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Resumen

Aln es controversial si la neuroinflamacion conduce a la neurodegeneracion
del sistema dopaminérgico nigroestriatal. Abordamos esta cuestion induciendo
neuroinflamacién aguda en la sustancia negra (SN) mediante una Unica
inyeccion local (5 pg/2 pL de solucién salina) de lipopolisacarido (LPS). La
respuesta neuroinflamatoria celular se evalué desde las 48 h hasta los 30 dias
después de la inyeccion intranigral por medio de inmunohistoquimica para
evidenciar la presencia de microglia (Iba-1+), astrocitos neurotéxicos Al (C3+
y GFAP+) y caspasa-1 activa. También se evaluo la activacion de NLRP3 y los
niveles de Interleucina- 1 beta (IL-1B) mediante Western blot y la actividad del
complejo | (Cl) mitocondrial. La fiebre y el grado de enfermedad se evaluaron
durante las 24 horas iniciales, y los déficits de comportamiento motor se
registraron hasta el dia 30 post-inyeccion. En este dia, se evalué el marcador
de senescencia celular B-galactosidasa (3-Gal) y tirosina hidroxilasa (TH) en
la SN y en el cuerpo estriado. Tras la inyeccion de LPS, las células Iba-1 (+),
C3 (+) y S100A10 (+) alcanzaron su maxima expresion a las 48 horas y los
niveles basales a los 30 dias. La activacion de NLRP3 se produjo a las 24
horas y fue seguida por un aumento de la caspasa-1 activa, IL-13, asi como
por la disminucion de la actividad del Cl mitocondrial hasta las 48 horas. La
pérdida significativa de células TH (+) nigrales y terminales estriatales se
asocié con déficits motores en el dia 30. Se identificaron células TH (+) que
colocalizaron con el marcador 3-Gal, lo que sugiere la presencia de neuronas
dopaminérgicas senescentes en la SN. Sorprendentemente todos los cambios
histopatolégicos evaluados aparecieron en el hemisferio contralateral. En
conjunto, nuestros resultados demuestran que la neuroinflamacién unilateral
inducida por LPS ocasiona neurodegeneracion bilateral del sistema
dopaminérgico nigroestriatal, tales datos son relevantes para comprender la

neuropatologia de la enfermedad de Parkinson (EP).



Abstract

Whether neuroinflammation leads to dopaminergic nigrostriatal system
neurodegeneration is controversial. We addressed this issue by inducing acute
neuroinflammation in the substantia nigra (SN) with a single local
administration (5 pg/2 pL saline solution) of lipopolysaccharide (LPS).
Neuroinflammatory variables were assessed from 48 h to 30 days after the
injury by immunostaining for activated microglia (Iba-1 +), neurotoxic Al
astrocytes (C3 + and GFAP +), and active caspase-1. We also evaluated
NLRP3 activation and Il-1 levels by western blot and mitochondrial complex |
(CI) activity. Fever and sickness behavior was assessed for 24 h, and motor
behavior deficits were followed up until day 30. On this day, we evaluated the
cellular senescence marker (B-galactosidase (B-Gal) in the SN and tyrosine
hydroxylase (TH) in the SN and striatum. After LPS injection, Iba-1 (+), C3 (+),
and S100A10 (+) cells were maximally present at 48 h and reached basal levels
on day 30. NLRP3 activation occurred at 24 h and was followed by a rise of
active caspase-1 (+), -1, and decreased mitochondrial CI activity until 48 h. A
significant loss of nigral TH (+) cells and striatal terminals was associated with
motor deficits on day 30. The remaining TH (+) cells were -Gal (+), suggesting
senescent dopaminergic neurons. All the histopathological changes also
appeared on the contralateral side. Our results show that unilaterally LPS-
induced neuroinflammation can cause bilateral neurodegeneration of the
nigrostriatal dopaminergic system and are relevant for understanding

Parkinson’s disease (PD) neuropathology.



1. Introduccion

1.1 Enfermedad de Parkinson
La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas comun en todo el mundo, caracterizada por
disfunciones motoras y no motoras [1, 2]. Esta enfermedad neurodegenerativa
presenta muerte exacerbada de las neuronas dopaminérgicas en la Sustancia
Negra parte compacta (SNpc), el resultado es una deficiencia de dopamina en
los ganglios basales que llevan a un desorden del movimiento caracterizado
por signos motores parkinsonianos clasicos y signos no motores. Sin embargo,
la EP involucra otros sistemas de neurotransmisores ademas del
dopaminérgico y regiones del sistema nervioso fuera del circuito de los
ganglios basales. El estandar de oro para el diagnostico de la EP es la
degeneracion de la SNpc y la patologia de Lewy en la examinacion

postmortem [3].

1.2Tipos de Parkinson

James Parkinson realizé la descripcion inicial del sindrome de Parkinson en el
siglo XIX, més tarde refinada por Jean-Martin Charcot. Los principales signos
del parkinsonismo incluyen acinesia, bradicinesia, rigidez muscular, temblor en
reposo e inestabilidad postural. Observaciones clinicas sugieren dos
principales subtipos de Parkinson, EP con temblor dominante (con relativa
ausencia de otros sintomas motores) y la EP sin temblor dominante, la cual
incluye fenotipos descritos como sindrome acinético-rigido y trastorno de la
marcha por inestabilidad postural. Un subgrupo adicional de pacientes
presenta fenotipos combinados o intermedios con varios sintomas motores de
comparable severidad. A diferencia del subgrupo sin temblor dominante, la EP
con temblor dominante es frecuentemente asociada con una progresion lenta

y menos discapacidad funcional [4].



La edad es el mayor factor de riesgo para desarrollar la EP. La prevalencia e
incidencia incrementan casi exponencialmente con la edad y alcanzan el
mayor grado después de los 80 afios. Otro factor de riesgo para la EP es la
exposicion ocupacional y ambiental a metales pesados. Un meta-andlisis
realizado por Mortimer y col. en 2012 confirma que la exposicion a soldadura

y manganeso esta asociada con el incremento de riesgo de Parkinson [5].

La caracteristica patoldgica determinante de la EP es la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la SNpc, especificamente el area ventrolateral la cual
contiene neuronas que proyectan al neoestriado. Resultados de estudios de
correlacion clinica-patolégica muestran que la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en esta area es, probablemente, la causa de signos motores,
en particular de la bradicinesia y la rigidez muscular [6]. La pérdida neuronal
en la EP ocurre también en otras regiones del cerebro, que incluyen el locus
ceruleo, el nucleo basal, los nucleos del rafé, el nucleo dorsal motor del vago,

la amigdala y el hipotalamo [3].

Recientes hallazgos clinicos y experimentales apoyan la idea que la
neuroinflamacién desempefia un papel fundamental en la EP [7], pudiendo ser
el evento primario de la neurodegeneracion dopaminérgica en el
parkinsonismo idiopatico [8], por desencadenar senescencia celular, estrés
oxidativo, activaciéon inmunoldgica de células microgliales e induccién de
astrocitos reactivos neurotoxicos [9-11]. Ademas, la presencia enriquecida de
células microgliales en la sustancia negra (SN) y las regiones cerebrales
circundantes contribuye a aumentar la vulnerabilidad de las neuronas
dopaminérgicas a la neuroinflamacion [12, 13]. Otros factores agravantes son
la alta concentracion de productos dopaminérgicos oxidados [14], el aumento
en la concentracion de hierro redox activo asociado a la neuromelanina [15],
las bajas concentraciones de glutation (GSH) y disminucién de la actividad de

la glutamilcisteina ligasa en la SN [16].



1.3 Inflamacién y neuroinflamacién
La inflamacion es una respuesta biolégica compleja que experimentan los
tejidos de los mamiferos ante una lesion. La inflamacion puede ser causada
por cualquier agente lesivo. Se trata de una reaccion de defensa_del cuerpo
para eliminar o limitar la propagacion del agente perjudicial, con la
subsecuente eliminacion de las células y tejidos dafiados [17]. La inflamacion
se caracteriza por cuatro signos clave descritos por primera vez por el médico
romano Aulus Cornelius Celsus (25 a.C. - 50 d.C.): calor, rubor, tumefaccion y
dolor. El calor se debe a la dilatacion de los vasos sanguineos, lo que se
conoce como hiperemia, el rubor (color rojo) es generado por la extravasacion
sanguinea en el sitio de lesién, la tumefaccién es generada el incremento en
la vascularidad y acumulacién de liquido en la parte dafiada (edema) y el dolor
por la liberacibn de mediadores quimicos y la compresion de terminales
nerviosas. Tales signos son bastante evidentes en conjunto cuando ocurren
en tejidos expuestos como la piel, sin embargo, la inflamacion localizada en
tejidos internos no puede ser identificada facilmente, tal como es el caso de la
neuroinflamacion [18]. La respuesta inflamatoria que involucra al tejido
nervioso recibe el prefijo neuroinflamacion. La neuroinflamacion se caracteriza
por la activacién inmunolégica de células microgliales (microgliosis o microglia
reactiva). La microglia activa es capaz de sintetizar y liberar al medio una
amplia gama de inmunomoduladores como el 6xido nitrico, especies reactivas
de oxigeno, citocinas proinflamatorias, quimiocinas y prostaglandinas, que a
Su vez son capaces es estimular y activar inmunolégicamente a un segundo

linaje celular, los astrocitos [18-20].

El agente lesivo responsable de provocar inflamacion puede ser de origen
fisico como la radiacion ionizante, el dafio mecanico, agentes quimicos como
substancias organicas e inorganicas (venenos), materiales inertes como
cuerpos extrafios o ajenos al cuerpo (prétesis) y por ultimo los agentes
biolégicos como los virus, hongos y bacterias o algunos de sus componentes

estructurales como es el caso del lipopolisacarido [17-19].



1.4 Estructura del LPS

El lipopolisacarido (LPS) es el principal componente de la membrana externa
de las bacterias gramnegativas y es el estimulo arquetipo de inflamacion,
aungue a concentraciones elevadas funciona como una potente toxina [21].
Quimicamente esta formado por tres estructuras, el lipido A, el core o nucleo,
y el antigeno O [22]. El lipido A esta constituido por cadenas de acidos grasos
que se anclan a la membrana externa de la bacteria y por una columna
vertebral de azucar que se une al oligosacarido central (core). La region mas
externa del LPS es el antigeno O compuesto por unidades repetidas de
sacéridos [23]. La estructura del LPS presenta un patron molecular conservado
en las bacterias patégenas Gram-negativas (Figura 1) por eso forma parte de
los “patrones moleculares asociados a patogenos” (PAMPs de Pathogen-
associated molecular patterns) que son reconocidos por los receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs de Pattern-recognition receptors) de las
células inmunoldgicas especializadas. El LPS puede activar a la microglia
mediante el reconocimiento por los receptores tipo Toll (de Toll-like receptors)

en la membrana celular, especificamente por el receptor Toll-like tipo 4 [23].
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Figura 1. Estructura quimica del LPS de E. coli. Los restos de azlcares en la
region del core y la composicion del lipido A se conservan en las diferentes
cepas de E. coli. Sin embargo, la region del antigeno O es variable. Modificado
de Rietschel et &l.,1996 [22].

