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Introduccion

1.- LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

1.1.- Generalidades

La enfermedad de Parkinson (EP) es el segundo trastorno
neurodegenerativo mas frecuente después de la enfermedad de Alzheimer (EA).
Presenta una prevalencia del 1% en la poblacidn superior a los 60 afios y hasta un
3% en sujetos de 80 afios o mas. La incidencia de la EP es de 8 a 18 por 100.000

personas al afio (Rodriguez-Oroz et al., 2009; Lee and Gilbert, 2016).

La primera descripcion de la enfermedad fue realizada por James Parkinson
en 1817 en su monografia titulada «An essay on the shaking palsy» (Parkinson,
1817). En dicho ensayo, el autor describe 6 pacientes que él mismo habia
observado por las calles de Londres y que presentaban temblor de reposo y
alteraciones en la marcha. Parkinson, entre otros, también relaté la tendencia a las

caidas y alteraciones en el lenguaje.

Unos afios mds tarde, Trousseau contribuy6 a cambiar el concepto de la EP
describiendo clinicamente la enfermedad e incluyendo el concepto de rigidez al
conjunto de signos observados por Parkinson. Ademas, atribuy6 los defectos de la
marcha a las alteraciones posturales (Trousseau, 1861). Charcot amplié mas tarde
esta descripcion diferenciando el temblor parkinsoniano del temblor esencial, y
describi6 los cambios mentales como signos propios de la enfermedad (Charcot,

1880; Charcot, 1892).

A partir de estas descripciones originales, el espectro clinico de la EP se ha
enriquecido notablemente hasta la actualidad, ya que se reconocen, ademas de las
motoras, numerosas manifestaciones no motoras (Postuma et al, 2015). Sin
embargo, los signos motores cardinales descritos inicialmente persisten como base
esencial del cuadro clinico y, de hecho, siguen siendo necesarios para su

diagndstico.

En relacién a su etiopatogenia, en 1919, Tretiakoff descubri6 la pérdida de
células pigmentadas en la sustancia negra pars compacta (SNpc) del cerebro de
pacientes con EP y reafirmé los hallazgos de Heinrich Lewy sobre los cuerpos de

inclusion eosinéfilos que habia observado en el citoplasma de dichas células. Afios
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después, Hornykiewicz fue pionero en sugerir que en la EP tenia lugar una pérdida
dopaminérgica estriatal (Holzer and Hornykiewicz, 1959), lo que llevé a ensayar el
efecto de la administraciéon del precursor de la dopamina (DA) L-3,4
dihidroxifenilalanina (L-DOPA), convirtiéndose, hasta hoy dia, en el tratamiento

estdndar para esta enfermedad (Laloux et al., 2017).

1.2.- Caracteristicas clinicas

La EP se caracteriza clinicamente por la presencia de temblor de reposo,
rigidez y acinesia (DeMaagd and Philip, 2015). Estas manifestaciones motoras,
denominadas signos cardinales de la enfermedad, se presentan como consecuencia
de la denervacién dopaminérgica del estriado provocada por la degeneracion de
las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y, en menor medida, del area tegmental
ventral (VTA) mesencefalica. Esta denervacidon estriatal provoca una disminucion
en la concentracion de DA, principalmente en la region dorsolateral y posterior del
putamen, afectando asi directamente a la subregion que participa en el circuito
motor y que explica en gran medida el origen de los signos cardinales (Rodriguez-
Oroz et al.,, 2009). Sin embargo, con la progresion de la enfermedad surgen otra
serie de manifestaciones motoras, como el bloqueo de la marcha o el desequilibrio,
y otras no motoras tales como alteraciones autonémicas, del suefio, y trastornos

cognitivos (Rodriguez-Oroz et al., 2009; DeMaagd and Philip, 2015).

1.2.1.- Aspectos motores

La enfermedad presenta un inicio asimétrico, con signos unilaterales en una
extremidad, expresandose como torpeza para los movimientos finos, arrastre de
un pie al caminar, tensién o dolor, o temblor de reposo intermitente.
Gradualmente, se va afectando la extremidad ipsilateral y, posteriormente, el
hemicuerpo contralateral. Desde el inicio de la enfermedad, existe generalmente
una afectacion axial en forma de hipomimia facial, disminuciéon del parpadeo o
hipofonia (debilidad anormal del volumen o timbre de voz) (DeMaagd and Philip,

2015; Postuma et al.,, 2015).
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El temblor de reposo es un signo inicial en aproximadamente un 70% de los
pacientes. Suele afectar a una extremidad superior con predominio neto distal, por
lo que se ha descrito fenomenoldgicamente como «contar monedas». También
puede aparecer en el mentén o en las extremidades inferiores. Aumenta con las
maniobras que exigen mayor concentracion (contar, toma de decisiones) o con el
estrés. Desaparece al inicio de un movimiento voluntario con la extremidad afecta

y durante el sueio (Postuma et al., 2015).

La rigidez es una resistencia aumentada y constante a la movilizacién pasiva
de la extremidad, que presenta aumentos y disminuciones regulares en su
intensidad (Valls-Solé and Valldeoriola, 2002) y que se denomina «rigidez en rueda
dentada». Esta rigidez aumenta o se induce por movimientos de otras partes del
cuerpo (conocido como signo de Froment) o por otras maniobras como hablar o
contar en silencio (Broussolle et al., 2007). Ambos grupos musculares flexores y
extensores estan implicados, pero los musculos flexores de las extremidades se
ven mas afectados. El aumento de la resistencia depende de la velocidad y es mas

notorio cuando la articulacién examinada se estira lentamente.

Bajo el término acinesia se engloban la bradicinesia y la hipocinesia, que
son los signos generalmente mas incapacitantes de la EP. La bradicinesia es la
lentificacién de los movimientos voluntarios, incluyendo el inicio del mismo y su
ejecucion (Valls-Solé and Valldeoriola, 2002) y una reduccién progresiva de su
amplitud hasta el cese completo durante movimientos simples repetitivos. La
realizacion de movimientos secuenciales o simultaneos se ve seriamente
perturbada y frecuentemente obstaculizada (Rodriguez-Oroz et al, 2009). La
hipocinesia consiste en una frecuencia y amplitud reducidas del movimiento
espontaneo, que es particularmente notable en los movimientos automaticos. Las
manifestaciones tipicas son la reduccion de la frecuencia de parpadeo y la
expresion facial, la ausencia o reduccidon del braceo al caminar y la ausencia de
movimientos asociados durante las actividades de la vida diaria (Rodriguez-Oroz
et al., 2009). Los pacientes con EP tienen un aumento importante del tiempo de
movimiento que afecta tanto a movimientos simples (movimiento balistico) como
a movimientos complejos (secuenciales o simultaneos). El trastorno es mayor

cuanto mas complejo es el movimiento, ya que, ademas de existir un aumento en el
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tiempo de ejecucion de cada secuencia motora, también se encuentra
incrementado el intervalo entre los movimientos. Asi, estas anomalias estidn mas
acentuadas en el caso de que varios movimientos se hagan de forma paralela,
donde la simultaneidad es practicamente imposible, ya que han perdido este

automatismo motor y, por tanto, realizan los movimientos de forma secuencial.

El dltimo aspecto motor que destaca en estos pacientes es la alteracién
postural y de la marcha. Presentan una anteflexion del tronco y cuello junto con
flexion de codos, rodillas y caderas. Caminan con pasos cortos, arrastrando los pies
y con dificultad en la iniciacién y giros («imantacion»), siendo esta ultima una
manifestacion de estadios mas avanzados de la enfermedad. Otros signos también
frecuentes en la evolucién de la enfermedad son la dificultad para deglutir el
alimento (disfagia) y los trastornos del habla (disartria), que pueden llegar a ser

muy incapacitantes.

1.2.2.- Aspectos no motores

Como se ha mencionado anteriormente, el cuadro clinico de la EP no solo se
limita a los aspectos motores, sino que en los Ultimos afios se han descrito un
amplio abanico de aspectos no motores. Entre ellos, la disfuncién autonémica
(Crespo-Burillo and Alarcia-Alejos, 2015), el deterioro cognitivo y la demencia
(Delgado-Alvarado et al., 2016), trastornos psiquiatricos como la depresién, la
apatia y la ansiedad (Reijnders et al, 2008; Pagonabarraga et al., 2015), las
alucinaciones (Frei and Truong, 2017), los trastornos del ciclo suefio-vigilia
(Chahine et al,, 2016) y los trastornos sensitivos (Patel et al., 2014) son los mas
comunes. Con excepcion del deterioro cognitivo, la demencia y las alucinaciones,
que acontecen en fases mas avanzadas de la enfermedad, la EP presenta una fase
prodrémica prolongada durante la cual pueden definirse algunos de estos
sintomas no motores, que pueden preceder a los signos motores cardinales en
afios e incluso en décadas (Goldman and Postuma, 2014). En esta fase premotora,
los pacientes pueden presentar alteraciones gastrointestinales (estrefiimiento), asi

como alteraciones del suefio REM, apatia, fatiga y pérdida de olfaccién (Braak et al.,
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2003; Goldman and Postuma, 2014) y que se ha sugerido que podrian ser sintomas

mas precoces de la enfermedad (DeMaagd and Philip, 2015).

Aunque por lo general no se consideraban especificas de la enfermedad,
dichas alteraciones no motoras han ido cobrando relevancia en las ultimas
décadas, tanto porque pueden ser marcadores prodréomicos de la enfermedad
(Postuma and Berg, 2016), como porque se intensifican conforme esta progresa,
contribuyendo directamente al deterioro de la calidad de vida de los pacientes con
EP. De hecho, un 28% de los pacientes indicaron en un estudio que las alteraciones

no motoras eran mas incapacitantes que las motoras (Barone et al., 2009).

1.3.- Anatomia patoldgica

El marcador anatomopatolégico que define la EP es la presencia de
inclusiones citoplasmaticas esféricas, hialinicas y acidoéfilas, conocidos como
cuerpos de Lewy (CL) y descritos por primera vez en 1912 por Foster y Lewy en el
tronco cerebral (Lewy, 1912). Estas inclusiones estan constituidas por una
acumulacién de proteinas con plegamiento patoldgico, que los sistemas celulares
de degradacion y reparacién no consiguen eliminar. Estdn compuestos
principalmente por las proteinas a-sinucleina (a-sin), ubiquitina y proteinas de
neurofilamento (Spillantini et al., 1997; Irizarry et al., 1998) y poseen tres capas
eosindfilas: un nucleo, un cuerpo y una aureola. Estos acumulos aparecen
principalmente en la SNpc y en el locus coeruleus aunque también se han
observado en otras estructuras cerebrales como el nucleo basal de Meynert,
hipotalamo, nucleos del rafe e incluso corteza motora, asi como el sistema nervioso

auténomo (Braak et al., 2003).

El estudio de la extension de la patologia tipo Lewy por diversas estructuras
del cerebro dio lugar al sistema de estadiaje de Braak y colaboradores (Braak et al.,
2003). En su trabajo, sugieren que la patologia tipo Lewy comienza en el nucleo
motor dorsal del vago y el bulbo olfatorio y va afectando progresivamente con la
evolucion de la enfermedad a otras areas del tronco del encéfalo como la SNpc,

marcando el inicio de la fase sintomatica de la EP. Es una propagacién caudo-
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rostral, la cual finalmente afectaria a diversas areas corticales. Posteriormente, se
planted si el proceso degenerativo podria comenzar fuera del sistema nervioso
central (SNC), ya que se han encontrado inclusiones de oa-sin en ganglios
simpaticos y parasimpaticos, médula adrenal, tracto gastrointestinal y
genitourinario y piel de pacientes con EP (Hishikawa et al, 2001; Braak et al,,
2006, 2007). Estas observaciones han dado lugar a la «dual hit hypothesis», por la
cual se especula que un patoégeno desconocido entraria en el sistema nervioso a
través del bulbo olfatorio o del plexo entérico y, de manera progresiva, se irian
afectando estructuras centrales. Sobre esta linea de hipotesis, en los ultimos afios
se especula con la posibilidad de que la a-sin patolégica pueda transmitirse entre
células tanto del sistema nervioso periférico (SNP) al central, como dentro del
propio SNC. Una de las primeras observaciones que apoyaba esta hipotesis fue el
hallazgo de inclusiones de a-sin en células mesencefalicas fetales que habian sido
trasplantadas a pacientes con EP (Li et al., 2008). Mas recientemente, varios
estudios han demostrado que las fibrillas de a-sin recombinante son capaces de
introducirse en neuronas en cultivo, de inducir la formacién de agregados de a-sin
y, finalmente, de provocar muerte neuronal (Wu et al, 2019). Ademas, la
inoculacién intraestriatal de fibrillas preformadas de a-sin en ratones wild type
(WT) indujo la agregacién de a-sin endogena en otras regiones como la SNpc y el
cortex (Luk et al., 2012). Incluso se ha comprobado que inoculando extractos
purificados de CL de pacientes con EP en la SN o el estriado de ratones y macacos,
se inducia el acimulo de a-sin patoldgica y la degeneracion nigroestriatal
(Recasens et al,, 2014). Estas evidencias hacen que se haya hipotetizado sobre la

posible transmisibilidad de la a-sin entre células.

Estos agregados proteicos no son exclusivos de la EP, pudiendo observarse
en otras enfermedades neurodegenerativas como la demencia por CL o la atrofia
multisistema (Peelaerts et al., 2018); ni todos los pacientes con EP los presentan,
ya que hay formas genéticas de EP en las que estdn ausentes (Schneider and

Alcalay, 2017).
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1.4- Etiologia

A pesar del tiempo transcurrido desde la primera descripcién de la EP, la
etiologia de la enfermedad sigue siendo desconocida en la mayoria de casos. En su
etiopatogenia, se postula una compleja interacciéon entre factores ambientales
presumiblemente toxicos y factores genéticos en el contexto del envejecimiento.
Solo una minoria de casos se debe a causas genéticas o medioambientales
claramente definidas. En la mayoria de los casos se trataria de una interaccién
entre varios genes, el efecto modificador de alelos de susceptibilidad, la influencia
de agentes medioambientales sobre la expresion de los genes y los cambios
moleculares, estructurales, celulares y funcionales propios del envejecimiento

(Kalinderi et al.,, 2016; Kim and Alcalay, 2017).

1.4.1.- Factores ambientales

Antes de la descripcion de las primeras formas genéticas de EP, se
consideraba que su etiologia se relacionaba con alteraciones en la funcién
mitocondrial primaria o secundaria a tdéxicos ambientales. Estudios
epidemioldgicos asociaban una mayor incidencia de EP al ambito rural y al uso de
sustancias con accién sobre la cadena respiratoria mitocondrial o el sistema
ubiquitina-proteasoma (UPS) presentes en pesticidas, herbicidas y algunos
alimentos (Pang et al., 2019). Ademas, algunos agentes neurotdéxicos exdgenos
como el monéxido de carbono o metales pesados se asociaban a la EP. Esto se vio
reforzado tras observar que la exposicion a 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), un neurotéxico que inhibe el complejo I de la cadena
respiratoria mitocondrial, inducia la muerte de neuronas dopaminérgicas de la
SNpc, remedando la sintomatologia clinica de la EP (Langston and Ballard, 1984).
Mas tarde, se demostré que la exposiciébn a otras sustancias quimicas con
capacidad similar para inhibir el complejo I mitocondrial (pesticidas como el
paraquat o la rotenona), causaban también parkinsonismo. Estos toxicos producen
una alteracion en el potencial de membrana mitocondrial y una disminucién en la
produccion de adenosin trifosfato (ATP), lo que se asocia con un incremento de los

niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales libres citoplasmaticos
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(Huang et al,, 2016), que llevan a la muerte celular. La evidencia actual establece
una asociacion positiva entre la exposicién a pesticidas y el riesgo de padecer EP,
indicando que los factores ambientales juegan un papel relevante en casos de EP

con inicio tardio (Kalia and Lang, 2015).

Aunque diversos estudios epidemiol6gicos han intentado detectar factores
ambientales potencialmente de riesgo, a su vez, también han descubierto factores
que podrian disminuir el riesgo de desarrollar la enfermedad, como son el
consumo de tabaco y de café. Los mecanismos exactos detras de estas asociaciones
no se conocen, pero el café y el humo del cigarrillo contienen compuestos como la
cafeina y la nicotina, respectivamente, posiblemente neuroprotectores. Estos
compuestos se unen a los receptores de adenosina A, que serian los que median
dichos efectos neuroprotectores (Scheperjans et al., 2015). Ademas, el tabaquismo
y el consumo de café afectan la composicion del microbioma intestinal,
favoreciendo la proliferacién de algunas bacterias como Bifidobacterium, con

propiedades antiinflamatorias (Derkinderen et al., 2014).

