) y el numero del clon origina de la placa de 96 pocillos (Gerdes et al.
1983 ). Es una proteina nuclear, expresada en células en division durante toda la
duracion de su proceso mitético (Kee et al., 2002). Ki67 se expresa en todas las fases
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del ciclo celular excepto en la fase GO (debido a su corta vida media) y el principio de la
fase G1, no se detecta durante los procesos de reparacion celular ni en células
quiescentes (Zacchetti et al., 2003). A diferencia de BrdU, el analogo de timidina que se
usa frecuentemente para detectar division celular in vivo, Ki67 es un marcador
endogeno que no tiene ningun efecto adverso en las células vivas. Aunque se
desconoce la funcion de Ki67, es un marcador confiable de mitosis ya que su vida

media es muy corta (Kee et al., 2002; von Bohlen und Halbach, 2011).
Resultados

Dinamica de la proliferaciéon astrocitaria en el modelo de lesiéon cortical punzante

Para monitorear la proliferacion celular se utilizé la inmunomarcacién de Ki67 a 1,3y 5
y 7 dias posteriores a la lesion o dpi (del inglés,days post-injury). Los astrocitos se
detectaron utilizando simultdneamente los marcadores S1003 y GFAP. Los vasos
sanguineos se marcaron con CD31 para identificar astrocitos yuxtavasculares.

En la lesidn de herida cortical punzante a 1 dpi, luego de la marcacion simultanea de
GFAP y S100B se observd solo marcacion de S100B, ya que los astrocitos aun no
presentaban su estado reactivo caracterizado por la expresiéon de GFAP. Ademas, pudo
observarse la presencia de esta proteina formando un halo que rodea al trayecto de la
lesion (Figura 2.1. A, C) que genera un background elevado. Esto se debe a que S100(3
es secretada y se encuentra en el espacio extracelular cuando hay ruptura de la barrera
hematocefalica. De hecho, en la clinica la presencia de S1008 en plasma y liquido
cefalorraquideo (LCR) es un indicador de ruptura de la barrera hematocefalica.

A este tiempo, los astrocitos mostraron escasa actividad proliferativa ya que solo el 4%
resultaron positivos para Ki67 (Figura 2.2 C). La mayoria de las células positivas para
Ki67 son probablemente células de la microglia ya que esta descripto que proliferan a
tiempos mas tempranos (Simon et al., 2011). La escasa cantidad de astrocitos
proliferativos detectados no permiti6 detectar una preferencia especifica por la
proliferacion de astrocitos yuxtavasculares en este estadio, aunque se observaron
ejemplos de astrocitos proliferativos tanto adyacentes a los vasos como no adyacentes
(Figura 2.1 B).
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Figura 2.1: A) Microfotografia de los bordes de la lesién a 1 dpi mostrando zonas de secrecion
de S100B. B) Microfotografia de la zona de la lesion. Las flechas celestes indican células
positivas para Ki67 que no son astrocitos y las flechas amarillas muestran astrocitos
proliferativos a 1dpi.C) Astrocitos marcados con GFAP y S100B en verde, negativos para Ki67.

A 3 dpi la actividad proliferativa fue mucho mayor. Esta descripto que en este punto de
tiempo ocurre el pico de actividad proliferativa de la microglia y de las células
progenitoras de oligodendrocitos (células NG2, Simon et al. 2011). El porcentaje de
astrocitos corticales que proliferaba en los bordes de la lesion fue del 17%(Figura 2.2,
C-G). También pudo distinguirse la expresion de GFAP en la morfologia fibrosa de los
astrocitos reactivos. La cuantificacion de la proporcion de astrocitos proliferativos
yuxtavasculares mostré que no hay mayor actividad proliferativa de los astrocitos
adyacentes a los vasos en este punto de tiempo (Figura 2.2 D).
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A 5 dpi se detecté el maximo de proliferacion astrocitaria. El 25% de los astrocitos
prolifera en este punto. Ademas, el 67% de los astrocitos proliferativos eran astrocitos
yuxtavasculares (Figura 2.2 A-E, H-I).

Figura2.2. A) Proyecciones de imagenes de microscopia confocal de cortes de cerebro con
inmunomarcaciéon simultanea de astrocitos (GFAP), células proliferativas (Ki67) y nucleos
(DAPI) mostrando el borde reactivo de la lesion de la sustancia gris (GM) de la corteza cerebral
(CTX) a 5 dpi (barra= 500um; WM: sustancia blanca). B) Esquema del diseno experimental. C)
Cuantificacion de la proporcién de astrocitos proliferativos respecto a astrocitos totales
detectados (GFAP+S100B+) por cada 0,25mm2 de corteza lesionada.D) porcentaje de
astrocitos proliferativos ubicados en posiciones juxtavasculares a 3, 5 y 7 dpi. E) Numero de
astrocitos proliferando en posiciones yuxtavasculares (barras negras) y no yuxtavasculares
(barras grises) a los distintos puntos de tiempo. Los graficos muestran el valor de la media +
Eror Estandar de la Media (SEM). F-l) Imagenes de microscopia con de inmunomarcaciones
para GFAP y S1008 (en el mismo canal para marcar astrocitos), Ki67 y vasos sanguineos
(CD31) a 3 dpi (F, G) y 5 dpi (H,I). Las flechas amarillas muestran astrocitos yuxtavasculares y
las flechas color celeste los no yuxtavasculares. Barras de escala: 100 um (F,H), 25 ym (F’,H’),
10 um (G,1).

En estudios previos de esta linea de investigacién se habia determinado que a 7 dpi el
porcentaje de astrocitos proliferativos es del 14% y alrededor de un 80% de esta
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subpoblacion proliferativa es yuxtavascular. Luego de este punto la proliferacion
astrocitaria disminuyé significativamente (94 astrocitos proliferativos por mm? (0,9%) a

10 dpi; 5+3 astrocitos proliferativos por mm? (0.1%) a 28 dpi (Simon et al., 2011).

Proliferacién astrocitaria en el modelo de isquemia por obstruccién de la arteria

cerebral media

En el modelo de isquemia se observo una respuesta levemente mayor a la anterior. El
nucleo isquémico estaba deprivado de astrocitos a todos los tiempos estudiados (Figura
2.3 A, B) aunque se observé un gran numero de células Ki67+ a lo largo de los vasos
afectados por la lesion. Una gran cantidad de estas células Ki67+ mostraron
inmunomarcacion positiva con CD31, lo que sugiere una intensa actividad proliferativa
de células endoteliales. Con frecuencia se observaron zonas con morfologia de los
vasos alterada y células Ki67+ asociadas (Figura 2.3 C)

La proliferacién astrocitaria estaba prensente principalmente en la zona de la penumbra
en todas las regiones del cerebro rodeando el nucleo isquémico.Las cuantificaciones se
realizaron en la sustancia gris de la corteza cerebral en la zona de la penumbra, a una
distancia maxima del borde de la lesién de 300 um, con el fin de seleccionar una region
que permita una comparaciéon de los resultados con los obtenidos para la corteza en la
lesion de tipo stab wound (Figura 2.4 A-D). A 1 dpi practicamente no se observo
proliferacion astrocitaria. Se observaron altos niveles de S100B extracelular en la
penumbra (Figura 2.4 B’). A 3 dpi proliferaban el 17% de los astrocitos y a 5 dpi
ascendio a 29%. Estos porcentajes no tienen diferencias estadisticamente significativas
con los observados para el modelo de lesion penetrante por o que puede afirmarse que
la respuesta proliferativa de los astrocitos corticales es independiente del tipo de dano
que la causa y de las dimensiones de la lesion. Respecto a la posicion de los astrocitos
proliferativos, a 3 dpi ya se pudo observar que los astrocitos yuxtavasculares
proliferaban preferentemente y el mismo comportamiento se observo a 5 dpi (Figura 2.4
C-D, F-G).

Los resultados sugieren que las sefales que inducen la proliferacion de astrocitos
yuxtavasculares estan presentes antes o en mayor medida en el modelo de isquemia

consistente con una lesion mucho mayor.
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Figura 2.3: A) Imagen de microscopia confocal donde se muestra inmunomarcaciéon para
CD31, GFAP/S100pB y Ki67 en la zona del borde del nucleo isquémico. Obsérvese la ausencia
de astrocitos en la zona del nucleo de la lesion (A1) y la presencia de astrocitos proliferativos en
la zona de penumbra (A2). B) El nucleo isquémico mostraba un gran numero de células Ki67+
asociadas a células endoteliales. Notese que se observan rastros de inmunomarcacion para
GFAP en las areas amplificadas en B1 y B2, aunque no se detectan astrocitos. Barras 100 ym
en Ay 50 um en B.
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Figura 2.4. A) Composicion de microfotografias de epifluorescencia de corte de cerebro
representativo a 3dpi post MCAO. El nucleo (core) de la lesion esta demarcado con una linea
discontinua. El cuadrado marcado muestra la region de interés para las cuantificaciones. Barra
1000 ym. B-D) Imagenes de microscopia confocal de inmunotincion para GFAP y S1008, Ki67 y
vasos sanguineos (CD31) de la penumbra de la lesion isquémica a 1, 3 y 5 dpi. Las flechas
sefalan astrocitos proliferativos en posiciones yuxtavasculares (amarillo) y en posiciones no
yuxtavasculares (cian). E) Cuantificacion de la proporcién de astrocitos proliferativos entre todos
los astrocitos detectados (GFAP+ S100B+) en% por 0,25 mm? de corteza lesionada. F)
Proporcion de astrocitos proliferando en posiciones yuxtavasculares a 3 y 5dpi.G) Micrografias
de confocal de alta potencia que muestran astrocitos yuxtavasculares proliferativos (flechas
amarillas) . Barras 25 pm.
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De estos datos surge como interrogante si el numero total de astrocitos en esta posicion
aumenta, o si su proliferacion preferencial compensa una pérdida predominante de
astrocitos en la interfase vascular. En concordancia con reportes previos sobre la
muerte de astrocitos poslesion (Zhao et al.,, 2003), en el modelo de stab wound se
observé que el numero de astrocitos se redujo significativamente a 3dpi, pero se
recuperd6 a 5dpi, (Figura 2.5). La proporcion de astrocitos yuxtavasculares es
comparable al hemisferio contralateral de 1-3 dpi (38%, Figura 2.6 A-B), lo que sugiere
que la muerte celular afecta a ambas fracciones de astrocitos por igual. Sin embargo, a
los 7 dpi, después de que se incrementod la proliferacion de astrocitos en las posiciones
yuxtavasculares (Figura 2.6 B), la proporcion de astrocitos yuxtavasculares aumenté a
45% (Figura 2.6 B). Por lo tanto, la divisién preferencial de los astrocitos
yuxtavasculares comienza alrededor de 4 dpi en la sustancia gris lesionada, contribuye
a reponer el numero de astrocitos totales a niveles comparables con la corteza
contralateral intacta y resulta ademas en un aumento del porcentaje de astrocitos

ubicados junto a los vasos.

Figura 2.5. A) Numero de astrocitos totales por mm? de corteza cerebral lesionada (proyeccion
de una seccion de 10 ym de altoLos datos se representan como media £+ SEM por experimentos
independientes. Las marcas representan valores de la quantificacion obtenidos para animales
individuales.La significancia de las diferencias entre medias se analiz6 usando ANOVA de una
via (p = 0,0129, seguido del post test de Tukey y se indica en funcion del valor de p (* p <0.05).
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Figura 2.6. A) Imagen de microscopia confocal de inmunofluorescencia de S1008 de GFAP
marcando todos los astrocitos de la sustancia gris cortical (CTX) de un ratén C57BL6 wild type
(WT). La imagen corresponde al hemisferio contralateral a la lesion, por lo que el tejido esta
intacto y representa el numero normal de astrocitos del parénquima cortical. Se muestra
simultaneamente inmunomarcacion para CD31 (vasculatura) y Ki67 (células proliferativas). C)
Porcentajes de astrocitos yuxtavasculares entre todos los astrocitos marcados con GFAP
S1008 ia distintos puntos de tiempo poslesion. Las barras muestran la Media £ SEM.

Discusion

Se estudiaron dos modelos distintos de lesion de la corteza cerebral y se determino la
dinamica de prolieracion astrocitaria. En ambos pudo observarse que la proliferacion
astrocitaria ocurre mayormente a 5 dpi. Los astrocitos proliferan preferencialmente en
posiciones yuxtavasculares en ambos casos, aunque en el modelo de isquemia esta
tendencia preferencial se observa previamente. Esto podria ocurrir porque en el modelo
de MCAo la lesidn involucra una respuesta mayor de las células endoteliales que en la
lesion de tipo stab wound, donde el dafo vascular esta limitado a los capilares que
fueron afectados por el corte y no hay dafio en vasos principales. Ademas, la isquemia
incrementa la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, permitiendo Ila
acumulacion extracelular de fluidos en una gran area del hemisferio afectado (Fluri et
al., 2015; Godoy et al., 2016). Si bien esto ocurre en ambos modelos, la extension de la
zona afectada por hipoxia en la lesion de tipo stab wound es muy pequefia, limitada a
las zonas del borde de la lesién, en cambio en el modelo de MCAo involucra casi la
totalidad del hemisferio cerebral (véase la magnitud del area del infarto marcada en la

Figura 2.4 A).Es posible que el remodelamiento de los vasos que ocurre luego de la
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isquemia se inicie de manera temprana a travez de vias de sefalizacion que puedan
tener efectos en la proliferacion de astrocitos adyacentes a los vasos. Esta reportado
que la extensa proliferacion de células endoteliales en el modelo de MCAo transitoria
aumenta rapidamente a 4 dpi y alcanza su pico alrededor de 7 dpi (Huang et al., 2015).
En el mismo trabajo se describié la proliferaciéon astrocitaria en la penumbra de la
lesién, la cual mostré una dinamica similar a la de las células endoteliales. Aunque los
tiempos estudiados no se superponen exactamente, los resultados son consistentes
con los obtenidos en esta tesis.

En ambos modelos se observdé un halo de inmunomarcaciéon positiva dado a la
deteccidn de la proteina S1000 extracelular a 1 dpi. Es probable que los altos niveles de
S100B extracelular generados en el modelo de MCAO en el hemisferio dafado
contribuyan a la mayor reactividad de los astrocitos en este modelo comparado con la
lesion de tipo stab wound.

Se encontré ademas que la proliferacion astrocitaria junto a los vasos en la lesion de
tipo stab wound no ocurre para compensar una muerte celular incrementada en estas
posiciones, ya que el porcentaje de astrocitos yuxtavasculares se mantiene
relativamente constante a lo largo del tiempo y aumenta levemente a 7 dpi. La
proliferacion logra restaurar los numeros de astrocitos totales observados antes de la
lesion a 5 dpi, luego de que disminuyeran a 3 dpi por muerte celular resultante de la

lesion.

Conclusiones

En los modelos de lesidon estudiados la proliferacion astrocitaria ocurre mayormente a 5
dpi.

Los astrocitos proliferan mayormente en posiciones yuxtavasculares en ambos
modelos, aunque en el modelo de isquemia esta tendencia se observa previamente. A
través de la actividad proliferativa se retauran los numeros de astrocitos totales

alrededor de 5 dpi.

Capitulo 3

Efectos de la inhibicion de la sintesis de 6xido nitrico sobre la
proliferacion astrocitaria.
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La via del oxido nitrico o NO(del inglés, nitric oxide) regula numerosas funciones
fisiologicas en el SNC. En los mamiferos, el NO endogeno se forma a partir de |-
arginina y de oxigeno molecular mediante la accion de tres NO sintasas (NOS) con un
alto nivel de homologia: NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) y NOS
inducible (iNOS) (Moncada et al., 1997).

En el cerebro sano, el NO se produce principalmente por la nNOS en subpoblaciones
de neuronas y por la NOS endotelial. También hay reportes de que la nNOS se puede
encontrar en niveles bajos en astrocitos y que la eNOS se puede encontrar en un
subconjunto de neuronas y astrocitos (Brown, 2010). A diferencia de la nNOS y eNOS
que son expresadas constitutivamente, se detecta muy bajos niveles de iINOS en
células quiescentes (Zhang et al., 2013). Sin embargo, en distintas patologias del SNC,
la expresion de la INOS se regula positivamente en numerosos tipos celulares, entre
los que se destacan las células con funcién inmune, como la microglia, los astrocitos y
las células periféricas infiltradas (Liu et al., 2015). La iINOS puede ser inducida por
mediadores inflamatorios, citoquinas y por la actividad fagocitica (Gomez et al., 2004;
Hua et al., 2002; Zhou et al., 2013).

La observacion de que la mayoria de los astrocitos proliferativos se encuentran en
contacto con vasos sanguineos sugiere un papel importante del nicho vascular donde el
oxido nitrico podria ser una molécula de sefializacién clave. Como las fuentes
principales de NO estan enriquecidas en los alrededores de los vasos sanguineos, tanto
el NO como las vias que se activan por el mismo podrian tener un papel en la
sefalizacion que conduce a la proliferacion yuxtavascular.

Para determinar un posible efecto de la inhibicion de la sintesis de éxido niitrico sobre la
proliferacion de astrocitos se usé un modelo de lesion in vitro,conocido comoensayo de
scratch wound (Robel et al., 2011a) en cultivos de astrocitos aislados de la corteza
cerebral posnatal. Este ensayo consiste en raspar una monocapa confluente de
astrocitos con un objeto (punta de pipeta) para interrumpir los contactos celulares y
desencadenar la actividad proliferativa. Mediante esta actividad proliferativa de los
astrocitos del borde se logra el cierre de la brecha entre los dos sectores de la
monocapa. Para evaluar la influencia de la via del NO en el proceso de cierre de la
brecha se realizé un tratamiento de los cultivos con el inhibidor no especifico de las NO
sintasas L-Nitroarginina (L-NNA) a distintas concentraciones. En la figura 3.1 se

muestra el disefio experimental.
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Figura 3.1. Disefio experimental del ensayo de lesidon por raspado de la monocapa donde se
muestran los tiempos a los que se iniciaron los tratamientos y colectaron las muestras. Los
circulos verdes representan los pocillos de las placas y la forma en que se realizé el raspado. El
recuadro rojo muestra el area en la que se cuantifico la proliferacion.