Ademas de los PAMPs, los receptores tipo Toll (TLRs) también pueden ser
activados por moléculas enddégenas conocidas como DAMPs (damage-
associated molecular patterns), las cuales se generan durante el dafio tisular.
Tanto los PAMPs como los DAMPs pueden activar una respuesta inmune
aguda, seguida de una respuesta inmune adaptativa [24]. La dinamica de
sefalizacion de los TLRs esté influenciada por varios factores, como el tipo y
la concentracion del ligando, la duracién del estimulo y los tipos celulares

involucrados.

1.5 Via de sefializaciéon LPS-TLR4

ElI LPS se une a la proteina LBP (LPS-binding protein) y luego al TLR4, que se
dimeriza junto a dos co-receptores, CD14 y MD-2 (myeloid differentiation
protein 2) [25]. La MD-2 es una proteina soluble que se asocia con el receptor
para llevar a cabo la transduccién del LPS [26-29]. Existen referencias que
sugieren que esta proteina es capaz de unirse al LPS en ausencia del receptor
TLR4 originando en menor proporcion los efectos del LPS sobre las células
del hospedero, por lo que parece que la presencia del TLR4 es esencial tanto
para el reconocimiento como para la magnitud de la respuesta generada por
el LPS [30].

La activacion de TLR4 conduce a dos vias de transduccion de sefiales, una
dependiente y otra independiente de MyD88 (myeloid differentiation primary-
response protein 88). La via dependiente de MyD88 activa la cinasa IRAK 1
(IL-1-receptor-associated kinase) y TRAF 6 (tumour-necrosis-factor-receptor-
associated factor 6) para activar el complejo IKK (inhibitor of nuclear factor-«B)
y libera al factor nuclear-kB (NF-kB), que se transloca al nucleo e induce la
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expresion de citocinas inflamatorias. La via independiente activa al interferon
regulador del factor 3 (IRF3) y la produccién de interferon (IFN) e IFN-B, que
activan la expresion de genes especificos. TIRAP (TIR domain-containing
adaptor protein), es una proteina adaptadora implicada en la via dependiente
de MyD88 que contiene el dominio TIR [31].

La inhibicién de la sefial emitida por el TLR4 ocurre a nivel citoplasmatico por
las proteinas TIRAF1 — TIRAF4 (factor 1/4 asociado al receptor de TNF) e
IRAK-M (Kinasa 4 asociada al receptor de IL-1) que inhiben al NF-kB y a la
proteina MyD88 respectivamente; en superficie también se encuentran
proteinas encargadas de la inhibicion como son las proteinas radioprotector
105 (RP105), analogo del receptor de IL-1 (ST2L) y la molécula relacionada
con la inmunoglobulina 1 (SIGIRR) que inhiben directamente al receptor
TLR4, a la proteina MyD88 y al TIRAP respectivamente [32]. Cuando los
procesos de regulacién se ven superados y se intensifican las respuestas
provocadas por el LPS, se pueden desencadenar situaciones graves como el
choque endotdxico, la falla multiorganica e incluso la muerte del huésped [33-
35].

1.6 Activaciéon del Inflamasoma

Tschopp y su equipo de investigacion crearon el término "inflamasoma” para
describir una plataforma proteica que activa a la caspasa-1y es caracteristica
de la inmunidad innata. Esta plataforma es una respuesta coordinada que
busca suprimir microorganismos patdégenos y prevenir dafios tisulares. Esta
compuesta por un receptor con dominio de oligomerizacién y union a
nucleotido (NLR) o AIM2 (ausente en melanoma 2), la proteina tipo adaptadora
ASC (apoptosis-associated speck-like protein y la caspasa-1. Esta plataforma
proteica genera caspasas inflamatorias y procesa la pro-interleucina-1f (pro-
IL-18) y la pro-interleucina-18 (pro-IL-18) para producir sus formas activas: la
interleucina-1f (IL-1B) y la interleucina-18 (IL-18) (Figura 2) [36].



Las NLRs son una familia de 23 proteinas que se caracterizan por tener un
dominio de unién de nucledtidos y un dominio repetido rico en leucina, y
engloban a grupos como NALP, NOD, PYPAF y CATERPILLER. Dentro de
este conjunto, se han identificado 8 miembros capaces de formar los
inflamasomas. Estos miembros son la proteina NLRP1, NLRP3, NLRP6,
NLRP12, NLRP2, NLRC4, ALR (también conocido como receptor tipo AIM-2 o
ausente en melanoma 2) y el sensor citoplasmatico RIG-1. NLRP3 (también
conocido como criopirina 0 NALP3) es el sensor mas estudiado y esta
implicado en numerosas patologias inflamatorias, incluyendo la enfermedad
de Alzheimer [37].

Se han propuesto diversos modelos para explicar la activacién del
inflamasoma: uno de ellos sugiere el flujo del ion potasio (K*) para la activacion
del NLRP3 [38] en cultivo in vitro de macrofagos de raton donde la
concentracion normal de i6n K* es de ~140-150 mM, una disminucion en su
concentracion intracelular de a 70 mM provoca la activacion del inflamasoma
NLRP3, debido a que sale de la célula a través de un receptor purinérgico
ubicado en la superficie celular denominado P2X7 (también conocido P2X7R),
el cual es activado por los altos niveles de ATP extracelular o por ribosilacion
de ADP, la cual es una caracteristica que se presenta en las células en
necrosis y/o apoptosis como sefial de peligro [39-44]. Adicionalmente, la unién
del ATP a los receptores P2X7 permite el reclutamiento del hemicanal
panexina-1 y de manera posterior se forma un gran poro en la membrana
plasmatica, a través del cual ingresan los productos bacterianos como el LPS
al citosol y la subsecuente activacion del inflamasoma [44-46]. A nivel del
sistema nervioso se ha demostrado que el ATP se une a los receptores
purinérgicos P2X7R y P2X4R, activando la caspasa-1 dependiente del
inflamasoma NLRP3 y NLRP1 [37]. El receptor P2X4 se encuentra expresado
en los diversos tipos de células del sistema nervioso tanto central como
periférico, P2X4R y P2X7R interactian formando homotrimeros en la

membrana plasmatica de la microglia y macréfagos [47].



Otro modelo considera la generacion de las especies reactivas de oxigeno
(ROS) de corta duracion como un estimulo critico para la activacion del
inflamasoma, ya que induce un cambio conformacional en la proteina TXNIP
(proteina de interaccidon con tioredoxina), la cual en condiciones de reposo
interactda con la proteina tioredoxina (TRX). Luego de un incremento en la
concentracion de ROS, la proteina TXNIP es liberada de la TRX y se une al
NLRP3 produciendo la activaciéon del inflamasoma. La principal fuente de ROS
celular es la mitocondria y pueden ser derivado de una variedad de procesos
fisiol6gicos como el desacoplamiento de la citocromo oxidasa P-450, la
respiracion mitocondrial, la activacion de xantina oxidasa, la peroxisoma
oxidasa o las NADPH oxidasas y diversas condiciones de estrés que incluye
el incremento en las tasas metabdlicas, la hipoxia o el dafio de la membrana

gue inducen la produccion de ROS mitocondrial [38, 43, 48, 49].
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Figura 2. Eventos moleculares clave que participan en el ensamble del
inflamasoma [50]. 1) Union el LPS al receptor TLR-4 a través de la proteina de
unién a LPS y el correceptor para su posterior dimerizacion. 2) Liberacion de
NF-kB y su translocacion nuclear. 3) Expresion y sintesis de NLRP3. 4)
Ensamble de NLRP3, 5) Activacién de caspasa 1. Imagen creada con la
aplicacion BioRender.com.
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1.7 Microgliosis en la neuroinflamacion inducida por LPS

La neuroinflamacion mediada por astrocitos y microglia activados dentro de
areas de neurodegeneracion es otra caracteristica patoldgica de la EP asi
como de otras enfermedades neurodegenerativas. La microglia activa puede
liberar factores troficos, tales como el factor neurotrofico derivado del cerebro
(BDNF) y el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) [51] al igual que
especies reactivas de oxigeno, nitrdgeno y citocinas proinflamatorias [52]. Sin
embargo, el balance de esas acciones benéficas y dafinas para las neuronas
en la inflamacion aun no esta bien establecido. Resultados de estudios
epidemiologicos muestran que se reduce el riesgo de la EP con el uso de
antiinflamatorios no esteroideos, apoyando la hipotesis de que la inflamacion
puede promover un proceso de enfermedad subyacente [3]. El uso de
bloqueadores de canales de calcio reducen el riesgo de Parkinson, lo anterior
asociado a la capacidad de los bloqueadores de reducir el estrés oxidativo de
las neuronas dopaminérgicas [53]. Resultados de investigaciones demuestran
gue las neuronas de la SNpc tienen altos niveles basales de estrés oxidativo
mitocondrial debido a las altas concentraciones intracelulares de calcio que

causan una mayor actividad mitocondrial [54].

La neuroinflamacién aguda se define como la respuesta glial inmediata ante
un dafio hasta las 96 horas posteriores [55]. En el caso del cerebro, cuando la
barrera hematoencefélica se encuentra comprometida, componentes de la
sangre periférica como los linfocitos, macrofagos y polimorfonucleares invaden
el sistema nervioso central (SNC) [55, 56]. Cuando la neuroinflamacién aguda
no se resuelve, ni se repara el dafio, la inflamacion se convierte en un proceso

cronico y a menudo patologico [57].

Las principales células involucradas en la neuroinflamacién son la microglia.
Estas células son derivadas de la médula O0sea durante el desarrollo
embrionario, se alojan en el cerebro y quedan establecidas ahi al cerrarse la

barrera hematoencefalica, comprenden aproximadamente el 12% de las

12



células en el SNC [58]. En el SNC adulto, la microglia esta aparentemente
inactiva (microglia en reposo o microglia quiescente), pero esta monitoreando
activamente el entorno, contribuyendo al mantenimiento de la integridad
neurovascular. Cuando se presenta un estimulo nocivo, la microglia en reposo
se transforma morfolégicamente para activarse y activar a su vez a los
astrocitos, ambos linajes celulares evitaran la propagacion del dafio y
promoveran la reparacion del tejido. Tras su activacion, la microglia
desencadena la liberacion de mediadores proinflamatorios, incluidos las
especies reactivas de oxigeno por ejemplo, el anion superoxido (O°), oxido
nitrico (NO) y peroxinitritos (ONOQO"), ademas de varias citocinas entre las que
destacan las citocinas proinflamatorias: interleucina-1 beta (IL-1pB),
interleucina-6 (IL-6), y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), quimiocinas
y enzimas proinflamatorias como COX-2 e iINOS [58] (Figura 3). Se sabe que
la activacion de vias de sefalizacion de mediadores lipidicos desencadena la
liberacién de acido araquiddnico (AA). El AA se oxigena facilmente por accion
catalitica de las ciclooxigenasas (COX)-1y 2y las lipoxigenasas (LO) 5y 15
para formar una serie de eicosanoides proinflamatorios como las
prostaglandinas (PG) y leucotrienos (LT) [57]. Ademas, la activacion de las
metaloproteinasas de la matriz (MMP) en las células endoteliales conduce a
una mayor permeabilidad de la barrera hematoencefalica, lo que permite la
infiltracion local de neutréfilos y otros leucocitos, que liberan mediadores
proinflamatorios adicionales quienes activardn aun mas a la microglia y
exacerbaran la respuesta inflamatoria (Figura 3). Estos son algunos de los
eventos que conllevan al proceso de inflamacién crénico que sucede cuando
el estimulo no ha sido eliminado impidiendo el retorno de la homeostasis [59].
Existen dos fases de activacion microglial, la primera involucra cambios
inmunofenotipicos, morfoldgicos y funcionales. Los eventos inmunofenotipicos
incluyen la expresion de moléculas encontradas exclusivamente en células del
sistema inmune, llamadas Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) [60].
La expresion del antigeno CMH lleva a la microglia a funcionar como célula

presentadora de antigenos. Los cambios morfoldégicos involucran la
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transformaciéon de microglia ramificada a una conformacion esférica
morfologia llamada ameboide [58]. Tal cambio en la morfologia de la microglia
incluye la liberacion de citocinas y otros mediadores mencionados
anteriormente. Ademas, existe un incremento en la proliferacion y
reclutamiento de microglia en el sitio de lesion. En la segunda fase, la microglia
activada adquiere caracteristicas fagociticas, de hecho, la fagocitosis es clave
para la regeneracion y remodelacion de las conexiones neuronales después
del dafio [59].