1.4.2.- Factores genéticos

Un afio después del descubrimiento del primer locus implicado en la EP
(PARK1), se identifico, por el mismo equipo, el gen SNCA (Polymeropoulos et al,,
1997), de herencia autos6mica dominante y que codificaba para la proteina a-sin,
que posteriormente se comprob6 que era el componente mayoritario en los CL

(Spillantini et al., 1998).

Las duplicaciones y triplicaciones de este gen son uno de los factores de
riesgo mas importantes en la EP familiar (Taguchi et al, 2017). Estas
multiplicaciones se asocian con un parkinsonismo de inicio temprano que cursa
con demencia precoz. La primera mutacion en este gen que se asoci6 con la EP fue
la A53T. Desde entonces, se han identificado otras mutaciones como la A30P,
E46K, H50Q, G51D y A53E. Asimismo, estudios de asociacién de todo el genoma

(en inglés, Genome-Wide Association Study, GWAS) han demostrado que los
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polimorfismos de un solo nucleétido en este gen también aumentan el riesgo de

desarrollar EP esporadica (Koprich et al., 2017).

Posteriormente, se han identificado otros genes asociados a la EP (Sekiyama
et al.,, 2014), por lo que el factor genético ha cobrado mayor relevancia, si bien

representa una proporcién minoritaria (<10%) de pacientes con EP.

Las formas genéticas dominantes mas comunes de la EP comprenden
mutaciones en el gen que codifica la proteina Leucine-Rich Repeat Kinase 2
(LRRK2). LRRKZ codifica una proteina quinasa grande y compleja que consta de
multiples dominios bien conservados. Esta presente en gran parte en el citoplasma,
pero también se asocia con la membrana externa mitocondrial. Se han sugerido
multiples funciones para LRRK2 (Esteves et al., 2014), que incluyen andamiaje de
proteinas, union a sustratos, fosforilacion de proteinas (como la a-sin) y
modulacion de la autofagia mediada por chaperonas (CMA) (Orenstein et al,

2013), mecanismo que puede causar la agregacion de a-sin.

Han sido identificadas al menos 6 mutaciones patégenas de esta proteina
(G2019S, R1441C/G/H, 12020T y Y1699C) (Zhao et al.,, 2018). Entre ellas, la mas
comun es la G2019S, que se presenta tanto en formas familiares como esporadicas
de la enfermedad. Los sintomas clinicos y la neuropatologia de la EP asociada a
mutaciones en LRRKZ generalmente son indistinguibles de la EP idiopatica, si bien
los pacientes con mutaciones diferentes a G2019S (R144C, Y1699C, 12020T)
pueden no tener patologia con CL y, a veces, presentan ovillos neurofibrilares de
tau (Bae and Lee, 2015). Estas mutaciones pueden llegar a representar hasta un
40% de los casos familiares de EP en ciertas regiones, como el Pais Vasco, en
Espafa (sustitucion R1441G) (Ruiz-Martinez et al.,, 2010) y en torno a un 15% en
algunas etnias, como los Judios Ashkenazis (sustitucion G2019S) (Lee et al., 2017).
Los pacientes con mutaciones en este gen presentan una neuropatologia de la
enfermedad muy variable, aunque en todos ellos son observables los signos

cardinales de la EP (Bouhouche et al., 2017).

Por otro lado, se han descrito varios genes de herencia autosémica recesiva
implicados en la patogénesis de la enfermedad. Entre estos destacan: el gen PARKZ

o gen de la parkina, que codifica para una ubiquitin ligasa E3 que ubiquitina las
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proteinas mitocondriales para ser degradadas por el sistema UPS en respuesta al
dafio mitocondrial (Foote and Statsyuk, 2018); PINK1, que codifica para una serina
treonina quinasa que marca a la mitocondria para degradarla por mitofagia (Sen et
al, 2015); y PARK7, que codifica para el oncogén DJ]-1, una chaperona que actia
como sensor del estrés oxidativo (Biosa et al., 2017). Todos ellos producen casos
de inicio precoz y herencia autosémica recesiva homocigota o heterocigota
compuesta (Kasten et al., 2018), pero sin presencia de agregados de a-sin ni CL en
el tejido post mortem en la mayoria de los casos. El fenotipo clinico observado con
estas tres mutaciones es muy similar (Kalinderi et al, 2016; Kim and Alcalay,

2017).

Se ha descrito en los ultimos afios una gran prevalencia a nivel mundial de
mutaciones en el gen que codifica la proteina glucocerebrosidasa (GBA) en
pacientes con EP. En homocigosis, las mutaciones causan la enfermedad de
Gaucher, pero los sujetos con un solo alelo afectado tienen un mayor riesgo (30% a
la edad de 80 afios) de desarrollar EP (O’'Regan et al., 2017). A diferencia de otras
formas genéticas de EP, las mutaciones de GBA1 son relativamente comunes en la
poblacion general con una prevalencia que oscila entre el 2,3 y el 9,4% (Sidransky

and Lopez, 2012).

1.5.- Fisiopatologia

Los mecanismos de degeneracion y muerte de las neuronas dopaminérgicas
no son bien conocidos. La evidencia acumulada hasta la actualidad sugiere que la
etiologia de la EP es probablemente una combinacién de envejecimiento y de
multiples mecanismos patoldgicos subyacentes a la degeneracion dopaminérgica.
Estas afectan, fundamentalmente, aunque no de forma exclusiva, a la funcién
mitocondrial, la excitotoxicidad, el estrés oxidativo, la degradacion proteica por la
via del proteasoma y de la autofagia y, el mas relevantes para esta tesis doctoral, la
neuroinflamaciéon (Figura 1), que se detallard en el siguiente apartado (Athauda

and Foltynie, 2015).
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Fig. 1. Mecanismos patogénicos en la EP. Modificado de Athauda y Foltynie, 2015. Ca*+*:
Calcio; CL: cuerpo de Lewy; UPS: sistema ubiquitin-proteasoma; ROS: especies reactivas
de oxigeno; a-sin: a-sinucleina.

1.5.1.- Neuroinflamacion

Multiples lineas de investigacion sugieren que la inflamacién puede
contribuir a la degeneraciéon de neuronas dopaminérgicas y a la progresién de la
EP. Concretamente, el papel de la inflamacion en la patogenia de la EP se propuso
tras el descubrimiento por parte de McGeer y colaboradores de la presencia de
microglia activada en la SNpc y en el putamen (McGeer et al., 1988; McGeer and
McGeer, 2004), asi como en otras areas cerebrales como el hipocampo, la corteza
cingulada y la corteza temporal de cerebros de pacientes con EP (Imamura et al.,
2003). Del mismo modo, este aumento de microglia activada en la SNpc se ha

corroborado in vivo mediante tomografia por emision de positrones (PET) con el
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radiotrazador [!1C]-(R)-PK11195 (Ouchi et al., 2005; Bartels et al, 2010;
[annaccone et al,, 2013; Edison et al,, 2013; Gerhard, 2016).

Estudios epidemiolégicos retrospectivos y prospectivos también destacan
que la inflamacién puede ser importante en el inicio o la progresion de la EP

(Hirsch and Hunot, 2009).

Variaciones en el locus que codifica para el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad de clase 2 (MHC-II) se han descubierto que aumentan la
susceptibilidad a EP (Aliseychik et al., 2018). Esta proteina estd implicada en el
reconocimiento inmunoldgico y la sefializacion entre células del sistema inmune y
proteinas inflamatorias, como citoquinas y sus receptores (Holmans et al., 2013).
[gualmente, se han descrito incrementos de los niveles de citoquinas
proinflamatorias y un aumento de la expresiéon de determinados enzimas
relacionados con la inflamacién, como la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la
ciclooxigenasa 2 (COX-2) en la SNpc y el estriado de pacientes con EP (Hirsch and
Hunot, 2009; Du et al., 2016; Joers et al., 2017).

Los estudios experimentales apoyan la hip6tesis de que la neuroinflamacién
puede estar implicada en la muerte celular dopaminérgica de la EP. De hecho, la
degeneracion dopaminérgica inducida por distintas neurotoxinas como la 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) o el MPTP cursa con activacién glial y liberacién de
citoquinas (Haddadi et al, 2014; Yao and Zhao, 2018). Asimismo, en ratas, la
inyeccion intranigral de lipopolisacarido (LPS), una endotoxina derivada de la
membrana externa de las bacterias gram-negativas empleada como un potente
inductor de la via inflamatoria, causa activacién microglial y degeneracion
dopaminérgica (Reinert et al., 2014; Flores-Martinez et al., 2018). En el momento
actual, se desconoce el factor o factores que inducen la activacion de la microglia

en la EP, asi como el momento en que ocurre.

También se ha descrito un aumento de factores proinflamatorios en plasma
en pacientes con EP como son la interleuquina (IL) 6, el receptor soluble de IL-2, y
el factor de necrosis tumoral o (TNF-a). En liquido cefalorraquideo (LCR) también
se han encontrado diferencias en los niveles de IL-6, IL-1f3, IL10 y TNF-a entre

pacientes con EP y controles (Dufek et al.,, 2015; Delgado-Alvarado et al., 2017).
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Por ultimo, en tejido post mortem de pacientes con EP se ha observado, de nuevo,
un aumento de estas citoquinas proinflamatorias tanto en SNpc como en estriado,
asi como de otros intermediarios inflamatorios como iNOS y COX-2 (Mogi et al.,

2007; Hirsch and Hunot, 2009; Du et al., 2016; Joers et al,, 2017).

Por otro lado, la captura defectuosa de la DA en las vesiculas de
neurotransmisores aumenta la presencia de DA citosdlica, induciendo entre otros
factores la agregacion de la o-sin como protofibrillas, lo que conllevaria
inflamacion y la generaciéon de ROS. Esto crea un ambiente inflamatorio que
conduce a la disfunciéon y muerte neuronal (Barcia et al., 2011; Joers et al,, 2017).
Se conoce que ciertos grupos neuronales son mas vulnerables a ROS, entre los que
se encuentran las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (Buhlman, 2017), lo que

podria explicar que esta poblacion neuronal sea la mas afectada en la enfermedad.

Todos estos datos sugieren que se podria establecer un circulo vicioso en el
que la microglia aumenta la liberacién de factores proinflamatorios en respuesta al

dafio celular, lo que a su vez induciria un mayor dafio neuronal.

2.- LAS CELULAS GLIALES. MICROGLIA Y ASTROCITOS.

Las células gliales representan el 90% de las células presentes en el
parénquima del SNC. En un inicio, se denominaron nervenkitt (pegamento de los
nervios), derivando posteriormente a glia (del griego, pegamento), ya que durante
muchas décadas se mantuvo la idea de que la neuroglia solo tenia la funcién de
mantener a las neuronas unidas (Beardsley and Hauser, 2014). Sin embargo, las
células gliales son un conjunto de células muy diversas con multiples funciones y
presentes en un alto nimero en el sistema nervioso. Desde el punto de vista de la
respuesta inmune, destacan la astroglia y la microglia, que se describiran a
continuacién. En los ultimos afos, las células gliales han sido consideradas en el
estudio de los mecanismos celulares y moleculares del aprendizaje y la memoria

(Fields et al., 2014).
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2.1.- Microglia

Las células microgliales son las principales reguladoras de la respuesta
inmune innata del SNC tanto en condiciones fisioldgicas como patolégicas
(Ginhoux and Prinz, 2015). Constituyen aproximadamente el 10% de la poblacién
celular del cerebro adulto (Salter and Stevens, 2017) y el 10-15% del total de
células gliales (Greter and Merad, 2013).

Fue identificada en 1919 por el histélogo espafiol Pio del Rio Hortega
mediante el desarrollo de un método de impregnacién argéntica con carbonato de
plata amoniacal (Rio-Hortega, 1937). Por sus aportaciones, se le considera el padre
de la microglia, ya que, gracias a esta tincion, describié meticulosamente las
caracteristicas morfoldgicas basicas de la microglia, observo sus ramificaciones y

predijo su funcion fagocitica (Nayak et al., 2014).

La microglia es conocida como los macroéfagos residentes del SNC, pero a
diferencia de los macrofagos perivasculares, asi como de los astrocitos y los
oligodendrocitos, este tipo celular deriva de progenitores de origen mesodérmico
que migran al SNC desde la piamadre durante la embriogénesis temprana. Estas
células colonizan el SNC antes de su vasculogénesis (Ginhoux and Prinz, 2015).
Posteriormente, los precursores microgliales (de morfologia ameboide) se
dispersan a través del parénquima neuronal y adquieren un fenotipo distintivo
llamado «surveilling microglia» o microglia vigilante, que los distingue claramente
de los monocitos derivados de la sangre (von Bernhardi et al., 2016). Este tipo
celular, originalmente conocido como microglia en reposo, se caracteriza por un
pequefio cuerpo celular con procesos finos, largos y ramificados (Robillard et al.,
2016). Aunque se establecen de forma ubicua por el SNC, la densidad y la ubicacién
varian de unas regiones a otras. La microglia es mas numerosa en el telencéfalo,
seguido de diencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo, que contiene el menor
numero de estas células (Lawson et al.,, 1990; Savchenko et al., 2000; von Bartheld
et al,, 2016). Sin embargo, la SNpc es la region cerebral mas poblada con el 12% de
microglia (Lawson et al.,, 1990). Ademas, dentro de una misma regiéon anatémica
existen diferencias en la cantidad de microglia entre la sustancia blanca y gris
tanto en roedor como en humano. En roedores hay mas microglia en la sustancia

gris que en la blanca, mientras que en los humanos ocurre al contrario (Ma et al,,
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2017). Esto conlleva que se produzcan diferencias morfolégicas, asi como de
respuesta inmune, entre ambas zonas. Aunque las causas y las consecuencias de
esta diversidad siguen siendo objeto de especulaciéon, se cree que la
citoarquitectura de una regién del cerebro determina en gran medida la
morfologia de la microglia que reside en la misma. Por ello, ademas de diferencias
en la densidad, encontramos que la microglia de la sustancia gris y blanca es
diferente. Mientras que la microglia de esta ultima cuenta con una arborizacién
bipolar, la de la sustancia gris se dispone con procesos en forma radial (Lawson et
al, 1990). Asimismo, se ha postulado que la microglia que reside en la sustancia

blanca tiene un nivel basal de activacion mas alto (Carson et al., 2007).

En condiciones fisioldgicas, estas células exploran continuamente el espacio
extracelular circundante y se comunican directamente con las neuronas, los
astrocitos y los vasos sanguineos. Este rastreo lo llevan a cabo a través del
constante movimiento de sus procesos, extendiendo y retrayendo pequefias
protuberancias que escanean el parénquima cerebral (Kabba et al., 2018). Cada
célula microglial tiene su propio territorio, de unos 50 um de didmetro, mostrando
muy poca superposiciéon con la célula vecina. Esto les permite responder
rapidamente a un dafo o infecciéon adoptando un fenotipo activado (Nayak et al.,

2014).

Se ha descrito que la interaccién de CD200, una glicoproteina expresada en
la membrana de las neuronas, con su ligando CD200L, expresado en microglia,
mantiene inhibida la activacion de las células microgliales (Hoek et al., 2000; Xie et
al,, 2017). Sin embargo, en situaciones donde se produzca un dafio celular y tisular,
se pierde esta inhibicion y, por tanto, la microglia inicia una cascada de sefiales que
comienza con la liberacion de citoquinas de caracter proinflamatorio como IL-6 o
TNF-a, (Costello et al.,, 2011; Dentesano et al., 2014), promoviendo la expresion de
factores como las moléculas de adhesidon, las anafilotoxinas del sistema del
complemento o las quimiocinas (Schmidt et al.,, 2005; Xie et al., 2017). Estos
factores favoreceran la infiltracién masiva de células circulantes, principalmente
macroéfagos y linfocitos, dando lugar al establecimiento de la respuesta

inflamatoria adaptativa (Jin and Yamashita, 2016).
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2.1.1.- Funciones de la microglia

La microglia es indispensable para el desarrollo normal del cerebro. Los

estudios realizados durante la ultima década han revelado que la microglia

interactia con las neuronas durante el desarrollo y la vida adulta (Figura 2). La

interrupcion de estas interacciones puede tener un impacto negativo severo en el

desarrollo y la funcién del SNC.