Resultados

Se estudio la proliferacion mediante una inmunomarcacién simultdnea de GFAP/S1003
y Ki67 (Figura 3.2, A-C). La proliferacion astrocitaria se detectd principalmente en los
astrocitos del borde de la brecha realizada en la monocapa y fue practicamente nula en
los margenes alejados. Se evaluaron 3 concentraciones del inhibidor: 10, 100 y 1000
MM. Los resultados se expresaron como el porcentaje de astrocitos que expresaban
Ki67 respecto al total de astrocitos el area evaluada a 3 y 5 dpi (Figura 3.2, D). La
evaluacion del porcentaje medio para cada punto sugiere una tendencia hacia una
menor proliferacion dependiendo de la dosis de L-NNA utilizada en el tratamiento.Sin
embargo, la diferencia estadistica respecto a los astrocitos no tratados solo fue
significativa para los cultivos a los que se les suministré L-NNA 1000 uM (Figura 3.2, D).
También se pudo observar un retraso en el cierre de la brecha que era evidente a la

observacion a 5 dpi (Figura 3.2 A-B).
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Figura3.2: A) Imagenes de microscopia de epifluorescencia de los cultivos de astrocitos
sometidos a la interrupcion por raspado y fijados a 5 dpi, sin tratamiento y B) luego de la
aplicacion diaria de 1000 uM de L-NNA. Se realizé una marcacién por inmunofluorescencia para
GFAP/S100B (astrocitos), Ki67 (células proliferativas y contratincién nuclear con DAPI. C)
Seccién amplificada de la imagen mostrada en (A) donde se observan en detalle los astrocitos
que proliferan en el borde de la lesion. D) Porcentaje de astrocitos proliferativos a 3 y 5 dpi para
cada concentracion del inhibidor L-NNA evaluada. La linea azul (0 yM) corresponde a los
astrocitos no tratados.

Discusion
Los resultados de estos experimentos muestran que la inhibicion de la sintesis de NO
en cultivos de astrocitos resulta en una menor proliferacion inducida por el raspado de

la monocapa. La dosis menor a la que este efecto adquirioé significancia estadistica fue
de 1 mM de L-NNA.
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Utilizando inhibidores de la sintesis de NO se ha demostrado que la sefializacién por
esta via es mediadora de la reactividad astrocitaria en condiciones de inflamacion del
SNC (Brahmachari et al., 2006; Gomez et al., 2003). En estos estudios se monitoreo la
reactividad astrocitaria por los niveles de expresion de GFAP. Ya que en los modelos in
vivo se observa que las zonas de expresion de GFAP vy proliferacion astrocitaria
coinciden, es probable que ambos procesos sean causados por vias comunes
relacionadas con el proceso inflamatorio, entre las cuales podria incluirse la del NO.

La reactividad y proliferacion astrocitarias generalmente se asocian a un efecto
neuroprotector. Considerando esto, los resultados de estos experimentos son
consistentes con otros estudios en los que el bloqueo de la via NO en el SNC resulta en
lesiones mas severas (Bayir et al., 2005; Steinert et al., 2010).Para indagar con mas
profundidad en los mecanismos de accién del NO sobre los astrocitos luego una lesién
del SNC es necesario disponer de mutantes especificos para las distintas isoformas o
formas mas especificas de eliminar la actividad una isoforma de NOS, ya que los
inhibidores, aunque presentan cierto grado de selectividad, no son especificos y por lo
tanto no permiten determinar el origen del mismo, lo que permitiria proponer

mecanismos via arriba que serian los desencadenantes de la actividad proliferativa.

Conclusiones

El tratamiento de cultivos de astrocitos primarios con el inhibidor de la sintesis del NOL-
NNA resulta en una menor proliferacion de los mismos que demora el cierre de la
brecha por raspado en este modelo de lesién in vitro.

La via del NO podria tener un rol en la regulacién de la proliferacion astrocitaria

juxtavascular.
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Capitulo 4

Infiltraciéon de células inmunes periféricas

El dano tisular y la liberacion subsiguiente de mediadores inflamatorios conducen a
cambios en la funcion de las células residentes del cerebro y al reclutamiento de células
periféricas.

Las células residentes activadas expresan varias quimioquinas y citoquinas que inducen
la expresion de moléculas de adhesiéon especificas en las células endoteliales, lo cual
desencadena el proceso de adhesién y migracion transendotelial de las células inmunes
en circulacion sanguinea.

Esta descripto en otros modelos de lesién por traumatismo cerebral que los niveles de
la mayoria de las citoquinas y quimioquinas alcanzan suvalor maximo dentro de 4-12
hpi y que la mayoria de las quimioquinas estan presentes en niveles mas altos en el
LCR que en el plasma, lo que indica produccién local por células residentes del cerebro
(Helmy et al., 2012; Helmy et al., 2011).

Tipicamente en las lesiones del SNC, las primeras células que invaden el parénquima
lesionado son los neutréfilos siendo maxima la infiltracién a las 24 hs (Easton, 2013;
Hsieh et al., 2013; Soares et al., 1995)). Mientras que el reclutamiento de neutrdéfilos en
los tejidos es esencial en las respuestas a las infecciones y dafios periféricos, estas
células liberan especies reactivas de oxigeno y nitrogeno que dafian el parénquima
cerebral (Gyoneva and Ransohoff, 2015). La presencia de neutrdfilos en el cerebro se
reduce considerablemente a 3-5 dpi cuando predomina la acumulacién de leucocitos
mononucleares (Holmin et al., 1995; Rhodes, 2011; Soares et al., 1995). La
identificacion por inmunohistoquimica y citometria de flujo indica que la mayoria de las
células reclutadas son monocitos inflamatorios, con una pequefa contribucion de
linfocitos T, NK y células dendriticas (Herrmann et al., 2008; Holmin et al., 1995; Hsieh
et al., 2013).

Los monocitos se extravasan en la zona lesionada y se diferencian en macréfagos. Se
ha propuesto que luego de residir durante algunos dias en el parénquima cerebral, los
macrofagos pueden adquirir las propiedades fenotipicas de los macréfagos locales (en
el caso del cerebro células microgliales) aunque experimentalmente solo se ha
observado este comportamiento en modelos que implican la irradiacion para depletar la

meédula ésea (Mildner et al., 2007).
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Las células microgliales del parénquima cerebral son también de origen mieloide y
muestran propiedades comunes de los macrofagos tisulares. La microglia reactiva
asume una morfologia ameboidea, secreta factores inflamatorios, realiza fagocitosis y
es en gran medida indistinguible de macrofagos infiltrados derivados de monocitos
(Gyoneva and Ransohoff, 2015).

En este capitulo se muestran los resultados de los experimentos realizados para
estudiar la respuesta de células inmunes luego de una lesion cortical punzante (stab
wound) de la sustancia gris de la corteza cerebral con el fin de identificar los tiempos en
que ocurre este proceso y correlacionarlo con el proceso de proliferacion astrocitaria

estudiado en capitulos anteriores.

La reaccién de los macréfagos

Las células de la microglia son los macrofagos residentes del cerebro. En condiciones
fisiologicas intervienen en la homeostasis de las sinapsis. Estas células son muy
similares a otros tipos de macrdofagos y expresan los mismos marcadores. Pueden
visualizarse claramente utilizando una inmunomarcacién para la proteina Iba1 (Figura
4.1.A).

La reaccion de la microglia es la primera en manifestarse luego de una lesion de la
corteza cerebral. La ruptura de la barrera hematoencefalica permite el ingreso de
factores del plasma y de LCR que inducen un estado reactivo. Las células migran hacia
el foco de la lesion y regulan positivamente marcadores caracteristicos de la respuesta
inmune innata asociados a la fagocitosis como CD68. A 1 dpi, en la zona de la lesion ya
puede observarse un cambio de morfologia denominado estado ameboide que se
diferencia de la forma ramificada normal de las células microgliales (Figura 4.1. B),
caracterizado por hipertrofia y aumento de la capacidad fagocitica. Normalmente la
proliferacion de la microglia es escasa, pero ante una lesidén se desencadena una fuerte
respuesta proliferativa. Simultaneamente se produce el ingreso de monocitos de sangre
periférica que se diferencian a macréfagos y expresan marcadores practicamente
idénticos a los de las células de la microglia. Estas células residentes de origen
mieloide, al igual que los leucocitos periféricos, expresan el marcador CD45 (D'Mello et

al., 2009; Thomas, 1989), también conocido como antigeno comun de leucocitos (LCA).
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Figura 4 .1: A) Corteza cerebral del hemisferio contralateral a una lesion de tipo stab woundcon
inmunomarcacion de Iba1 y CD45. Células inmunes infiltradas que expresan altos niveles de
CD45 y no Iba1 (CD45"", flechas naranjas) y células microgliales que presentan hipertrofia leve
a 1 dpi. C) corteza cerebral lesionada a 5 dpi donde puede observarse una intensa reaccion de
la microglia y algunas células CD45"%". Barras 100 um.
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CDA45 es una proteina tirosina fosfatasa unida a receptores que esta presente en todas
las células hematopoyéticas diferenciadas, y que juega un papel crucial en la funcién
de estas células (Altin and Sloan, 1997). En condiciones fisioldgicas, las células de la
microglia expresan niveles bajos de CD45 pero aumentan su expresién como respuesta
a la lesion. La discriminacién entre microglia y macréfagos derivados de monocitos es
entoncesdificil debido a la falta de marcadores especificos. Sin embargo, una
combinacién de los marcadores CD45 e |Iba1 permite la distincion de monocitos recién
infiltrados [niveles altos de CD45 (CD45"%") e Iba1 negativo] y microglia activada
[niveles bajos de CD45 (CD45™") e Iba1 positivo] (Figura 4.1, ver también Figura 4 2).
Para esto se analizaron imagenes de microscopia confocal del tejido marcado por
inmunofluorescencia, considerando ademas las diferencias en la morfologia, ya que la
microglia posee una morfologia dendritica que los macréfagos no adquieren (Torres-
Platas et al., 2014). Utilizado el analisis de los marcadores propuesto no es posible
elucidar el origen de las células CD45"9" |ba1*, que aparecen raramente a tiempos
poslesion mayores a 3 dpi. Se ha sugerido que los macréfagos infiltrados podrian
permanecer en el tejido y adquirir caracteristicas de la microglia una vez resuelta la
lesion, pero algunos estudios sugieren que este evento es muy raro (Mildner et al,
2007).
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Figura 4.2. Esquema que muestra la expresién de marcadores de las distintas células de origen
mieloide. Se muestran dos compartimentos, uno correspondiente a la sangre periférica (Blood)
y otro correspondiente al parénquima de la sustancia gris cortical (GM). Los monocitos recién
egresados de los vasos e infiltrados en el parénquima expresan altos niveles de CD45
(CD45°™). Todas las demés células de origen mieloide expresan niveles detectables de CD45,
incluida la microglia que expresa niveles muy bajos (CD45°).
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Resultados

Analisis temporal de la infiltracion de células inmunes

Para comprender mejor los fendbmenos que ocurren simultdneamente en la activaciéon
astrocitaria luego de la lesidon, se cuantificaron las células infiltradas en el parénquima
de la sustancia gris cortical a disitintos tiempos. Para ello, se obtuvo tejido cerebral de
ratones sacrificados a 1, 3, 5 y 7 dpi. Utilizando inmunofluorescencia de cortes de tejido
con la combinacién de marcadores mencionados previamente y microscopia confocal
se evalud la colocalizacién de los mismos. Los leucocitos CD45"" pudieron ser
detectados a las 24 hpi. Las células microgliales mostraron cuerpos hipertréficos y
polarizacion hacia el nucleo de la lesion (Fig. 4.1 B y 4.3 A). El mayor numero de células
infiltradas se pudo detectar a 3 dpi junto con la reactividad microglial mas fuerte (Figura
4.3 By4.4A). Las células microgliales también mostraron en este momento los niveles
mas altos de CD45 (Figura4.3 B). Durante los dias siguientes se puede observar una
disminucién en las células inmunitarias infiltradas que es detectable a 5 dpi (Figura4.3 C
y 4.4 B). A partir de 7 dpi la lesidon generalmente se encontré completamente sellada y
s6lo unas pocas células cerca de la superficie pial pudieron ser detectadas (Figura 4.3
D).La cuantificacién del numero de células inflitradas por mm? de parénquima lesionado
se resume en la Figura 4.5. Estos resultados en su conjunto muestran un patron
temporal que es 24 hs mas lento que el observado en otros estudios que utilizaron el
modelo de impacto cortical controlado, un modelo cinético de lesion traumatica de

craneo que involucra el hipocampo (Morganti et al., 2015).

Figura 4.3. A-D) Imagenes de microscopia confocal de inmunofluorescencia para CD45 a los

distintos tiempos pos lesion (dpi).
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Figura 4.4.Microfotografias de inmunofliuorescencia simultanea para ambos marcadores
estudiados a 3 dpi (A) y 5 dpi (B).
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Figura 4.5: Numero de células con niveles altos de CD45 e Iba1 negativas por mm? de materia
gris cortical a los distintos dpi. El grafico muestra el valor de la MediatSEM, La significancia
estadistica fue analizada con test ANOVA (p<0.0001) de una via seguido del test de
comparaciones multiples de Bonferroni;***p<0.0001, **p<0.001.

Discusién

Los resultados de la cuantificacion de la infiltracion de células inmunitarias periféricas
mostrados en este capitulo permitieron correlacionar este fendmeno con el proceso de
proliferacion astrocitaria expuesto en el Capitulo 2. Si se grafica simultdneamente el
numero de astrocitos yuxtavasculares proliferativos y el numero de células inmunitarias
infiltradas para los tiempos estudiados se observa que existe una correlacion inversa a
partir de 3 dpi. Al principio, los astrocitos no proliferan y un gran numero de células
CD45+ se extravasan de la microvasculatura cerebral. La proliferacion de los astrocitos,
que comienza a partir de 3 dpi, se correlaciona con una disminucién de las células
inmunes infiltradas que se pone en evidencia luego de alcanzar el pico de infiltracién a 3
dpi (Figura 4.6).

Esta correlacion inversa puede interpretarse de distintas maneras y origina las hipotesis
principales que llevaron a los experimentos subsiguientes de este trabajo. Una
interpretacion posible es la atribucion de la funcion de restauracion de la integridad de la
barrera hematocefélica a los astrocitos proliferativos yuxtavasculares, que luego resulta
en una disminucion del reclutamiento de células inmunitarias periféricas. También es
posible que los astrocitos proliferativos expresen proteinas inmunomodultarorias que
terminen con las sehales de reclutamiento de células inmunitarias. Otra interpretacién
posible es que las células infiltradas produzcan citoquinas o factores capaces de

desencadenar la respuesta proliferativa astrocitaria.
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Estas hipotesis y los experimentos que permitieron testearlas se exponen en detalle en
el siguiente Capitulo.

Figura 4.6. Correlacion inversa entre la infiltracion de células inmunitarias y la proliferacién de
astrocitos. El nUmero de células inmunitarias infiltradas (CD45%Iba1", azul) alcanza un maximo
de 3 dpi y disminuye cuando la proliferacién de astrocitos (rojo) alcanza su pico a 5 dpi. Todos
los datos se representan como media + SEM por experimentos independientes. Los circulos y
cuadrados representan puntos de datos individuales (animales).

Conclusiones

La infiltracion de células inmunitarias en el parénquima cortical lesionado aumenta
desde el momento de la lesidn, observandose un pico en el numero de células CD45+

Iba1- a 3 dpi. A partir de 3 dpi su numero disminuye.

La dinamica de infiltracion de células inmunitarias infiltradas muestra una correlacion

inversa con la dinamica de proliferacién astrocitaria a partir de 3 dpi.
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Capitulo 5

Funcioén de los astrocitos proliferativos

En numerosos trabajos se han informado funciones beneficiosas de los astrocitos
reactivos (Anderson et al., 2016; Benner et al., 2013; Bush et al., 1999; Faulkner et al.,
2004; Frisen, 2016; Sabelstrom et al., 2013) pero a la vez se ha sugerido que la
proliferacion astrocitaria es la que contribuye a la formaciéon de cicatrices gliales
persistentes en las zonas de lesion del SNC y por la tanto la inhibicion de las
conexiones axonales (Anderson et al., 2016; Wanner et al., 2013). En otros trabajos con
modelos de lesion similares a los estudiados en este estudio se ha observado que la
ablacién de astrocitos proliferativos tiene como consecuencia un aumento del infiltrado
inflamatorio y un retraso en la restauracién de la barrera hematoencefalica (Bush et al.,
1999; Faulkner et al., 2004).Sin embargo, en estos trabajos se indujo la muerte de los
astrocitos proliferativos utilizando el sistema de expresion de la timidina quinasa
herpética en astrocitos proliferativos, con la consecuencia de la muerte astrocitaria
luego del tratamiento con ganciclovir. Como los procesos de muerte celular
desencadenan procesos inflamatorios y liberan mediadores capaces de inducir el
reclutamiento de células del sistema inmune, no es posible asignar a los astrocitos
proliferativos la funcion de limitar la respuesta inflamatoria en el contexto de los trabajos

mencionados.