Microglia en Reposo Microglia activa
Inmundgenosy TLR
patégenos —— . —_—
(ej. LPS)
\ / Células
Endoteliales
0,7, NO, ONOO- [ 7\

LCOX-2,iNOS, MMPs
AA, PGE,, PGD,, LTB4

£ TNF-, IL-16, IL-6 J
| Neuronas : &) N
‘ 9 [ |
+— Inflamacién crénica +— Inflamacionaguda ——  Resolucién

Muerte neuronal Reparacion de tejido
l y homeostasis

Enfermedades
Neurodegenerativas

Figura 3. Respuesta neuroinflamatoria. Eventos moleculares y celulares que
participan en la respuesta inflamatoria aguda en el SNC. Modificado de Bazan
y col., 2012 [59].
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1.8 Astrogliosis en la neuroinflamacién inducida por LPS

Se sabe que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc son particularmente
sensibles al estrés oxidativo, esto por su alto consumo de oxigeno y su alto
contenido de dopamina (la cual es propensa a la oxidacién espontanea),
ademas de su abundante contenido de lipidos y su baja capacidad
antioxidante. Lo anterior aunado a un microambiente con alta poblacion

microglial [61].

De los tres tipos de células gliales los astrocitos son los mas abundantes [62].
Estas células modulan la red neuronal modificando el ambiente sinaptico.
Similar a la microglia los astrocitos tienen prolongaciones celulares altamente
dindmicas, que se extienden, mueven y retractan [63], expresan canales
iGnicos y transportadores de neurotransmisores. Los astrocitos contribuyen al
sefialamiento de calcio, por lo que tienen la habilidad de regular cémo, cuando

y qué neuronas seran capaces de comunicarse entre ellas [64].

En 2017 Liddelow y colaboradores evidenciaron la presencia de astrocitos
reactivos Al y demostraron que la microglia activada convencionalmente los
induce por medio de citocinas proinflamatorias y una fraccion del
complemento: IL-1a, TNF-a y C1q respectivamente. Estas biomoléculas son
suficientes y necesarias para la activacién de los astrocitos Al. Una vez que
un astrocito muestra el fenotipo Al pierde las principales funciones del
astrocito normal, asi como su habilidad de inducir la formacién de sinapsis y
su capacidad de fagocitar, pero adquiere funciones neurotoxicas, las cuales
consisten en promover la muerte de neuronas y oligodendrocitos maduros
diferenciados. Los astrocitos Al son inducidos in vivo después de un dafio en
el SNC y se han encontrado presentes en las principales enfermedades
neurodegenerativas en humanos. Un marcador diferencial de los astrocitos Al
es la proteina del complemento C3, por ser una de las moléculas que expresan

de novo [9].
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Nuestro grupo de trabajo demostrd que la inyeccion intranigral de LPS en la
SNpc produce una respuesta neuroinflamatoria aguda tipica, la cual se
resuelve a las 96 horas [55]. Los eventos tempranos son la produccion de NO,
la activacion de la microglia y astroglia, asi como la liberacion de citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1B) [55]. En el maximo grado de activacion
microglial sucede la infiltracion de leucocitos CD45 (+) en la SNpc. Después
de la resolucion del proceso neuroinflamatorio (a las 96 horas), se observé un
aumento de los niveles de NO y de peroxidacién lipidica, ademas de signos
de fagocitosis por parte de la microglia hacia las células TH (+) y una
disminucién significativa de la inmunorreactividad a TH en la SNpc [55] (Figura
3). De manera relevante para este proyecto, se observa que la activacion de
los astrocitos se presentd después de la activacion microglial,
incrementandose gradualmente y permaneciendo activos hasta el final del
estudio (168 horas) [55] (Figura 3). Estos resultados sugieren que la reaccion
inflamatoria inducida por el LPS puede causar la muerte de las neuronas
dopaminérgicas, posiblemente a través de los astrocitos neurotéxicos Al, los
cuales pudieron haber sido inducidos después de la resolucion de la

neuroinflamacion aguda [55].
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Figura 3. Resumen esquematico de la neuroinflamacion aguda inducida con
LPS en la substancia negra de la rata. Tomado de Flores-Martinez et al., 2018
[55].
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2. Justificacion

En el 2018 propusimos que la neuroinflamacién aguda por una microdosis de
LPS puede causar neurodegeneracion dopaminérgica del sistema
nigroestriatal.

In vitro, Liddelow (2018) demostré que el LPS induce activacion microglial y
activacion de astrocitos neurotoxicos Al y que ambos linajes celulares pueden

causar muerte neuronal.

Comprobar la muerte neuronal dopaminérgica por medio de evaluaciones en
la viabilidad mitocondrial y estado de senescencia celular en tipos no agudos
posteriores a la lesion con LPS ayudaria a descartar la posible recuperacion
de la pérdida del fenotipo dopaminérgico y afirmar que un proceso biologico
tan complejo y natural como es la neuroflamacion es capaz de inducir eventos

no deseados como la neurodegeneracion dopaminérgica.
Por lo tanto, es importante profundizar sobre posibles mecanismos celulares y

moleculares que promueven la neurodegeneracion para ayudar a comprender

la fisiopatologia de la EP y otras enfermedades neurodegenerativas.
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3. Hipotesis

La neuroinflamacion aguda inducida por una unica inyeccion de LPS en la
substancia negra conducira a la muerte de neuronas dopaminérgicas nigrales
al activar la microglia, los astrocitos neurototoxicos Al y el inflamasoma

NLRP3, y provocar disfuncion del complejo | mitocondrial.

4. Objetivo General

Demostrar la generacion de eventos neuroinflamatorios nocivos, tales como la
activacion de la microglia, astrocitos neurotoxicos Aly el inflamasoma NLRP3,
y su asociacion con evidencias de muerte celular como la disfuncion del
complejo | mitocondrial y la senescencia neuronal, ademas de la pérdida del
fenotipo dopaminérgico, como la disminucién del marcador TH, y disfunciones

sensoriomotoras. en el sistema dopaminérgico nigroestriatal
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5. Objetivos Particulares

. Confirmar la induccion de la neuroinflamaciéon aguda por LPS a través

de manifestaciones clinicas de la enfermedad.

2. Confirmar la presencia de la activacion microglial en substancia negra.

Explorar la presencia de astrocitos Al por inmunofluorescencia contra
GFAP vy C3.

Explorar la presencia de astrocitos A2 por inmunofluorescencia contra
GFAP y S100A10.

Evaluar la activacion del inflamasoma mediante marcadores como
Caspasa 1, NLRP3 e IL-18.

. Valorar la afectacion del complejo | mitocondrial en SN.

Evaluar la presencia de senescencia inducida con LPS en la SN.

. Valorar la afectaciébn de la via dopaminérgica nigroestriatal por
inmunohistoquimica para TH.

Evaluar las alteraciones motoras y sensoriomotoras mediante las
pruebas conductuales de la viga, cilindro de Scharllet, vibrisas y campo

abierto.
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6. Material y métodos

6.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de dos meses de edad (200-210 g) de
acuerdo con el protocolo #162-15, autorizado y supervisado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados (CINVESTAYV) siguiendo la
legislacibn mexicana vigente, NOM-062-Z00-1999, y NOM-087-ECOL-1995
de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA). Considerando las tres R's (Reduccion,
Refinamiento y Reemplazo) para la experimentacion animal [65], la cantidad
de roedores se mantuvo al minimo de acuerdo con el disefio experimental y
la significancia estadistica (The National Academies Collection: Informes
financiados por los Institutos Nacionales de Salud, 2011). Se hizo todo lo

posible por minimizar el sufrimiento de los animales.

Se alojaron cinco ratas por caja de acrilico (34 cm x 44 cm x 20 cm) en una
sala con condiciones controladas de temperatura (22 °C £ 2 °C), humedad
relativa (60 £ 5%), ciclos invertidos de luz-oscuridad de 12 h, comida y agua
ad libitum. Se distribuyeron 93 animales en tres grupos experimentales (Figura
4): 1) Ratas no tratadas (Nt), sin ningan procedimiento; 2) Ratas inyectadas
de forma intranigral con solucion salina fisiol6gica estéril libre de pirégenos y
sin endotoxina (Mock), 3) Ratas inyectadas intranigralmente con la endotoxina
LPS. Dieciocho ratas fueron usadas para la evaluacion del curso temporal del
comportamiento de enfermedad y la temperatura hasta las primeras 24 h post
lesiébn (n = 6 por grupo). Dieciocho ratas fueron evaluadas con pruebas
sensoriomotoras, antes de la cirugia y el dia 15 y 30 post lesion (n = 6 por
grupo; sacrificadas el dia 30). Algunas ratas fueron sacrificadas a las 24 h
(animales utilizados para la evaluacion del comportamiento de enfermedad),
48 h (n = 3 por grupo experimental) y el dia 30 (animales utilizados para las
pruebas sensoriomotoras) para estudios de inmunotincion. Los ensayos de

actividad de complejo | mitocondrial se analizaron simultaneamente con los
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estudios histolégicos (n = 6 por grupo). Por ultimo, las pruebas de Western blot
(n = 3 por grupo) se evaluaron a las 8 h, 24 h, 48 h y 30 dias tras la

administraciéon de LPS.

a) Disefio Experimental
<~ Administracién estereotéxicade LPS o vehiculo

_______________ rado de enfermedad y temperatura
» A Grado de enfermedad
% ¥ Pruebas Sensorimotoras
-th 08h 24h 48h 15d 30d [l Ensayos hitologicos y de mitocondria
o Western Blot
A 1 <
L o L
I O |
C C C C
b) Namero de animales
Porexperimento Gropo Portiempo Subtotal
_ > No tratado X1 n=6
Grado de enfermedad ytemperatura n=6 . pMock X1 a0
oy s X1 n=6_
» No tratado X1 n=6
Pruebas sensorimotoras n=6 » Mock X1 n=6
» LPS X1 n=6
> No tratado X1 n=3
Inmunotinciones n=3 % Mock X1 n=3
_________________________________ s LPS X1 nE3
> No tratado X1 n=3
Western Blot n=3 » Mock X1 n= 3
* LPS X1 n=12
> No tratado X1 n=6
Ensayo mitocondrial n=6 » Mock X1 n=6
> LPS X1 mosiieg
Total=93