Microglia

A.Supervivencia

neuronal s s
C. Formacion, maduraciony

mantenimiento de la sinapsis

B. Muerte neuronal

Fig. 2. Funciones de la microglia. Esquema resumen de las funciones mas relevantes que

desarrolla la microglia en el SNC.

2.1.1.1.- Supervivencia neuronal

Durante el desarrollo temprano y adulto, la microglia libera varios factores

neurotréficos que contribuyen al entorno celular que propicia la supervivencia

neuronal y la formaciéon de circuitos neuronales y diferenciacién neuronal (Nayak

et al, 2014). Algunos de los factores troficos liberados, como el factor de

crecimiento insulina tipo 1 (IGF-1), el factor de crecimiento nervioso (NGF) y el

factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), desempefian un papel

importante en el desarrollo neuronal, asi como en su mantenimiento y funciéon
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(Salter and Stevens, 2017). Por ejemplo, el IGF-1 promueve la supervivencia de las
neuronas corticales de la capa V durante el desarrollo postnatal (Ueno et al., 2013).
Por otro lado, se ha observado que induce la diferenciacién de las células
progenitoras neuronales derivadas del hipocampo de ratas adultas a
oligodendrocitos (Hsieh et al., 2004). Ademas, este factor protege a los cultivos
celulares de oligodendrocitos inmaduros de rata de la apoptosis mediada por
glutamato (Ness and Wood, 2002). El NGF fue la primera proteina de la familia de
las neurotrofinas identificada. Promueve el crecimiento de neuritas, la formacién
de sinapsis y la diferenciacion neuronal (Levi-Montalcini and Hamburger, 1951). El
BDNF, ademas de promover la proliferaciéon y la diferenciacién de las neuronas,
participa en la forma y el nimero de espinas dendriticas (Salter and Stevens,
2017). Asimismo, en hipocampo, regula las formas de plasticidad sinaptica

relacionadas con el aprendizaje y la memoria (Parkhurst et al.,, 2013).

2.112.- Muerte neuronal

Aproximadamente la mitad de las neuronas inmaduras mueren durante el
desarrollo del cerebro y lo hacen principalmente a través de la muerte celular
programada. Neuronas que sufren errores en la diferenciacién o en la formacién de
circuitos neuronales, asi como las que realizan funciones transitorias también
deben ser eliminadas. Este proceso se puede iniciar por factores intrinsecos de la
neurona o por otras células como la microglia, que estan preparadas para inducir

la apoptosis y eliminar los restos celulares resultantes (Nayak et al., 2014).

Esta muerte neuronal programada mediada por la microglia durante el
desarrollo se ha descrito en varias regiones cerebrales donde la accién
proapoptética de la microglia estd mediada por NGF. De manera similar, la
microglia induce la muerte por apoptosis de las neuronas de Purkinje al liberar
ROS y la de las motoneuronas a través de la secrecion de TNF-a en el embrién

(Salter and Stevens, 2017).

La muerte neuronal inducida durante el desarrollo exige un sistema de

limpieza activo y eficiente para eliminar los restos celulares resultantes. Este

23



Introduccion

proceso estd mediado por la sefializacion a través del receptor TREM2, expresado
por la microglia (Biber et al, 2019). TREM2 promueve la fosforilacién de la
proteina adaptadora DAP12 que, posteriormente, induce la reorganizacion del
citoesqueleto y la fagocitosis, asi como la expresiéon de moléculas que atraen a la
microglia (Takahashi et al., 2005). La microglia participa en esta limpieza a través
de la fagocitosis sin iniciar una respuesta inflamatoria ni expresar citoquinas
proinflamatorias (Salter and Stevens, 2017). De hecho, la sobreexpresion de
TREM?2 puede disminuir el potencial proinflamatorio de la microglia. Las neuronas
dafiadas, a su vez, también liberan quimiocinas como la fractalquina (CX3CL1) que
reclutan a la microglia para que participe activamente en la fagocitosis. Esta
actividad fagocitica es importante no solo en el desarrollo del SNC, sino también
para el mantenimiento de redes neuronales saludables en el cerebro adulto (Salter

and Stevens, 2017).

2.1.1.3.- Formacion, maduracion y mantenimiento de las sinapsis

La actividad fagocitica microglial también es crucial para la homeostasis
sindptica (Salter and Stevens, 2017). Estas células participan en el pruning o poda
sindptica durante el desarrollo, lo que tiene consecuencias para la actividad
sindptica. Una funcién sindptica adecuada depende de varios factores troéficos y
sefiales sinaptogénicas, algunas de las cuales derivan de la microglia. Es el caso del
receptor DAP12, asi como de CX3CL1. Se ha observado que ratones deficientes
para esta molécula muestran alteraciones importantes en sus sinapsis (Paolicelli et
al, 2011). Asimismo, durante el desarrollo, la proteina del complemento C1lq se
expresa en neuronas y puede promover la activacidon de C3, cuyo receptor (CR3) se
expresa en microglia (Sekar et al., 2016). Asi, la activaciéon del complemento tiene
el potencial de desencadenar la fagocitosis y la eliminacion sinaptica por parte de
la microglia (Lui et al,, 2016). En conjunto, estos datos indican que la microglia
participa en el desarrollo y mantenimiento sinaptico, lo que tiene importantes
implicaciones para la homeostasis cerebral normal, ya que la alteraciéon de esta

actividad podria causar trastornos neurolégicos (Salter and Stevens, 2017).
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Por otro lado, estudios ex vivo en cultivos organotipicos hipocampales
mostraron que la microglia también puede modular la actividad sindptica
regulando la densidad de sinapsis, los receptores glutamatérgicos y el nimero de

espinas dendriticas (Ji et al., 2013).

En cuanto a la plasticidad sinaptica, estudios de imagen ultraestructural y
dinamica han demostrado que la microglia participa activamente en la
remodelacion de la arquitectura sinaptica en zonas como la corteza visual, donde
la exposicion a un estimulo sensorial como la luz influye en la localizacion y la
morfologia de la microglia. Por el contrario, la privaciéon de luz induce que la
microglia forme estructuras fagociticas para eliminar espinas dendriticas. Estos
datos indican que la microglia estd intimamente asociada con las sinapsis y
responde a cambios sinapticos provocados por estimulos ambientales que
modulan su actividad (Tremblay et al., 2010). La poda axonal programada y la
eliminacidon selectiva de las sinapsis defectuosas son fundamentales para el
establecimiento de circuitos neuronales maduros funcionales durante el desarrollo
cerebral. Distintos estudios en ratones con alteraciones en el receptor de CX3CL1
(CX3CR1) o en DAP12, sugieren que estas células tienen un papel importante no
solo en la formacién, sino en la maduracién funcional de las sinapsis (Roumier et

al,, 2004; Paolicelli et al.,, 2011).

2.1.2.- Activacion microglial: cambios morfoldgicos y quimicos

La microglia es extremadamente plastica, existiendo diferentes morfologias
y composicidn quimica segin su estado de actividad, dependiendo de las
necesidades y demandas de su microambiente (Bachtell et al, 2017). Una
alteracion de homeostasis cerebral que indique un peligro para el SNC (como
infecciones, tumores, etc.) provoca cambios rapidos y profundos en la morfologia
de la célula microglial, la expresion génica y el comportamiento funcional. Todo
ello se define como «activacion microglial» (Fan et al.,, 2017). Fenotipicamente, la
complejidad de los procesos celulares se reduce y la microglia adquiere una
apariencia ameboide (Sanchez-Guajardo et al., 2010; Jyothi et al., 2015), regulando

positivamente una variedad de marcadores de activacion de superficie y
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produciendo y liberando sustancias inflamatorias como citoquinas, que son
pequeiias moléculas de senalizacion secretadas por la glia para la comunicacion
inter e intracelular durante la inflamacién. Estos factores estan involucrados en
multiples trastornos del SNC (Gao et al, 2015). Dependiendo del tipo y la
persistencia de las senales detectadas, la microglia puede entrar en diferentes
estados de activacion, produciendo distintas combinaciones de sefiales pro y

antiinflamatorias (Bachtell et al.,, 2017).

Se distinguen cuatro tipos morfologicos claramente definidos (Figura 3).
La microglia vigilante o tipo A, no tiene citoplasma visible y presenta un nucleo
redondo denso y procesos largos y delgados con poca ramificacion (Sanchez-
Guajardo et al., 2010). La microglia tipo B o en estado de alerta aparece en las
primeras 24 horas después del insulto, y el cambio mas evidente es la retraccion de
las ramificaciones e hipertrofia del soma, dando lugar a una apariencia celular mas
robusta. Durante esta etapa se produce un incremento de moléculas con funcién
inmune y de la migracién celular. La microglia tipo C se caracteriza por el proceso
de extension y adhesiéon a estructuras lesionadas, por lo que se produce un
aumento de integrinas (proteinas que participan mayoritariamente en la unién de
las células con la matriz extracelular) y una reducciéon ain mas marcada de las
ramificaciones, lo que implica cambios en la expresién de componentes del
citoesqueleto. Presentan una morfologia con cuerpo alargado e irregular, nucleo
ensanchado y menos definido, y con procesos mas cortos, de grosor variable y con
poca ramificacién. La microglia tipo D presenta un fenotipo ameboide con
capacidad fagocitica, cuya funcién seria la de eliminar los restos celulares causados
por dafios fisicos o determinadas patologias. Estas células tienen un gran cuerpo
celular que se fusiona con los procesos, el nucleo ocupa la mayor parte del cuerpo
celular; los procesos son pocos, gruesos y cortos. La morfologia de la microglia tipo
D parece indistinguible de los macrofagos periféricos (Sanchez-Guajardo et al,,

2010; Jyothi et al., 2015).
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Fig. 3. Representacion de los 4 subtipos de microglia en funcién de su grado de activacion.
Aumento 100X, barra de escala 40um.

En cuanto a los cambios quimicos, que son elementos adicionales del
proceso de activacion microglial, se encuentran la induccién y la reorganizacién de
las moléculas de superficie para las interacciones célula-célula y célula-matriz
extracelular, los cambios en los enzimas intracelulares, la liberaciéon de multiples
factores y compuestos con efectos proinflamatorios e inmunorreguladores (ROS,
citoquinas, ATP y derivados del acido araquidénico), asi como factores de

crecimiento (Bhatia et al,, 2016; Kabba et al., 2018).

Entre los factores mas estudiados se encuentran las citoquinas y las
quimiocinas. Si bien ambos se expresan a niveles basales muy bajos en condiciones
fisioldgicas (Smith et al, 2012), la expresion y secrecidn, principalmente por
microglia, pero también por astrocitos, se incrementan notablemente en respuesta
al dafio al SNC (Kabba et al., 2018). La secrecién microglial de diversas citoquinas
puede modular las células de manera paracrina, es decir, afectando a una célula
vecina, o de forma autocrina, afectando a la misma célula que la secreté6 mediante
ciclos de retroalimentacion positiva o negativa (Hanisch, 2002; Kuno et al., 2005;

Merson et al,, 2010; Smith et al., 2012).

Se puede diferenciar entre activacion microglial aguda o crénica, y se ha
sugerido que esto depende, no solo de la duracién de la sefal externa, sino también
del factor especifico responsable del proceso de activacion (estrés, infeccidn,
inflamacién, sefiales de neuronas dafiadas) (Hirbec et al., 2017). Se ha demostrado
que la activacion microglial que se produce durante situaciones de estrés, difiere
de la que se produce durante la infeccion/inflamaciéon (Sugama et al.,, 2009). La
activacion microglial aguda produce aumento de mediadores inflamatorios como

citoquinas y quimiocinas y es considerada generalmente beneficiosa, ya que es
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autolimitada e intenta minimizar dafios y reparar el tejido afectado (Chen et al.,
2016). La activacion microglial crénica es una respuesta inflamatoria prolongada
que produce un aumento continuado de mediadores inflamatorios, estrés
oxidativo y nitrosativo (aumento de especies reactivas de nitrégeno, RNS). Puede
producirse por la persistencia de los estimulos inflamatorios o por el fallo en los
mecanismos de resolucion del dafio (Chen et al., 2016). Esto perpetia el ciclo
inflamatorio, aumentando la activacién de la microglia, promoviendo su
proliferaciéon y resultando en mayores aumentos de factores inflamatorios (Chen et
al, 2016; Tang and Le, 2016). Ademas, se produce la alteracion de la barrera
hematoencefalica (BHE), que incrementa la infiltracién de macréfagos periféricos
en el parénquima cerebral, lo que contribuye a prolongar la inflamaciéon (Chen et
al, 2016; Jin and Yamashita, 2016). La neuroinflamacion crénica y la activacion de
la microglia juegan un papel central en la fisiopatologia de las enfermedades

neurodegenerativas (Chen et al., 2016).

Durante el proceso de activacion, la microglia puede moverse activamente
hacia la lesién o hacia agentes infecciosos siguiendo gradientes quimiotacticos. Las
densidades locales de microglia también pueden aumentar por proliferacién para
aumentar la defensa y la protecciéon y restauracién de la homeostasis tisular
(Kettenmann et al, 2011). La activacion de la microglia no es un proceso
irreversible, por lo que, si no existe un dafio adicional a partir de un momento tras
un insulto, se observa una disminucién del nimero de células activadas, perdiendo

progresivamente marcadores de activacion hasta volver al estado basal.

2.1.2.1.- Polarizacion Ml/M2

La categorizacion de los estados de activacion de la microglia corresponde a
los resultados que se obtuvieron de estudios en macrofagos periféricos (Ransohoff,
2016). Asi, la microglia puede diferenciarse en dos estados de polarizacion: la
activacion clasica o M1 y la activacion alternativa o M2 (Figura 4) (Moehle and
West, 2015; Tang and Le, 2016). Esta subdivision se basa en la idea de que la
microglia M1 a menudo se asocia con funciones proinflamatorias, mientras que la

M2, con funciones antiinflamatorias, desempefnan un papel en la remodelacion,
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reparaciéon y restablecimiento de los tejidos (Tang and Le, 2016). Debido a las
similitudes entre ambos tipos celulares, para la microglia se adopt6 la misma
nomenclatura que para los macréfagos periféricos, si bien es cierto que poseen

diferencias en cuanto a expresion génica.

Microglia M1

Microglia
T TNF-a

» t1L-6 ‘ Muerte celular
TIL-1B

Microglia M2

tTGF-B

» : TIL-10
) ‘ TIL-4 » Neuroproteccion

Fig. 4. Polarizacién de la microglia en respuesta a un dafio en los estados de activaciéon
clasico (M1), donde libera citoquinas proinflamatorias que conducen a muerte celular, o
alternativo (M2), donde se liberan citoquinas antiinflamatorias con funcién
neuroprotectora. Modificado de Czeh et al, 2011. IL: interleuquina; TGF-B: factor de
crecimiento transformante 3; TNF-a: factor de necrosis tumoral a.

2.12.11.- Estado de activacion M1

El fenotipo M1, o estado de activacion «clasico», esta asociado con funciones

proinflamatorias y pro-muerte neuronal (Tabla 1).

Cuando la microglia alcanza este estado de activacidn, secreta una serie de
factores solubles y expresa marcadores intracelulares y de superficie celular.
Concretamente, se produce la liberacion de varias citoquinas proinflamatorias que
incluyen el TNF-q, la IL-6, IL-12 y la IL-1f, que han sido ampliamente utilizadas
como marcadores fenotipicos de la respuesta M1, y quimiocinas como CCL2 y
CXCL10, que han sido implicadas en la ruptura de la BHE y el reclutamiento de
linfocitos en el SNC (Goldmann and Prinz, 2013; Palma et al, 2018). Otros
marcadores adicionales del estado M1 incluyen la sobreexpresion en la superficie
celular microglial del MHC-II, el incremento de los marcadores de diferenciacién
CD86 y CD16/32 y el aumento de la expresion intracelular de iNOS por parte de la
microglia (Moehle and West, 2015; Palma et al., 2018).
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Para inducir y estudiar el estado M1 en la microglia activada in vitro e in
vivo, se han utilizado estimulos como el interferén gamma (IFN-y) y el LPS. Los
receptores de IFN-y activados provocan el reclutamiento de la Janus quinasa 1y 2
(JAK1/2), que a su vez fosforila y activa a STAT1 y a factores reguladores de
interferén (IRF), principalmente IRF1 (Hu and Ivashkiv, 2009; Palma et al., 2018).
La cascada de transduccion de sefial induce cambios transcripcionales que regulan
positivamente la expresién de citoquinas, receptores y otros genes asociados con
la respuesta M1 (Moehle and West, 2015). El LPS se une al receptor tipo Toll 4
(TLR4). Esta union estimula a varios factores de transcripcion que provocan una
sobrerregulacion transcripcional de un conjunto de genes como el IFN-y (Hu and
Ivashkiv, 2009). Estas cascadas de activacion de los TLR inducen a la microglia

hacia el estado M1 (Palma et al., 2018).