Hipétesis de trabajo

Los resultados del capitulo anterior sugieren que los astrocitos yuxtavasculares
proliferativos tendrian como funcion la limitacion del ingreso de las células inmunitarias

periféricas al parénquima cerebral lesionado.

De ser asi, la reduccion de la actividad proliferativa de los astrocitos tendria como
consecuencia una mayor infiltracién de células inmunitarias, mientras que un aumento
de la misma, resultaria en una disminucion del numero de células infiltradas (Figura
5.1).
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Figura 5.1. La lesibn desencadena la
infiltracién de células inmunitarias. Si los
astrocitos proliferan junto a los vasos se
limita el reclutamiento de estas células y si
los astrocitos no pueden proliferar se vera
aumentada la infiltracion de celulas
inmunes.

Para comprobar esta hipétesis se dispuso de modelos de ratones transgénicos en los
que es posible manipular especificamente la actividad proliferativa de los astrocitos.
Para inducir una pérdida en la funcion astrocitaria se utilizaron ratonesque permiten, en
forma inducible y especificamente en astrocitos, la delecion dela proteina Cdc42
(Bardehle et al., 2013a; Robel et al., 2011a). Esta proteina es una pequefia Rho
GTPasa que esta involucrada en la separaciéon de cromosomas durante la divisiéon
celular. La delecidn inducible en astrocitos en el estado adulto impide la division de los
mismos, cuando la lesion induce esta actividad. Esto se logra con la expresion de la
recombinasa Cre inducible por tamoxifeno (Cre®?™?) bajo el promotor del transportador
de glutamato especifico de astrocitos (GLAST)(Figura 5.2), en ratones mutantes para el
locus de cdc42, en los cuales el gen se encuentra rodeado de sitios lox (este sistema de
delecion inducible se detalla en la seccion Materiales y Métodos). Estos ratones
también poseen un cassette con el gen reportero de eGFP bajo el promotor de CAG
(Bardehle et al., 2013b; Robel et al., 2011a).En trabajos previos se encontré que luego
de una lesion cortical en este raton, la proliferacion astrocitaria se reduce a un 40% de
los valores normales (Bardehle, Kruger et al 2013). Por lo mencionado, se analizaron
los infiltrados inflamatorios en este modelo para comprobar la hipotesis postulada.

55



Rol de los astrocitos proliferativos luego de la lesion de la corteza cerebral murina J. Frik, 2018. Tesis doctoral

Figura 5.2 Astrocitos recombinados en la linea GLAST-CreERT2xGFP.Las microfotografias
muestran inmunomarcacion de GFP (verde) expresada bajo el promotor GLAST mediante el
sistema inducible GLAST-CreERT2. A la izquierda se muestra la sustancia gris de la corteza
cerebral del hemisferio contralateral a una lesion de tipo stab wound. Nétense los bajos niveles
de expresiéon de GFAP (rojo) en comparacion con la corteza lesionada (derecha). La tasa de
recombinacion para estos animales oscila alrededor del 30% (astrocitos recombinados respecto

a astrocitos totales).

Otra forma de disminuir la proliferacion astrocitaria luego de una lesion es mediante la
utilizacion del mismo sistema de delecion inducible mediado por la recombinasa Cre
pero en este caso para delecionar el receptor Smoothened (Smo) de la via del
morfogen Sonic hedgehog (Shh). Esta via es responsable de desencadenar la
proliferacion astrocitaria (Sirko et al., 2013a)y su delecién también resulta en una
reduccion de aproximadamente un tercio de la proliferacion astrocitaria normal luego de
la lesion tipo stab wound (Sirko et al., 2013a). Este sistema también se utilizé en este
trabajo para modelar la pérdida de funcién astrocitaria evaluandose el numero de

células infiltradas en la sustancia gris.
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Por el contrario, también puede modelarse una ganancia de la funcion astrocitaria
estimulando la proliferacion de los astrocitos por métodos genéticos y farmacoldgicos.
En el contexto de la hipétesis de trabajo planteada, esto resultaria en una disminucién
del numero de células inmunitarias infiltradas.

El método farmacologico seleccionado fue el uso del agonista del receptor Smo de la
via de Shh, SAG. Este agonista administrado en forma oral luego de la lesion estimula
la proliferacién celular, incluyendo la proliferaciéon astrocitaria (Sirko et al 2013). En los
experimentos se analizé el numero de células periféricas infiltradas en animales
lesionados y tratados con SAG.

Como método genético se utilizd la expresion constitutiva de una version activada del
receptor Smoothened debido a una mutacién genética (SmoM2). Como ya se
mencionod, esta via de senalizacion esta involucrada en la proliferacion astrocitaria. La
expresion constitutiva de la version activada podria llevar a una mayor proliferacion. La
forma mutada del receptor se expreso fusionada a la proteina YFP exclusivamente en
astrocitos utilizando una linea transgénica disponible comercialmente (SMOM2-YFP)
luego de cruzarla con ratones GLAST-Cre®R™,

Los experimentos propuestos responden a uno de los objetivos especificos de este
proyecto de trabajo que propone estudiar la infiltracion de células caracteristicas de la
respuesta inflamatoria en el modelo de lesién cortical punzante utilizando ratones
mutantes o tratados farmacolégicamente, en los cuales la respuesta proliferativa esta
disminuida o ausente, con el fin de determinar un posible rol de los astrocitos

proliferativos.
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Capitulo 6

Pérdida de la funcién de los astrocitos proliferativos

Para estudiar en qué medida la alteracion de la respuesta proliferativa astrocitaria
normal puede afectar la invasidon de leucocitos circulantes, se utilizd la delecion
condicional especifica en astrocitos de la proteina Cdc42 (ratones Cdc42 cKO)
(Bardehle et al., 2013b; Robel et al., 2011a)o la delecion condicional del receptor Smo
de la via de Shh (ratones Smo cKO)(Sirko et al., 2013a) y el modelo de lesién tipo stab
wound. En ambos sistemas se evaluo la infiltracion de células CD45" de la manera

explicada en el Capitulo4.

Resultados

Reducciodn de la proliferacion astrocitaria en ratones Cdc42 cKO

Se suministrdo tamoxifeno por via oral a ratones adultos de 8 semanas de edad
portadores del gen de cdc42 rodeados de sitios lox (cdc42™ y a los ratones control,
que no poseen sitios lox en el locus de cdc42. El tamoxifeno induce en los astrocitos
(GLASTH+) la recombinacion mediada por Cre que lleva a la delecién del cdc42 y a la
expresion de GFP. Los ratones se sometieron a cirugia para la aplicacién de la lesion
luego de una espera de tres semanas con el objetivo de que se elimine el tamoxifeno
sistémico.

La recombinacién observada en astrocitos corticales fue de aproximadamente un 35%
de los astrocitos totales (Figura 6.1, células GFP+), consistente con el rendimiento de la
recombinacion obtenido previamente por este método (Bardehle et al., 2013b; Robel et
al., 2011a). En este sistema se reduce la proliferacion a un 40% de los valores normales
a5y 7dpi(Figura 6.1 A-C).

La infiltraciéon de células inmunes periféricas esta aumentada en ratones Cdc42
cKO

A 5 dpi el numero de células CD45%Iba1” en el parénquima de la sustancia gris
lesionada resultdé 4 veces mayor en ratones Cdc42 cKO que en el control (Figura 6.2 A-
C). Este incremento no se observéd a 3 dpi, pero persistié hasta 7 dpi, momento en el
cual el numero de células infiltradas en ratones Cdc42 cKO fue = 3 veces mayor
(22,67+6,12 células CD45*/mm? en WT vs. 77,00+14,50 células CD45"/mm? en Cdc42
cKO).
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Figura 6.1.A) Imagenes de microscopia confocal de la corteza cerebral lesionada de ratones
cuyos astrocitos (células GFP") son knock out condicionales para Cdc42 (Cdc42 cKO) (B) y
controles GLAST-Cre®™™xCAG-eGFP (A) a 5 dpi. La inmunomarcacién con Ki67 muestra una
reduccion de la proliferacion que fue reportada en trabajos anteriores. Los astrocitos
proliferativos se indican con flechas amarillas. A’) Detalle de astrocito proliferativo yuxtavascular
expresando GFP y Ki67 junto a un vaso sanguineo marcado con CD31. Barras 100 uym. C)
Detalle de astrocito recombinado en la linea Cdc42 cKO en la cual se observa menor

proliferacion en las células recombinadas.
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Figura 6.2. imagenes de la corteza lesionada de ratones control (A) y Cdc42 cKO (B) con
inmunomarcacion para CD45. C) El grafico de barras muestra la cuantificacion del numero de
células CD45+ por mm? de corteza cerebral analizada (Area de 0,25 mm2 con centro en la
lesion). Los circulos y cuadrados negros corresponden a los valores obtenidos para cada animal
experimental. La diferencia entre las medias fue analizada con el test de Mann-Whitney,
*p=0.0275, n=6 para WT and n=3 para Cdc42 cKO.Barras de escala 100 ym.

Reduccion de la proliferacion por delecion del receptor Smo

Otro modo utilizado para reducir la proliferacion astrocitaria luego de la lesién fue la
delecién condicional del receptor smoothened (smo) de la via de Shh en astrocitos en el
estadio adulto utilizando una linea de ratones GLAST“*cf™2/smo™" (Smo cKO). En
trabajos anteriores de esta linea de investigacion pudo comprobarse que la delecion de
este receptor resulta en una reduccion al 40% de la proliferacion astrocitaria normal
(Sirko et al., 2013a) luego de una lesion realizada 3 semanas después de la ultima
dosis de tamoxifeno. En esta linea de ratones pudo confirmarse el efecto observado a 5
dpi en ratones Cdc42 cKO ya que se observd un aumento de aproximadamente 3 veces

el numero normal de células inmunitarias infiltradas. (Figura 6.3A-C).

Figura 6.3. imagenes de la corteza lesionada de ratones control (A) y Smo cKO. (B) con
inmunomarcacion para CD45. Barras de escala 100 um. El grafico de barras muestra la
cuantificacion del numero de células CD45+ por mm? de corteza cerebral analizada (Area de
0,25 mm2 con centro en la lesion). Los circulos y cuadrados negros corresponden a los valores
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obtenidos para cada animal experimental. La diferencia entre las medias fue analizada con el
test de Mann-Whitney, *p=0.0498, n=4 para WT y n=3 para Smo cKO . Barras 100um.

Discusion

Estos resultados muestran que la proliferacion astrocitaria es necesaria para reducir la
infiltracion de células del sistema inmune.

Es interesante destacar que la recombinacion mediada por tamoxifeno en ratones
GLAST-Cre®R™afecta solo a la mitad de los astrocitos (Bardehle et al., 2013b; Robel et
al., 2011a). En estas condiciones, a pesar de que los cambios en la proliferacion son
sutiles, el numero de células inmunitarias infiltradas fue 4 veces mayor. Esto implica que
la infiltracién de células inflamatorias es un proceso muy sensible a la proliferacion

astrocitaria, independientemente de cual sea el gen delecionado en cada condicion
(cdc42, smo).

Conclusién

Una pequena reduccion en la proliferacion de los astrocitos resulta en un aumento del
numero de células del sistema inmune en el parénquima cortical durantela respuesta
aguda a la lesion sugiriendo un rol de los astrocitos proliferativos en la limitacidon de la

infiltracién de células periféricas.
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Capitulo 7

Ganancia en lafuncion astrocitaria

Para estudiar los efectos de un aumento de la proliferacién astrocitaria sobre la
infiltracion de células del sistema inmune se utilizaron dos aproximaciones. La primera
consiste en el tratamiento oral de los ratones con el agonista de Smo SAG, luego de la
lesion y la segunda es un modelo genético en el que se indujo la expresion astrocitaria
de una versidon mutada de Smo (SmoM2) utilizando el sistema de recombinacion
inducible en ratones GLAST-CrefR™. En ambos modelos se realizd la lesidn y se

cuantifico el numero de células con altos niveles de CD45 a 5 dpi.

Resultados

Consecuencias del aumento de la proliferacion astrocitaria por tratamiento con
SAG

Para determinar los efectos de una mayor divisién celular en astrocitos se utilizé este
disefio experimental que ya habia mostrado en trabajos previos su efecto incrementador
de la proliferacion astrocitaria (Sirko et al., 2013a). Brevemente, se realizé el
procedimiento quirurgico para la aplicacion de la lesidén de tipo stab wound en ratones
C57BL/6J. Durante los proximos dias se les suministré una dosis diaria del agonista
SAG por via oral hasta su sacrificio a 5 dpi. Los ratones control fueron tratados de la
misma manera, pero se les administrd solucion fisioldgica.

El analisis cuantitativo de las células CD45"Iba1” mostro que en algunos animales el
tratamiento con SAG resulté en niveles menores de infiltracion.Sin embargo, en el grupo
estudiado las diferencias no fueron significativas (Test de Mann Whitney, valor
P=0,2571; Figura 7.1. A-C).En algunos animales tratados con SAG se observo que en
algunos vasos grandes superficiales las células CD45%Ibal” se acumulaban en el
espacio perivascular (Figura 7.1 D) pero no pudo determinarse la causa de su
acumulacion, que podria estar relacionada con el aumento de la proliferacién

astrocitaria yuxtavascular.
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Figura 7.1. Imagenes de microscopia confocal de inmunofluorescencia para CD45 en ratones
BL6 controles (A) y tratados con SAG (C). B) Cuantificacion del nimero de células CD45%Iba1
por mm® de sustancia gris de la corteza cerebral. D) Agregados perivasculares de células
CD45%Iba1".

Aumento de la proliferacion astrocitaria en ratones SMOM2

Considerando las observaciones anteriores en ratones genéticamente modificados con
proliferacion astrocitaria reducida es posible predecir que un aumento en la proliferacion
de astrocitos reactivos deberia resultar en una menor infiltracién de leucocitos. Para
demostrar esto, se indujo la expresion de SMOM2-YFP, una forma constitutivamente
activa de Smo(Jeong et al., 2004; Xie et al., 1998) selectivamente en astrocitos adultos

mediante recombinacién mediada por GLAST-Cre®R™

que resulta en la eliminacion de
un cassette de Stop (Jeong, Mao et al. 2004). La lesion se realizé 3 semanas después
de la aplicacion de tamoxifeno. A 5dpi, se detectaron astrocitos en la sustancia gris de
los ratones GLAST-CreF""2.SMOM2 fueron YFP+ (Figura 7.2). La mayoria de las
células YFP+ resultaron también positivas para Ki67 luego de la lesion (Figura 7.2 B).

El numero de células Ki67+ se incrementdé aproximadamente 3 veces y la proliferacion
de astrocitos en mas de 4veces (Figura 7.3 A-F). Como consecuencia de este aumento
de la proliferacion se observé un aumento general de los numeros de astrocitos a 5 dpi

(Figura 7.3 F) la mayoria de los cuales eran yuxtavasculares (57%).
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Figura 7.2. A) Imagen de microscopia confocal de inmunofluorescencia de la corteza cerebral
de ratones SMOM2-YFP donde se observa la colocalizacion del marcador astrocitario Ascbg y
YFP en astrocitos que sufrieron recombinacion. B) Imagenes de la inmunomarcacion de YFP y
Ki67 en la corteza lesionada a 5 dpi. Barra 50 ym. C) Imagen de la corteza cerebral
contralateral intacta mostrando un gran numero de astrocitos recombinados.

Reduccién de la infiltracion de celulas CD45+ |Iba1- en ratones SMOM2

El nimero de células CD45%Iba1” en el sitio de lesion de ratones SmoM2-YFP se redujo
significativamente a aproximadamente la mitad del numero observado en ratones
control (Figura 6.3 G-K), lo que indica que el aumento de la proliferacion de astrocitos
resulta en una reduccion del nimero de células CD45'lbal” en la sustancia gris

lesionada.
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Figura 7.3. El aumento de la proliferacion de astrocitos se correlaciona con la reduccién
de la infiltraciéon de células inmunes en ratones SMOM2 a 5 dpi. Distribucion de las células
Ki67" en la sustancia gris (GM) lesionada de los ratones WT (A) y SMOM2 (B) a 5 dpi. (C)
Graficos de barras que representan la cuantificacion de células Ki67* en el parénquima a 5 dpi
(*p=0.0498, n=4). Micrografias representativas de secciones corticales obtenidas de ratones WT
(D) o SMOM2 (E) e inmunomarcadas para GFAP, S1008 y Ki67 a 5 dpi. El numero de astrocitos
proliferativos (barras verdes, *p=0.027, n=4) y astrocitos no proliferativos (barras grises,
*p=0.029, n=4) por area de sustancia gris cortical lesionada se muestran en (F). Notese que los
numeros totales de astrocitos en la zona de la lesion son significativamente diferentes entre los
ratones WT y SMOM2 (*p=0,036, n=5 para WT y n=3 para SMOMZ2). Las micrografias muestran
ejemplos de doble marcacion para Iba1 y CD45 en la sustancia gris cortical de ratones WT (G,
) y SMOM2 (H, J) a 5 dpi. K) Analisis cuantitativo que muestra los numeros de células
CD45""|ba1” en la corteza lesionada de ratones WT y SMOM2 a 5 dpi (*p=0.016, n=4 para WT
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y n=5 para SMOM2). Todos los datos se representan como mediatSEM (error estandar de la
media). La significacion de las diferencias entre las medias se analizd mediante la prueba de
Mann-Whitney y se indica en funcion del valor p(*p <0.05,**p <0.01). Las lineas punteadas
indican el sitio de la lesién. Los nucleos celulares se marcaron por contratincion con DAPI.
Barras de escala: 50 yM (A B, D, E, G, H), 20 uM (1, J).