Figura 4. Disefio experimental. (a) Los simbolos de color indican cuando se
realizaron los ensayos correspondientes. (b) La tabla resume el numero de
animales utilizados por experimento en cada tiempo y grupo evaluado. Las
inmunotinciones se realizaron a las 24 h (animales utilizados en el grado de
enfermedad), 48 h y 30 dias (animales utilizados en las pruebas

sensoriomotoras).
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6.2 Inyeccion estereotaxica del LPS

El LPS se administré intranigralmente en ratas anestesiadas con una mezcla
de Ketamina (70 mg/kg) / Xilacina (6 mg/kg), via intraperitoneal (i.p.) utilizando
un equipo estereotaxico (Stoelting; Wood Dale, ILL, EU). Se inyectd una sola
dosis de LPS de la cepa Escherichia coli O55:B5 (Sigma-Aldrich; St Louis, MO,
EU) en una concentracion de 5 ug/2 pL de solucion salina fisiologica libre de
pirégenos [55], en el borde superior de la SN izquierda utilizando las siguientes
coordenadas: anteroposterior (AP), +3.2 mm de la linea interaural;
mediolateral, +2.0 mm de la sutura intraparietal, y dorsoventral (DV), a -6.5
mm de la duramadre [55]. La barra del incisivo se fij6é en 0-5 mm. El flujo de
inyeccion se mantuvo constante a 0.13 pyL/min, utilizando una microbomba de
inyeccion (Mod 100, Stoelting; Wood Dale, ILL, EUA). Después de la inyectar
el volumen deseado, la aguja permanecio en el sitio de la inyeccion por 7 min
mMA&s para asegurar una correcta difusion y se retiré en pasos de 1 mm/min. El
grupo de ratas mock fue sometido al procedimiento anterior para inyectarles 2
ML de solucion salina fisioldgica libre de pirégenos. Después de la cirugia los
animales fueron colocados en una caja hasta su recuperacion, posteriormente
se colocaron en cajas de alojamiento (cinco ratas por caja) con aguay alimento
ad libitum.

6.3 Temperatura corporal

Para medir la temperatura corporal de las ratas, se utilizO un termémetro
infrarrojo (Pioway Medical, DT-8809CC, LUGAR). La temperatura se tomé a
10 cm del pecho rasurado de cada rata, aislada en una caja con aserrin para
evitar la manipulacion y por consiguiente el aumento de su temperatura
corporal. Las mediciones se realizaron antes de la cirugia (ratas no tratadas)
y a diferentes tiempos después de la inyeccién intranigral (1, 2, 3,5, 8,21y 24

horas) del LPS o solucion salina fisioldgica libre de endotoxinas (mock).
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6.4 Grado de enfermedad (Sickness Behavior)

La apariencia general de cada rata (grado de enfermedad exhibido) fue
evaluada antes y después de la inyeccidn intranigral del LPS o solucién salina
fisiologica libre de pirégenos (mock) a 1, 2, 3, 5, 8, 21 y 24 h. El grado de
enfermedad se evalu6 mediante una escala de cuatro puntos en donde 0 =
ningun signo presente, 1 = un signo presente, 2 = dos signos presentes 'y 3 =
tres 0 mas signos presentes. Los signos evaluados fueron los siguientes: 1)
ausencia de exploracion y locomocion, 2) postura corporal curva (acurrucada),
3) piel irregular, 4) piloereccion y 5) ojos cerrados [55, 66]. Durante las
observaciones conductuales cada rata fue puesta en una caja con aserrin
limpio y al término de esta se pasé a su respectiva caja de alojamiento (caja

con cinco ratas).
6.5 Pruebas de Comportamiento

Las pruebas de comportamiento fueron realizadas de 10:00 a 14:00 horas y
los grupos de animales fueron evaluados de forma aleatoria, en todas las
pruebas entre cada evaluacion, los materiales y las superficies se limpiaron

con etanol al 70 %.
6.6 Pruebade laviga

La prueba de la viga esta disefiada para evaluar la habilidad de cruzar una
viga estrecha (1 cm de ancho y 2 m de largo). El balance y la coordinacion
motora fueron evaluados y evidenciados reportando el tiempo que los
animales tardan en subir la viga y la cantidad de errores por paso en las
extremidades posteriores ya que proporcionan la medida mas sensible de
rendimiento y déficits motores. La prueba se llevoé a cabo segun lo descrito
previamente por otros grupos [67], con dos dias de entrenamiento y la prueba
final fue videograbada al tercer dia.

6.7 Prueba del cilindro de Scharllet

La prueba de cilindro o prueba del cilindro de Scharllet se realizé para evaluar

la asimetria locomotora [68]. Las ratas fueron colocadas en un cilindro de
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acrilico transparente (30 cm de alto y 20 cm de diametro) y fueron
videograbadas. Los primeros 20 contactos con las extremidades delanteras
que las ratas realizaron fueron contados. El tiempo requerido para generar
este numero de observaciones varia entre rata y rata. El porcentaje de
asimetria fue calculado con la siguiente formula [67].

. 1 . .
contactos de ipsilateral + 5 contactos simultaneos
100

% de asimetria = —— - v
ipsilateral + contralateral + contactos simultaneos

Antes de la prueba, el cilindro se limpié con etanol al 70%.

6.8 Prueba de colocacién de la extremidad anterior

evocada por vibrisas

Esta prueba conductual muestra la asimetria en la corteza sensoriomotora [68,
69]. Se sujetdé suavemente a los animales por el torso para que las cuatro
extremidades colgaran libremente. Se estimularon las vibrisas de cada lado
rozando el borde de una mesa para provocar una respuesta de la extremidad
anterior ipsilateral que consistia en colocar la pata sobre el tablero de la mesa.
La reaccién esperada de los animales sanos incluye una rapida colocacion del
miembro anterior sobre la superficie de la mesa. Su déficit revela
principalmente una alteracion motora mas que sensorial. Se conté un maximo
de diez eventos en los lados contralateral e ipsilateral, y se registro el

porcentaje de colocaciones con éxito.
6.9 Prueba de campo abierto

La prueba de campo abierto evalla el comportamiento de exploraciéon de un
nuevo entorno a través de la actividad locomotora espontanea [68, 69]. En una
habitacion en silencio, se colocaron las ratas en el centro de una caja cuadrada
de cloruro de polivinilo (PVC) (80 cm largo x 80 ancho cm y 40 cm de altura).
Se utiliz6 una cadmara para monitorizar los tiempos de marcha e inmovilidad

durante 10 min. La arena se limpié con una solucién de etanol al 30% antes
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de cada prueba conductual para evitar un posible sesgo debido a olores y

residuos dejados por ratas sometidas a pruebas anteriores.
6.10 Procedimientos de inmunotincidn

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (50 mg/kg i.p.) y
perfundidas a través de la aorta ascendente con 30 mL de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS), seguida de 90 mL de paraformaldehido al 4%
en PBS. Se extrajeron los cerebros y se fijaron en paraformaldehido al 4%
durante 24 horas, posteriormente se crioprotegieron en sacarosa al 30%. Se
hicieron cortes coronales seriados de 30 um de grosor utilizando un micrétomo
de deslizamiento con una platina de congelacion (Leica SM1100; Heidelberg,
Alemania), los cortes seriados se recogieron en 6 pocillos y sélo se analizaron
los cortes de un pocillo. Los cortes se permeabilizaron con PBS-Triton al 0.1%
durante 20 minutos y se incubaron con albumina de suero bovino (BSA) en
PBS-Triton al 0.1% durante 30 minutos para bloquear los sitios de union

inespecificos a temperatura ambiente (TA).
6.11 Ensayos de inmunohistoquimica

El tratamiento de las muestras es el mismo que en el apartado anterior hasta
el blogueo de los sitios de unién inespecificos, para la actividad de la
peroxidasa enddgena se bloqued utilizando una solucion de perdxido de
hidrogeno al 3% y metanol al 10% en PBS durante 30 minutos a temperatura
ambiente. A continuacién, los cortes se incubaron con el anticuerpo primario
correspondiente durante 24 horas a 4° C. Los anticuerpos primarios fueron
anti-TH monoclonal de ratén (1:1000; Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE.UU.),
anti-lbal policlonal de cabra (1:1000; Abcam; Cambridge, Reino Unido), y anti-
caspasa 1 activa policlonal de conejo (1: 200; Invitrogen Molecular Probes;
Eugene, OR, EE.UU.). Tras retirar el anticuerpo primario y lavar con PBS, se
incubaron durante 2 h a temperatura ambiente con los anticuerpos
secundarios correspondientes, que fueron IgG anti-raton de caballo biotinilado
(1:300; Vector Laboratories; Burlingame, CA, EE.UU.), IgG anti-cabra de
caballo biotinilado (1:300; Vector Laboratories; Burlingame, CA, EE.UU.) e IgG
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anti-conejo de burro biotinilado (1:500; Zymed; Cambridge, MA, EE.UU.).
Posteriormente, los tejidos se incubaron con el complejo biotina-avidina-
peroxidasa (ABC Kit; Vector Laboratories; Burlingame, CA, EE.UU.), el color
fue producido con 3,3 diaminobencidina (DAB; Sigma-Aldrich; St. Louis, MO,
EE.UU.). Algunos tejidos se contratifiieron con p-Gal para evidenciar células
senescentes [70] y Nissl (0.1% de violeta de cresilo) para tefiir especificamente

el citoplasma de las neuronas y delimitar asi la SN [67, 71].

Por ultimo, los cortes cerebrales se lavaron 3 veces durante 5 min en PBS, se
montaron en portaobjetos utilizando resina Entellan (Merck, KGaA; Darmstadt,
Alemania) y se observaron con un microscopio 6ptico Leica DMIRE2 equipado
con objetivos de 5X, 20X, 40X y 63X (inmersibn en aceite) (Leica
Microsystems; Nussloch, Alemania). Las imagenes se observaron mediante
un microscopio de campo claro Leica DMIRE2 (Leica; Nussloch, Alemania) y
se digitalizaron con una camara Leica DC300F (Leica Microsystems;
Nussloch, Alemania).