2.1.2.12 - Estado de activacion M2

El estado de activacidn «alternativo» o M2 esta asociado con la cicatrizacién
y la eliminacién de restos de tejido. El fenotipo M2 se subdivide en M2a, M2b y M2c
(Tabla 1). Estos tres estados tienen cierta superposiciéon bioquimica, pero tienen

mecanismos de activacién y efectores distintos (Moehle and West, 2015).

La categoria M2a fue la primera en ser descrita. La IL-4 es el estimulo
prototipico de la microglia M2a y puede unirse a tres pares de receptores
diferentes. Cada par de receptores, a través de la via de sefializaciéon JAK/STAT,
pone en marcha cambios transcripcionales como la sobreexpresién de citoquinas
antiinflamatorias. Esto incluye el receptor de manosa (CD206), los receptores
scavenger (SR) y el supresor de liberacion de la citoquina 1 (SOCS1) (Martinez et
al, 2013). Ademas, los macrofagos M2a secretaran poliaminas e IL-10, que

bloquean la produccién de citoquinas proinflamatorias (Lu et al.,, 2013).

La microglia activada M2b se asocia con un aumento selectivo de la
fagocitosis, asi como con la regulacién de las respuestas proinflamatorias. Para
estimular esta respuesta se requiere la activacion de TLR, que provoca la fusion de

receptores Fc (receptores de unién de anticuerpos) donde se une la
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inmunoglobulina G (IgG) que liberan los linfocitos B (LB). A continuacién, se
liberan citoquinas proinflamatorias que ponen en marcha la respuesta inmune
adaptativa, activando los linfocitos T (LT) helper (Moehle and West, 2015). El
estado M2b difiere notablemente del estado M2a en cuanto a citoquinas secretadas
y cambios asociados en la expresién génica. Asi, la microglia M2b se caracteriza
por su elevada liberacion de IL-10, la sobreexpresién de CD86 en su superficie
celular, asi como por mantener niveles bajos de citoquinas proinflamatorias

(Moehle and West, 2015).

La ultima subcategoria de activacion M2 es MZ2c. Esta microglia esta
asociada con la reparacion tisular, la reparacién de la matriz extracelular y la
desactivacion de la respuesta M1. IL-10 es el principal estimulo para la microglia
MZ2Zc. Esta citoquina se une a su receptor y activa otros componentes de la via
JAK/STAT diferentes a los de MZ2a. Esta sefalizacion da como resultado la
supresion de la mayoria de las citoquinas proinflamatorias. Ademas, también
estimula la liberacion de las quimiocinas CXCL13 y CXCL4, implicadas en la
quimioatraccién de LBs y en la unién a heparina, respectivamente (Moehle and

West, 2015).

Hay que tener en cuenta que la clasificacion M1/M2 es una simplificacién
que representa estados extremos. El proceso de activacién corresponde a un
amplio espectro de subestados especificos que combinan caracteristicas
fisiologicas determinadas (Palma et al, 2018). Se han descrito fenotipos
intermedios (Mosser and Edwards, 2008) que pueden ejercer efectos beneficiosos
o perjudiciales dependiendo de si el dafio es agudo (como una lesion en la médula
espinal o el accidente cerebrovascular) o crénico (como las enfermedades
neurodegenerativas), de la duracién y momento de esa sefial, del microambiente,
de la interaccidn con otros tipos de células e incluso de la edad de un organismo

(Kabbaetal., 2018).
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M2
M1
M2a M2b M2c
, LPS, IFN-y, LTA, GM-CSF,
Estimulo dsADN, ssARN, IL-4/1L-13 TLR e IgG IL-10
IL-10, IL-12, IL-
Citoquinas IL-10, IL-1, IL-23, IL-18, | IL-10,IL-12, 23, 1L-1B, TNF IL-10, IL-12,
] B ) -,
secretadas TNF-a, IL-6, IL-18 [L-23,IL-1Ra IL-6 IL-23, TGF-8
e . CCL-2,3,4,5,11,17, 22,
Quimiocinas 1 oye; 4 2 3,5,8,9,10,11,| "7 18 CCL-1 CCL-16, 18
secretadas 16 22,24 CXCL-13
M d d CD86,CD16/32,
arcacores ¢e / CD206,SRs | CD86, MHC-Il [SLAM, CD206
superficie celular MHC-II
M d Arg, YM1*%, .
_arcadores iNOS '8 iNOS Arg
intracelulares Fizz1*

Tabla 1. Resumen de algunos de los estimulos, marcadores y factores liberados por los
fenotipos microgliales M1 y M2. * Indica marcadores que solo funcionan en roedores al no
tener analogos humanos conocidos. Modificado de Moehle and West, 2015 y Palma et al.
2018. Arg: arginasa 1; CCL y CXCL: quimiocinas; CD206: receptor de manosa; dsADN:
ADN bicatenario; Fizzl: molécula tipo resistina a« 1 GM-CSF: Factor estimulante de
colonias de granulocitos y macrdéfagos; IFN-y: interfer6n y; IgG: inmunoglobulina G; IL:
interleuquina; iNOS: o6xido nitrico sintasa inducible; LTA: Acido lipoteicoico; LPS:
Lipopolisacarido; MHC-II: complejo mayor de histocompatibilidad de clase II; SLAM:
Molécula de activacion de sefializacidn de linfocitos; SRs: receptor scavenger; ssSARN: ARN
monocatenario; TGF-B: Factor de crecimiento transformante ; TLR: receptor toll-like;
TNF-a: factor de necrosis tumoral o; YM1: proteina 3 tipo quitinasa.

2.2.- Astroglia

Los astrocitos representan el 20-40% de todas las células gliales y son el
grupo mas heterogéneo en morfologia y funcion (Carta et al.,, 2017; Verkhratsky
and Nedergaard, 2018). La proporcién de astroglia-neuronas varia de una regién a
otra del cerebro (Verkhratsky and Nedergaard, 2018) y, ademas, cada zona tiene
propiedades fisiologicas distintas (Bayraktar et al., 2015; Schitine et al., 2015). La
primera constancia de su existencia fue aportada en 1865 por Otto Dieters
(Dieters, 1865), discipulo de Virchow, quien las denominé células de Dieters,
aunque debido a su apariencia estrellada, en 1893 Michael von Lenhossek pasé a
llamarlas astrocitos (Von Lenhossek, 1893). Una década después de su
descubrimiento, Camillo Golgi los visualizé en el SNC y ahond6 en el concepto de
«pegamento» del cerebro para estas células (Golgi, 1871). Sin embargo, fueron los

estudios de Ramon y Cajal los que revelaron por primera vez el pleomorfismo de
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los astrocitos, (Cajal, 1897). Asimismo, hasta 1919 no se reconocieron como tipos

celulares separados de microglia y oligodendrocitos (Rio-Hortega, 1932).

La hipdtesis mas aceptada del origen embrionario de los astrocitos es que
provienen de la glia radial, que deriva del ectodermo, cuya funcién es la de formar
un entramado que guia la migracién neuronal desde la zona ventricular.
Posteriormente, se divide asimétricamente de manera autorrenovable y genera,
primero neuronas y luego glia. Ademas, los astrocitos también pueden originarse a
partir de la proliferacion de astrocitos diferenciados y de células gliales NG2

(Verkhratsky and Nedergaard, 2018).

2.2.1.- Tipos de astrocitos

Clasicamente se clasifican en dos subtipos segin su morfologia. El primero
de ellos, los astrocitos protopldsmicos, estan en la sustancia gris y tienen
numerosos procesos finos, la mayoria de ellos complejos. Estos procesos entran en
contacto con las neuronas y con los capilares sanguineos, estableciendo terminales
perivasculares (Verkhratsky and Nedergaard, 2018). El complejo vaso sanguineo-
astrocito-neurona se conoce como unidad neurovascular (Figura 5) y es lo que
forma la BHE. Algunos astrocitos protoplasmicos también forman pies subpiales en

la superficie de la piamadre (von Bernhardi et al., 2016).

El segundo subtipo, los astrocitos fibrosos, se encuentran en la sustancia
blanca. Sus procesos son largos (hasta 300 um), pero mucho menos complejos que
los de la astroglia protoplasmica. Los procesos de los astrocitos fibrosos también
establecen pies perivasculares o subpiales. La unidad neurovascular, en este caso,
consiste en enviar numerosas extensiones (procesos perinodales) que entran en
contacto con los axones en los nédulos de Ranvier (Verkhratsky and Nedergaard,
2018). Los estudios de Cai et al., 2007 y Gressens et al., 1992 sugieren que los dos
subtipos clasicos se generan por vias diferentes, aunque se desconocen los

progenitores que dan lugar a cada uno de ellos (Tabata, 2015).
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A. B.

© NEURONA @ AsTtrocITo @ VAsSO SANGUINEO

Fig. 5. Astrocito protoplasmico (A.) y fibroso (B.), neurona y vaso sanguineo formando una
unidad neurovascular. Modificado de Del Abril Alonso et al., 2016.

Si bien estos subtipos son los mayoritarios, por el momento se conocen
nueve tipos de células astrogliales, entre los que se encuentran la glia radial en el
SNC en desarrollo, la glia de Miiller en la retina, la glia de Bergmann en el cerebelo,
los tanicitos en los 6rganos periventriculares, la hipofisis y los nucleos del rafe o la
glia limitans, una barrera de astrocitos que se localizan muy cerca de la piamadre,
donde forman numerosos pies astrocitarios que ayudan a aislar el parénquima
cerebral de los compartimentos vascular y subaracnoideo (Verkhratsky and

Nedergaard, 2018).

Es importante destacar que los microvasos estdn rodeados por pies de
astrocitos que proporcionan una vaina contigua pero no superpuesta alrededor del
capilar (Simard et al., 2003). Los astrocitos definen su propio dominio anatémico,
ya que sus procesos ocupan un espacio tridimensional donde no se solapan con los
del astrocito adyacente. De hecho, la activacion astroglial conlleva, en muchos
casos, la pérdida del dominio individual de dichos procesos. Ademas, el grado de
solapamiento generalmente esta relacionado con la severidad de la astrogliosis,
siendo caracteristica la pérdida total de la individualidad en la gliosis severa
(Rossi, 2015). Estudios de gliosis en modelos experimentales de epilepsia han
demostrado que la organizacion del dominio se pierde en astrocitos reactivos,

pero, sin embargo, se mantiene en un modelo murino de EA, sugiriendo que la
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organizacion del dominio también puede jugar un papel en la patologia de las

enfermedades neurodegenerativas (Oberheim et al., 2008).

El soma y los principales procesos de los astrocitos estan enriquecidos con
la proteina acida fibrilar glial (GFAP por sus siglas en inglés), una proteina del
filamento intermedio (Carta et al., 2017). Esta, junto con la proteina de uni6n a
calcio S1008 se consideran marcadores de astrocitos, si bien es cierto que la
expresion de GFAP es mayor en los astrocitos protoplasmaticos, que constituyen el
50% de este tipo celular, mientras que en los astrocitos fibrosos, su expresion es
mas reducida (Verkhratsky and Nedergaard, 2018). Conjuntamente, los astrocitos
adultos expresan marcadores adicionales como vimentina, glutamina sintetasa
(GS), proteina de unidn a lipidos cerebrales y la aldehido deshidrogenasa L1. GFAP
y vimentina, junto con los microtubulos y los filamentos de actina, constituyen el

citoesqueleto de los astrocitos (Verkhratsky and Nedergaard, 2018).

2.2.2.- Funciones de los astrocitos

Desde que se descubrieron y durante el transcurso del siglo XX, se tenia la
idea de que los astrocitos eran células exclusivamente auxiliares de las neuronas,
sin funciones mas alla del soporte estructural de estas (Garcia-Marin et al., 2007;
Kettenmann and Verkhratsky, 2008). Sin embargo, en las ultimas décadas, la
importancia de estas células se ha reconsiderado debido no uUnicamente a la
evidencia sobre su participacion en la microarquitectura del parénquima, sino
también en el mantenimiento de la homeostasis cerebral, el almacenaje y
distribucion de sustratos energéticos, en el control del desarrollo y supervivencia
de las neuronas, el desarrollo y modulaciéon de la transmision sinaptica, la
propagacion de los impulsos nerviosos y la defensa del cerebro, entre otras (Figura
6) (von Bernhardi et al., 2016). Ademas, los astrocitos individuales estan
integrados en sincitios funcionales entre ellos a través de uniones gap entre sus

procesos (Verkhratsky and Nedergaard, 2018).
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Fig. 6. Funciones de los astrocitos. Esquema resumen de las funciones mas relevantes que
desarrollan los astrocitos en el SNC. Modificado de Jha et al, 2018. BHE: barrera
hematoencefalica; ECM: matriz extracelular.

2221 - Mantenimiento de la BHE

El mecanismo de aislamiento mas importante del SNC para la limitacion del
dafio durante la inflamacion periférica es la existencia de la BHE (Galea et al,,
2007). La BHE la forman principalmente las uniones estrechas entre las células
endoteliales que conforman los vasos del SNC. De esta forma, permite
selectivamente regular el movimiento de iones, moléculas y células entre la sangre
y el cerebro (Daneman and Prat, 2015). En este sentido, los astrocitos juegan un
papel importante en el desarrollo y mantenimiento de la BHE al liberar factores de
crecimiento, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor
neurotréfico derivado de la glia (GDNF) y la angiopoyetina-1 (Alvarez et al,, 2013;
Wong et al.,, 2013). La permeabilidad de la BHE esta estrictamente regulada y su
desajuste es una caracteristica temprana y significativa de las enfermedades del
SNC, especialmente en afecciones inflamatorias (Dallasta et al., 1999; Sandoval and

Witt, 2008). La lesion de la BHE puede provocar edema, excitotoxicidad, dafios
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metabolicos, una potenciacion de la inflamacién al infiltrarse células periféricas de
forma no controlada y la inhibicién de la reparacion tisular en el cerebro (Argaw et

al, 2009).

2.2.2.2.- Formacion, maduracion y mantenimiento de las sinapsis

Los astrocitos son células quimicamente excitables capaces de modificar su
concentracion de calcio (Ca**) intracelular y producir ondas de Ca**, potenciando o
disminuyendo la actividad neuronal cercana. Dicho efecto se ha asociado a una
breve modulacion de la fuerza sinaptica, demostrando asi una estrecha relacion
astrocito-sinapsis. Estos hallazgos, junto con la expresion funcional de receptores,
dieron lugar a la hipétesis de la «sinapsis tripartita» (Verkhratsky and Nedergaard,
2018). Segun esta hipotesis, las sinapsis tienen tres componentes: el terminal
presinaptico, la membrana postsinaptica y el astrocito asociado. Los procesos de
los astrocitos poseen receptores para los neurotransmisores que se liberan en las
sinapsis que revisten y que, por tanto, activan tanto a la neurona postsinaptica
como al astrocito asociado. Las membranas de los astrocitos envuelven
aproximadamente el 80% de las sinapsis grandes, que son las mas activas
funcionalmente, y alrededor de la mitad de las pequefias (von Bernhardi et al.,
2016). Se estima que un Unico astrocito cortical de ratén entra en contacto con mas
de 100.000 sinapsis, mientras que un astrocito humano puede contactar con hasta
2.000.000 de sinapsis (Bachtell et al., 2017). Al mismo tiempo, durante la sinapsis
se genera un potencial postsindptico en la neurona y una sefial de Ca** en el
astrocito. Las sefales de Ca** se propagan a través del sincitio astrocitico y
desencadenan la liberacion de neurotransmisores como glutamato, purinas o DA
de los astrocitos vecinos a través de exocitosis lisosomal (Lalo et al, 2014;
Guillamén-Vivancos et al., 2015), que a su vez enviaran sefiales a otras membranas

neuronales pre y postsinapticas.