Respuesta de otras células gliales

En los ratones SMOM2-YFP se observd mayor actividad proliferativa incluso
excluyendo la contribucion de los astrocitos proliferativos (Figura 7.3 F, barra gris). Para
investigar la naturaleza de estas células que estaban atravesando el proceso de divisiéon
celular se realiz6 inmunomarcacién simultanea de Ki67 y el marcador NG2 que
identifica células progenitoras de oligodendrocitos. Las células positivas positivas para
Ki67 que no eran de naturaleza astrocitaria resultaron ser mayoritariamente células
progenitoras de oligodendrocitos (células NG2, Figura 7.4 A,B). Se observdé que las
células de esta poblacion con actividad proliferativa eran un poco mas del doble que las
observadas en ratones control (Figura 7.4 C). Mediante inmunomarcacion de YFP pudo
detectarse que las unicas células que recombinaron en la corteza cerebral luego de la
induccion de la recombinasa Cre con Tamoxifeno fueron astrocitos, con lo cual no se
espera que las células NG2 tengan actividad constitutiva de SmoM2. Sin embargo, es
posible que la activacion continua de esta via en astrocitos estimule actividades
celulares que desencadenen la secrecion de factores capaces de estimular la divisidon
de células vecinas de naturaleza no astrocitaria.

A B Cc

Figura 7.4. Proliferacion de células NG2 en ratones SmoM2.Las imagenes muestran
fotografias de microscopia confocal de la corteza cerebral lesionada de ratones control (A) y
SmoM2 (B) a 5 dpi con inmunomarcaciéon para NG2 y Ki67. C) Grafico de barras mostrando el
numero de células positivas para NG2 y Ki67 por mm2 de corteza lesionada.
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Figura 7.5. A-C) Imagenes de microscopia Confocal de la corteza lesionada de ratonesSMOM?2
mostrando cimulos de células CD45"". Estas acumulaciones perivasculares se detectaron en
cortes donde no se habia hecho inmunomarcacion de vasos sanguineos (CD31); sin embargo,
se pudo confirmar la ubicacion perivascular por microscopia de contraste de fase y observacion
simultanea de la misma regién por epifluorescencia (datos no mostrados).
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Acumulacion perivascular de células CD45"%"|ba1 en ratones SmoM2

En los ratones SmoM2 pudo observarse un efecto similar al observado en los ratones
tratados con SAG: las células CD45+ periféricas infiltradas se detectaron
frecuentemente en la zona perivascular. Esto se observé principalmente en los vasos
superficiales de mayor diametro cercanos a la pia (Figura 7.5 A, C) pero también en

capas mas profundas de la corteza cerebral (Figura 7.5 B).

Discusién

Los experimentos que se muestran en este Capitulo tuvieron como obijetivo lograr un
aumento de la proliferacion astrocitaria en la corteza cerebral para ver una eventual
ganancia en la funcion astrocitaria que hipotéticamente restringiria el ingreso de células
periféricas a la zona lesionada. El tratamiento con SAG resultd en un aumento de la
funcion astrocitaria (Sirko et al 2013).Sin embargo, este aumento solo produjo una
tendencia a menor numero de células infiltradas que no es estadisticamente
significativa. Dado que el tratamiento con SAG se realiza por aplicacion oral y por lo
tanto actua en forma sistémica, es posible que sus efectos no sean exclusivos sobre la
proliferacion astrocitaria ya que otras células podrian tener los receptores para esta via.
Los experimentos en ratones SmoM2, donde se estimuld la via de Shh especificamente
en astrocitos, resultaron en un aumento de la proliferacién astrocitaria.
Simultaneamente se observé una disminucion en la infiltracidon de células inmunes

sugiriendo que la hipotesis de trabajo es valida.

Conclusiones

Los resultados de este capitulo muestran que un aumento de la proliferacién
astrocitaria, ya sea por un tratamiento farmacologico de un agonista de la via de Shh,
como por la expresion especifica en astrocitos de una version constitutivamente activa
del receptor Smo (SmoM2), resultan en una disminucion de la infiltracion de células
periféricas infiltradas.

La expresion de SmoM2 en astrocitos es suficiente para aumentar su actividad
proliferativa pero ademas desencadena la proliferacion de otro tipo de célula de la
macroglia, las células NG2.

Estos resultados confirman la hipétesis de trabajo utilizada para elucidar la funcién
astrocitaria que proponia una reduccion de la infiltracion ante un aumento de la

actividad proliferativa en astrocitos.
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Capitulo 8

Composicion de los infiltrados inflamatorios

Senales capaces de desencadenar la actividad proliferativa en astrocitos

En la graficaque correlaciona la proliferacion astrocitaria con la infiltracion de células
inmunitarias periféricas (Figura 4.3), se observa que el pico de infiltracion a 3 dpi
coincide con un gran aumento de la proliferacidn astrocitaria que alcanza su maximo a 5
dpi. Los resultados mostrados en los Capitulos anteriores confirman que la proliferacion
de los astrocitos es necesaria para limitar el proceso de infiltracion, validando la
hipotesis de trabajo principal utilizada para determinar la funcion de los astrocitos
yuxtavasculares proliferativos. Sin embargo, estos experimentos no permiten concluir si
las sefiales y factores generados por las células infiltradas in situ son necesarias para
desencadenar el proceso proliferativo.

En la Introduccion general se menciond que los astrocitos proliferativos son de gran
interés para la medicina regenerativa, debido a su potencial como células madre
neuronales que demuestranin vitro. De ahi que identificar las sehales capaces de
desencadenar el proceso de proliferacion astrocitaria luego de una lesion sea altamente
relevante.

Es posible suponer que el proceso esté regulado en forma intrinseca en la célula.Es
decir, determinados programas genéticos se ponen en marcha en algunos astrocitos
pero otros no responden de la misma manera. Diversos estudios han mostrado que
existe heterogeneidad en los astrocitos (Bardehle et al 2013) asi como también existe
en otras células progenitoras gliales mas indiferenciadas (Rushing and lhrie, 2016),
Figura 8.1 A).

Otra posibilidad es que cambios en el microambiente sean los que desencadenan la
proliferacion en los astrocitos que estén expuestos a los mismos en mayor medida
(Figura 8.1 B).

Una tercera posibilidad es que otros tipos celulares influyan mediante interacciones
directas o indirectas de modo que se desencadene la divisidon celular en los astrocitos
(Figura 8.1 C).

La alta complejidad de las estructuras de la corteza cerebral y el gran numero de
factores que se modifican en las distintas fases de la respuesta inflamatoria que
desencadena el dano tisularpermiten suponer que todas estas posibilidades podrian

también ocurrir simultaneamente.
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Figura 8.1.Posibles formas de regulacién de la proliferacion astrocitaria.

Necesidad de las células infiltradas para desencadenar el proceso proliferativo

En el contexto de estas hipotesissobre la regulacion del proceso proliferativo, puede
plantearse que el pico de infiltracion que ocurre a 3 dpi en la corteza lesionada, es una
fuente de células que pueden tanto modificar el entorno como establecer interacciones
celulares capaces de estimular la proliferaciéon, y que son necesarias para que esto
ocurra.

Para verificar esta hipotesis se dispuso de una linea de ratones mutantes knock in para
el receptor de quimioquina CCR2, donde el locus del mismo esta reemplazado por la
proteina fluorescente roja (RFP). Este receptor se expresa en niveles altos
principalmente en monocitos, aunque también esta descripto que esta presente en otras
células de origen mieloide (Geissmann et al., 2003). Respecto a su expresion en la
microglia hay reportes tanto de que esta expresado como que no (Saederup et al,
2010), pero las evidencias mas recientes utilizando esta linea de ratones reportera
sugieren que la microglia no lo expresa a niveles detectables. Esta linea de ratones es
una valiosa herramienta, ya que en su forma heterocigota (CCR2RPVT) permite
diferenciar entre poblaciones diferentes de células periféricas con niveles altos de CD45
y en su forma homocigota (CCR2%F"RFP 5 CCR2 KO), carece del receptor CCR2 que es
necesario para la extravasacion de monocitos desde la circulacién periférica al

parénquima del tejido lesionado (Sunderkotter et al., 2004)(Figura 8.2).
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Figura 8.2.Esquemaque muestra la extravasacion de monocitos y la etapa en que se requiere
el receptor CCR2. Modificado de (McNeill et al., 2010)

Resultados

La mayoria de las células infiltradas en la corteza cerebral lesionada son

monocitos CCR2*

Se analizd la composicion celular cualitativa de las poblaciones infiltradas en el
parénquima de la corteza cerebral lesionada de ratones CCR2¥"T 3 3 dpi y 5 dpi. El
81+7% de las células CD45"Iba1” son RFP" a 3 dpi y a 5 dpi esta poblacion asciende al
88+3% (Figura 8.3 A-C).

No se detectaron linfocitos CD3e" a 3 ni 5 dpi (datos no mostrados), pero si en el timo y
bazo que fueron utilizados como controles de la tincion. Los linfocitos CD45" CD3e” en

el bazo y el timo de ratones CCR2RFPWT

no expresan RFP (Figura 8.4).

No se observaron células RFP* que no sean CD45".Es decir, que ninguna de las
células residentes expresa niveles detectables de CCR2.

Los numeros totales de células CD45" presentes en el parénquima cerebral en el ratén
CCR2FPMT no difirieron significativamente del control WT pero se observé una

tendencia a nimeros menores.
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Figura 8.3. Composicién de las poblaciones de células CD45" infiltradas a 3 y 5 dpi en
ratones heterocigotas CCR2X"WT,  A) imagenes de microscopia confocal para
inmunofluorescencia de CD45 y RFP. B)Los graficos muestran en rojo el % de células CD45"
que son RFP* y en blanco el porcentaje de células CD45'RFP". C) imagenes de microscopia
confocal para inmunofluorescencia de CD45 y RFP a 3 dpi CCR2R™™T, | os gaficos de barras
muestran el nimero de células CD45 infiltradas por mm? de corteza cerebral lesionada que son
RFP" (rojo) y RFP" (blanco) a 3 y 5 dpi.
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Bazo, raton CCR2 RFP/WT sin lesion
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Figura 8.4. Inmunomarcacién para CD45, RFP y CD3e en Bazo y timo de ratones CCR2RF™WT

Discusion
Los resultados de este capitulo permitieron determinar la identidad de las células de

origen mieloide que infiltran el parénquima cortical luego de la lesion. La gran mayoria

de estas células expresan altos niveles del reportero CCR2-RFP. Las poblaciones de
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células CD45*CCR2"%" son monocitos inflamatorios (Yona et al., 2013). Esta descripto
que los niveles de este receptor pueden disminuir cuando se produce la diferenciaciéon
de monocitos a macréfagos (Saederup et al.,, 2010) por lo que de producirse este
fendmeno, no serian detectados.

El pequefio porcentaje de células CD45" que no expresan RFP detectadas a 3 y 5 dpi
podrian ser monocitos que disminuyeron la expresion de CCR2. Por la combinacion de
marcadores también podria tratarse de linfocitos (Saederup et al., 2010).Sin embargo,
la presencia de linfocitos infiltrados es muy rara en la corteza cerebral en los tiempos
estudiados para la respuesta aguda a la lesién de tipo stab wound(Stroncek JD, 2008).
Ademas, mostrando consistencia con reportes previos (Saederup, Cardona et al. 2010)
sobre los linfocitos en sangre periférica, el uso simultdneo de marcadores para células
mieloides (CD45), CCR2-RFP y linfocitos CD3e en bazo y timo mostré que los linfocitos

no expresaban niveles detectables de CCR2-RFP.

Conclusion

La mayoria de las células inmunes periféricas infiltradas en el parénquima de la

sustancia gris lesionada a 3 y 5 dpi son monocitos inflamatorios.
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Capitulo 9

Efectos de las senales derivadas de monocitos infiltrados sobre la
proliferacion astrocitaria

Para confirmar el efecto observado en ratones deficientes de CCR2 en otros modelos
(Kurihara et al., 1997; Kuziel et al., 1997; Saederup et al., 2010; Shi and Pamer, 2011),
donde la ausencia de este receptor de quimioquinas imposibilita la infiltracion de
monocitos en el parénquima lesionado, se realizé una cuantificacion de los monocitos
infiltrados en la corteza cerebral lesionada de ratones CCR2 KO ya que una
disminucion en la inflitracion de células periféricas permitiria evaluar los efectos que
tienen estas células o las sefales derivadas de las mismas sobre la proliferacion

astrocitaria.

Resultados

La infiltracion de monocitos en ratones CCR2RFP/RFP

esta impedida severamente

La deficiencia de CCR2 en ratones homocigotas knock in para el locus de este recetor
(CCR2RFPRFP 5 CCR2 KO) resulta en una disminucién significativa de los monocitos
infiltrados a 3 y 5 dpi (Figura 9.1, A-D). Algunas células RFP* se detectaron en el
parenquima lesionado de los ratones CCR2 KO, pero las mismas se encontraban
principalmente del lado luminal de los vasos cerebrales (Figura 9.1, F,G). EL mismo
resultado puede observarse si se cuantifica el numero de células CD45%a 5 dpi (Figura
9.2 A-D), donde ademas se puede observar que los ratones heterocigotas CCR2RFPWT
no presentan diferencias significativas en el numero de celulas CD45" infiltradas

respecto al control, pero si respecto a los homocigotas CCR2X"RP(Figura 9.2 D).

La disminucién del numero de monocitos infiltrados resulta en un aumento de la
proliferacion de la macroglia

A continuacion, se examino si la ausencia de monocitos infiltrados en ratones CCR2 KO
afecta la proliferacion de células gliales luego de la lesién. A 3dpi, el numero de células
Ki67" fue igual en los genotipos KO y WT (Figura 9.2 E, G-H). Sin embargo, a 5dpi, se
encontré una diferencia pronunciada entre KO y WT con un gran aumento del numero
de células Ki67" en el sitio de lesién en ratones CCR2 KO en comparacion con los
controles WT (Figura 9.2 F, |-J). El numero de astrocitos proliferativos también aumento
significativamente en ratones CCR2 KO (Figura 9.3A-C), lo que sugiere una intrigante

regulacion negativa entre astrocitos y monocitos infiltrados. Curiosamente, este no fue
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el caso de todas las células gliales, ya que la proliferacion de microglia no aumenté
significativamente a 5dpi en los ratones CCR2 KO (Figura 9.2 E-G). Ademas, no se
notaron diferencias en su estado de activaciéon evaluado por su morfologia (Figura 9.1
A, B). Por el contrario, las células NG2 resultaron afectadas en los ratones CCR2 KO la
que su proliferacion aumenté significativamente a 5dpi en comparacion con los
controles (Figura 9.3D, H-K).

Figura 9.1.A-B) Imagenes de microscopia confocal de la inmunomarcacion de CD45 e Iba 1 en
ratones Wt (A) y CCR2 KO (B) a 3 dpi. C-D) Imagenes de microscopia confocal para
inmunofluorescencia de RFP en ratones heterocigotas (C: CCR2¥"T) y homocigota (D: CCR2
KO) para CCR2-RFP.F-G) Imagenes de microscopia confocal para inmunofluorescencia de
RFP y CD31 en ratones heterocigotas (F) y homocigotas (G). Barras 250 ym en C-D, 25 ym en
F, G.
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Figura 9.2: Imagenes de confocal de la inmunotincion de CD45 que muestran células CD45"
infiltradas en ratones WT (A), CCR2"(B) heterocigotos y ratones CCR2 KO (C) homocigotos a
5 dpi. D, E, F) Resumen cuantitativo de los nimeros de células CD45" Iba1, células Ki67" en la
sustancia gris (GM) cortical lesionada de ratones de los genotipos indicados a 3 dpi y 5 dpi (One
way ANOVA, test de comparacion multiple de Tukey, * p <0,05, ** p <0.01, D: p = 0.006, n = 4;
E: p=0.229, n =4 para WT y n = 3 para CCR2", y F, ** p = 0.0095, n = 6 ), respectivamente.
La poblacién de células proliferativas en la sustancia gris lesionado de ratones WT y CCR2 KO
a 3 dpi (G, H) y 5 dpi(l, J)
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Figura 9.3. La reduccién de la infiltracion de células inmunes en la sustancia gris cortical
de ratones CCR2 KO resulta en un aumento de la proliferacion de la macroglia.
Microfotografias de los astrocitos proliferativos (GFAP + S100B8" Ki67", puntas de flecha
amarillas) a 5 dpi en la sustancia gris de ratones WT (A) y CCR2"(B).Microfotografias de mayor
resolucion de células GFAP* S100B* Ki67 en la GM de ratones WT (A'-A™) y CCR2 KO (B'-B™).
C, D, E)Se muestran las cuantificaciones de las células proliferativas GFAP* S1008*, NG2" e
Iba1* a 5dpi (test de Mann-Whitney, en A: *p = 0,016, n = 5; N: *p = 0.036, n =3 paraWT yn=5
para CCR2 KO; en E: p = 0.400, n = 4 para WT yn = 3 para CCR2 KO ratones).F-G) Imagenes
representativas de la microglia(lba1®) y células NG2 en el sitio de la lesién en ratones WT y
CCR2 KO a 5 dpi. Las micrografias en el panel inferior muestran las células con mayor
resolucion. Las puntas de flecha amarillas indican los ejemplos de células doblemente
marcadas Iba1” Ki67* (F1-G1) y NG2" Ki67" (J1-K1). Todos los datos se representan como
mediazSEM (error estandar de la media). La significancia estadistica se indica como * p <0.05,
** p <0.01. Las lineas discontinuas indican el sitio de la lesion. Se realizé una contratincion de
los nucleos celulares con DAPI. Escala: 100 um (A-B, F,I), 25 uym (F ', G', J1-K1).
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Discusion

Estos resultados muestran que el inicio de la proliferacién de los astrocitos no depende
de la invasion de monocitos, ya que no se observaron diferencias significativas en la
proliferacion a 3 dpi, aunque practicamente no se detectaron monocitos infiltrados.