6.12 Ensayos de inmunofluorescencia

Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron después de bloquear los
sitios de wuniébn no especificos [11]. Para los ensayos de doble
inmunofluorescencia, las muestras se incubaron con el correspondiente par de
anticuerpos primarios (Tabla 1) durante toda la noche a 4°C. Los anticuerpos
primarios fueron anticuerpo policlonal de conejo anti-C3 de complemento
(1:50; Abcam; Cambridge, Reino Unido), anticuerpo monoclonal de ratén anti-
GFAP (1:500; Cell Signaling Technology; Danvers, MA, EE. UU.), anticuerpo
policlonal de conejo anti-S100A10 (1:100; Invitrogen Molecular Probes;
Eugene, OR, EE. UU.), anticuerpo policlonal de conejo anti-caspasa 1 (1:200;
Invitrogen Molecular Probes; Eugene, OR, EE. UU.), y anticuerpo policlonal de
cabra anti-lbal (1:1000; Abcam; Cambridge, Reino Unido). Después de la
incubacion, los tejidos se lavaron e incubaron con anticuerpos secundarios
correspondientes (Tabla 1) durante 2 horas a temperatura ambiente. Los

anticuerpos secundarios fueron anticuerpo IgG de pollo Alexa Fluor 488 anti-
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conejo H + L (1:300; Invitrogen Molecular Probes; Eugene, OR, EE. UU.),
anticuerpo IgG de caballo Texas rojo anti-raton H + L (1:900; Vector
Laboratories; Burlingame, CA, EE. UU.), y anticuerpo 1gG de asno Alexa Fluor
555 anti-cabra H + L (1:300; Abcam; Cambridge, MA, EE. UU.). Para el
contraste nuclear, después de la inmunotincion algunas rebanadas de cerebro
se incubaron con 1 uM de colorante de Hoechst (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO,
EE. UU.) durante 5 minutos. Después de lavar con PBS, las rebanadas se
montaron en portaobjetos de vidrio utilizando VECTASHIELD (Vector
Laboratories; Burlingame, CA, EE. UU.). Las imagenes de fluorescencia se
obtuvieron con el microscopio Leica DMIRE2 (Leica; Nussloch, Alemania) a
través de los filtros A para el tinte Hoechst, K3 para Alexa Fluor 488
(fluorescencia verde), y TX2 para Texas rojo y Alexa Fluor 555 (fluorescencia
roja) utilizando los objetivos de 20X y 63X. Las imagenes se digitalizaron con

una camara Leica DC300F (Leica Microsystems; Nussloch, Alemania).

Tabla 1. Combinaciones de anticuerpos para las inmunofluorescencias

dobles.

: _ - Anticuerpo o
Epitope Anticuerpo primario _ Objetivo
secundario

H+L IgG de gallina

- policlonal de conejo Anti- anti-conejo Alexa
C3 de complemento Fluor 488 )
Astrocitos
Neurotoxicos Al
) H+L 1gG de caballo
monoclonal de raton anti- o _
GFAP anti-raton Rojo
GFAP
Texas
H+L 1gG de gallina .
. : Astrocitos
polyclonal de conejo anti- anti-conejo Alexa
S100A10 Neuroprotectores
S100A10 Fluor 488
A2
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’ ~ H+L 1gG de caballo
monoclonal de raton anti- o _
GFAP anti-raton Rojo
GFAP
Texas

H+L 1gG de gallina

policlonal de conejo anti-conejo Alexa
Caspasa 1l _ :
anti-caspasa 1 Fluor 488 Caspase 1 activa
en
’ ) H+L 1gG de aballo astrocitos
monoclonal de raton anti- o _
GFAP anti-raton Rojo
GFAP
Texas
H+L 1gG de gallina
policlonal de conejo anti-conejo Alexa
Caspasa 1 ) .
anti-caspasa 1 Fluor 488 Caspasa 1 activa
en células de la
H+L IgG de asno microglia
policlonal de cabra anti- _ g
Iba 1 anti-cabra Alexa
Ibal
Fluor 555

6.13 Densitometriay Conteo de Neuronas

Se utiliz6 el software ImageJ (Institutos Nacionales de Salud; Bethesda, MD,
EE. UU.) para contar las neuronas TH (+) en la SN para medir la densidad total
del area de las ramificaciones nigrales TH (+) y las terminales estriatales en
rebanadas tratadas por inmunohistoquimica [69]. La medicion se realiz6 con
imagenes tomadas con los objetivos 20x para la SNpc y SNpr y 5x para el
estriado. Se elimind toda la intensidad del fondo de area tefiida con
inmunohistoquimica para cuantificar solo la inmunorreactividad de célulasTH
(+). El conteo de neuronas y la densidad del area de las neuronas
ramificaciones TH (+) se determinaron en al menos en tres niveles anatomicos
(n = 3 ratas para cada grupo experimental) [11, 55]. La medicion final fue el
valor medio calculado a partir de la cuantificacién de los tres niveles (anterior,

medial y caudal) por nucleo y por rata. Se siguié un procedimiento similar para
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medir la densidad del area de la tincidén de 3-Gal, Iba 1 (marcador de células
microgliales) y caspasa 1 en la SN. Se utilizaron los siguientes criterios
morfolégicos para discernir el estado fisiologico de la microglia: las células
microgliales quiescentes (condicion fisiolégica normal) presentan una
morfologia altamente ramificada con nucleos y soma pequefios, mientras que
las células microgliales activas pierden gran parte de sus ramificaciones y
conservan pocas acortando su longitud, su soma se ensancha haciéndose
evidente su nucleo, si el estimulo persiste mas tarde se transformaran en

células casi esféricas (morfologia ameboide)[72, 73].

El complemento de ImageJ, Fiji, se utilizé para la descomposicion de color a
partir de la tincion doble de B-Gal con TH y la tincién de violeta de cresilo con
Iba 1l/caspasa 1 [67]. La intensidad de fluorescencia para los ensayos de
fluorescencia doble se midi6 mediante el software Image J (Institutos
Nacionales de Salud; Bethesda, MD, EE. UU.) en los tres niveles anatomicos
de la SN anterior, medial y caudal por rata (n = 3 ratas independientes por
condicion experimental). La medicion final fue el valor medio calculado a partir

de la cuantificacioén en los tres niveles por nicleo y por rata.
6.14 Ensayo de Western blot

Se detect6 IL-1B y NLRP3 mediante western blot siguiendo el procedimiento
reportado previamente [74]. Las proteinas de las muestras de SN fueron
extraidas en solucion de radioinmunoprecipitacion (150 mM NacCl, 1% NP-40,
0.5% acido deoxicélico, 0.1% SDS y 50 mmol/L Tris, pH 8.0) y homogenizadas
usando un homogenizador Benchmark BeadBlaster (Benchmark Scientific;
Sayreville, NJ, EE. UU.). La concentracion de proteina se determing utilizando
el ensayo de proteina de BCA (Pierce, Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA,
EE. UU.). Se cargaron 25 ug de proteina para el analisis de Western blot.
Después de bloguear en leche baja en grasa al 5% en 50 mL de PBS (8.1 mM
Na2HPO4, 1.2 mM KH2PO4, 138 mM NaCl, 2.7 mM KCI, pH 7.4) - 0.1% Tween
20 durante 1 h con agitacion, se incubaron las membranas con anticuerpo

policlonal de conejo anti-IL-1B (dilucién 1:1000; Abcam; Cambridge, Reino
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Unido) y anticuerpo policlonal de conejo anti-NLRP3 (dilucién 1:1000; Cell
Signaling Technology Inc., Danvers, MA, EE. UU.) a 4 °C durante la noche. Se
incubaron las membranas 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario de cabra anti-lgG de conejo peroxidasa (diluciéon 1:10,000;
Amersham Bio-Sciences; Piscataway, NJ, EE. UU. Para normalizar la cantidad
total de proteina por carril, las membranas se incubaron con un anticuerpo
policlonal de conejo anti-14-3-3-z (dilucion 1:1500; Santa Cruz Biotechnology)
y el anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo peroxidasa (dilucién 1:10,000;
Abcam; Cambridge, Reino Unido). La inmunorreactividad se detecté mediante

guimioluminiscencia.

6.15 Determinacion de la actividad del Complejo |

Mitocondrial (Cl) en homogeneizado de SN

El tejido de toda la SN se homogenizé en PBS pH 7.4 y posteriormente se
centrifug6é durante 5 min a 2000 g. Se recolectaron los sobrenadantes y se
usaron para realizar los andlisis. La mediciéon de la actividad de Cl se basa en
su capacidad para oxidar Nicotinamida Adenina Dinucleétido (NADH) mientras
reduce Decilubiquinona (Dub) a Dihidrodecilubiquinona (DUbHZ2), una
molécula que es posteriormente oxidada por 2,6-Dicloroindofenol (DCPIP)
[75]. Este producto puede absorber la luz a 600 nm. Se incluy6 también, la
determinacion de la actividad de Cl con 20 mM de rotenona como inhibidor
especifico. Todas las mediciones se realizaron utilizando un lector de
microplacas Synergy-Biotek (Biotek Instruments; Winooski, VT, EE. UU.) a 37
°C. La actividad de Cl se defini6 restando la actividad obtenida con el inhibidor
de rotenona de la actividad no inhibida y se expresé como nmol/min/mg de

proteina (datos normalizados por los valores medios del grupo no tratado).
6.16 Anédlisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como el valor medio + el error estandar de
medicién (SEM) de al menos 3 experimentos independientes (n = 3). Las
diferencias entre grupos se evaluaron mediante andlisis de varianza
unidireccional (una via ANOVA) vy bidireccional (2 vias ANOVA)
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respectivamente, seguido de la prueba post hoc de Tukey. Se utilizd el
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EE. UU.)
para el analisis estadistico. La diferencia estadistica se considero significativa
para un valor de p < 0.05.
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7 Resultados

7.1 La inyeccion intranigral de LPS provocé fiebre y
manifestaciones clinicas de la enfermedad en

ratas.

La administracion intranigral de LPS provocé signos agudos y reversibles
similares a una infeccién en ratas. En el grupo mock, la temperatura corporal
se mantuvo constante en 36,7 + 0,6 °C durante el periodo de evaluacion. En
contraste con el grupo tratado con LPS en el que se detecté un aumento de la
temperatura corporal a partir de las 4 horas post-inyeccion, alcanzando un
méaximo 37,95 + 0,75 °C entre las 8 y 21 horas (p < 0,05) y disminuyendo a
37,1 £ 0,3 °C alas 24 horas (Figura 5a).

Las ratas con inyeccion intranigral de LPS mostraron signos de enfermedad a
partir de las 3 horas post-inyeccion, alcanzando un maximo grado a las 5 horas
y manteniéndose hasta las 21 horas cuando comenzaron a disminuir los
signos evaluados (p < 0,05; Figura 5b). Entre las 3 y 8 horas después de la
inyeccion de LPS, los principales signos de enfermedad fueron adinamia,
postura corporal encorvada, ojos cerrados y piloereccién; esta Ultima
respuesta se mantuvo hasta el final de las mediciones (Figura 5b). Las ratas
del grupo mock no presentaron signos de enfermedad (p > 0,05), excepto la
adinamia en el 20% de ellas y el pelaje irregular en el 15% de todo el grupo
mock en comparacién con el grupo control Nt (Figura 5b).

33



a) Temperatura b) Grado de enfermedad

_ 394

0 45

o T

- * % 1

g 5 3

o -

g 384 & Mock £

8 +ps &

g o 2

*337- 3

0 0 1

Q

£ 8

@ |

'-36IIIIIIIIIIII 00- [ ————————
101234567 82124 Nt1 2 3456782124

Tiempo post-lesion (h) Tiempo post-lesion (h)

Figura 5. Evolucion clinica después de una sola inyeccion de LPS en la SN
izquierda de la rata. (a) Temperatura corporal y (b) puntuacion de signos de
enfermedad después de la lesidbn. Mock = ratas inyectadas con el vehiculo (2
uL de solucion salina fisiolégica libre de endotoxinas) en la SN izquierda. Nt =
ratas no tratadas. Todos los valores representan la media + error estandar de
la media (SEM) (n = 6 ratas). Los asteriscos (*) indican diferencias (p < 0,05)
entre los grupos LPS y mock. ANOVA de dos vias y prueba post hoc de Tukey.