Ademas del mantenimiento, los astrocitos regulan la formacién, maduracion
y funcion de las sinapsis neuronales (von Bernhardi et al., 2016), incluidas las
glutamatérgicas, GABAérgicas, glicinérgicas y colinérgicas (Allen and Erogluy,

2017), mediante la secrecion de factores reguladores (Figura 7A), como
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trombospondina, hevin, glipicanos, SPARC (del inglés secreted protein acidic and
rich in cysteine) y TNF-a (Allen, 2014). La trombospondina y el hevin inducen la
formacién de sinapsis estructuralmente maduras, pero no funcionales (Allen and
Eroglu, 2017). El glucopéptido 4 (Figura 7B) recluta receptores AMPA en la
superficie de las dendritas, lo que induce la formacién de sinapsis y su actividad.
TNF-a, regula la inserciéon de receptores de glutamato y el factor neurotroéfico
dependiente de actividad (ADNF), que aumenta la densidad de los receptores
NMDA en las membranas postsinapticas. Por el contrario, la glicoproteina SPARC
bloquea la formacién de sinapsis inducida por hevin y disminuye los niveles de
AMPA en las sinapsis (Allen and Eroglu, 2017). Por ultimo, los astrocitos participan
en la eliminacién de las sinapsis (Figura 7C), que es la base para la plasticidad de la
comunicacion neuronal. Este proceso se realiza por las vias fagociticas MEGF10 y
MERTK, (Chung et al,, 2013) y la liberacidn de sefiales como TGF-3 que inducen la
expresion de la proteina Clq, iniciadora de la via del complemento (Guillamoén-
Vivancos et al,, 2015; Chung et al,, 2015; Allen and Eroglu, 2017). C1q es también
reconocida por la microglia, que eliminan estas sinapsis por fagocitosis. Ademas,
los astrocitos por si mismos pueden engullir y eliminar las sinapsis en el cerebro
en desarrollo (Verkhratsky and Nedergaard, 2018). Posteriormente, los procesos
de astrocitos invaden la hendidura sindptica rellenando el hueco que deja la
sinapsis eliminada, siendo este proceso especialmente robusto en condiciones

neuropatoldgicas (von Bernhardi et al., 2016).

38



A. Control astrocitico de la formacion
estructural de sinapsis

Terminal
presinaptico

-
Procesode
astrocito

Terminal
postsindptico

C.Control astrocitico de la eliminacion de
sinapsis
Terminal
presinaptico

Astrocito

Terminal Microglia

postsinaptico
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para la formacion estructural de las sinapsis (A) asi como de la funcional (B). Ademas,
junto con la microglia, llevan a cabo prunning o eliminacién de sinapsis (C). Modificado de
Allen and Eroglu, 2017. CR: receptor del complemento; TGF-B: Factor de crecimiento

transformante 3.

2.2.2.3.- Modulacion del glutamato

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el SNC y los

astrocitos tienen la maquinaria necesaria para regular su disponibilidad al poder

degradarlo y generarlo de nuevo (von Bernhardi et al, 2016). Los astrocitos

recaptan la mayor parte del glutamato que se libera en las sinapsis a través del
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transportador de glutamato 1 (GLT-1) y del transportador de glutamato/aspartato
(GLAST) (Verkhratsky and Nedergaard, 2018).

Por otra parte, una vez el astrocito ha captado el glutamato, este se
convierte en glutamina por la enzima GS, especifica de los astrocitos (Schousboe et
al., 2014), la cual se recapta a los terminales presindpticos neuronales, donde se
recicla para sintetizar de nuevo glutamato a través de la enzima glutaminasa, a fin
de mantener la transmisién sindptica. Los astrocitos también expresan la enzima
piruvato carboxilasa, por lo que son una fuente para la sintesis de novo de

glutamato (Verkhratsky and Nedergaard, 2018).

Los astrocitos perisinapticos también eliminan rapidamente los
neurotransmisores del espacio intersticial, evitando su acumulacién extrasinaptica
y limitando su difusién a las sinapsis cercanas (Murphy-Royal et al., 2017). Este
proceso ocurre tan rapido gracias a la red astrocitica que forman estas células a

través de las uniones gap entre ellas.

La captacion de glutamato por los astrocitos es crucial para el correcto
funcionamiento de las neuronas, ya que cuando se libera en exceso, se vuelve
excitotoxico y puede desencadenar la muerte neuronal (Verkhratsky and

Nedergaard, 2018).

2.2.2.4.- Mantenimiento de la homeostasis ionica

La homeostasis cerebral es el proceso subyacente al mantenimiento de la
estabilidad de la funcién cerebral en respuesta a los cambios resultantes de las
condiciones fisiolégicas o fisiopatologicas (Jha et al.,, 2018). Para mantener dicha
estabilidad del medio interno, los astrocitos regulan la concentracion extracelular
de iones de potasio (K*), hidrogeno (H*), y cloro (Cl-), de hierro, de
neurotransmisores, de metabolitos y los movimientos de agua (Verkhratsky and

Nedergaard, 2018).

El aumento de la concentracién extracelular de K* se produce como

resultado de la actividad sinaptica y los astrocitos son capaces de amortiguarlo
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captandolo a través de los canales Kir4.1. y difundiendo dicho exceso por el sincitio
astroglial hacia zonas donde el gradiente de concentracion sea favorable para su

liberacion (Verkhratsky and Nedergaard, 2018).

El aumento de los protones en el medio extracelular proviene
principalmente del metabolismo neuronal y, secundariamente, de la exocitosis de
neurotransmisores. Los astrocitos regulan el pH extracelular secretando el H* en
cotransporte en el proceso de absorciéon de glutamato a través del transportador
EAAT1/2 o secretandolo al espacio extracelular a través del transportador de

sodio (Na*) (Verkhratsky and Nedergaard, 2018).

La homeostasis del hierro es esencial para la funcion celular normal. La
desregulacion aguda de la homeostasis del hierro puede participar en efectos
patogénicos de larga duraciéon que subyacen al dafio neuronal y la muerte (Belaidi
and Bush, 2016). Los astrocitos utilizan mecanismos que incluyen una mayor
expresion del factor nuclear derivado de eritroides 2 (Nrf2), glutation y catalasa
para combatir el estrés oxidativo, que probablemente sea una de las consecuencias
del exceso de hierro libre y, por tanto, de neurotoxicidad. Muchos de los
componentes del transporte de hierro se observan en el secretoma astrocitico, que
es un conjunto de proteinas secretadas por estas células. Incluyen el receptor de
transferrina, la hefestatina, la ceruloplasmina y las cadenas pesada y ligera de
ferritina-1, que es una proteina especializada en el depdsito del hierro (Belaidi and
Bush, 2016). A pesar de que los astrocitos no tienen un alto requerimiento
metabolico de hierro, tienen la capacidad de almacenar y exportar hierro de
manera muy eficiente. Ademas, el exceso de hierro en el microambiente de los
astrocitos regula la expresion de ferritina, que se une y neutraliza el hierro ferroso,

evitando asi sus efectos sobre el estrés oxidativo (Belaidi and Bush, 2016).

Por ultimo, los procesos de los astrocitos son ricos en el canal de agua
acuaporina 4 (AQP4). Estos canales estan agrupados densamente a lo largo de
estos procesos que entran en contacto con los vasos sanguineos y desempefian un
papel critico en la regulacién de la homeostasis de los fluidos en el SNC

(Verkhratsky and Nedergaard, 2018).
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2.2.2.5.- Soporte metabdlico

Los astrocitos proporcionan apoyo metabdlico a las neuronas. La hipétesis
de la transferencia glucosa-lactato propone que los astrocitos internalizan glucosa,
la metabolizan a lactato y la liberan como un sustrato energético para las neuronas.
Ademas, los astrocitos son las tnicas células cerebrales que sintetizan glucégeno y
controlan el depdsito de energia manteniendo la actividad neuronal durante la
hipoglucemia y durante periodos de alta actividad neuronal (Verkhratsky and
Nedergaard, 2018). Durante la hipoglucemia, el glucégeno del astrocito se
descompone en glucosa, se transforma en lactato y se transfiere a las neuronas
adyacentes (dendritas en la sustancia gris y axones en la sustancia blanca) donde
se usa anaerObicamente como combustible (Verkhratsky and Nedergaard, 2018).
Asimismo, la mayor acumulacion de glucégeno astrocitico ocurre en areas de alta
densidad sinaptica. Durante periodos de alta actividad neuronal se generan
grandes cantidades de ATP, lo que provoca la inhibicibn de la enzima
fosfofructoquinasa (principal enzima reguladora de la glucélisis), conduciendo a
un deterioro de la glucélisis neuronal. Por tanto, el lactato expulsado de los
astrocitos pasaria a ser el principal sustrato energético para las neuronas

(Verkhratsky and Nedergaard, 2018).

Asimismo, como los astrocitos son parte de la unidad neurovascular,
coordinan la actividad neuronal con el flujo sanguineo local segin la demanda
metabdlica. El aumento de la actividad de las neuronas induce sefiales de Ca** en
los astrocitos, lo que lleva a la liberacion de agentes vasoactivos como la
prostaglandina E, NO o acido araquidoénico, que regulan el flujo sanguineo local

(Guillamén-Vivancos et al.,, 2015).

2.2.3.- Astrogliosis

Los astrocitos son capaces de responder a todos los tipos de dafio del SNC
con una gran variedad de cambios que se conocen como astrogliosis, un proceso
marcado por el aumento de los niveles de GFAP, la liberacion adicional de

citoquinas inflamatorias y cambios morfologicos (Gorshkov et al., 2018).
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Segin la gravedad del dafio o enfermedad, existen tres grados de
astrogliosis. El primer grado o astrogliosis leve-moderada consiste en alteraciones
en la expresion génica de la proteina GFAP de forma proporcional al grado de
reactividad de los astrocitos (Wanner et al, 2013) junto con la hipertrofia del
cuerpo celular y sus procesos, pero sin proliferacién ni pérdida de los dominios
individuales de cada célula (Sofroniew, 2014). Este tipo de astrogliosis puede
remitir y, generalmente, se asocia con traumatismos leves no penetrantes y no
contusivos y con activacion inmune innata difusa (infecciones virales o
bacterianas). También se puede encontrar en areas que estan a cierta distancia del

foco de la lesion (Sofroniew, 2014).

El segundo grado, o astrogliosis reactiva difusa grave, conlleva una
sobreexpresion pronunciada de GFAP, hipertrofia celular, proliferacion celular y
cierta pérdida de los dominios individuales de cada célula con superposicion de
procesos de astrocitos vecinos. Estos cambios pueden extenderse por areas
adyacentes a la lesién y pueden ocurrir en diversas situaciones, como lesiones
neurodegenerativas crénicas, trauma difuso, isquemia difusa o ciertos tipos de
infeccion. Debido a que puede haber una considerable reorganizacion tisular, se
reduce el potencial de que esta reactividad remita y el tejido vuelva a su estructura
normal, por lo que existe una gran tendencia hacia una reorganizacion tisular de

larga duracién (Sofroniew, 2014).

Por ultimo, cuando la lesién es muy severa, aparece la astrogliosis reactiva
severa con formacion de una cicatriz glial compacta en el tejido dafado. Estas
cicatrices derivan casi completamente de astrocitos recién proliferados con formas
alargadas (Wanner et al., 2013), cuyos procesos celulares se superponen y se
entrelazan para formar bordes compactos que rodean y demarcan areas de dafio
tisular, necrosis e inflamacién (Wanner et al., 2013), lo que impide la regeneracion
axonal y la migracion celular. Puede haber varias fuentes de astrocitos formadores
de cicatrices: recién divididos, que incluyen astrocitos maduros que vuelven a
entrar en el ciclo celular y proliferan (Bardehle et al., 2013), progenitores celulares
ependimarios o células progenitoras NG2 en el parénquima local (Sofroniew,
2014), que son células progenitoras en el sistema nervioso inmaduro y adulto que

dan lugar a oligodendrocitos (Lopez Juarez et al, 2016) y a astrocitos,
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secundariamente (Bernhardi et al., 2016). La astroglia reactiva tiene una funcién
esencial al restringir la diseminacién de la inflamacién al parénquima del SNC.
Ademads, la formacién de cicatrices astrogliales estd asociada con una
reorganizacion tisular sustancial y cambios estructurales que persisten incluso

cuando los insultos desencadenantes han desaparecido (Sofroniew, 2014).

2.2.3.1- Regulacion de la astrogliosis

La evidencia actual indica que los aspectos especificos de la astrogliosis
reactiva pueden ser regulados individualmente por una amplia variedad de
moléculas reguladoras y de sefializacion inter e intracelulares, segin se requiera

en diferentes situaciones (Sofroniew, 2014).

En cuanto a la seializacion extracelular, la astrogliosis puede ser
inducida, regulada o modulada por moléculas pequeias, como purinas,
transmisores y hormonas esteroides, por factores de crecimiento, citoquinas,
proteinas séricas o moléculas asociadas a la neurodegeneracién como (-amiloide
(AB). Estas sefales pueden derivar de muchas fuentes diferentes y pueden
liberarse por dafio o muerte celular, o por mecanismos de sefializacion especificos.
Muchos tipos de células pueden liberar estos reguladores moleculares de
astrogliosis, como células propias del SNC, incluyendo neuronas y microglia, asi
como por células no neurales que ingresan en el SNC, como los leucocitos
derivados de la médula 6sea, los fibrocitos y los agentes infecciosos microbianos

(Burda and Sofroniew, 2014).

Por otro lado, muchos reguladores moleculares extracelulares de
astrogliosis son capaces de iniciar cascadas de seiializacion intracelular. Asi, vias
de senalizacion asociadas como cAMP, STAT3, NFkB, Rho-quinasa, JNK o CaZ*,
entre otros, pueden inducir la expresion de GFAP o vimentina, elementos clave de
la astrogliosis. También hay evidencia de que los microARN (miR), tales como miR-
21 y miR-181 y las enzimas reguladoras de miR, como Dicer, pueden modular la
astrogliosis y las funciones reactivas de los astrocitos, agregando otro nivel de

regulacion (Sofroniew, 2014).
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2.2.3.2.- Polarizacion Al/A2

Mediante el estudio a gran escala del perfil genético de los astrocitos
reactivos, Zamanian y colaboradores identificaron dos grupos de astrocitos
reactivos en base a marcadores moleculares distintos (Zamanian et al., 2012;
Liddelow et al, 2017). De forma andloga a la microglia, los astrocitos estan
emergiendo como células que pueden ejercer funciones proinflamatorias
consideradas neurotéxicas (fenotipo Al) o funciones antiinflamatorias
predominantemente protectoras (fenotipo A2), ambas vias reguladas por cascadas
de sefalizacion especificas (Sofroniew, 2015; Liddelow et al, 2017). Esta
nomenclatura, al igual que ocurre con la microglia, es solo descriptiva, ya que
ambos tipos celulares muestran un espectro continuo de cambios moleculares

(Martinez and Gordon, 2014; Heppner et al,, 2015).

2.2.3.2.1- Estado de activacion Al

La secrecion por parte de la microglia proinflamatoria de citoquinas como
IL-1a, TNF y Clq, polarizan a los astrocitos hacia perfiles proinflamatorios y
potencialmente citotéxicos (Liddelow et al.,, 2017). Los astrocitos A1l producen
numerosas moléculas proinflamatorias, que incluyen diversas citoquinas,
quimiocinas, factores de crecimiento y pequeflas moléculas como las
prostaglandinas y é6xido nitrico (NO) (Carta et al., 2017). Estas moléculas han
demostrado previamente ser destructivas para las sinapsis, sugiriendo que los
astrocitos con fenotipo Al pueden tener funciones nocivas (Liddelow and Barres,

2017a).

A través de estudios con modelos de animales knock out (KO) para
elementos de la respuesta inflamatoria se estan identificando las cascadas de
sefializacidon intracelular y las moléculas efectoras intercelulares que median estas
funciones proinflamatorias de los astrocitos Al. Por ejemplo, NFkB y SOCS3 son
reguladores proinflamatorios de la transcripciéon en los astrocitos en la lesion
traumatica y la inflamacién autoinmune del SNC (Okada et al., 2006; Brambilla et

al, 2009; Liddelow et al., 2017). CCL2 y CXCL10 son efectores intercelulares
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liberados especificamente por los astrocitos y se encargan de reclutar leucocitos
perivasculares en la inflamacién autoinmune del SNC (Kim et al., 2014; Mills Ko et

al,, 2014; Moreno et al., 2014).