La ausencia de reclutamiento de monocitos después de la lesion afecta principalmente
la macroglia, resultando en un aumento de la proliferacion de astrocitos y células
progenitoras de oligodendrocitos, pero no a la microglia. En la discusion general de este
trabajo se consideran estos resultados en el contexto general aportado por los

experimentos posteriores.

Conclusiones

La proliferacion de macroglia no depende de la invasion de monocitos. La ausencia de
reclutamiento de monocitos después de la lesion resulta en un aumento de la

proliferacion de la macroglia pero no afecta a la microglia.

79



Rol de los astrocitos proliferativos luego de la lesion de la corteza cerebral murina J. Frik, 2018. Tesis doctoral

Capitulo 10

Efectos a largo plazo: la formacién de la cicatriz glial

A continuacion, se evaluaron las consecuencias a largo plazo (28 dpi) de las diferencias
observadas en los experimentos descriptos en el Capitulo anterior (disminucion de la
infiltracion de monocitos y proliferacion macroglial aumentada) en ratones CCR2 KO.

Se ha sugerido que la cicatriz glial deriva de la proliferacién de astrocitos reactivos
después de una lesién de la médula espinal (Faulkner et al., 2004; Herrmann et al.,
2008; Wanner et al., 2013). En estos estudios se describe a la cicatriz glial como la
zona de activaciéon astrocitaria detectada por inmunomarcacion de la proteina GFAP,
por lo que se usd este parametro para evaluar la misma.Ademas, se evaluaron
marcadores asociados a la matriz extracelular como el Colageno IV (Col IV) y condroitin
sulfato proteoglicanos (CSPG).

Los resultados de estos experimentos condujeron al estudio de la cicatriz glial de
ratones SMOM2, un modelo en el que previamente se habia observado un aumento de
la proliferacion astrocitaria. Se evaluaron entonces los mismos parametros en ratones
SMOM2 a 28 dpi.

Resultados

Mejora en la cicatrizacion de la sustancia gris lesionada en ratones CCR2 KO

Se evaluaron los niveles de la proteina GFAP en la zona de la lesion a 4 semanas de
haberse realizado la misma (28 dpi) en ratones control y CCR2 KO. Se observé que la
inmunoreactividad para GFAP alrededor del sitio de la lesion en ratones CCR2 KO
estaba notablemente reducida respecto a los controles WT (Figura 10.1).
Sorprendentemente,en los ratones CCR2 KO se redujeron no solo el area de
inmunoreactividad para la GFAP (Figura 10.1 A-D), sino también sus niveles (Figura
10.2 C) en comparacion con los controles WT, demostrando claramente una reduccion
en la extension de la cicatriz glial en la corteza cerebral de ratones CCR2 KO, a pesar

del aumento de la proliferacion de astrocitos a 5dpi.
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Figura 10.1.Imagenes representativas del area inmunorreactiva para la GFAP a 28 dpi en
ratones WT (A) y CCR2 KO (B). Barras 100 pm.

Para examinar otros parametros de la cicatrizacion, se realizdé una inmunomarcaciéon de
las neuronas utilizando el marcador NeuN y simultdaneamente CD45 para detectar
zonas ocupadas por macréfagos reactivos. En la sustancia gris de los ratones WT el
sitio de la lesién todavia era visible a 28 dpi como una zona negativa para el marcador
NeuN con numerosas células CD45" (Figura 10.2A). Por el contrario, ni el area CD45",
ni la region NeuN-negativa fueron detectables en ningun lugar en los ratones CCR2 KO
(Figura 10.1B). Por consiguiente, la comparacién del area NeuN™ alrededor del sitio de
la lesion en CCR2 KO mostré un aumento significativo en comparacién con ratones WT
(Figura 10.1D), sugiriendo una mejor cicatrizacion de la herida y mayor cobertura
neuronal como consecuencia de la ausencia de la invasion de monocitos y una
proliferacion de astrocitos aumentada. Como los datos anteriores indicaron una mejor
evolucion de la lesion de la sustancia gris cortical, se examinaron los componentes de
la matriz extracelular como indicadores alternativos de la formacion de la cicatriz. En
ratones WT, la inmunoreactividad para glicosaminoglicanos y CSPG fue muy baja en el
lado contralateral a 28 dpi, como era esperado (Figura 10.3 H), pero bastante alta en la
region de la cicatriz cerca de la superficie pial (Figura 10.3 B), mientras que se redujo
marcadamente en la region de la lesion en ratones CCR2 KO (Figura 10.3 D). La
inmunoreactividad para el colageno IV fue particularmente elevada alrededor de los
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vasos sanguineos y en la zona del parénquima que rodea el sitio de lesion en ratones
WT (Figura 10.4A), pero estuvo virtualmente ausente en la corteza cerebral de los
CCR2 KO (Figura 10.4B).

Figura 10.1.Inmunomarcacion triple con NeuN, CD45 y GFAP en ratones WT (A) y CCR2 KO
(B) que muestran las areas de pérdida de marcacién de NeuN en la sustancia gris lesionada a
28 dpi (linea punteada amarilla en A 'y B') que estan colonizadas por macréfagos CD45".
Porcentajes del area de inmunoreactividad para GFAP (C), NeuN (D) y CD45 (E).Las areas se
normalizaron al area adquirida para cada corte. Todos los datos se representan como media +
SEM por experimentos independientes (n = 3). La significancia de las diferencias entre las
medias se analizd usando el t-Test no apareado y se indicé en funcion del valor de p (* p <0,05,
** p <0,01). Barras de escala: 100um.
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Figura 10.3.Las imagenes de microscopia confocal muestran el el parénquima no lesionado
(contralateral) (A, C)y el parénquima de la sustancia gris lesionada (ipsilateral) a 28 dpi (B, D)
que se caracteriza por la regulacion positiva de la expresion de CSPG vy la inmunorreactividad
para GFAP en comparacién con el parénquima no lesionado (contralateral). Es de destacar que
los ratones WT (B’, B1’) muestran niveles aumentados de CSPG en comparacion con los
ratones CCR2 KO (D’, D1’). Se realiz6 la contratincién nuclear con DAPI. Barras de escala:
100um y 50 um.
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Figura 10.4La tincion con colageno IV de las secciones corticales revela una deposicion
aumentada de membrana basal en ratones WT que rodean la vasculatura en regiones de
regulacion positiva de GFAP (A-A ") que es casi nula en ratones CCR2 KO™ (B-B ") a 28 dpi.
Barras de escala: 100um.
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Para confirmar que la ausencia de infiltracién de células inmunitarias tiene un efecto
neuroprotector, se definieron dos regiones de interés (ROI) y se cuantifico el numero de
neuronas marcadas con NeuN en las mismas. La primera ROI se definié en una zona
del borde reactivo que no incluia el centro de la cicatriz de la lesién original (ROI 1,
Figura 10.5 A-C) y la segunda incluyendo el centro donde se observa un area libre de
neuronas (ROI2, Figura 10.5 A-C). Ademas, se cuantificé el numero de neuronas en
una region similar de la corteza contralateral para descartar diferencias genéticas entre
las lineas de ratones WT y CCR2 KO (contralateral, Figura 10.5 A-C). Los resultados de
la cuantificacidon muestran que el numero de neuronas en las ROl de la zona de la
lesion es mayor en los ratones CCR2 KO. Este resultado se observoé en ambas ROI de
la zona de la lesion estudiadas (Figura 10.5 D). Por el contrario, en la corteza del
hemisferio contralateral no se detectaron diferencias significativas en el numero de
células en una ROI de igual area (Figura 10.5 D).

Este analisis sugiere un efecto neuroprotector en el caso de los ratones CCR2 KO en
los cuales la lesidon evoluciona en ausencia de monocitos infiltrados. Los resultados
sugieren que la muerte neuronal es menor en estos ratones que en los controles que
estuvieron afectados por factores secretados por monocitos o macrofagos derivados de
monocitos periféricos. Ademas, es necesario considerar, que en los ratones CCR2 KO
la proliferacion de los astrocitos en tiempos tempranos (5 dpi) es mayor, por lo que el
efecto neuroprotector puede deberse también a una restauracién mas temprana de la

homeostasis tisular.

Efectos de de un aumento de la proliferacion astrocitaria sobre la formacion de la
cicatriz glial

Como la falta de reclutamiento de monocitos debido a la deficiencia de CCR2 condujo a
una mayor proliferacion de astrocitos y neuroglia NG2, se volvié a utilizar la linea de
ratones GLASTCreERT2-SMOMZ2, en al cual la proliferacion de astrocitos también esta
aumentada, para hacer un paralelismo entre los efectos observadas en ambas. En esta
linea también se habia observado una disminucion de la infiltracién de monocitos en el
tejido, aunque el efecto no fue tan importante como el debido a la falta de CCR2 (véase
Capitulo 7, Figura 7.3 I-K). Se estudiaron entonces los mismos marcadores para la
cicatriz glial en ratones SMOM2 a 28 dpi.
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Figura 10.5: Imagenes de microscopia confocal de la corteza cerebral con inmunomarcacion
para NeuN en ratones WT (A) y CCR2 KO (B) a 28 dpi. En la parte superior se muestran las
microfotografias correspondientes a la corteza cerebral del hemisferio contralateral a la lesion
(intacto) donde se ha marcado la ROI seleccionada para la cuantificacion. En la parte inferior se
muestran las imagenes correspondientes a la zona de la cicatriz donde se encontraba
originalmente la lesion. Las magnificaciones de las ROI seleccionadas se muestran en (C). El
numero de neuronas en cada ROI se muestra en (D).El grafico de barras muestra la media *
SEM de los valores obtenidos para los distintos animales (n=3) en cada ROI. La significancia
estadistica entre las medias se analizé utilizando el test T de Student, no apareado. *p<0,005.
Barras 100um.

Curiosamente, la region NeuN" también se incrementd a 28 dpi en ratones SmoM2
respecto a los controles WT (Figura 10.6 A, C). Sin embargo, aunque este aumento

en el area de NeuN" fue comparable al grado visto en los ratones CCR2 KO, no alcanzé
significancia estadistica debido a una mayor variacién entre los ratones SMOM2
inducidos. Esto es probablemente por las diferencias en la subpoblacién de astrocitos
en las que se logré la recombinacion. Si bien hubo una tendencia visible con respecto a
un aumento en NeuN, la acumulacion de células CD45" en el nicleo de la lesion no
cambié mucho (Figura 10.6 A, B, D) y los niveles de GFAP no se redujeron
significativamente a 28 dpi en ratones SMOM2 respecto a los controles (Figura 10.6 E-
G). Del mismo modo, no hubo diferencias obvias en la inmunomarcacion para CSPG o

Colageno IV (observaciones no mostradas).
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Figura 10.6. Efectos a largo plazo en el proceso de cicatrizacion de la sustancia gris
lesionada luego de la modulaciéon de la proliferaciéon de astrocitos reactivos. (A-B) La
doble inmunomarcacion con NeuN y CD45 a 28 dpi muestra una reduccién de la zona NeuN-
negativa (linea punteada amarilla) en la sustancia gris lesionada de ratones SMOM2 (B, B ') en
comparacion con ratones WT (A, A'). Los porcentajes del area con inmunorreactividad para
NeuN (C) o CD45 (D) en el parénquima lesionado de las cepas WT y SMOM2 se calcularon
para cada corte normalizando con el area adquirida. (E-F) Las imagenes representan el area
inmunorreactiva para GFAP a 28 dpi en ratones WT (E) y ratones SMOM2 (F), y la
cuantificacion del area GFAP™ en la sustancia gris lesionada de ratones WT y SMOM2 (G).
Todos los datos se representan como mediatSEM para experimentos independientes (n =4 WT
y n = 3 SMOM2). La significancia de las diferencias entre las areas promedio se analizé
utilizando T-test no apareado, p = 0,134 para NeuN®, p = 0,627 para GFAP" y p = 0,985 para
CD45". Se realizo una contratincion con DAPI para marcar nucleos celulares. Barras de escala:
100pm.

Discusion
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En conjunto, todos los parametros de cicatrizacion descriptos anteriormente muestran
una mejor recuperacion y una cicatriz reducida en la corteza cerebral de los ratones
CCR2 KO, lo que sugiere un efecto perjudicial de la infiltracion de monocitos sobre
estos procesos. Este efecto perjudicial no es consistente con el efecto observado en la
cicatrizacion en otros modelos donde se han depletado macréfagos, en los cuales su
ausencia resultd6 en wuna disminucion de la remocion fagocitica de restos
necroticos(Martin and Leibovich, 2005; Mohle et al., 1997). En este sentido, es
importante destacar que en los ratones CCR2 se eliminan los macrofagos derivados de
monocitosperiféricos, pero continua presente la microglia residente que tiene alta
capacidad fagocitica. Ademas, los astrocitos reactivos también pueden contribuir a la
actividad fagocitica (al-Ali and al-Hussain, 1996; Bechmann and Nitsch, 1997; Gomez et
al., 2004).

Noétese que, en el punto de tiempo evaluado, la inmunoreactividad para CD45 en
ratones WT representa el area de macréfagos reactivos (pueden ser tanto macrofagos
derivados de monocitos como de la microglia). Si bien los niveles de CD45 son altos en
el centro de la cicatriz, son inferiores a los que se observa a 5 dpi y la morfologia no
permite distinguir su origen. Ademas,algunas de estas células son positivas para el
marcador Iba1 (Figura 10.7).

La mejora observada debido al aumento del area ocupada por neuronas en la corteza
de ratones CCR2 puede deberse a la ausencia de acumulacién de células CD45"" o a
una recuperacion mas rapida de los numeros de astrocitos debido al aumento de la
proliferacion observado a 5 dpi, dada su relevancia funcional luego de la lesion (Robel
and Sontheimer, 2016).

Los resultados obtenidos a 28 dpi en la linea de ratones GLASTCreERT2/SMOM2
muestran que un aumento en el numero de astrocitos a tiempos tempranos ayuda a
mejorar los déficitsneuronales hasta cierto punto, pero la cicatriz glial de astrocitos
reactivos monitoreada por GFAP solo se reduce en los ratones CCR2 KO.

El nivel de aumento en Ila proliferacibon de astrocitos en los ratones
GlastCreERT2/SMOM2 no fue suficiente para lograr una mejora en la cicatrizacién
como la observada en ratones CCR2 KO, lo que sugiere que la falta de factores
normalmente liberados por monocitos invasores puede contribuir a la mejoria en la

cicatrizacion observada en ratones CCR2 KO.
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Figura 10.7: A) Microfotografias de inmunomarcacion de Iba1 y CD45 a 28 dpi en
ratones WT y CCR2 KO (B). Se observan algunas células doble positivas cerca de la
superficie pial y en el borde de la zona central caracterizada por niveles mas altos de
CDA45. Barras 100 um.

Conclusiones

Se evaluaron las consecuencias a largo plazo (28 dpi) de la ausencia de la invasion de
monocitos en el parénquima cortical en ratones CCR2 KO, donde se habia observado
también una proliferacién de astrocitos aumentada durante la respuesta aguda a la
lesion.

Se observd una cicatriz glial mas pequefia caracterizada por los niveles de GFAP,
correlacionando con una mayor cobertura neuronal y menor reactividad de macréfagos.
También se observé una menor deposicion de proteinas de la matriz extracelular en la
cicatriz en ratones CCR2 KO respecto al control.

En conjunto, los datos sugieren un efecto perjudicial de la infiltracion de monocitos y un
rol beneficioso de la proliferacion de la macroglia.

Los resultados de los experimentos con ratones SMOM2 muestran que no solo se
requiere un aumento de la proliferacién astrocitaria para observar una mejora en la
regeneracion del tejido observada en ratones CCR2 KO, sino que es necesaria una
dramatica reduccion del numero de monocitos infiltrados en durante la respuesta

inflamatoria temprana.
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Capitulo11

Protedmica de la lesion

Con el fin de comprender en su conjunto las diferencias entre ratones CCR2 KO y WT
en la region de la lesion, utilizamos un enfoque protedmico. Se tomaron muestras de
tejido de la corteza cerebral lesionada a 5 dpi de ambos genotipos y se analizaron todas

las proteinas detectables en forma comparativa.

Resultados

Diferencias en la expresion de proteinas en la corteza cerebral lesionada entre
ratones WT y CCR2 KO a 5 dpi

Luego de recolectar muestras de tejido a 5 dpi con un punzén de biopsia de 2,5 mm de
diametro y de descartar manualmente la sustancia blanca, se obtuvieron las muestras
de sustancia gris cortical de la zona de la lesion o una muestra de iguales
caracteristicas del hemisferio contralateral para el analisis protedmico. En total, se
detectaron y cuantificaron 4656 proteinas.