7.2 Activacion de la microglia después de la

inyeccion intranigral de LPS.

Como se esperaba, la administracion intranigral de LPS activd las células
microgliales del lado inyectado, evidenciado por un aumento del 296% de la
inmunorreactividad de Ibal a las 24 horas en comparacién con el grupo mock
(p < 0,0001), alcanzando una respuesta maxima (563%) a las 48 horas (p <
0,0001) y disminuyendo hasta alcanzar valores basales en el dia 30 después
de la inyeccion (p > 0,0001). También se produjo un aumento significativo del
177% (p < 0,0001) de las células Ibal (+) con un curso temporal similar al lado
inyectado en el lado contralateral en comparacion con el grupo mock (Figura
6a, b). No hubo diferencia significativa (p > 0,05) al comparar la respuesta del
lado ipsilateral con el contralateral. Ademas, se observé una morfologia celular

activa en animales tratados con LPS en comparacion con las formas

34



quiescentes observadas en el lado ipsilateral del grupo Nt (Figura 6¢) y mock
(Figura 6d). A las 24 horas después de la inyeccion de LPS, la morfologia
reactiva se observé predominantemente en la SNpc ipsilateral (Figura 6e) y
contralateral (Figura 6f). A las 48 horas, las células con morfologia ameboide

fueron mas abundantes en la SNpc ipsilateral (Figura 6).
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Figura 6. El LPS induce la activacion de células microgliales en la SNpc. (a)

Micrografias representativas de células Ibal (+) y contratincion de Nissl en la

SNpc de los grupos de control (Nt y mock) en diferentes tiempos después de
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la inyeccion de LPS. (b) El grafico muestra la densidad de area de Ibal en
ensayos de inmunohistoquimica utilizando el software Imaged v.1.46r
(Institutos Nacionales de Salud; Bethesda, MD, EE. UU.). Las barras muestran
la media £+ SEM calculada a partir de las medidas de tres niveles anatémicos
de las mismas ratas, n = 3 ratas independientes por grupo. El asterisco (****)
compara el grupo LPS con el grupo mock en ambos lados, p < 0,0001. ANOVA
de dos vias y post hoc de Tukey. Las micrografias ampliadas representativas
muestran varias morfologias microgliales en la SNpc de los grupos Nt (c) y
mock (d) para comparar el estado de activacion inducido por LPS en el
ipsilateral (e, g) y contralateral (f, h). Barra de escala = 50 um para todas las

micrografias.

7.3 EI LPS induce preferentemente astrocitos con

fenotipo neurotéxico Al.

Los ensayos de doble inmunofluorescencia mostraron la induccion de
astrocitos del fenotipo neurotéxico Al a traveés de la inmunorreactividad de C3
en células positivas para la proteina acida glial fibrilar (GFAP) [11] después de
la inyeccion intranigral de LPS. ElI aumento significativo en la
inmunorreactividad de C3 (p < 0.0001) corresponde al aumento de células
GFAP (+) y se expresé como densidad de area de inmunofluorescencia (IF),
los valores en el ipsilateral de la SN en comparacién con los grupos de control
fueron de 300% para C3 y de 266% para GFAP a las 24 horas, a las 48 horas
fue de 217% para C3 y de 204% para GFAP (Figura 7a, b). La SN contralateral
alainyeccién de LPS, también aumento significativamente la densidad de area
de IF (p = 0.04) en un 112% para C3 y un 355% para GFAP a las 24 horas, y
en un 86% para C3 y un 258% para GFAP a las 48 horas (Figura 7a-c). Sin
embargo, la induccion de C3 en el lado contralateral fue un 38% menor que en
el ipsilateral a las 24 horas (p = 0.0094) después de la administracion de LPS
(Figura 7a, b). En grupos control se observa inmunorreactividad no especifica
que no colocaliza con células GFAP (+) (Figura 7a). En contraste, la

inmunorreactividad de astrocitos A1l neurotoxicos colocaliza con el soma y los
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procesos de los astrocitos y en astrocitos presentes en los vasos sanguineos
de la barrera hematoencefalica (BHE), se observa colocalizacion de C3 y
GFAP en los pies terminales de los astrocitos. Este patron de colocalizacion
fue mas evidente en el ipsilateral que en el contralateral (Figura 7d-g).

La administracion de LPS in vitro induce astrocitos del fenotipo neurotréfico A2
que fueron identificados por el marcador S100A10. Encontramos, in vivo, que
la administracion del vehiculo Unicamente aument6 un 268% (p < 0.0001) la
inmunorreactividad de S100A10 en células GFAP (+) en la SN de ambos lados
del grupo mock en comparacion con el grupo de control Nt, lo que sugiere una
respuesta de defensa del cerebro, a la lesion mecanica causada por el
procedimiento de inyeccion (Figura 8a-c). Ademas, la administracion de LPS
produjo un aumento adicional (p < 0.0001) del 189% a las 24 horas y del 174%
a las 48 horas en la inmunorreactividad de S100A10 y GFAP sobre la
producida por la inyeccion del vehiculo (Figura 8a-c). Aunque se detecté un
aumento significativo en las células A2 (+) en la SN contralateral a las 24 y 48
horas, este fue un 42% (24 h) y un 58% (48 h) menor que en la SN ipsilateral
(Figura 4a-c). Curiosamente, la inmunorreactividad de A2 mostré un patrén
diferente en las células GFAP (+) dependiendo del lado de la SN que se
evaluara; en el ipsilateral, la inmureactividad de S100A10 fue
predominantemente nuclear, mientras que en el contralateral fue

citoplasmatica (Figura 8d, e).
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Figura 7. El LPS induce el fenotipo neurotéxico Al en astrocitos de la SNpc.
(a) Micrografias representativas de doble inmunofluorescencia contra C3
(verde) y GFAP (rojo) en diferentes tiempos después de la inyeccion intranigral
de LPS. Los graficos muestran la densidad de IF para C3 (b) y GFAP (c)
medidas en las micrografias (a) utilizando el software ImageJ v.1.46r (Institutos

Nacionales de Salud; Bethesda, MD, EE. UU.). Las barras representan la
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media = SEM calculada a partir de las medidas en tres niveles anatémicos por
rata (n = 3 ratas independientes por grupo). Los asteriscos (*) indican
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos LPS con el grupo
mock en los lados indicados del cerebro, (****) p < 0.0001, (**) p =0.002, (*) p
= 0.04. El simbolo omega (Q) compara el efecto en la SN ipsilateral con la SN
contralateral p = 0.0094. ANOVA de dos vias y post hoc de Tukey. Las
micrografias ampliadas representativas muestran detalles de los astrocitos
neurotoxicos Al en el lado ipsilateral (d, €) y contralateral (f, g) a las 24 horas
después de la inyeccion de LPS. Barra de escala = 50 um para todas las

micrografias.
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(National Institutes of Health; Bethesda, MD, USA). Las barras representan la
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media + SEM calculada a partir de las mediciones en tres niveles anatomicos
por rata (n = 3 ratas independientes por grupo). El asterisco (*) compara el
grupo LPS con el grupo mock en ambos lados, (****) p < 0.0001, (**) p =
0.0001, (*) p = 0.023. El simbolo omega (QQ) compara el efecto de LPS en la
SN ipsilateral la SN contralateral a las 24 y 48 horas. ANOVA de dos vias y
pruebas post hoc de Tukey, p < 0,0001. Las micrografias ampliadas
representativas muestran la inmunorreactividad de S100A10 en (d) nucleos
(flechas amarillas) de células GFAP (+) en la SNpc ipsilateral y (e) en el
citoplasma de astrocitos (flechas blancas) en el contralateral a las 24 horas

después de la lesion. Barras de escala = 50 um para todas las micrografias.

7.4 Activacion del inflamasoma en la SNpc después de

la inyeccién de LPS.

Para confirmar la presencia de inflamacion inducida por LPS en respuesta
aguda y cronica se evaluo la activacion del inflamasoma, quien desempefia un
papel central durante este proceso biolégico complejo [50, 76], se realizaron
ensayos de inmunohistoquimica y Western Blot (WB) después de la inyeccién
intranigral de LPS. La inyeccion de LPS aumento significativamente (p <
0.0001) la inmunorreactividad de caspasa-1 activa en la SNpc ipsilateral a las
24 horas (792%) y 48 h (333%) en comparacion con los grupos control (Figura
9a, b). También se observo un aumento significativo del 315% (p = 0.02) en la
SNpc contralateral, pero solo a las 24 horas después de la administracion de
LPS (Figura 9a, b). El analisis detallado mediante microscopia de campo claro
(Figura 9c) y microscopia fluorescente mostré inmunorreactividad de
caspasa-1 activa en células microgliales (Figura 9b, d) y astrocitos (Figura
9e). El analisis de WB mostr6 un aumento significativo del 203,69% (p <
0,0001) en la densidad de banda de NLRP3 (+) de la SN ipsilateral a las 24 h
después de la inyeccién de LPS en comparacion con los niveles basales de
ratas mock (Figura 9f). De las mismas muestras, se observa un aumento a las
8 h de la densidad de banda de IL-1B (192,51%) y a las 24 horas (186,25%)
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después de la inyeccion de LPS en comparacion con los valores de los
controles (p < 0.05; Figura 5g). No se encontro diferencia significativa (p >

0.05) en las SN contralaterales.
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Figura 9. El LPS provocé la presencia de caspasa-1 activa en microglia y
astrocitos de la SNpc. (a) Micrografias representativas de células positivas
para caspasa-1 activa y tincion de Nissl en la SNpc de grupos de control (Nty
mock) en diferentes tiempos después de la inyeccion de LPS. (b) El gréfico
muestra la densidad de area para la inmunorreactividad de caspasa-1 activa
cuantificada en las micrografias. (c) Micrografias representativas de la
inmunohistoquimica y tincion de Nissl sugieren la presencia de caspasa-1 en
células no neuronales (flechas rojas). La doble inmunofluorescencia con
tincion de Hoechst (azul) confirma la inmunorreactividad de caspasa-1 (verde)
en (d) microglia (rojo) y (e) astrocitos (rojo). Barra de escala = 50 um es para
las micrografias. La cuantificacion de NLRP3 (f) e IL-1B (g) en el lado inyectado
(IS) y en el contralateral (CS) se midi6 mediante ensayos de WB. Las barras
representan la media + SEM calculada a partir de las mediciones en tres
niveles anatémicos (n = 3 ratas independientes por grupo). El asterisco (*)
compara los grupos de LPS con los grupos de control en ambos lados, (****) p
< 0,0001 (*) p = 0,02. ANOVA de dos vias y post hoc de Tukey.

7.5 La administracion de LPS conlleva a una
disminuciéon en la actividad del complejo | (ClI)

mitocondrial en homogeneizados de SN.