Las cascadas de sefializaciéon multimolecular también estan siendo definidas
en los dltimos afios. Por ejemplo, en respuesta a la estimulacién por IL-1f, los
astrocitos generan y liberan factor VEGF, que aumenta la permeabilidad de 1a BHE

y promueve la extravasacion de leucocitos (Argaw et al,, 2009, 2012).

2.2.3.2.2 - Estado de activacion A2

Los astrocitos reactivos A2 son inducidos por dafios como la isquemia,
situacion en la que se produce la regulacion positiva de muchos factores
neurotréficos que promueven la supervivencia y el crecimiento de neuronas, asi
como trombospondinas, que promueven la reparacion de sinapsis. Esta regulacion
sugiere que los astrocitos A2 pueden tener funciones reparadoras. En esta linea,
estudios previos han demostrado que los astrocitos reactivos inducidos por la
isquemia promueven la recuperacion y reparacion del SNC (Gao et al., 2005; Zador

et al.,, 2009; Hayakawa et al., 2014).

El papel de los astrocitos A2 ante una lesién no esta claro, pero numerosos
estudios en diversos modelos de lesiéon y enfermedad del SNC estan permitiendo
actualmente la identificaciéon gradual de los mecanismos moleculares especificos
(Sofroniew, 2015). Por ejemplo, como se menciond anteriormente, los astrocitos
provocan la infiltracién de leucocitos a través de la alteracién de la BHE mediada
por VEGF (Argaw et al.,, 2009, 2012). Sin embargo, bajo diferentes circunstancias,
los astrocitos liberan moléculas que promueven la reparacion endotelial de 1a BHE,
como Sonic hedgehog (Alvarez et al, 2011, 2013). Ademas, la secrecidon de
apolipoproteina E (APOE) impide que aumente la permeabilidad de la BHE
(Sofroniew, 2015). Por lo tanto, los astrocitos A2 demuestran ser reguladores
fundamentales de las propiedades endoteliales de la BHE, segun el contexto, a
través de mecanismos moleculares de sefializacion especificos. Por otro lado, hay

estudios que indican que la via de sefalizacion gp130-JAK2-STAT3 es un regulador
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critico de las funciones antiinflamatorias de los astrocitos al mediar la formacién
de cicatrices que restringen la propagacién de leucocitos y patégenos microbianos

tras distintos tipos de lesién (Sofroniew, 2015).

Las moléculas efectoras intercelulares que median en las funciones
antiinflamatorias de los astrocitos también estan siendo identificadas. Por ejemplo,
en respuesta a IL-10, los astrocitos liberan moléculas como TGF-f3, que promueven
la remisién de la inflamaciéon (Cekanaviciute et al.,, 2014). Ademas, algunas de estas
moléculas liberadas por los astrocitos tienen efectos antiinflamatorios sobre la

microglia y los monocitos (Sofroniew, 2015).

Una forma indirecta de regulacién antiinflamatoria es la activacion de
mecanismos de sefalizacion intracelular que suprimen los activadores
proinflamatorios. Por ejemplo, la sefalizacion de TNF-a no solo induce la
produccion de NFxB, sino que, mediante otra ruta, también induce su supresion y
la de quimiocinas proinflamatorias liberadas por leucocitos (Wang et al., 2013;
Catrysse et al., 2014). Asi, la regulacion temporal de todos estos mecanismos puede

contribuir a disipar la inflamacién del SNC a lo largo del tiempo.

3.- NEUROINFLAMACION Y NEURODEGENERACION

La neuroinflamaciéon es un complejo mecanismo de proteccién del
organismo dirigido a aislar la zona del SNC afectada, destruir las células dafiadas y
restaurar la integridad tisular. Estas respuestas de defensa del huésped son
generalmente beneficiosas, ya que limita la supervivencia y la proliferacion de
patégenos invasores y promueve la supervivencia del tejido. Sin embargo, cuando
la neuroinflamacién se vuelve crénica, en lugar de ser protectora, es perjudicial

para el SNC (Figura 8) (Kabba et al., 2018).
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Fig. 8. Activacidn de las células gliales. Ante un dafio, se pierde la interacciéon entre CD200
neuronal y su receptor y, a su vez, la fractalquina es secretada por las neuronas para
unirse a su receptor microglial. Esto provoca la activacién de la microglia en reposo hacia
el fenotipo M1, que secreta moléculas proinflamatorias. A su vez, esto provoca la
astrogliosis. Los astrocitos reactivos también liberan citoquinas proinflamatorias e
inhiben la liberaciéon de moléculas antiinflamatorias. Microglia y astrocitos se comunican
entre si perpetuando el dafio neuronal y estableciendo un circulo vicioso de inflamaciéon y
neurodegeneracion. Modificado de Beardsley and Hauser, 2014 y Du et al., 2016. Ca**: ion
calcio; DAMP: patrones moleculares asociados a dafio; DAT: transportador de dopamina;
GLT-1: receptor de glutamato; GS: glutamina sintetasa; H202: perdéxido de hidrogeno;
IFN-y: interferdn y; IL: interleuquina; NKkB: factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras x de las células B activadas; NO: 6xido nitrico; ROS: especies reactivas de oxigeno;
TNF-a: factor de necrosis tumoral a; VMAT2: transportador vesicular de monoaminas 2.

Por otro lado, la neurodegeneracion se caracteriza por la pérdida de
poblaciones selectivas de neuronas en las regiones cerebrales relacionadas con
funciones concretas (Kabba et al., 2018). Las enfermedades neurodegenerativas
mas conocidas y estudiadas incluyen la EP, la EA, la esclerosis lateral amiotroéfica
(ELA), la enfermedad de Huntington (EH) y la esclerosis multiple (EM), que
durante mucho tiempo se ha considerado una enfermedad principalmente
inflamatoria autoinmune (Lassmann et al., 2012). Sin embargo, en la EM se han
descrito alteraciones axonales que estan asociadas con la neuropatologia clinica
(Baufeld et al.,, 2017), reconociendo que la enfermedad es una combinacion de
procesos inflamatorios y neurodegenerativos, generalmente en las etapas

avanzadas de la enfermedad (Chaudhuri, 2013; Kawachi and Lassmann, 2017).

48



Introduccion

Asi, la divisibn que tradicionalmente se hacia entre enfermedades
inflamatorias y enfermedades neurodegenerativas cambia con el concepto de
neuroinflamacién no solo en la EM sino en el resto de enfermedades
neurodegenerativas, ya que se ha demostrado que, en todas estas enfermedades, la
microglia y los astrocitos son los principales mediadores celulares de la

inflamacién durante el proceso de muerte neuronal (Walker and Jucker, 2015).

La caracteristica mas distintiva de la microglia es su rapida activaciéon en
respuesta al cambio patolégico en el SNC. Aunque tiene un papel critico en la
defensa del huésped al eliminar microorganismos invasores y células neoplasicas,
o al secretar factores neurotroficos, la microglia puede agravar los efectos de la
inflamacién y causar degeneracion neuronal (Salter and Stevens, 2017). Se postula
que la microglia activada puede ser el desencadenante activo de la muerte
neuronal, que a su vez activa a los astrocitos y que esta activacion y la inflamacién
resultan, principalmente, de la formaciéon de agregados de proteinas endégenas
(Fricker et al., 2018). Las alteraciones de las funciones fisiol6gicas de la microglia
como son los mecanismos de liberacién de moléculas inflamatorias y de fagocitosis
estdn altamente asociados a la progresion de las enfermedades

neurodegenerativas (Fricker et al., 2018).

Se ha demostrado que la secrecién de intermediarios inflamatorios esta

alterada en varias enfermedades neurodegenerativas como EP, EA, EH o ELA, de
forma que, tanto en modelos animales como tejido post mortem y biofluidos (LCR y
plasma) de pacientes con estas enfermedades, se ha visto que las proteinas del
complemento, las citoquinas y las quimiocinas estan sobreexpresadas (Silvestroni
et al,, 2009; Wild et al,, 2011; Kobayashi et al., 2013; Heneka et al., 2014; Hong et
al,, 2016; Joers et al., 2017).

La disminucion de la fagocitosis en las células microgliales puede contribuir
a la acumulacién de proteinas, como ocurre en la EP con la a-sin (Tremblay et al.,
2019), en ELA con la superoéxido dismutasa (SOD) mutada (mSOD1) (Heneka et al.,
2014), en EA con el AB (Griciuc et al,, 2013) y en EH con la huntingtina mutada
(mHtt) (Kwan et al.,, 2012). En EP, esta alteracién conduce a la agregacién de a-sin

y, por consiguiente, a otras alteraciones como la disfuncién de la mitocondria
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(Tapias et al., 2017) o la autofagia (Tremblay et al., 2019), ya que estas proteinas

tienen capacidad inmunoestimulante.

Los astrocitos reactivos también juegan un papel crucial en las
enfermedades neurodegenerativas. Tienen un abanico mas amplio de funciones
que la microglia y, en condiciones patoldgicas, algunas se encuentran alteradas.
Esto incluye cambios en la homeostasis del glutamato, del metabolismo energético
y la homeostasis de iones (Ben Haim et al., 2015; Robel et al., 2015; Seidel et al,,
2015), entre otras.

La alteracion de la captacién de glutamato es probablemente una de las

disfunciones de los astrocitos mas estudiadas en las enfermedades
neurodegenerativas (Soni et al, 2014). La captacidn ineficiente de glutamato
conduce a una sobreestimulacion de sus receptores, que causa la muerte neuronal
por exitotoxicidad, siendo éste un mecanismo patolégico ampliamente descrito en

las enfermedades neurodegenerativas (Ben Haim et al,, 2015).

La agregacién de proteinas mal plegadas de manera intra o extracelular es

una caracteristica central de muchas enfermedades neurodegenerativas. Las
proteinas mal plegadas se degradan por dos vias intracelulares principales: la
autofagia y el sistema UPS. El sistema UPS ha sido ampliamente estudiado en
neuronas de modelos de enfermedades neurodegenerativas e incluso es un
objetivo de la neuroprotecciéon (Margulis and Finkbeiner, 2014; Popovic et al,,
2014) pero en astrocitos y microglia, el sistema no se ha investigado tan en
profundidad. Se sugiere que los astrocitos son mas eficientes que las neuronas en
la eliminacién de proteinas toxicas, ya que por un lado los agregados proteicos se
encuentran principalmente en las neuronas (Jansen et al., 2014) y, por otro lado, el
sistema UPS es mas activo en las células gliales tanto in vitro como in vivo. Por
tanto, una menor actividad del sistema UPS en neuronas contribuye de manera
importante a la acumulacién preferencial de proteinas mal plegadas en las
neuronas, tal y como se observa en la EP (de la que se hablara mas adelante) o la
EH (Ben Haim et al, 2015). Por otro lado, se ha visto que las subunidades del
proteasoma estan reguladas negativamente en astrocitos de pacientes con EA
(Simpson et al, 2011). Ademas, en las enfermedades neurodegenerativas, los

astrocitos reactivos pueden expresar una forma especifica del proteasoma,
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llamada inmunoproteasoma, que esta formada por las subunidades inducibles por
citoquinas (31i, B2i y B5i. El inmunoproteasoma se detecta en astrocitos reactivos
alrededor de placas amiloides en ratones y pacientes con EA (Orre et al., 2013) y

en la médula espinal de ratones de ELA (Puttaparthi and Elliott, 2005).

En resumen, sin el proceso de neuroinflamacién, la eliminacién de
patégenos y la recuperacion de lesiones del SNC podrian verse comprometidas. Sin
embargo, en las enfermedades neurodegenerativas, las moléculas dafinas
liberadas de forma constante por la microglia y/o los astrocitos reactivos,
generalmente, eclipsan a las moléculas beneficiosas, por lo que se considera que el

efecto global de la activacién glial es perjudicial (Le et al., 2016).

3.1.- Neuroinflamacion y enfermedad de Parkinson
3.1.1.- Microglia en la enfermedad de Parkinson

El papel de la inflamacion en la patogenia de la EP se propuso tras el
descubrimiento por parte de McGeer y colaboradores de la presencia de microglia
activada en la SNpc y en el putamen de pacientes con EP (McGeer et al., 1988;
McGeer and McGeer, 2004), asi como en otras areas cerebrales como el hipocampo,
la corteza cingulada y temporal (Imamura et al., 2003) y el locus coeruleus (Hirsch

and Hunot, 2009).

3.1.1.1.- Liberacion de intermediarios inflamatorios

Se ha demostrado que existe una relacion entre el aumento de mediadores

inflamatorios y la EP a través de diversos tipos de estudios.

En tejido post mortem de pacientes con EP, Mogi y colaboradores (Mogi et

al., 1994a) observaron un aumento de citoquinas proinflamatorias como TNF-q, IL-

1B, IL-2, IL-6 e IFN-y en el estriado. En la SNpc también se han hallado niveles
elevados de TNF-q, IL-1f3, IFN-y (Mogi et al., 2007; Hirsch and Hunot, 2009; Joers et
al,, 2017) y del receptor de TNF-q, que se expresa en las neuronas dopaminérgicas,

(Hirsch and Hunot, 2009). El aumento de estas moléculas provoca la expresiéon de
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otros intermediarios inflamatorios como iNOS y COX-2, que también se han visto
elevadas en la SNpc de pacientes con EP (Hirsch and Hunot, 2009; Du et al,, 2016;
Joers et al., 2017).

Por otro lado, Yamada y colaboradores fueron los primeros en demostrar la
participacion del sistema del complemento en la EP al observar que los LB eran
positivos para las proteinas C3d, C4d, C7 y C9 (Yamada et al., 1992). Mas tarde,
(McGeer and McGeer, 2004) observaron que habia un aumento en los niveles de
ARN mensajero (ARNm) para proteinas del complemento en las regiones

cerebrales afectadas por la EP (McGeer etal., 2017).

Estos cambios moleculares observados en el cerebro de pacientes con EP
han sido reproducidos en varios modelos animales de la enfermedad. Asi, tanto en
modelos inducidos por neurotoxinas (MPTP, 6-OHDA o LPS) como por
sobreexpresion de a-sin, se han observado niveles aumentados de mediadores
proinflamatorios como NO, IFN-y, IL-6, y TNF-a (Hirsch and Hunot, 2009; Joers et
al,, 2017).

En el estriado de pacientes con EP también se han hallado niveles elevados
de mediadores antiinflamatorios como TGF-f y el factor de crecimiento epidermal

(EGF) (Mogi et al, 1994b, 1995). Sin embargo, en modelos animales de

parkinsonismo inducidos por MPTP y por LPS, la expresion de las citoquinas
antiinflamatorias IL-4 e IL-10 y de los marcadores CD206, YM-1, Arg-1 y FIZZ-1, se
han observado disminuidos en la SNpc (Joers et al., 2017). Algunos estudios donde
se mide el nivel de IL-4 en tejido de animales con parkinsonismo inducido por
MPTP muestran que esta citoquina estd aumentada. Lo mismo ocurre con IL-13.
Estas citoquinas son consideradas antiinflamatorias, sin embargo, estos estudios
muestran efectos citotoxicos en neuronas y glia (Mori et al,, 2016), lo que podria

explicar su aumento de expresion en estos modelos.

Asimismo, mediante estudios de microarrays se confirmo el incremento de
la expresion de genes relacionados con la inflamacién como los de la via de NFkB
en la SNpc de pacientes con EP (Moran et al, 2007; Moran and Graeber, 2008;
Simunovic et al., 2009). NFkB ha sido reconocida como una via clave en la

activacion de la microglia y el aumento de la produccién de citoquinas
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proinflamatorias (Fellner et al., 2013). Por tanto, la activacién persistente de NF«kB
en neuronas y glia se ha asociado con la neurodegeneraciéon en la EP tanto en
modelos animales como en tejido post mortem de pacientes con EP (Dresselhaus
and Meffert, 2019), mientras que la inhibicién de esta via confiere neuroproteccion
en modelos animales de parkinsonismo y cultivos microgliales al amortiguar las
respuestas inflamatorias (Feng et al, 2019). En general, los factores de
transcripcién que promueven la inflamacién, como NFxB, STAT3, AP1 y TLR, estan
regulados positivamente en la EP, mientras que las vias neuroprotectoras como
mTOR, TGF-f3 e YY1, que protegen contra la toxicidad de la a-sin, estan reguladas

negativamente en la microglia de pacientes con EP (Pal et al., 2016).