El analisis cuantitativo mostrd, entre los datos mas destacados, que GFAP estaba
regulada positivamente en el hemisferio lesionado en un factor de 4 veces respecto a
los valores en el hemisferio no lesionado. No se detectaron diferencias en los niveles de
GFAP a 5 dpi entre ratones WT y CCR2 KO, lo que sugiere que la reduccién del area
GFAP" observada a los 28 dpi no fue debida a una reduccion inicial en la regulacién
positiva. Ademas, se observaron niveles mas de 100 veces mayores de Tenascin-C en
muestras de ratones WT en comparacion con las de CCR2 KO. Este dato resulto
llamativo dados los efectos adversos conocidos que Tenascin-C posee en el proceso de
cicatrizacion (Fujimoto et al., 2016). Ademas, se observaron niveles muy reducidos de
Stat1, un factor de transcripcidn clave en la regulacién de la reaccion a la lesion y la
neurodegeneracion (Ly et al., 2016) en muestras de ratones WT en comparacién con
las de ratones CCR2 KO. Sin embargo, estas diferencias no fueron significativas debido
a la variacion entre las 6 muestras utilizadas para cada genotipo. Para una evaluacion
mas estricta se eliminaron los valores atipicos y solo se incluyeron diferencias
significativas (p <0.05, n = 4) en el analisis. Esto revel6 311 proteinas significativamente
diferentes en su abundancia normalizada entre las biopsias de ratones WT y CCR2 KO
a 5 dpi (Figura 11.1). Entre estas, hay proteinas individuales de interés incluyendo

Prominina1, una proteina marcadora de células madre, o GSK3a, un componente de
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sefalizacion central, que aumenté mas de 2 veces en el sitio de lesion de los ratones
CCR2 KO (Figura 11.1 puntos azules). Para comprender mejor la interaccion entre las
proteinas reguladas diferencialmente, se realizdé el analisis STRING. Curiosamente,
muchas de las proteinas significativamente reguladas estan conectadas por interacciéon
o formacién de complejos (Figura 11.2), centrandose alrededor del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) y GSK3a.

Para obtener una vision mas completa de las vias significativamente enriquecidas en el
proteoma, se enfocd el analisis en las proteinas que fueron al menos 2 veces mas
abundantes en ratones WT o CCR2 KO, respectivamente (Figura 11.1, (puntos azules y
rojos) y Tablas 11.2 'y 11.3).

Analisis funcional

Las proteinas listadas en la tabla 11.2 fueron luego utilizadas para identificar términos
de enriquecimiento de genes (GO) entre proteinas reguladas. Los términos GO mas
relevantes para este analisis se encuentran listados en las Figura 11.3 y 11.4.

Algunos de los términos GO enriquecidos en las muestras de ratones CCR2 KO (Figura
11.4) estan asociados con la proliferacion celular y el proceso biosintético de los
nucledtidos de pirimidina y su metabolismo. Otros términos GO importantes destacan
las vias de sefalizacién que pueden ser responsables del aumento de la proliferacion,
como Wnt, acido retinoico, PDGF, insulina/IGF e interleuquina-3.

Entre los términos GO significativamente enriquecidos en WT en comparacion con
CCR2 KO (Figura 11 5) hay una serie que se relaciona con la respuesta inmune. Una
proteina central aqui es la proteina NEDD4 que interactua con la familia 1 (Ndfip1) que
regula negativamente la inmunidad mediada por leucocitos y la respuesta inmune tipo 2.
También se ha descrito que Ndfip1 se expresa en neuronas sobrevivientes después de
lesiones por traumatismo cerebral (Sang et al., 2006)y participa en la regulacién de la
proliferacion celular (Howitt et al., 2015).

Sin embargo, mas relevantes para los efectos posteriores sobre la formacion de la
cicatriz son varios términos GO significativamente mas altos en WT relacionados con la
sintesis de glicosaminoglicanos y procesos metabdlicos. Esto indica que los procesos
de formacion de la cicatriz que involucran deposicion de la matriz extracelular ya estan
regulados diferencialmente entre WT y CCR2 KO en esta etapa temprana,
concretamente en el punto maximo de la actividad glial. De hecho, la glicosiltransferasa
B3gat2 es 8 veces mayor en ratones WT en comparacion con CCR2 KO.
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log2 (ratio WT/CCR2 KO

Figura 11.1. Analisis protedmico del sitio de la lesion a 5dpi en ratones WT y CCR2 KO. (A)
Grafico de volcan que muestra los datos de la protedmica del parénquima de la sustancia gris
lesionada de ratones WT y CCR2 KO a 5 dpi. Las proteinas que fueron significativamente mas
abundantes en ratones WT (-log10 del valor de p, eje y) y que mostraron un cambio de mas de
2 veces se observan como puntos rojos; con puntos de color rosado se indican proteinas
significativas con cambios de pliegues por debajo de 2 veces. Las proteinas que fueron
significativamente mas abundantes en ratones CCR2 KO (-log10 del valor de p, eje y) vy
mostraron un cambio de mas de 2 veces se muestran como puntos azules. Los puntos celestes
indican proteinas con diferencias inferiores a 2 veces. Las proteinas que no mostraban
diferencias significativas se muestran como puntos grises por debajo de la linea gris horizontal
en p =0.05.
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Figura 11.2 Esquema de la red de proteinas resultante del analisis de STRING de las
proteinas significativamente diferentes. Las proteinas se muestran como puntos con los colores
que se describen en (A) y se conectan en funcién de la confianza, con un grosor de linea que
indica la fortaleza del soporte detos. Dos sub-redes prominentes estan indicadas por circulos.
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Tabla 11.2. Principales proteinas cuya expresion esta aumentada en ratones WT
comparados con CCR2 KO

Cadigo Simbolo Ratio  Valor p Nombre completo (en inglés)
UniProt del gen WT/KO

Q91YJ3  Thyn1 12.7 0.003  Thymocyte nuclear protein 1

D3Z26Q9 Bin2 11.2 0.010  Bridging integrator 2

Q8CI85 Cal2 8.3 0.000 Carbonic anhydrase 12

P59270 B3gat2 7.9 0.008  Galactosylgalactosylxylosylprotein 3-
beta-glucuronosyltransferase 2

Q8CGK7 Gnal 54 0.038  Guanine nucleotide-binding protein G(olf)
subunit alpha

Q61781 Krt14 3.9 0.025  Keratin, type | cytoskeletal 14

Q9WVB3 Tle6 3.8 0.042  Transducin-like enhancer protein 6

Q8VHLO Sic14a1 3.5 0.001  Urea transporter 1

P29391 Ftl1 3.2 0.004  Ferritin light chain 1

Q8CJF8 Ago4 2.8 0.039  Protein argonaute-4

Q8CGV9 Tshz3 2.7 0.020  Teashirt homolog 3

Q8CBX0 Tmem63c 2.6 0.001  Calcium permeable stress-gated cation
channel 1

Q8BJZ4  Mrps35 2.3 0.024  28S ribosomal protein S35,

mitochondrial

Q61704 Itih3 2.3 0.013 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain
H3

Q8R1F1 Fam129b 2.2 0.014  Niban-like protein 1 OS=Mus musculus

Q8KO0X8 Fez1 21 0.001  Fasciculation and elongation protein

Q9DCF9 Ssr3 2.1 0.017  Translocon-associated protein subunit
gamma

Q8K215 Lyrm4 2.1 0.038 LYR motif-containing protein 4

Q8ROWG6  Ndfip1 2.1 0.028 NEDD4 family-interacting protein 1

Q9D5R3 Cep83 2.0 0.035 Centrosomal protein of 83 kDa
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Tabla 11.3: Proteinas con expresion disminuida en ratones WT respecto a CCR2

KO

Cadigo
UniProt
Q922H4

Q5SP85

Q69ZX8
QICYIo
Q61161

Q2NL51
P56546
Q8C3X4
QIDBS9

Q9WVS4
Q8VEE1

QI9DAMS

P61967
Q6P5ES
Q9JLY7

Q8BK26
Q8BUL6

Q91WU5
Q67FY2
QIWTV7
Q9JJLS
P19001;

Simbolo
del gen
Gmppa

Ccdc85a

Ablim3
Njmu-R1
Map4k2

Gsk3a
Ctbp2
Guf1
Osbpl3

Mok
Lmcd1

Slc25a19

Ap1s1
Dgkq
Dusp14

Fbxo44
Plekha1

As3mt
Bcll
Rlim
Sars2
Krt19

Ratio
WT/KO
0.1

0.1

0.1
0.1
0.1

0.1
0.2
0.2
0.2

0.3
0.3

0.3
0.3
0.3

0.3
0.3

0.4
0.4
0.4
0.4
0.4

Valor

p
0.001

0.032

0.029
0.008
0.030

0.004
0.006
0.026
0.015

0.007
0.011

0.022

0.024
0.042
0.020

0.026
0.008

0.033
0.016
0.027
0.032
0.017

Nombre completo (en inglés)

Mannose-1-phosphate
guanyltransferase alpha

Coiled-coil domain-containing protein
85A

Actin-binding LIM protein 3

Protein Njmu-R1

Mitogen-activated  protein  kinase
kinase kinase kinase 2

Glycogen synthase kinase-3 alpha
C-terminal-binding protein 2
Translation factor Guf1, mitochondrial
Oxysterol-binding protein-related
protein 3

MAPK/MAK/MRK overlapping kinase
LIM and cysteine-rich domains protein
1

Mitochondrial thiamine pyrophosphate
carrier

AP-1 complex subunit sigma-1A
Diacylglycerol kinase theta

Dual specificity protein phosphatase
14

F-box only protein 44

Pleckstrin homology domain-
containing family A member 1

Arsenite methyltransferase

B-cell CLL/lymphoma 9-like protein

E3 ubiquitin-protein ligase RLIM
Serine--tRNA ligase, mitochondrial
Keratin, type | cytoskeletal 19
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P05784
Cadigo
UNIPROT
Q9Z0oV1

Q8K296
P70698
054990
Q924K8
P26048

Q8BWW9

96

Nombre
abreviado
Kend3

Mtmr3
Ctps1
Prom1
Mta3
Gabra2

Pkn2

0.4

0.4
0.4
0.4
0.5
0.5

0.5

Valor

0.042

0.043
0.047
0.011
0.009
0.037

0.036

J. Frik, 2018. Tesis doctoral

Nombre completo (en inglés)

Potassium  voltage-gated  channel
subfamily D member 3
Myotubularin-related protein 3

CTP synthase 1

Prominin-1

Metastasis-associated protein MTA3
Gamma-aminobutyric acid receptor
subunit alpha-2
Serine/threonine-protein kinase N2
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Figura 11.3. Listado de los términos GO correspondientes a procesos biolégicos seleccionados
arbitrariamente de acuerdo a su relevancia para este analisis que se encontraban disminuidos
en ratones WT comparados con ratones CCR2 KO. Los términos se encuentran ordenados de
acuerdo al factor de enriquecimiento que arrojé el analisis.
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Figura 11.4. Listado de los términos GO correspondientes a procesos biolégicos seleccionados
arbitrariamente de acuerdo a su relevancia para este analisis que se encontraban aumentados
en ratones WT comparados con ratones CCR2 KO. Los términos se encuentran ordenados de
acuerdo al factor de enriquecimiento que arrojo el analisis.
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Discusion

Los resultados del analisis protedmico sugieren mecanismos que aumentan la
proliferacion glial en ausencia de invasién de monocitos. Se demostré que estan
involucradas diversas vias de sefalizacion de factores de crecimiento y mecanismos
tempranos que disminuyen la deposicion de matriz extracelular ademas de regular la
formacion de la cicatriz durante el momento de maxima proliferacion de células gliales.
Futuros experimentos enfocados en las vias de sefalizacion que surgen de las
interacciones de las proteinas identificadas en este analisis permitiran esclarecer los
mecanismos que vinculan la proliferacion aumentada de astrocitos y células NG2 con

los efectos observados en la mejora de la formacién de la cicatriz glial.

Conclusiones

Los resultados de este capitulo mostraron las diferencias en los niveles de expresion de
proteinas de la sustancia gris de corteza cerebral lesionada de ratones CCR2 KO y WT.
Se identificaron las proteinas cuya expresion estaba significativamente aumentada en
los ratones CCR2 KO comparada con los WT. Estas proteinas estan asociadas a los
procesos biolégicos de proliferacion celular, sintesis de nucleétidos y vias de factores
de crecimiento, entre otros.

Las proteinas cuya expresidn estaba aumentada en ratones WT también fueron
identificadas y se destacan de su analisis un enriquecimiento en las funciones de
sintesis de proteoglicanos y proteinas con un rol en la respuesta inmune.

El analisis del proteoma de ratones CCR2 KO y WT confirma los efectos observados
por inmunofluorescencia del tejido de la corteza cerebral donde el aumento de la
proliferacion de células gliales se asocia a una disminucion de la formacion de la cicatriz

glial.
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Discusién general

La proliferacion de astrocitos reactivos regula el nUmero de monocitos invasores
Aqui se muestra que la proliferacion de astrocitos yuxtavasculares no solo ocurre en
forma generalizada en diferentes condiciones de lesion cerebral, sino que existe
regulacion cruzada entre su proliferacion y la invasién de monocitos. Mediante el uso de
diferentes modelos de ratones adultos con astrocitos modificados genéticamente en
forma inducible, se encontré que la proliferacion reducida de astrocitos resulta en un
aumento significativo del numero de células CD45%Iba1” en el sitio de la lesion, mientras
que la proliferacion aumentada de astrocitos se acompafnaba de una reduccién de las
células CD45%Iba1". Dada la ausencia virtual de células CD45Iba1°en los ratones CCR2
KO, puede concluirse que casi todas las células CD45"Iba1” son monocitos inflamatorios
invasores  dependientes  del receptor CCR2, es decir, Ly6C""CCR2*
CXCR1"°¥(Katsumoto et al., 2014). De hecho, no se detectaron células T o B después
de la lesion de tipo stab wound (datos no mostrados) consistente con lo que se ha
observado previamente para este tipo de lesiones(McKee and Lukens, 2016). Cabe
destacar que los astrocitos proliferativos podrian regular a los monocitos CCR2"
reduciendo su invasion, proliferaciéon, diferenciacion o supervivencia en el parénquima
cerebral, sin embargo, no se detecto proliferacién de células CD45%/Iba1” en el sitio de
la lesion en los tiempos estudiados. Es todavia controversial la posibilidad de
diferenciacion de estas células a macrofagos tisulares (microglia) en el SNC (Ransohoff,
2016), pero ahora resulta claro que la proliferacion de astrocitos puede afectar su
supervivencia o reclutamiento.

Dada la posicion yuxtavascular de la mayoria de los astrocitos proliferativos (alrededor
de 70%), es posible especular que interfieren con el reclutamiento de monocitos en el
cerebro en esta interfaz. De hecho, a veces se observo acumulacion de células CD45"
en los vasos en condiciones de mayor proliferacion de astrocitos, consistente con una
infiltracion disminuida. Para identificar tales senales es interesante tener en cuenta el
analisis del transcriptoma de astrocitos reactivos GFAP™ después de una lesion cortical
penetrante (Sirko et al., 2015), que revela que algunas proteinas secretadas (por
ejemplo, las relacionadas a la sefalizacion por TGF) estarian implicadas en la
regulacion de la invasion de monocitos (Gauger et al., 2011). Ademas, en diversas
condiciones los astrocitos reactivos modifican la expresion de numerosos genes

implicados en la regulacion de las células inmunes (Jaquenod De Giusti et al., 2011;
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Kamphuis et al., 2015; Sirko et al., 2015; Zamanian et al., 2012), sugiriendo un rol clave

en esta interaccion.

Los monocitos infiltrados regulan la proliferacion de la macroglia y la formacién

de la cicatriz glial

Es importante destacar que la ausencia de monocitos infiltrados dio como resultado una
cicatriz notablemente disminuida considerando todos los parametros analizados a 4
semanas después de la lesion. Por lo tanto, en ausencia de monocitos invasores
CCR2" no solo se mejora significativamente el cierre de la herida, sino que también
estan presentes mas neuronas en el sitio de la lesion y tanto la astrogliosis, como la
deposicion de componentes de la matriz extracelular, (colageno, TN-C vy
glicosaminoglicanos) se encuentran significativamente reducidos.

Los resultados expuestos en este trabajo concuerdan con el concepto de que la
proliferacion de astrocitos reactivos cumple una funcién beneficiosa reportada en
estudios de la respuesta astrocitaria frente a una lesién de la médula espinal(Anderson
et al., 2016; Faulkner et al., 2004; Herrmann et al., 2008; Wanner et al., 2013), ya que el
aumento de la proliferacion de astrocitos se correlaciond con una reduccion del tamano
de las lesiones y una mejor cicatrizacion, especialmente en los ratones CCR2 KO.
Finalmente, la falta de correlacion entre la proliferacion de astrocitos y su mayor numero
con la persistencia de GFAP en el sitio de la lesion sugiere que la sefalizacién puede
ser mas crucial que el numero de células. De hecho, nuestro analisis del proteoma
revel6 una multitud de vias de factores de crecimiento aumentadas en el sitio de la
lesion de ratones CCR2 KO que pueden estar implicados en la mejora en la
cicatrizacion en este modelo.

El analisis de los ratones CCR2 KO sugiere que las células CCR2" invasoras juegan un
papel directo o indirecto en la inhibicion de la proliferacién de astrocitos y en la
modulacién de la cicatrizacion luego de la lesion penetrante. Este efecto es
independiente de los diferentes fenotipos de macrofagos,ya sean M1 proinflamatorios o
M2 antiinflamatorios. Los resultados sugieren que su ausencia es beneficiosa en esta
condicién de lesién de la corteza cerebral. Los monocitos CCR2" cambian su fenotipo
dependiendo del microambiente cerebral (Katsumoto et al., 2014; Ransohoff, 2016;
Wattananit et al., 2016). Aunque se ha sugerido que su funcidn antiinflamatoria es
importante para mejorar supervivencia y funcién neuronal (Wattananit et al., 2016)
nuestros resultados muestran que la ausencia total de monocitos invasores resulta en

una cicatriz reducida en la corteza cerebral. Puede ser que haya una diferencia entre
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los modelos de lesidn traumatica e isquémica, ya que en otro tipo de lesidn cerebral
traumatica leve realizado en ratones CCR2 KO también se observé un tamaro de lesion
mas pequeno (Gyoneva et al., 2015), aunque la cantidad de proteina tau fosforilada
aumentaba considerablemente en ausencia de monocitos invasores. Ademas, los
monocitos CCR2" se han identificado como los principales productores de especies
reactivas de oxigeno neurotoxicas después de una lesion cerebral traumatica (Morganti
et al., 2015). Un papel similar se atribuyé a los monocitos CCR2" en lesiones de la
meédula espinal (Donnelly et al., 2011).