Se encontrd6 una disminucién significativa de la actividad del complejo |
mitocondrial (CI) tanto en la SN ipsilateral (53,9%; p < 0,0001) como en la
contralateral (66,6%; p < 0,0001) a las 24 horas después de la administracion
de LPS en comparacion con el grupo mock (Figura 6). A las 48 horas, la
disminucion (60,7%; p < 0,05) en la actividad Cl mitocondrial se mantuvo solo
en el hemisferio ipsilateral en comparacion con el grupo mock (Figura 10). No
se encontré ninguna diferencia significativa entre los grupos de control y LPS
en el dia 30 después de la administracion intranigral de LPS (p > 0,05; Figura

10) ni entre los grupos Nt y mock en ambos hemisferios (Figura 10).
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Figura 10. La administracion unilateral de LPS en la sustancia negra
disminuyo la actividad del CI mitocondrial en homogeneizados de SN. Los
datos se expresan como la media + SEM (n = 6 ratas independientes por
tiempo y condicién experimental). El asterisco (*) compara los grupos LPS con
los grupos mock y Nt. ANOVA de dos vias y Tukey post hoc, p < 0.0001.

7.6 EI LPS induce senescencia en neuronas

dopaminérgicas.

La tincién con B-galactosidasa (B-gal) se utilizé para evaluar si el LPS inducia
senescencia en neuronas dopaminérgicas nigrales [67] 30 dias después de la
lesion. En comparacion con los grupos control, los animales inyectados con
LPS aumentaron significativamente la densidad del area de B-gal (p <0,05) en
un 140% en la SNpc ipsilateral y un 143% en el lado contralateral (Figura 11a,
b). Se encontrd diferencia significativa (p < 0,0001) entre el lado ipsilateral y
contralateral en el dia 30 después de la inyeccion de LPS (Figura 11a, b). Un
analisis detallado mostré que la marca de B-gal se superpone con células TH
(+) en la SNpc de ambos hemisferios cerebrales (Figura 7c-f). No se detectd

colocalizacion en los grupos control (Figura 119 - j).
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Figura 11. El LPS induce senescencia en neuronas dopaminérgicas de la
SNpc. (a) Micrografias representativas de la SNpc con tincion de B-gal e
inmunohistoquimica de TH. (b) La densidad del area de B-gal se midio
mediante el software ImageJ v.1.46r (Institutos Nacionales de Salud,
Bethesda, MD). Los valores son la media £+ SEM de tres niveles anatomicos,
n = 3 ratas independientes en cada condicion experimental. El asterisco (*)
compara los grupos de LPS con el grupo mock en ambos lados (****) p
<0.0001. EI simbolo omega (QQ) compara la SNpc ipsilateral con el lado
contralateral, p = 0.002. ANOVA de una via y prueba post hoc de Tukey, . Las
fotomicrografias ampliadas muestran la colocalizacion de la tincién de B-gal
con células TH (+) en el SNpc del grupo LPS (c-f) que no estan presentes en

el grupo Mock (g-j). Barra de escala = 50 um para todas las micrografias.

7.7 Neurodegeneracion dopaminérgica nigroestriatal

después de la administracion de LPS intranigral.

Se cuantificd el numero de neuronas TH (+) y la densidad de area de las

ramificaciones en la SNpc/SNpr, también se cuantifico la densidad de area de
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las ramificaciones en el estriado el dia 30 después de la administracion
intranigral de LPS (Figura 12). El nimero de neuronas TH (+) contadas fue de
222 (promedio de tres niveles anatdmicos) en el SNpc ipsilateral y 219 en el
lado contralateral de animales sanos. El LPS causo una pérdida significativa
de células TH (+) (48%) y ramificaciones (55%) en comparacion con los
valores de control respectivos (p <0.00015) (Figura 12b, c). También ocurrié
una peérdida de células TH (+) (34%) y sus ramificaciones (32%) en el SNpc
contralateral, lo cual fue estadisticamente significativo en comparacion con los
valores del grupo control (p = 0.0007). No se encontré diferencia significativa

(p > 0.05) entre los hemisferios ipsilateral y contralateral.

En la densidad de area de las ramificaciones TH (+) del estriado 30 dias
después de la inyeccion intranigral de LPS se obtuvieron resultados similares.
De nuevo, la densidad de area TH (+) disminuyd significativamente (p =
0.0007) en el estriado ipsilateral (38%) y estriado contralateral (25%) (Figura
8d, e). Ademaés, se observo diferencia significativa (p < 0.00087) en la
inmunorreactividad de TH entre el estriado de los dos hemisferios (Figura 12d,

e).
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Figura 12. La inyeccion intranigral de LPS disminuye bilateralmente las células
TH (+) y sus ramificaciones en la SNpc y el estriado. (a) Micrografias
representativas del mesencéfalo procesadas con inmunohistoquimica TH. Los
paneles laterales muestran una amplificaciéon 20X de la SNpc correspondiente.
(b) Conteo de neuronas y (c) cuantificacién de la densidad de area en la
sustancia negra. (d) Micrografias representativas del estriado procesadas con
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inmunohistoquimica TH y (e) sus medidas de densidad de area. Se utiliz6 el
software ImageJ v.1.46r (National Institutes of Health, Bethesda, MD) para
cuantificar las neuronas y la densidad de area de las ramificaciones. Barra de
escala es de 50 um para las micrografias (a) y 1 mm para las micrografias (d).
Los valores son la media + SEM de tres niveles anatomicos (n = 3 ratas
independientes por condicion experimental). El asterisco (*) compara los
grupos de LPS con su respectivo grupo mock en ambas SN (****) p < 0.0001,
(***) p = 0.0007 (*) p = 0.003. El simbolo (Q) compara el efecto de LPS en el
lado ipsilateral con el del lado contralateral. ANOVA unidireccional y post hoc
de Tukey, p = 0.0087.

7.8 Comportamiento motor y déficit sensoriomotor en
el dia 30 después de la inyeccion intranigral de
LPS.

Se realizaron cuatro pruebas independientes de comportamiento motor que
mostraron el déficit fisiolégico de la neurodegeneracion nigroestriatal
dopaminérgica inducida por LPS [68]: la prueba de caminata sobre viga para
evaluar la coordinacion motora y el equilibrio y la asimetria en el uso de las
extremidades (“cilindro") para evaluar asimetria locomotora, la prueba de
colocacién de extremidades anteriores evocada por vibrisas para evaluar la
asimetria en la corteza sensoriomotora y el estriado, y la prueba de campo
abierto para analizar cambios en la locomocién. Las evaluaciones se llevaron
a cabo en cuatro grupos de ratas: (1) no tratadas (Nt), (2) mock, y en los dias
(3) 15y (4) 30 después de la administracion de LPS (Figura 13).

La prueba de la viga revelo que las ratas lesionadas con LPS tardaron mas
tiempo en cruzar la viga en los dias 15 (17,5 + 6,5s) y 30 (16,5 + 6,5 s) en
comparacion con el grupo mock (en los dias 15,6,5+25sy 30,85+ 1,5s;
ambos p = 0,0001) y el grupo Nt (en el dia 15,9,5+35syeneldia30,9+1
s). Ademas, las ratas lesionadas con LPS cometieron mas errores en la
marcha en el dia 15 (15,5 + 6,8 resbalones) y 30 (16 * 6 resbalones) que el
grupo Mock (en el dia 15, 2,5 + 1,5 resbalones y en el dia 30, 2,5 £+ 1,5
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resbalones; p =0,0001) y las ratas Nt (en el dia 15, 3 + 2 resbalones y en el
dia 30, 2,5 + 1,5 resbalones) (Figura 13b).

La prueba del cilindro mostré que las ratas inyectadas con LPS presentaron
asimetria locomotora en el uso de sus extremidades anteriores en los dias 15
(67,5 £ 7,5%) y 30 (69,4 + 9,45%) en comparacion con las ratas Nt y mock (p
< 0,0001), que mostraron un uso igual (50%) de sus extremidades anteriores
(Figura 13c).

La prueba de colocacion de extremidades anteriores evocada por vibrisas
mostré que el LPS caus6 una disminucion significativa (p <0,0001) en la
respuesta de colocacion de la extremidad anterolateral ipsilateral en los dias
15(5,5+2,5)y 30 (4,5 + 2,5), en comparacion con el grupo mock en el dia 15
(9,0 £ 1) y 30 (9,0 1) (Figura 13d). ElI LPS también disminuy6
significativamente (p < 0.0001) la respuesta de los movimientos del miembro
anterior contralateral en los dias 15 (0.5 + 0.5) y 30 (1.0 £ 0.5) después de la
lesion en comparacion con el grupo mock en los dias 15 (9.5+ 0.5)y 30 (9 +
1.0) (Figura 13e). El LPS caus6 una disminucién significativa en el tiempo de
movilidad de las ratas en el dia 15 después de la lesién LPS (71.5 £ 51.5s; p
< 0.0001; Figura 13f) en comparacion con el grupo mock (172 + 39 s). En ese
dia, por el contrario, el LPS aument6 significativamente el tiempo de
inmovilidad de las ratas (232 + 48 s; p < 0.0001; Figura 13g) en comparacion
con el grupo mock (123 £ 34 s). En las cuatro pruebas de comportamiento, el
grupo mock no presenté diferencias significativas con el grupo Nt.

Figura 13. La inyeccion intranigral de LPS provoca déficits en el
comportamiento motor y sensoriomotor en los dias 15 y 30 después de la
inyeccion. Se evaluaron las ratas con la prueba de la viga para medir (a) el
tiempo de recorrido y (b) el nUmero de errores por paso. (c) El uso de las
extremidades anteriores se midi6é con la prueba del cilindro para determinar la
asimetria motora. El déficit sensoriomotor se evalué a través de la respuesta
evocada por las vibrisas en la colocacion de la extremidad anterior ipsilateral

(d) y contralateral (e). La actividad locomotora se cuantifico utilizando la prueba
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de campo abierto mediante el tiempo de movilidad (f) y el tiempo de inmovilidad
(g). Los datos se expresan como la media £ SEM (n = 6 ratas independientes
por tiempo y condicion experimental). El asterisco (*) compara los grupos de
LPS con los grupos mock y Nt. ANOVA unidireccional y post hoc de Tukey,
(****) p < 0.0001, (***) p = 0.0001.
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8. Discusion
Este estudio confirma resultados previos en los que la administracion de una
Unica dosis de LPS en la SNpc desencadena neuroinflamacion local aguda
[55] y proporciona nuevos hallazgos que consisten en la induccion de
astrocitos Al neurotdxicos, la activacion de la via del inflamasoma NLRP3 y el
deterioro mitocondrial que, en conjunto con la activacion de la microglia,
conducen a la neurodegeneracién del sistema nigroestriatal y a déficits
sensoriomotores. Otro hallazgo novedoso reportado en este trabajo fue la
neuroinflamacion que se propagd al lado contralateral (no inyectado),
causando deterioro mitocondrial y neurodegeneracién del sistema
nigroestriatal. Nuestros resultados refuerzan ain mas la idea de que la
neuroinflamacion aguda puede conducir a la neurodegeneracion, ayudando a
explicar la fisiopatologia de variantes parkinsonianas independientes de a-

sinucleinopatia [77].