En el LCR de pacientes con EP también se ha descrito un aumento de los
niveles de citoquinas proinflamatorias como TNF-q, IL-1 e IL-6 (Yu et al.,, 2014; Du

et al,, 2016; Delgado-Alvarado et al., 2017; Joers et al., 2017; Chen et al., 2018) y de

quimiocinas como CXCL10 o CXCL12 (Liu et al., 2019), sugiriendo que la microglia
adquiere un fenotipo proinflamatorio en la enfermedad (Joers et al., 2017). El IFN-
Y, sin embargo, se ha visto reducido en LCR de pacientes con EP con deterioro

cognitivo leve (Yu etal,, 2014).

Por otro lado, hay estudios que no observaron diferencias en el LCR de
pacientes con EP frente al de individuos sanos en proteinas implicadas en la
inflamacién como la proteina C reactiva o la proteina 1 quimiotactica de monocitos
(MCP-1) (Joers et al., 2017). Sin embargo, estas proteinas se han correlacionado
con la depresiéon y la fatiga de pacientes con EP, sugiriendo un papel para la
produccion de citoquinas en sintomas no motores de la enfermedad (Joers et al.,
2017). Las proteinas del complemento C3b y C4b, al contrario de lo que ocurre en

tejido, estan disminuidas en el LCR de pacientes con EP (Finehout et al., 2005).

La quimiocina CX3CL1 ha sido estudiada en LCR, pero hay resultados
variables. Mientras que Gui y colaboradores observaron una expresion reducida de
CX3CL1 en exosomas extraidos del LCR de pacientes con EP comparados con
controles sanos (Gui et al, 2015), Shi y colaboradores afirmaron no encontrar
diferencias entre pacientes y controles. De hecho, los niveles de CX3CL1 tendian a
ser mayores en los pacientes con EP que en los controles, los cuales

correlacionaban con una peor progresion clinica (Shi et al., 2011). Este aumento de
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CX3CL1 también ha sido observado mas recientemente por Liu y colaboradores

(Liuetal., 2019).

En cuanto a mediadores antiinflamatorios, en LCR de pacientes con EP se
han encontrado niveles aumentados de TGF-$1 (Masuda et al., 2017; Chen et al,,
2018) y TGF-B2 (Vawter et al., 1996), los cuales juegan un papel en la inhibicién de
la inflamacién y la reparacion de tejido cerebral dafiado. También se ha reportado

aumento en las citoquinas IL-12, IL-4 e [L-10 (Joers et al.,, 2017; Liu et al., 2019).

En plasma de pacientes con EP también se ha descrito un aumento de
factores proinflamatorios como las citoquinas IL-6, TNF-a, INF-y (Pal et al., 2016),

IL-1 e IL-2 (Brodacki et al., 2008) y quimiocinas como RANTES (Qin et al., 2016;

Liu et al., 2019), que correlacionan con la severidad de la EP. En esta misma linea,
se ha demostrado que un incremento de los niveles de IL-6 en suero de pacientes
con EP correlaciona negativamente con la gravedad de la enfermedad (Delgado-
Alvarado et al,, 2017; Green et al,, 2019). En plasma de pacientes con EP también
hay un aumento de mediadores inflamatorios como la proteina del complemento
C3c (Goldknopf et al,, 2006) y el ARNm de iNOS (Wu et al., 2014) respecto a

controles sanos.

Por otro lado, hay estudios que han encontrado anticuerpos que reconocen
varios componentes de las neuronas dopaminérgicas en el suero de pacientes con
EP (Hirsch and Hunot, 2009). También se ha detectado un incremento de LT
reactivos frente a una disminucién de los LT no activados, lo que indica infiltracién
linfocitica en el SNC. Ademas, estos LT reactivos muestran un fenotipo

proinflamatorio (Hirsch and Hunot, 2009).

Las citoquinas antiinflamatorias 1L-12, IL-4 e IL-10, se han encontrado

elevadas en plasma de pacientes con EP (Joers et al.,, 2017) mientras que los de
EGF estan disminuidos. De hecho, niveles bajos de este factor de crecimiento esta
correlacionado con una cognicién mas pobre en EP (Lim et al, 2016) y con los

déficits motores de la enfermedad (Jiang et al., 2015).

En resumen, los estudios en humanos han demostrado un aumento de las
citoquinas pro y antiinflamatorias en pacientes con EP, lo que sugiere que ambos

fenotipos pueden coexistir en algunas etapas de la enfermedad y es probable que
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los cambios complejos en los estados activados de la microglia potencien la
neuropatologia de la EP (Joers et al., 2017). Estos cambios celulares y moleculares
observados en los cerebros de pacientes con EP se han reproducido en varios
modelos animales. Asi, se ha observado activaciéon microglial y secreciéon de
mediadores proinflamatorios en modelos animales de parkinsonismo inducidos
por toxicos, modelos genéticos y modelos inducidos por sobreexpresion de a-sin,
como se describirdA mas adelante. Sin embargo, en los modelos animales, las
citoquinas antiinflamatorias y los factores de crecimiento se ven reducidos, lo que
sugiere que la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas inducida por toxinas
estd asociada con la prevalencia de microglia proinflamatoria en detrimento de la
antiinflamatoria, y que esto puede aumentar la degeneraciéon neuronal (Joers et al.,

2017).

3.1.1.2.- Estudios genéticos

Los estudios genéticos también han aportado pruebas de la implicacion de
la neuroinflamacién en la EP. Varios estudios genéticos han investigado la
asociacién entre el polimorfismo en genes relacionados con el sistema inmune y la
EP. Asi, se ha descrito que los polimorfismos en los genes del sistema de antigeno
leucocitario humano (HLA) (Aliseychik et al., 2018) constituyen un factor de riesgo
para el desarrollo de EP. HLA codifica las principales proteinas del MHC. Las
sustituciones de un solo nucleétido en las regiones codificantes de los genes HLA-
DP, HLA-DQ y HLA-DR afectan la capacidad de la molécula MHC-II de formar
complejos estables con péptidos, lo que afecta directamente la eficiencia de la

presentacion del antigeno (Aliseychik et al., 2018).

El papel de LRRKZ en la respuesta inmune se propuso por primera vez
debido a su expresién en LB, células dendriticas y macroéfagos (Gardet et al., 2010)
y en células microgliales aisladas de ratén (Gillardon et al., 2012). Estudios en los
que se administraba LPS a cultivos celulares de microglia transgénica para LRRKZ?
con la mutacion R1441G o de neuronas corticales, mostraban aumento en la
secrecion de citoquinas proinflamatorias como TNF-q, IL-13, and IL-6 y niveles

reducidos de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 en comparaciéon con los
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controles (Gillardon et al, 2012). Ademads, posteriormente, otros trabajos
confirmaron un vinculo entre la mutacién G2119S y una respuesta inflamatoria
inducida por LPS elevada, que incluia la secrecién de TNF-a, IL-1f, IL-6 e iNOS
(Kim et al,, 2012; Moehle et al., 2012).

Por ultimo, polimorfismos en los genes TNFA, IL1A, IL1B, IL6, IL8 e IL18, que
codifican para citoquinas, el gen que codifica para iNOS y el del receptor de
monocitos CD14 han sido asociados con el riesgo de padecer EP (Gupta et al., 2014;
Tufekci et al,, 2012). La alta expresion de estos mediadores puede contribuir a una
degeneracion neuronal dopaminérgica mas rapida. En este contexto, un perfil
genético proinflamatorio mas alto confiere un mayor riesgo de desarrollar EP

(Lindenau et al., 2017; Redensek et al,, 2019).

3.1.1.3.- Agregacion de a-sin y microglia

Como en otras enfermedades neurodegenerativas, en la EP, la formacion de
agregados proteicos puede inducir la activacion microglial. Varios estudios
demostraron que los CL extracelulares en la SNpc a menudo estan rodeados por
microglia y mediadores inflamatorios (McGeer et al., 1988; Yamada et al., 1992). A
nivel del estriado, la a-sin se asocia con la apariciéon de microglia activada, el
aumento en la expresion de MHC-II y niveles elevados de citoquinas
proinflamatorias como IL-1B, IFN-y y TNF-a, lo que se asocia a deplecién de

terminales dopaminérgicos (Chung et al., 2010a; Sanchez-Guajardo et al., 2010).

En el tejido cerebral post mortem de pacientes con EP, la microglia también
expresa niveles mas altos de CD68, lo que indica actividad fagocitica (McGeer et
al., 1988; Croisier et al., 2005). La participacién de la fagocitosis microglial en la
patogénesis de la EP se ve respaldada por el hecho de que la microglia capta y
elimina los restos de neuronas dopaminérgicas in vivo (Tremblay et al., 2019).
Estos datos sugieren que los agregados de a-sin extracelular serian detectados e
internalizados por la microglia, provocando aumento en las ROS y liberacién de
citoquinas proinflamatorias (Sanchez-Guajardo et al., 2010; Zhang et al., 2018;

Tremblay et al., 2019). Ademas, la agregacién de a-sin se acompana de activacion
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de la via NFxB, infiltracién de LT CD4+ y depésito de IgG alrededor de las neuronas
en proceso degenerativo (Harms et al., 2013). Sanchez-Guajardo y colaboradores
describieron dos patrones distintos de cambios inflamatorios segiin el grado de
muerte celular. El primero consiste en un cambio temprano y transitorio en el
numero de microglia activada y una expresiéon del MHC-II asociado al incremento
en la expresion de a-sin con ausencia de muerte neuronal en la SNpc. La segunda
respuesta, que ocurre cuando hay muerte neuronal, seria mas prolongada y
correlacionaria con la expresion de CD68 y la infiltracion de LT. Por tanto, uno de
los primeros eventos en la inflamacion asociada con la sobreexpresiéon de a-sin es
el aumento de expresion de MHC-II en microglia activada (Sanchez-Guajardo et al.,
2010; Harms et al, 2013). De hecho, MHC-II es un elemento critico para la
activacion microglial inducida por a-sin (Harms et al., 2013). El aumento de los
niveles de MHC-II implica mayor reconocimiento de antigenos por parte de la
microglia, lo que aumenta la proliferacion de LT CD4* y promueve la expresion de
citoquinas y quimiocinas proinflamatorias (Harms et al, 2013). Ademas, la
presencia de neuromelanina dentro de la microglia activada apoya la idea que las
neuronas dopaminérgicas danadas en la SNpc probablemente se fagocitan, lo que
permite que la a-sin patégena se someta a procesamiento y a la presentacion del

antigeno por parte de la microglia (Martin-Bastida et al., 2017).

Las neuronas en proceso de neurodegeneracion pueden secretar tanto
mondmeros como agregados de a-sin a través de la exocitosis (Jucker and Walker,
2018; Whiten et al., 2018). El estudio de Feng y colaboradores demostr6 que la
forma agregada es la que activa la microglia (Feng et al., 2019) y, que ademas, es la
que inhibe la fagocitosis microglial a través del bloqueo de la sefalizacion FcyR
(Park et al., 2008; Choi et al., 2015). Asimismo, las neuronas apoptdticas pueden
secretar moléculas conocidas como sefiales find me como es el caso de CX3CL1, que
cuando se une a su receptor microglial, provoca su migraciéon hacia la célula

dafiada (Tremblay et al., 2019).

Watson y colaboradores demostraron, a través de un modelo animal que
sobreexpresaba a-sin, que los agregados y no las formas monoméricas de esta
proteina causaban una respuesta inflamatoria selectiva concomitante a la pérdida

neuronal, con expresion aumentada de citoquina TNF-a y receptores TLR en la
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SNpc y el estriado (Watson et al., 2012). Ademas, se sugiere que estos agregados
proteicos inducen una respuesta microglial M1 (al activar la via NFkB) a través de
su reconocimiento por parte de los receptores TLR4 o TLR1/2 (Feng et al., 2019).
Stefanova y colaboradores mostraron que la deficiencia de TLR4 impide la
capacidad de la microglia para eliminar la a-sin en un modelo de ratén transgénico
con ablacion de TLR4 y que sobreexpresaba a-sin humana (ha-sin), lo que resulté
en una mayor produccién de citoquinas proinflamatorias, muerte neuronal y
disfuncién motora (Stefanova et al., 2011). Los agregados de proteinas compuestos
por a-sin pueden generarse in vitro, y se ha demostrado que estos interactian,
ademas, con otros receptores microgliales como CD36 y CD11b (Zhang et al.,, 2007;
Su et al,, 2008; Lee et al,, 2010). Estos datos sugieren que la funcidn fagocitica de la
microglia es importante para ralentizar la progresion de enfermedades
neurodegenerativas caracterizadas por la acumulacion patologica de proteinas

(Nayak et al., 2014).

La a-sin, ademads de por las neuronas, se degrada por la microglia tanto por
el sistema UPS como por la autofagia, y esta tltima via se incrementa en varios
modelos animales de EP inducidos por toxinas, lo que sugiere que la autofagia
puede ser el principal mecanismo para el aclaramiento de «-sin. Sin embargo,
cuando este sistema se satura, la a-sin se acumula y se vuelve neurotdxica (Nash et

al, 2017; Tremblay et al., 2019).

Se sabe que las mutaciones en el gen de DJ-1 estdn asociadas con EP
autosOmica recesiva. Varios estudios que observaron que el knock down (KD) o
pérdida de actividad de DJ-1 conduce a un aumento de las respuestas inflamatorias
de la microglia a la DA y a un aumento de la neurotoxicidad (Nash et al., 2017).
Ademas, reduce la expresion de la balsa lipidica de la superficie celular en la
microglia, lo que deteriora su capacidad de captar a-sin soluble y de eliminarla a

través de la autofagia (Tremblay et al., 2019).

3.1.2.- Astrocitos en la enfermedad de Parkinson

El marcaje de la proteina GFAP mediante inmunohistoquimica fue clave

para la descripcién de la astrogliosis en la EP, encontrandose una mayor densidad
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de células positivas para GFAP alrededor de las neuronas dopaminérgicas en tejido
post mortem de pacientes (Damier et al., 1993). El nimero de astrocitos GFAP* fue
inversamente proporcional a la deplecién de neuronas dopaminérgicas (Damier et
al, 1993), lo que indica que los astrocitos tienen un papel relevante en la
regulacion de la neuroinflamaciéon en la EP (Jiang et al, 2018). Ademas, estos

astrocitos eran distroéficos (Braak et al., 2007).

3.12.1.- Liberacion de intermediarios inflamatorios

Se ha descrito que los astrocitos reactivos expresan enzimas como COX-2 y
mieloperoxidasa (MPO) y liberan mediadores proinflamatorios como las
citoquinas IFN-y, TNF-q, IL-1f3 e IL-6, quimiocinas que incluyen MCP-1a, MIP-q,
CXCL-8, MAC, CCL2, CCL3 y CCL5, la proteina del complemento C3 y pequefias
moléculas como prostaglandinas y NO, que aumentan el estrés oxidativo (Briick et
al, 2016; Carta et al,, 2017; Liddelow and Barres, 2017b; Loria et al., 2017). El
aumento de dichos factores inflamatorios causa un efecto nocivo sobre la
supervivencia neuronal (Liddelow and Barres, 2017a) y promueven la infiltracién
de macréfagos y linfocitos en el parénquima cerebral, ya que se sabe que esta
liberacion se produce al borde de los vasos sanguineos, cerca de las areas de
degeneracion, dafiando la BHE y haciéndola mas permeable (Jiang et al., 2018). De
hecho, solo la disfuncién de los astrocitos es suficiente para que se produzca
degeneracion y muerte neuronal (Loria et al., 2017). Las quimiocinas secretadas
estan involucradas en funciones como la migracion de la microglia y progenitores
neurales, la regulacion de la actividad microglial, la proliferacién y supervivencia
de los astrocitos y la plasticidad y transmisidon sinaptica. Ademas, inducen la
liberaciéon de glutamato y la sintesis de mas citoquinas y quimiocinas en los
astrocitos (More et al., 2013). En el caso de la MPO, que es un enzima relacionado
con el estrés oxidativo que se expresa en astrocitos reactivos durante la
inflamacién, se han encontrado niveles aumentados en el cerebro de pacientes con
EP y modelos animales de parkinsonismo inducido por MPTP. MPO oxida el nitrito
no reactivo (cuya concentracion se incrementa en la EP) a nitrito reactivo y, por lo

tanto, es capaz de nitrosilar a una gran cantidad de proteinas (More et al., 2013).
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La liberacion de citoquinas proinflamatorias por parte de los astrocitos
viene inducida por la microglia, debido a que los astrocitos se comunican con la
microglia para amplificar la respuesta inmune y activar mecanismos apoptoticos,
induciendo la muerte neuronal dopaminérgica. Esta comunicacion es bidireccional,
ya que la liberacién de mediadores inflamatorios por parte de los astrocitos
activados también podria aumentar la activaciéon de la microglia, contribuyendo a
la pérdida progresiva de la funcién neuronal (Loria et al., 2017). El objetivo de esta
comunicacion entre células gliales es promover la supervivencia neuronal, pero la
activacion glial sostenida en el tiempo podria favorecer la degeneracion
dopaminérgica (Loria et al., 2017). La activacion de los astrocitos se considera una
respuesta que, aunque inicialmente es beneficiosa, luego resulta perjudicial a
medida que avanza la enfermedad (Ben Haim et al., 2015). Por ejemplo, en tejido
post mortem de pacientes con EP, la exposicion de astrocitos no reactivos al [FN-y
inicia la expresion de las moléculas del MHC-II en estas células, lo que hace que las
células astrogliales se comporten como células presentadoras de antigenos (APC)
(Vardjan et al,, 2015). Esto provocaria la activaciéon de la via NFkB, que puede
aumentar la liberacién de la proteina del complemento C3a por parte de los
astrocitos y, a su vez puede contribuir a la neurodegeneraciéon al estimular la
liberaciéon de citoquinas proinflamatorias, el estrés oxidativo/nitrosativo y la
expresion de iNOS y COX-2 (Lian et al., 2016; Bellaver et al.,, 2017; Diniz et al,,
2019).