En el futuro, seria importante, ademas de desentranar los eventos de sefializacién
subyacentes a la infiltracion de monocitos que resulten en efectos adversos, determinar
en qué medida contribuye el aumento de la proliferacion de la macroglia en los
resultados de los distintos estudios previos donde se bloqued la infiltracion mediada por
CCR2, ya que esta contribucion no se tuvo en cuenta.

En este trabajo se mostr6 que la ausencia de macrofagos derivados de monocitos
CCR2" da como resultado un aumento profundo en la proliferacién de astrocitos y de la
glia NG2. Cabe preguntar, en qué medida los efectos beneficiosos sobre la formacion
de cicatrices se deben a la mayor proliferacion de astrocitos y de la glia NG2 frente a la
ausencia de las células CCR2". El uso de varios modelos de raton permite obtener una
idea inicial sobre la separacion de los efectos de la proliferacion de astrocitos
(aumentada en ratones Glast-CreER"2SMOM2) de los muiltiples efectos provocados en
los ratones CCR2 KO. El analisis de la cicatriz después de la lesion cortical penetrante
en los ratones Glast-Cre®R"™>’SMOM2 revelé un efecto mucho mas leve que en los
ratones CCR2 KO, y se restringio principalmente a un aumento de la cobertura neuronal
en el sitio de la lesion. Esto sugiere que la proliferacion de astrocitos y la restauracion
del numero de astrocitos es particularmente importante para la supervivencia neuronal,
pero tiene efectos menos directos sobre la cicatrizacion. De hecho, los astrocitos
reactivos influyen en la homeostasis de iones y neurotransmisores, lo que afecta
directamente la funcién neuronal y su supervivencia en el sitio de la lesién (Robel and
Sontheimer, 2016).

El analisis del proteoma de la corteza de ratones CCR2 KO reveld numerosas vias de
sefializacion que mostraron estar diferencialmente reguladas en el sitio de la lesion,
incluyendo EGF, Wnt, PDGF, RA, e IL3. Muchas de estas vias regulan la proliferacién
de astrocitos o de la glia NG2, asi como la activacion de microglia y demuestran la
multitud de cambios de sefAalizacidn que ocurren en ausencia de infiltracién de

monocitos. Ademas, estos datos muestran efectos iniciales sobre la deposicion de la
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matriz extracelular, que ya esta profundamente regulada negativamente a 5 dpi en
ausencia de monocitos. Estos hallazgos demuestran que algunos de los aspectos clave
del proceso de cicatrizacion ya estan determinados en forma temprana.

Een el esquema al pie, se resumen los conceptos principales que surgen de los

resultados de este trabajo de investigacion.

El esquema muestra un astrocito yuxtavascular que se encuentra junto a un vaso en el que se
produce la extravasacion de monocitos. Las sefales, factores de crecimiento o interacciones
celulares asociados al ingreso de estos monocitos poseen efectos inhibitorios sobre la
proliferacion astrocitaria. Ya que su ausencia resulta en un incremento de la proliferacion de
astrocitos. La proliferacion astrocitaria, tienen un efecto inhibitorio sobre la infiltracion de
monocitos. La infiltracion de monocitos resulta en una modulacion positiva de la expresion de
proteinas asociadas a la deposiciéon de matriz extracelular consistente con una reduccion de la
cicatriz glial cuando se impide la invasién de estas células periféricas.
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Perspectivas de la linea de investigacion

Microscopia intravital de dos fotones

Hasta hace alrededor de dos décadas, el estudio de células y tejidos mediante
fluorescencia solo era posible post mortem mediante la fijacion del material a analizar,
con la inevitable formacién de artefactos. En la actualidad, el desarrollo de la
microscopia multifotonica ha brindado la posibilitar de visualizar las células en el
organismo practicamente intacto mediante procedimientos minimamente invasivos
(Coles et al., 2017; Rubart, 2004). Esto se logra mediante la adquisicion de imagenes
de tejido de ratones vivos que han sido modificados genéticamente para expresar
proteinas fluorescentes en el tipo celular de interés. La excitacién de la muestra se logra
utilizando un laser infrarrojo que emite pulsos de fotones. Los pulsos se emiten con una
tasa de repeticion muy alta (femtosegundos). De este modo es posible excitar los
fluorocromos en un evento cuantico en el que dos fotones, cada uno con la mitad de la
energia requerida para la excitacion de un electrén, inciden simultdneamente. Al
producirse el retorno al estado basal se produce la emisidn de fluorescencia que es
posible detectar. La gran ventaja de esta técnica es que al usar menor energia para la
excitacién (es decir, mayor longitud de onda que la que seria necesaria al excitar con un
unico fotdn), el dafio por fototoxicidad es minimo, convirtiéndola en un sistema idoneo
para el estudio especimenes vivos. Ademas, la utilizacion de longitudes de onda mas
largas permite una mayor penetracion en los tejidos, posibilitando la obtencién de
imagenes de células ubicadas a hasta 1 mm de profundidad. Por la naturaleza focal del
evento de excitacion, no se produce dispersion de la fluorescencia disminuyendo la
emision de fluorescencia inespecifica comparada con la que se observaria en la
microscopia confocal normal (Rubart, 2004)

Como se menciond en la introduccion de este trabajo, en experimentos previos de esta
linea de investigacion (Bardehle, Kruger et al, 2013) se utilizd la microscopia intravital
para el estudio de la reaccion astrocitaria luego de la lesién del tipo stab wound. Una de
las lineas de ratones utilizadas entonces fue la linea GLAST-Cre®R"*xCAG-eGFP,
utilizada también en este trabajo para dirigir la recombinasa Cre especificamente a
astrocitos en los experimentos de delecion de genes destinados a lograr mutantes con
proliferacion astrocitaria deficiente o aumentada (Capitulos 5-7).

Es importante destacar que en esta linea de ratones se produce la recombinacién en
una subpoblacién de astrocitos, de alrededor del 30%. Esto es util cuando se desea

visualizar células individuales.
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Otra linea que se ha usado con anterioridad para la marcacion fluorescente de
astrocitos corticales es la linea Aldhl1-GFP, donde GFP es expresada bajo el promotor
de una aldehido-deshidrogenasa (aldolasa) que en el estadio del raton adulto es un
marcador especifico de astrocitos (Cahoy et al., 2008). Con esta linea es posible
visualizar todos los astrocitos corticales.

Los resultados de este trabajo mostraron la relevancia de la regulacion cruzada entre
astrocitos y monocitos. La visualizacién de las interacciones in vivo entre ambos tipos
celulares es posible mediante el cruzamiento de algunas de las lineas reporteras de
astrocitos mencionadas previamente con la linea CCR2-RFP, utilizada en los
experimentos de impedimento de infiltracion de monocitos, pero en su forma
heterocigota. De este modo se obtienen ratones que expresan GFP en astrocitos y RFP
en monocitos, posibilitando la visualizacion de ambas poblaciones celulares mediante la
implantacion de una ventana craneal.

Si bien el seguimiento de estas poblaciones por microscopia intravital esta fuera de los
objetivos de esta tesis a causa del tiempo requerido para la realizacion exitosa de los
experimentos, se inicié una puesta a punto de la técnica para sentar las bases para
futuras investigaciones.

Para esto se generaron por cruzamiento las lineas GLAST-Cre®?"?xeGFP x CCR2-RFP
y Aldh111-GFP x CCR2-RFP.

Para estudiar la respuesta de los tipos celulares a la lesion de la corteza cerebral, se
realizd a cirugia descripta para la aplicacién de la lesion de tipo stab wound seguida de
la implantacion de una ventana craneal de 5 mm de diametro perfectamente sellada,
que posibilita la adquisicion de imagenes de manera repetida. Debido a que el
procedimiento de adquisicion de imagenes se realiza con el ratén anestesiado, la
frecuencia maxima de adquisicion de imagenes de una misma lesion es cada 2 dias.La
mayoria de estos experimentos iniciales se realizaron con la linea Aldh111-GFP x
CCR2-RFP, debido a que no requiere induccion con tamoxifeno, reduciendo el tiempo
total requerido para el experimento. Las primeras imagenes obtenidas el dia de la
cirugia (0 dpi), muestran que, si bien es posible visualizar ambos tipos celulares, la
deteccion de la fluorescencia roja con una exitacion de 950 nm se dificulta a una

profundidad de alrededor de 100 uym (Figura P1).
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Distancia a la superficie

Figura P1: imagenes obtenidas de los bordes de la lesién de la corteza cerebral de ratones
Aldh111-GFP x CCR2-RFP el mismo dia de aplicacion de la lesién a distintas profundidades
desde la superficie. Notese la ausencia de fluorescencia roja en la ultima microfotografia. Barras

50 um.

Esta dificultad no se habia observado en experimentos previos con dextranos
fluorescentes por lo que se supuso que es una consecuencia de un bajo nivel de
expresion endogena de la proteina RFP en monocitos. EI mismo resultado se obtuvo a
las distintas longitudes de onda que posibilitan la excitacion simultanea de ambos
fluorocromos. La posicion cero se establecid en las meninges que son detectables
debido a que la estructura fibrosa de las mismas genera imagenes mediante la
deteccion de segundos armonicos (Figura P2 A). La morfologia astrocitaria se distingue
con mayor claridad en los astrocitos del parénquima en zonas mas profundas (Figura
P2 B) y es comparable a la que se observa mediante la inmunomarcacién post mortem
de GFP (Figura P2 C). La expresion de RFP pudo confirmarse por inmunomarcacion en
las células de interés a esta profundidad, sugirendo que la falta de deteccion podria
deberse a una débil expresion enddégena de esta proteina (Figura P2 B).Estos
experimentos muestran que es posible utilizar esta linea para el estudio de la
interaccién de astrocitos y monocitos resolviendo el problema de la excitacién a
profundidades mayores a 100 um. Esto podria lograrse mediante la adquisicion por
separado de las series de imagenes de fluorescencia roja y verde, primero utilizando
longitudes de onda mas largas (alrededor de 1100 nm, mas adecuadas para excitar el
fluorocromo rojo) y luego a 950 nm para visualizar GFP.Los aspectos técnicos
relacionados a la implantaciéon de la ventana craneal también son susceptibles a la
optimizacién y podrian resultar en una mejoria en la deteccion de fluorescencia a mayor

profundidad.
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z=0-10 pm odpi B z=100 um 0 dpi

meninges

Aldh111-GFP

Figura P2: A) Proyeccion de los primeros 5 planos de imagenes adquiridas por microscopia de
dos fotones de la zona del borde de la lesién el dia de la cirugia (0 dpi) detectadas por la
generacion de segundos armonicos por las estructuras de la meninges (duramadre). B) Imagen
de microscopia de dos fotones mostrando los astrocitos que expresan GFP bajo el promotor de
Aldh1I1 a una profundidad de 100 um a 0 dpi. C) Imagen de microscopia confocal de un corte
fijlado de la linea de ratones Aldh1I1 con inmunomarcacion de GFP, RFP y contratincién nuclear
con DAPI. Barras: 50 ym.
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Figura P3: Imagenes de microscopia intravital de dos fotones de una lesion (sw) de la corteza
de un raton Aldh111-GFP x CCR2-RFP heterocigota. Se muestra la misma area a 4 dpi (A) y 6
dpi (B). En C puede observarse una proyecciéon en Z de todo el volumen estudiado. Notese la
acumulacién de monocitos en el centro de la lesion y la presencia de monocitos adheridos a las
paredes de los vasos sanguineos superficiales (bv, del inglés blood vessel).
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Conclusiones finales

En este trabajo se caracterizaron los astrocitos proliferativos yuxtavasculares. Se
encontré que los mismos no difieren de los astrocitos no yuxtavasculares en cuanto a la
expresion de marcadores relacionados a células indiferenciadas como Sox2, BLBP o
EGFR.

Ademas de demostré que la poblacion de astrocitos proliferativos yuxtavasculares esta
presente tanto en la lesién isquémica y como en la lesidon punzante de la sustancia gris
de la corteza cerebral y se determiné la dinamica temporal de su proliferacion.

Se demostré que la via del 6xido nitrico, una via caracteristica de la reaccién
inflamatoria aguda, tiene un rol en la estimulacién de la proliferacién astrocitaria, ya que
la inhibicién de la misma resulta en una proliferacién reducida.

Utilizando ratones mutantes de genes asociados al ciclo celular, se mostré que la
poblacion de astrocitos proliferativos tiene un rol en la limitacion de la infiltracion de
células inmunes periféricas. Se demostré ademas que la mayoria de las células que
infiltran luego de la lesion penetrante de la corteza cerebral son monocitos inflamatorios
y que la limitaciéon de su ingreso como consecuencia del aumento de la proliferacion
astrocitaria resulta en una mejora de la supervivencia neuronal.

Se demostré que la proliferacion de las células de la macroglia: astrocitos y células
progenitoras de oligodendrocitos es modulada por factores asociados a la presencia de
monocitos inflamatorios en el parénquima de la sustancia gris cortical.

Se evaluaron los efectos sobre la cicatrizacion en modelos donde estaba alterada la
proliferacion astrocitaria o la infiltracidn de monocitos y se determiné que la mejor
evolucion de la lesion ocurre con alta proliferacion de la macroglia y ausencia de
monocitos inflamatorios, condicion que resulta en una mayor cobertura neuronal del
area estudiada.

Se demostrd que en ausencia de monocitos, determinadas vias asociadas a factores de
crecimiento, citoquinas, metabolismo de nucleotidos y proliferacion celular estan
reguladas de manera diferente.

En su conjunto los datos muestran que la interaccién crucial entre la macroglia local y
los monocitos invasores tiene influencias profundas y multifacéticas en los aspectos

clave de la lesiéon cerebral.
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Materiales y Métodos

Modelos experimentales

Los experimentos se realizaron con ratones de 2 a 3 meses de edad de ambos sexos.
Para la delecion inducible de cdc42 en astrocitos, se cruzaron ratones portadores de
alelos rodeados de sitios lox P (cdc42") con ratones GLASTC™ER™ (Mori et al.,
2006)yla linea reportera CAG-eGFP (Nakamura et al., 2006).

Para la delecion inducible de Smo en astrocitos, fueron utilizados ratones homocigotos
portadores de alelos Smo rodeados de sitios lox P (Smo™"
GLASTC™ERT2(\ori et al., 2006) y la linea reportera CAG-eGFP (Nakamura, Colbert et
al. al. 2006).

Se utilizaron ratones CCR2RFP(Saederup et al., 2010), Jackson Laboratories, Cat

, (Long et al., 2001), ratones

017586) y se cruzaron con ratones C57BL/6J (Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Alemania) para obtener los controles heterocigotas y WT.

Para la expresion constitutiva de la fusion Smo/eYFP y sefializacién no restringida de
Shh en astrocitos corticales se cruzaron ratones homocigotas
Gt(ROSA)26Sor ™ (SmoEYFRIAMS) j( Jackson  Laboratories, Cat 005130) con ratones
GLASTC™ERT2(\ori et al., 2006).

En la Tabla 1 se provee informacion mas detallada de las lineas congénicas y su origen.
Los animales se asignaron a grupos experimentales con respecto a su genotipo y se
mantuvieron en condiciones estandar con acceso a agua y alimento ad libitum.

La manipulacion de animales y los procedimientos experimentales se realizaron en las
instalaciones del Instituto de Fisiologia de la Universidad de Munich de acuerdo con las
directrices de la Unién Europea y de Alemania, y fueron aprobados por el Estado de
Alta Baviera. Se hicieron todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento y la cantidad

de animales utilizados.
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Linea de ratéon

C57BL/6J

B6.129(Cg)-Ccr2™*"|y
cdca2"GLAST-Cre®R"?/CAG-eGFP
Smo""/GLAST-Cre*R"2/CAG-eGFP
Gt(ROSA)26Sortm1(Smo/EYFP)Amc
GLAST-CrefR™?/CAG-eGFP
Gt(ROSA)26Sortm1(Smo/EYFP)Amc/GLA
ST-CrefR"?/CAG-eGFP

Linea de ratéon

Aldh111-eGFP

Aldh111-eGFP x CCR2-RFP
CCR2-RFP

Proveedor/
recurso
Charles River
Laboratories
Jackson
Laboratory
Robel et al, 2011
Sirko et al, 2013
Jackson
Laboratory

Mori et al, 2006;
Nakamura et al.,
2006

Este trabajo

Proveedor/
recurso

Cahoy, Emery et
al, 2008

Este trabajo
Jackson

Laboratory

Tesis doctoral

Identificador

RRID:IMSR_JA
X:000664
RRID:IMSR_JA
X:017586

N/A

N/A
RRID:IMSR_JA
X:005130

N/A

N/A

Identificador

N/A

N/A

RRID:IMSR_JA
X:017586

Tabla 1: Detalle de las lineas de ratones utilizadas para los experimentos (referencia;

N/A: no aplica).