Anteriormente, mostramos que la microglia responde al estimulo de LPS en
tiempos tempranos como es a partir de las 0.2 horas post-inyeccion, liberando
citocinas proinflamatorias y adquiriendo una morfologia fagocitica que resulta
ser mas evidente a los 7 dias después de la inyeccion del LPS [55].
Interesantemente en este estudio encontramos que a tiempos tardios como es
los 30 dias post-inyeccion, la cantidad de células microgliales disminuye
acercandose a los niveles basales en ambos hemisferios, lo que podria sugerir
control y contencién ante la posible propagacién de la respuesta inflamatoria

(mecanismo antiinflamatorio celular).

Ademas, demostramos que la activacion de la microglia y la produccion de
citocinas proinflamatorias preceden a la astrocitosis reactiva en la SN [55]. Por
lo tanto, los astrocitos A1l neurotéxicos mostrados aqui podrian ser inducidos
por la microglia activada previamente [9]. De acuerdo con informes anteriores
[9, 78], también confirmamos que el LPS induce astrocitos neurotroficos A2,
positivos para S100A10 y GFAP, lo que sugiere nuevamente la activacion de

mecanismos antiinflamatorios como una respuesta biolégica para contener y
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controlar el dafio. En consecuencia, después de la estimulacién con LPS, la
proteina S100A10 en complejo con la proteina de unién a Ca?*/lipidos anexina
A2 (complejo anexina A2-S100A10) [79] inhibe la proliferacién astrocitica y
modula la activacion del inflamasoma, asi como las citocinas liberadas en el
SNC [80]. Sin embargo, el efecto perjudicial del LPS prevalecié a pesar de la
presencia de los astrocitos A2 neurotréficos, como se muestra aqui y por otros
autores [81-83]. Lo anterior sugiere que el mecanismo neurotrofico endégeno
necesita un refuerzo adicional para superar el efecto neurotdxico de los
astrocitos A1[84-86].

Interesantemente nuestros resultados muestran que la neuroinflamacion
implica la activacion, proliferacion y muy probablemente la migraciéon de
microglia y astrocitos al sitio de dafio como la indica la literatura, debido a que
son los reguladores clave del proceso inflamatorio en el SNC, coexistiendo
como una poblacion heterogénea de fenotipos neurotdxicos vy
neuroprotectores (M1, M2, Al y A2)[87].

Recientemente ha sido demostrado que el inflamasoma NLRP3 de la microglia
juega un papel critico en la induccién de astrocitos reactivos neurotoxicos Al
a traveés de la liberacion de una mezcla de citocinas que involucran la via NF-
kB y la activacion rio abajo de la caspasa-1 [88]. En consecuencia, el LPS
indujo la activacion del inflamasoma NLRP3 y la caspasa-1 y el posterior
procesamiento de IL-1B solo en la SN ipsilateral, lo que explica la activacién
de astrocitos reactivos neurotoxicos Al. Como hipoétesis para explicar la
neurodegeneracion dopaminérgica en el lado contralateral, en ausencia de la
activacion del inflamasoma NLRP3, proponemos que las células activadas de
la microglia aumentan la liberacion de moléculas inmunomoduladoras
perjudiciales para inducir astrocitos reactivos neurotéxicos Al [46]. Las células
de microglia podrian ser el candidato mas plausible para propagar la
neuroinflamaciéon en el lado contralateral ya que estas células son altamente
dinamicas, distribuibles y capaces de monitorear el cerebro en poco tiempo

[89, 90]. Por lo tanto, la neurodegeneracion del sistema nigroestriatal
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contralateral encontrada en el dia 30 después de la administracion de LPS
podria ser resultado de la accidn directa de astrocitos reactivos neurotéxicos
Al, células de la microglia activadas y la pobre contribucion neurotréfica de
astrocitos reactivos A2. Aunado a lo anterior es importante comprender que la
relacion entre estas células gliales activadas es complicada, y que la
distribucion fenotipica puede cambiar en funcion de la progresion de las

enfermedades neurodegenerativas.

Cada vez hay mas evidencia que respalda el papel patoldgico del inflamasoma
NLRP3 en la neurodegeneracion, basado en una asociacion mutua con la
disfunciébn mitocondrial [91-94], la cual se correlaciona con la
neurodegeneracion en ratas parkinsonianas con a-sinucleopatia [75]. En
consecuencia, hemos demostrado aqui que la disfuncion del complejo |
mitocondrial y la activacion de NLRP3 coincidieron en la fase temprana de
neuroinflamacion inducida por LPS y con un aumento del estrés

nitrosativo/oxidativo, como se demostro previamente [55].

Los ROS mitocondriales (ROSmt) y el ADN mitocondrial (ADNmt) liberados
por las mitocondrias dafiadas [92] funcionan como sefiales moleculares
asociadas al dafio (DAMPs) (Figura 14), que, al igual que los PAMPSs, son
reconocidos por los PRR [24] y desencadenan cascadas de sefializacion que
inducen la respuesta inflamatoria [24, 27] mediante la produccion de interferén
de tipo | (IFN) y citocinas proinflamatorias [38]. La activacion de la caspasa 1
resulta en la liberacion de IL-1B e IL-18, siendo la produccion de IL-13
fundamental en el desarrollo de la respuesta inflamatoria y también puede
iniciar la activacion de mediadores inflamatorios secundarios, como IL-6 y la
proteina C reactiva. De esta manera, la activacion continua del inflamasoma
NLRP3 incrementa la liberacion de nuevos DAMPs, creando un ciclo de
retroalimentacion que amplifica la respuesta inflamatoria [36-38]. Nuestros
resultados sugieren gque todos estos eventos tempranos pueden llevar a la

neurodegeneracion del sistema nigroestriatal dopaminérgico y al déficit
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sensoriomotor. Es necesario corroborar si también existe un deterioro del

metabolismo mitocondrial e identificar la linea neuronal afectada.

Anteriormente se propuso que existe una neurodegeneracién dopaminérgica
basada en la reduccion de células TH (+) en la SNpc encontrada en el dia siete
después de la neuroinflamacion inducida por LPS [55]. Aqui, mostramos que
persisti6 hasta los 30 dias y que también ocurri6 en la SNpc del lado
contralateral y en ambos nucleos: substancia negra y estriado. Ademas, las
células TH (+) nigrales restantes de ambos hemisferios también fueron
positivas para 3-Gal, un producto enzimatico de la B-Galactosidasa asociada
a la senescencia (SA-B-gal) [95, 96], mostrando asi neuronas dopaminérgicas
senescentes. Dado que la disfuncibn mitocondrial desencadena la
senescencia neuronal a través del estrés oxidativo (Figura 14), [97, 98],
sugerimos que el deterioro de las mitocondrias podria estar involucrado en la
senescencia inducida por LPS de las neuronas dopaminérgicas. Esta
sugerencia es respaldada por la evidencia en la que la administracion
sistémica de LPS desencadena una disfuncion mitocondrial asociada con
lesiones en neuronas dopaminérgicas y alteraciones sensoriomotoras [99]. Sin
embargo, deben realizarse estudios de colocalizacion para demostrar
sélidamente que el deterioro mitocondrial y el estrés oxidativo ocurren en

neuronas dopaminérgicas senescentes.

Ademas, se demostrd que los astrocitos Al también pueden interrumpir la BHE
al liberar mediadores proinflamatorios, incluyendo TNF-a y varias quimiocinas
[100], que promueven la infiltraciébn de leucocitos [55, 101]. En este trabajo,
documentamos que la inmunorreactividad de los terminales podociticas de
astrocitos neurotoxicos Al es mas evidente en el lado ipsilateral que en el
contralateral, lo que sugiere una alteracion importante de la BHE en el
hemisferio ipsilateral. Este desequilibrio puede explicar la predominancia de la
neurodegeneracién en el sistema nigroestriatal ipsilateral. Estos resultados
nos sugieren que mejorar la disfuncion astrocitica es un enfoque terapéutico

prometedor para modular las funciones de la BHE y tratar enfermedades
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neuroldgicas [100]. Una estrategia apunta a bloquear la transformacion
mediada por microglia de los astrocitos hacia un fenotipo A1 mediante el
agonista del receptor del péptido similar al glucagén-1 (NLYO1l que se
encuentra en investigacion clinica) [82]. Otra consiste en exosomas derivados
de células madre mesenquimales que permiten suprimir la activacion de
astrocitos A1 mediante la regulacion a la baja de la subunidad de fosforilacién

NF-p65, como se demostrd en la lesion de la médula espinal [102, 103].

Por el contrario, la excitacion de vias de sefalizacion especificas en los
astrocitos A2 puede disminuir el deterioro cognitivo; por ejemplo, se demostro
que la terapia con insulina mejora la competencia mental de los pacientes con
enfermedad de Alzheimer debido a la activacion del receptor de insulina en los
astrocitos A2 [104, 105]. Asimismo, los receptores 5-HT1A de la serotonina
aceleran la expresion de moléculas antioxidantes por los astrocitos A2 en un
modelo de raton Parkinsoniano, en el que un agonista del receptor 5-HT1A,
el compuesto 8-OH-DPAT, protege las neuronas dopaminérgicas [106]. Todos
estos hallazgos sugieren que el cambio de los astrocitos de un fenotipo Al a
un fenotipo A2 puede tratar potencialmente  enfermedades

neurodegenerativas.
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9. Conclusién

Este estudio confirma que una uUnica administracion de LPS en la SN
desencadena proceso neuroinflamatorio y demuestra que la neuroinflamacion
se propaga a la SN contralateral. En ambos hemisferios se desencadenaron
fenbmenos nocivos, como la activacidon microglial y de astrocitos Al, y
activacion de la via del inflamasoma NLRP3, que se acompafaron de la
disfuncion del complejo | mitocondrial. Debido a la vulnerabilidad de las
neuronas dopaminérgicas, los eventos neuroinflamatarios causaron la
neurodegeneracion del sistema nigroestriatal bilateral manifestada por
senescencia neuronal y decremento del marcador TH. ElI grado de
neurodegeneracion bilateral del sistema dopaminérgico nigroestriatal
alcanzado a los 30 dias post-LPS detond déficits sensoriomotores. Los
astrocitos A2 neurotroficos, aunque presentes, no pudieron contrarrestar el

efecto neurotdxico del LPS.

Por lo tanto, la administracion intranigral de LPS es un modelo adecuado para
evaluar moléculas antiinflamatorias para proponer nuevas vias terapéuticas

contra la EP.
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Figura 14. Resumen esquematico de los eventos moleculares identificados
durante la neuroinflamacion inducida con LPS en la SN de la rata. 1) Uni6n de
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nuclear. 3) Expresion y sintesis de NLRP3. 4) Ensamble de NLRP3, 5) Dafio
mitocondrial, 6) Activacion de caspasa 1. Imagen creada con la aplicacion
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10.Perspectivas

Evaluar los mecanismos responsables de la activacién de astrocitos

neurotéxicos Al y de astrocitos neurotréficos A2.

Cuantificar ambos fenotipos y estudiar la posible presencia de astrocitos
con fenotipos distintos, su distribuciébn y sus cambios a largo del

proceso inflamatorio.

Estudiar marcadores de senescencia en astrocitos y microglia.

Evaluar la actividad lisosomal de las neuronas senescentes.

Bloquear la activacion de astrocitos Al y evaluar la neurodegeneracion

subsecuente.

Evaluar factores neurotroficos antiinflamatorios para demostrar el

potencial neuroprotector contra la neurodegeneracion.
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