Recombinaciéon mediada por tamoxifeno

Para la induccién de recombinacion mediada por Cre en ratones GLASTC"ERT2 ge

administré tamoxifeno (Sigma, Cat# T5648) por via oral (40 mg/ml en aceite de

maiz/etanol al 10%) dividido en 3 aplicaciones repartidas en 5 dias de 250 pl, dia por

medio, para alcanzar una dosis total de 30 mg. Los ratones se analizaron 3 semanas

después de la ultima induccion de la recombinacién para asegurar la eliminiacion de la

proteina diana endogena. Los procedimientos para la aplicacion de tamoxifeno en este

trabajo fueron aprobados por el estado de Baviera (licencia: 55.2-1-54-2532-219-2015).
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Procedimientos quirurgicos

El procedimiento quirdrgico para la aplicacion de la lesion de la sustancia gris de la
corteza cerebral se describié detalladamente en trabajos anteriores de esta linea de
investigacion(Buffo et al., 2008; Sirko et al., 2013b). Brevemente, los animales fueron
anestesiados y sometidos a una lesioén penetrante (0.6 mm de profundidad y 1 mm de
largo) en la corteza delhemisferio derecho utilizando una lancetade cirugia oftalmica (V-
lance Knife, Alcon) y un aparato estereotactico. Los animales fueron sacrificados a los
1, 3, 5, 7 y 28 dias después de la cirugia. Todos los procedimientos experimentales
fueron aprobados por el estado de Baviera (licencia: 55.2-1-54-2532-171-11).
La isquemia focal transitoria por oclusion de la arteria cerebral media se realiz6 como se
describié previamente(Sirko, Behrendt et al., 2013) por personal del laboratorio
colaborador del Dr. Nikolaus Plesnila del Instituto de Investigacion de Accidentes
Cerebrovasculares y Demencia (ISD), Facultad de Medicina, Universidad Ludwig
Maximilian de Munich. Brevemente, se anestesiaron ratones C57/BL6 machos (peso
corporal 18-22 g, Charles River, Sulzfeld, Alemania) con 4% de halotano, 30% de O2 y
66% de N20. La anestesia se mantuvo con 1% de halotano, 30% de O, y 69% de N,O
durante todo el tiempo de la cirugia (<20 min). La temperatura corporal se mantuvo a
37.0+0.1°C con una almohadilla térmica controlada por retroalimentacion (Heater
Control Module, FHC, Bowdoinham, ME, EE. UU). Se pegd una sonda Doppler laser
flexible en el parietal izquierdo del craneo expuesto sobre el territorio de la arteria
cerebral media para la monitorizacion continua del flujo sanguineo cerebral regional
(Perimed 4001 Master, Perimed, Jarfalla, Suecia). Posteriormente, las arterias carétidas
comun y externa izquierda se expusieron y se ligaron. Se incidio la arteria carétida
comun y se empujé un monofilamento de nylon 8-0 revestido de silicona en la arteria
carétida interna hasta que la sefal del laser Doppler indicé la oclusion de la arteria
cerebral media. Las heridas se suturaron, los animales se transfirieron a una incubadora
(32°C) y se les permitio despertarse. 40 minutos después de la oclusion de la arteria
cerebral media, los ratones se volvieron a anestesiar brevemente y se termino la
isquemia mediante la eliminacion de la sutura intraluminal. Para el mantenimiento de la
temperatura corporal después de la cirugia, los animales se transfirieron a la incubadora
durante otras 2 hs. Los ratones se sacrificaron 1, 3 o 5 dias después de MCAo en
anestesia con halotano profundo. Todos los procedimientos descritos estan de acuerdo
con las leyes locales y fueron aprobados por el comité de proteccién de animales del

Gobierno de Alta Baviera (protocolo numero 152-10).
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Implantacion de ventana craneal y microscopia de dos fotones

Los procedimientos para la implantacion de la ventana craneal para la realizacion de
microscopia in vivo de la corteza cerebral ya fueron descriptos previamente en el
trabajo de Bardehle, Kruger et al, 2013. Brevemente, los ratones fueron anestesiados
con una inyeccion intraperitoneal de midazolam (5 mg por kg de peso corporal (mg/kg)),
medetomidina (0,5 mg/kg) y fentanyl (0,05 mg/kg) Se realiz6 una craneotomia unilateral
de 3 mm de diametro posicionada sobre la corteza somatosensorial de acuerdo
coordenadas tomando como referencia las suturas craneales bregma y lambda. Se
realizé la lesion de tipo stab wound de la misma manera que se describidé en la seccion
correspondiente, con la diferencia de que la longitud del corte se limité a 1 mm de
longitud para limitar el sangrado que perjudica la visibilidad a través de la ventana. La
craneotomia se cubrié luego con un vidrio (coverslip) de 5 mm de diametro de manera
permanente, se adhiri6 una barra metalica para la fijacion a la plataforma del
microscopio y se sellaron los bordes con acrilico dental (Paladur, Heraeus). El efecto de
la anestesia fue antagonizado al terminar el proceso de adquisicion de imagenes con
una inyeccion intraperitoneal de atipamezol (2.5 mg/kg), flumazenil (0,5 mg/kg) y
naloxona (1,2 mg por kg). Los procedimientos quirurgicos y de aplicacion de anestesia

fueron supervisados por el personal autorizado por el estado de Baviera.

Los animals anestesiados se fijaron luego a una plataforma calefaccionada para su
ubicacion bajo el lente objetivo. La adquisiscion de imagenes fue realizada con un
microscopio Olympus FV1000MPE equipado con un laser pulsado multifotonico de
infrarrojo cercano MaiTai HP DeepSee laser (Spectra Physics) equipado con un objetivo
de inmersion (20x1.0 NA) un filtro FV10-MRG (filtro de barrera = 495-540 nm, espejo
dicromatico = 570 nm, BA 575-630 nm) y tubos detectores fotomultiplicadores internos.
La emision de la sefal intrinseca de eGFP (procedente de astrocitos) y RFP
(monocitos/macréfagos) fue escaneada simultdneamente usando una excitacion de 910
nm con ajuste del poder del laser acorde a la profundidad. Las imagenes de cada plano
de 512x512 pixeles fueron adquiridas cada 5 pm en el eje z (profundidad desde la
duramadre). En la medida que la calidad del implante lo permitio, se realizaron sesiones
de adquisicion de imagenes a 0 (correspondiente a aproximadamente 30 minutos

posteriores a la lesion, 2, 4, 6 y en un unico caso 10 dpi.

Cultivos de astrocitos y ensayos de lesion por raspado de la monocapa (scratch

wound assay)
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La preparacion de cultivos primarios de astrocitos fue explicada previamente (Robel et
al., 2011a). Brevemente, se realizo la diseccion la sustancia gris de la corteza cerebral
de 3-4 ratones de 5 a 7 dias de edad y se disocié mecanicamente en solucién buffer
salina de Hanks con HEPES 10 mM. Después de lavar en medio DMEM suplementado
con suero fetal bovino al 10%, HEPES 10 mM y penicilina/estreptomicina, se plaqued
una suspension de células individuales en frascos de cultivo celular T75 recubiertos con
poli-L-ornitina (PLO). ElI medio se cambié cada dos dias. Después de alcanzar la
confluencia, se eliminaron las células progenitoras que se ubican en la parte superior de
la monocapa de astrocitos sacudiendo completamente el frasco de cultivo celular. Los
astrocitos se pasaron a placas de 24 pocillos conteniendo cubreobjetos recubiertos con
PLO a una densidad 100.000 células/ml. Las placas se colocaron en la incubadora
durante 24 hs a 37°C y 5% de CO2 antes del cambio del medio. Una semana después
de haberalcanzado confluencia, se iniciaron los experimentos de la lesioén in vitro por
raspado (scratch wound assay), siguiendo un protocolo publicado (Etienne-Manneuville,
2006). Brevemente, la monocapa confluente de astrocitos se raspé una vez desde la
pared izquierda a la derecha del pocillo con una punta de plastico estéril de 10 pl,
dando como resultado una hendidura libre de células de ~ 500 ym de ancho. El medio
de cultivo se cambi6o diariamente agregando la concentracion del inhibidor
correspondiente. Los cultivos se lavaron una vez con PBS antes de fijarse con PFA 4%
durante 20 minutos. Se realizd la inmunomarcacion con las siguientes concentraciones
de anticuerpo: GFAP/S100 1:1000, Ki67 1:500. Los detalles de los anticuerpos
utilizados y proveedores se encuentran en listados en la tabla 2.
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Inmunohistoquimica

Se anestesiaron los animales con una dosis letal de ketamina y se procedio a la
perfusion transcardial con solucion de buffer fosfato salino (PBS) seguida de
paraformaldehido al 4% en PBS, se colectaron los cerebros y se fijaron posteriormente
durante la noche a 4°C y se colocaron en solucion crioprotectora de sacarosa al 30%.
Los cerebros se cortaron a 40 ym y las secciones se tifieron segun los protocolos
descritos previamente (Simon et al., 2011) o se guardaron a -20°C en un solucién de
almacenamiento para analisis futuros.

Se usaron los siguientes anticuerpos y diluciones primarios: anti-GFAP monoclonal de
ratdn (Sigma Aldrich, 1: 500); anti-S-1008 monoclonal de raton (Sigma Aldrich, 1: 500);
conejo anti-Ki67 (Thermo Fisher Scientific, 1: 100); conejo anti-lba1 (Wako, 1: 500); rata
anti-CD45 (BD Biosciences, 1: 500); conejo anti-RFP (Rockland, 1: 500); conejo anti-
NG2 (Millipore, 1: 400); rata anti-CD31 (BD Biosciences, 1: 100); conejo anti Colageno
IV (Millipore, 1:40); raton anti-CSPG (Abcam, 1: 250); conejo anti-GFAP (Dako, 1: 250);
monoclonalanti-Ki67 de rata (Thermo Fisher Scientific,1: 300);ratén anti-NeuN(Millipore,
1: 100). En la tabla 2 se muestra informacion detallada de cada anticuerpo. Anticuerpos
secundarios: Alexa488 (1: 500), Alexa647 (1: 500) subclase especificos (todos de
Molecular Probes), Cy3 (1: 500) o Cy5 (1: 500) (todos de Dianova) conjugados a anti-
ratén, anti-rata y anti-conejo. Los nucleos se visualizaron con DAPI (0,1 pg/ml, Sigma
Aldrich).
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Tabla 2: anticuerpos primaries utilizados

Anticuerpos

Mouse monoclonal Anti
GFAP

Mouse monoclonal Anti
S$100 (beta-subunit)
Rabbit anti Ki67

Rabbit anti Iba1

Rat anti CD45

Rabbit anti RFP

Rabbit anti NG2

Rat anti CD31

Rabbit anti Collagen IV
Mouse anti CSPG
Mouse anti NeuN
Rabbit anti GFAP

Rabbit anti-Collagen |

Rat monoclonal anti-Ki67

Anti mouse IgG1 Alexa488

Anti rabbit IgG Alexa 647

Anti rat Alexa 647

Molecular

Proveedor

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Wako

BD Biosciences
Rockland

Millipore

BD Biosciences
Millipore
Abcam

Millipore

Dako

Rockland

eBioscience
Molecular Probes, Thermo
Fischer Scientific
Molecular Probes, Thermo
Fischer Scientific

A-21247

Probes, Thermo

Fischer Scientific

Anti rabbit Cy3
Anti rat Cy3
Anti mouse IgM
Cy3

116

Dianova
Dianova

Invitrogen

111-165-144
112-165-167
A21042

J. Frik, 2018. Tesis doctoral

Numero de

catalogo
G3893

S2532

MA5-14520

019-19741
550539
600-401-
379
AB5320
550274
AB8201
AB11570
MAB377
Z0334

600-401-
103-0.5
14-5698
A31573

A32733

1:500

1:500

1:500
1:500

Diluciéon

1:500

1:250

1:100
1:500
1:500
1:500

1:400
1:100
1:40

1:250
1:100
1:500

1:200

1:300
1:500

1:500
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Anti rabbit IgG Molecular A21206 1:500
Alexa 488 Probes, Thermo

Fischer Scientific
Anti mouse IgG Dianova 115-165-166 1:500
Cy3

Cuantificacion de imagenes.

La cuantificacion de las imagenes de inmunofluorescencia se realizé en al menos 3
cortes por animal de cada grupo experimental (3-6 animales) evaluando plano por plano
del volumen 3D multicanal escaneado por microscopia laser confocal, utilizando el
software Zeiss ZEN 2010 y el complemento Cell Counter del software Imaged NIH (Fiji).
Los niveles de fluorescencia de canales individuales se ajustaron de forma
independiente para la visualizacion Optima. Los resultados de las cuantificaciones se
representan como mediasterror estandar de la media (SEM) calculada entre diferentes
animales.

Los cortes en los que se realizé inmunomarcacion para GFAP, NeuN, CD45 o CSPG se
escanearon usando parametros de adquisicion constantes. Las imagenes confocales de
inmunofluorescencia del volumen adquirido, se proyectaron y se fijo un umbral para
cada canal. Luego de aplicar el umbral se midié el area de marcacion positiva utilizando
el software Imaged de NIH (Fiji). Las areas se muestran en graficos como valores

medios+SEM, de al menos 3 cortes por animaldel grupo experimental (3-6 animales).

Colecta de muestra para analisis proteémicos
Se recolectaron muestras de tejido (0,25 cm) con un punzon de biopsias de la
sustancia gris de la corteza somatosensorial lesionada y contralateral ilesa a 5 dpi y se

congelaron inmediatamente a -80°C para posterior analisis.

LC-MSMS y analisis cuantitativo

Estos procedimentos fueron realizados por el grupo colaborador del laboratorio de la
Dra. Steffanie M. Hauck de la Unidad de Investigacién para ciencia de proteinas del
Centro Helmholtz de Munich en Alemania, principalmente por la Dra. Juliane Merl-
Pham.

Las muestras de tejido se lisaron en 100 ul de buffer de ureal/tiourea (Urea 9 M, tiourea
2M, 4% Chaps, DTT 65 mM) y fueron homogeneizadas utilizando un homogeneizador

Precellys (VWR). Se digirieron 20 yg por muestra usando un procedimiento de FASP
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modificado (Grosche et al., 2016; Wisniewski et al., 2009), resultando en dos fracciones
después de una protedlisis secuencial, realizada con Lys-C (Wako Chemicals) seguido
de tripsina (Promega). El analisis de LC-MSMS se realiz6 en un espectrometro de
masas QExactive HF (ThermoFisher Scientific) acoplado en linea a una nano-HPLC
Ultimate 3000 RSLC (Dionex). Los datos crudos adquiridos se cargaron en el software
Progenesis QI (Nonlinear Dynamics, Waters), por separado para las dos diferentes
fracciones proteolizadas. Después del alineamiento, el filtrado y la normalizacién, todos
los espectros de MSMS se exportaron y buscaron en la base de datos de ratén de
Swissprot (16772 secuencias, Version 2016_02) utilizando el motor de busqueda
Mascot. Los ajustes de busqueda fueron: enzima tripsina o Lys-C respectivamente, 10
ppm de tolerancia de masa peptidica y 0,02 Da de tolerancia de masa para los
fragmentos, un clivaje omitido permitido, la carbamidometilacién se establecié como
modificacién fija, la oxidacidn de metionina y asparagina o la desamidacion de
glutamina se establecieron como modificaciones variables.El software calcul6 las tasas
de descubrimientos falsos (FDR: False Discovery Rate) en funcién de la busqueda en
una base de datos llamada sefuelo o decoy (base de datos de secuencias incorrectas).
Las FDR resultantes fueron <1% (se utilizé un nivel de significacion de 0,05 y un punto
de corte de 13 para el mascot percolatorscore). Las asignaciones de péptidos se
volvieron a importar en el software Progenesis Ql. Se sumaron las abundancias de
todos los péptidos unicos asignados a cada proteina. Los dos conjuntos de datos se
combinaron y las abundancias normalizadas resultantes de las proteinas individuales se
usaron luego para el calculo de los fold-change de las proteinas y los valores de

significancia estadistica mediante la prueba T de Student.

Analisis de red de proteinas

Se realizd un analisis de red de proteinas de las 311 proteinas significativamente
diferentes del analisis protedbmico utilizando la base de datos STRING de interacciones
proteina-proteina conocidas y predichas (version 10.0,(Szklarczyk et al., 2015),con las
siguientes configuraciones: como fuentes de interaccion se usaron experimentos y
bases de datos, la puntuacion de interaccibn minima requerida se establecié en
confianza media. Las conexiones entre proteinas se establecieron en base a la
confianza, con un grosor de linea que indica la fortaleza del soporte de datos. Los
nodos desconectados y las redes pequefias con menos de 5 proteinas se descartaron y

la red de proteinas resultante se muestra en la Figura 10.1 B.
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Analisis de enriquecimiento de vias de senalizacién

El analisis de enriquecimiento de vias de sefializacion de los términos GO de procesos
bioldgicos se realizd por separado para las 20 proteinas que fueron al menos 2 veces
mas abundantes en ratones WT y las 29 proteinas que fueron 2 veces mas abundantes
en ratones CCR2 KO, utilizando la herramienta Generanker (Genomatix GmbH,
Munich).

Anadlisis estadistico

Para realizar analisis estadisticos se usé el programa GraphPad Prism 7. Para las
comparaciones individuales se uso la pruebat de student no apareada o el test U de
Mann-Whitney, de acuerdo con la normalidad o no de la distribucion de los datos. El
ANOVA seguido del test de Tukey o el de Kruskal-Wallis se usaron para comparaciones

multiples. En todos los analisis estadisticos, la significancia fue aceptada en p <0.05.
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Software utilizado

Nombre
Fiji

Graphpad Prism 7

Gene Ontology enrichment analysis

Generanker tool

STRING v10.0

Mascot search engine

Progenesis QI software
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