Por otro lado, los astrocitos ejercen funciones neuroprotectoras liberando
una variedad de factores troficos (Fujita et al., 2018) que incluyen BDNF, GDNF, el
factor neurotrofico ciliar (CNTF), el factor neurotréfico dopaminérgico cerebral
(CDNF) y el factor neurotréfico derivado de astrocitos mesencefalicos (MANF). La
expresion de BDNF se demostré en los astrocitos que rodean a las neuronas
dafiadas de la SNpc en cerebros de pacientes con EP (Knott et al, 2002). Hay
discrepancias en los resultados obtenidos con este factor, ya que en LCR se ha
reportado tanto incremento (Péyhonen et al.,, 2019) como disminucién (Nagatsu
and Sawada, 2005) en pacientes con EP, mientras que en tejido post mortem, el
BDNF esta disminuido en la SNpc (More et al.,, 2013). Esta discrepancia podria
deberse a que este factor se estudia por inmunohistoquimica en la SNpc, y solo se

detecta en las neuronas dopaminérgicas que sobreviven (More et al., 2013). CDNF
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y MANF han demostrado ejercer efectos beneficiosos en la proteccién y reparacion
neuronal dopaminérgica en varios modelos de parkinsonismo (Carta et al., 2017).
Por otro lado, en los astrocitos del estriado en un modelo animal de 6-OHDA, la
expresion del ARNm de GDNF, que es la neurotrofina que mas proteccién confiere
a las neuronas dopaminérgicas (Papa et al., 2014), se encuentra aumentada
(Poyhonen et al., 2019). Una sobreexpresion moderada de GDNF a través de
vectores virales es suficiente para observar un efecto protector contra una lesiéon

inducida por 6-OHDA (Tenenbaum and Humbert-Claude, 2017).

Ademas, los astrocitos pueden tener funciones neuroprotectoras a través de
la sobreexpresion de Nrf2, que controla la biosintesis de moléculas antioxidantes
como el glutation y la hemooxigenasa-1, asi como genes reguladores del ciclo
celular. La expresion de Nrf2 en los astrocitos confiere neuroproteccion en el
modelo de parkinsonismo inducido por MPTP, y aumenta la supervivencia de las
neuronas dopaminérgicas en un modelo animal de a-sinucleinopatia (Ferrer,

2017).

El glutation es un péptido antioxidante que liberan los astrocitos en
respuesta al estrés oxidativo. El estudio de Sandhu y colaboradores describié en
cocultivos celulares de neuronas y astrocitos que son estos ultimos los que liberan
glutation en respuesta a la toxicidad inducida por 6-OHDA (Sandhu et al., 2009).
Este péptido esta disminuido en la SNpc de pacientes con EP (Rizor et al., 2019). La
actividad de los enzimas relacionados con el glutation, como la glutatién
peroxidasa (Gpx), cuya principal funcién biol6gica es proteger al organismo del
dafo oxidativo, aumenta en los astrocitos del estriado tanto en pacientes como en
modelos animales de EP (Briick et al, 2016). El nivel de Gpx correlaciona
negativamente con la depleciéon dopaminérgica de pacientes con EP (Damier et al.,
1993). Savaskan y colaboradores demostraron que el nivel de la proteina Gpx4
aumenta en los astrocitos tras una lesiéon neurodegenerativa de la corteza
entorrinal. En muestras corticales de pacientes con EP, las proteinas Gpx3 y Gpx4
también estan elevadas en comparacion con los sujetos control (Savaskan et al,,
2007). De hecho, se encontr6 que los niveles de proteinas oxidadas eran
significativamente mas altos en la SNpc en comparacién con la corteza frontal y los

ganglios basales, lo que sugiere que el dafio oxidativo en la EP es especifico de la
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region cerebral y puede contribuir a la patogénesis de la enfermedad (Rizor et al,,
2019). Sin embargo, en otros estudios, la actividad de los enzimas antioxidantes
Gpx, SOD y catalasa esta disminuida en la SNpc (Rizor et al, 2019) y en LCR
(Martin de Pablos et al.,, 2015) de pacientes con EP y, como consecuencia, se
observan niveles elevados de metabolitos oxidativos que provocan dafio en el ADN
(Rizor et al, 2019). Otros enzimas como la glutatién transferasa, ferroxidasa,
ferritina y ceruloplasmina también estan significativamente reducidos en el LCR de

pacientes con EP respecto a controles sanos (Maarouf et al., 2012).

Ademas, el sulfuro de hidrégeno, un posible agente antiinflamatorio y
neuroprotector, disminuye su expresion tras la activacion astroglial, lo que indica
un posible papel en la neurodegeneracién (Briick et al., 2016). Por dltimo, GDF15,
un miembro de la superfamilia de la TGF-§ liberada por los astrocitos, confiere
neuroproteccion contra el MPTP en un modelo de cocultivo de astrocitos y

neuronas dopaminérgicas procedentes de SNpc de rata (Kostuk et al., 2019).

3.1.2.2.- Disfunciones de los astrocitos en la EP

Los astrocitos durante la EP sufren alteraciones en sus funciones
fisioldgicas, lo que, podrian estar favoreciendo la neurodegeneracion. Estas
alteraciones se han demostrado a través del uso de modelos animales de EP y el
estudio de los factores genéticos anteriormente mencionados que contribuyen con
la enfermedad. Asi, en modelos de raton MPTP, se ha observado que la expresion
del transportador de glutamato GLT-1 en la SNpc y, por tanto, la captacién de
glutamato, esta disminuida en los astrocitos (Zhan et al., 2017; Zhang et al., 2017).
Otros apuntan a que una de las causas del aumento en la captacién de glutamato es
la alteracién de los transportadores vesiculares de GABA (vGAT) y glutamato

(vGLUT) (Cabezas et al,, 2014).

La proteina DJ-1 se expresa en astrocitos y su deficiencia provoca que estas
células muestren una absorcion de glutamato alterada (Tabla 2). Se demostr6 que
este efecto se debe a una disminucion en la expresion del transportador EAAT2.

Esta reduccion en la absorcién de glutamato puede dar lugar a altos niveles de
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glutamato en el espacio extracelular, lo que conduce a la excitotoxicidad neuronal
y, mas tarde, a neurodegeneracion (Booth et al., 2017). La deficiencia de D]-1 en los
astrocitos también reduce la capacidad de proteger las neuronas contra la

neurotoxicidad en los modelos de rotenona y 6-OHDA (Booth et al., 2017).

Como se ha explicado anteriormente, los astrocitos reactivos secretan NO,
una molécula de sefializacion celular. Un mecanismo de sefializacion de NO es la S-
nitrosilacion. Algunos estudios han demostrado que los transportadores de
glutamato astrociticos EAAT1 y EAAT2 son nitrosilados y que esto provoca la
inhibicion reversible de la captacion de glutamato. En modelos animales KO para
NOS1 (gen que codifica para el enzima NOS) exhibieron una disminucién en la S-
nitrosilaciéon y, como consecuencia, aumentd la absorcién de glutamato y se
reestablecio el ciclo de glutamato-glutamina en comparaciéon con los ratones WT

(Rizor et al.,, 2019).

La alteracion de la S-nitrosilacion también conduce a defectos como el mal
plegamiento y agregacion de proteinas y la interrupcion de la homeostasis ionica
(Rizor et al, 2019). Una S-nitrosilacién aberrante aumenta el nimero y la
permeabilidad de los hemicanales conexina-43 en los astrocitos de cultivos
primarios de rata, lo que puede acelerar el deterioro neuronal (Rizor et al., 2019).
La homeostasis del K* también se ve alterada, ya que se ha demostrado que la
expresion del canal Kir4.1 aumenta en la EP (Rizor et al., 2019). La secrecion de
BDNF por parte de los astrocitos se ha relacionado con este canal de K*. Es este
sentido, se ha observado que la inhibicion de los canales Kir4.1 atenua el
tamponamiento de K*, aumenta la excitabilidad neuronal y aumenta la expresion
de BDNF (Ohno et al., 2018), por lo que un aumento de expresion de canales de K*
podria reducir la secrecién de este factor neurotréfico, resultando en la
disminucién de la neuroproteccion que los astrocitos ofrecen a las neuronas

dopaminérgicas (Chen and Chan, 2005).

Las proteinas asociadas a la EP PINK1, parkina y DJ-1 regulan el
metabolismo de la glucosa en astrocitos (Tabla 2). La expresion de PINK1
mutada conduce a una disminucién de la captacion de glucosa (Joe et al., 2018). La

parkina interviene en la glucélisis, ya que regula directamente a su enzima
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limitante, la piruvato quinasa M2, lo que altera el metabolismo general de la célula
y su supervivencia (Joe et al, 2018). DJ-1 en los astrocitos metaboliza el
metilglioxal, un producto téxico de la glucélisis, a D-lactato. El metilglioxal se ha
asociado con diabetes, envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas. Por
tanto, la deficiencia de DJ-1 disminuye este metabolismo, lo que lleva a la
acumulaciéon de metilglioxal (Joe et al., 2018). Ademas, provoca que los astrocitos
no puedan proteger del estrés oxidativo a las neuronas dopaminérgicas en

cocultivo (Gorshkov et al., 2018).

Algunas de estas proteinas anteriormente mencionadas, ademas de GBA,
también regulan la funcién mitocondrial en astrocitos (Tabla 2) (Joe et al., 2018).
Asi, la expresion de PINK1 mutada disminuye la produccion de ATP y el consumo
de oxigeno, mientras que aumenta la generaciéon de ROS (Amo et al,, 2011). Los
astrocitos KO para PINKI muestran disfuncion mitocondrial al disminuir el
potencial de membrana y aumento de los niveles de ROS intracelular (Choi et al,,
2013). Esto también contribuye a la disminucién de la proliferacion y
diferenciacién de astrocitos durante el desarrollo embrionario, al igual que la
parkina (Joe et al, 2018). La parkina ha sido ampliamente implicada en la
mitofagia. Se ha descubierto que, en los astrocitos KO para PARKZ, se producia un
incremento de los niveles de dafio en las mitocondrias (Booth et al,, 2017). DJ-1
tiene un papel en el mantenimiento de las mitocondrias de los astrocitos, ya que la
pérdida de funcién de esta proteina reduce la motilidad mitocondrial y la fisién de
las mismas de la misma manera que el tratamiento con rotenona (Booth et al,
2017). Las neuronas y astrocitos KO para GBA muestran una disminuciéon del
potencial de membrana mitocondrial en reposo y una mayor fragmentacion
mitocondrial, la cual es mas severa en los astrocitos que en las neuronas (Booth et

al, 2017).

LRRK2 se ha implicado ampliamente en la via de la autofagia de los
astrocitos (Tabla 2) en varios modelos de EP. Durante el inicio de la autofagia, la
proteina LC3, una proteina relacionada con la biogénesis del autofagosoma, se
lipida (es decir, se le afiaden moléculas hidrofébicas) y se transporta a la
membrana de las vesiculas autofagicas. La inhibicién de la actividad de LRRK2

aumenta la lipidacién de LC3 en cultivo de astrocitos primarios humanos. Esto
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puede indicar o bien una induccién de la formacién de autofagosoma o bien la
inhibicién de la degradacion del mismo. Ademds, se ha demostrado que la
expresion de LRRK2 con algunas de las mutaciones que causan EP (R1441C,
Y1699C y G2019S) en los astrocitos primarios de ratones portadores de la
mutacién, produce un aumento en el tamafio del lisosoma. Este efecto depende de
la actividad de LRRK2 y esta asociado con una reduccion en el pH lisosémico. Por
otro lado, cultivos primarios de astrocitos KO para GBA mostraron una reduccién
de LC3, lo que indica una disminucién de esta via en los astrocitos durante la EP

(Booth et al,, 2017).

Como ya se ha explicado, los astrocitos protegen a las neuronas del estrés
oxidativo a través de la eliminacion de ROS o de la expresion de factores de
crecimiento (Tabla 2). En relacion con el primer mecanismo, la parkina regula los
niveles de glutation en los astrocitos, por tanto, en astrocitos KO para PARKZ, el
nivel de glutation se encuentra disminuido comparado con los WT, lo que implica
una reduccién en la capacidad neurotroéfica de los astrocitos (Joe et al., 2018). En
cuanto a los factores de crecimiento, se ha demostrado que la deficiencia de DJ-1

reduce la expresion de GDNF y BDNF en astrocitos (Choi et al., 2018).

En definitiva, ha quedado probado que la disregulaciéon de las funciones
especificas de los astrocitos provocada por alteraciones en los genes relacionados

con la EP, contribuye a la disfuncién de los astrocitos en la enfermedad.

Funciones de los astrocitos Genes que regulan la funcién astroglial

Homeostasis del glutamato PARK7 (D]-1)

Metabolismo de la glucosa PINK1, PARKZ (parkina), PARK7

Funcién mitocondrial PINK1, PARK2, PARK7, GBA1 (GBA)
Proliferaciéon PINK1, PARK2
Autofagia LRRK2, GBA1
ROS intracelular PINK1, PARKZ
Produccién de factores de crecimiento PARK7

Tabla 2. Implicacién de algunos de los genes (y proteinas que codifican) relacionados con
el desarrollo de EP en las funciones de los astrocitos. Modificado de Joe et al., 2018. GBA:
glucocerebrosidasa; ROS: especies reactivas de oxigeno.
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3.1.2.3.- Agregacion de a-sin y astrocitos

Braak y colaboradores describieron que el patrén de distribucién
topografica de los astrocitos reactivos en tejido post mortem de pacientes con EP
era muy similar al de los CL, indicando que la astrogliosis parece acompafar la
formacién de cuerpos de inclusién neuronales. En este estudio, los autores
hipotetizan que la causa mas probable de la reaccién astrocitica puede ser la a-sin.
Por tanto, del mismo modo que en la microglia, la mayoria de los estudios apuntan

a la a-sin como un estimulador exégeno de astrocitos (Braak et al., 2007).

En cerebros post mortem de pacientes con EP, se observaron inclusiones de
a-sin en astrocitos y neuronas (Wakabayashi et al., 2000; Hishikawa et al., 2001;
Braak et al,, 2007), lo que plante6 la sugerencia de que los astrocitos captan la a-
sin secretada por las neuronas (Lee et al.,, 2010; Braidy et al., 2013; Fellner et al,,
2013; Rannikko et al., 2015), ya que los astrocitos no la expresan, al igual que la
microglia. Por tanto, la deteccion de a-sin en estas células sugiere que deriva de
neuronas y que, posteriormente, se transfiere intercelularmente. Song y
colaboradores observaron que solo la astroglia protoplasmatica humana muestra
una acumulacién elevada de a-sin en la EP, mientras que no observaron cambios

significativos en la astroglia fibrosa (Song et al.,, 2009).

Los modelos animales de EP han demostrado que la acumulacién de
agregados de a-sin en los astrocitos promueve la secreciéon de ROS y de citoquinas
y quimiocinas proinflamatorias como IL-6, TNF-a, la molécula de adhesion
intercelular 1 (ICAM-1) o CXCL-1, lo que resulta en la activaciéon microglial (Fujita
et al,, 2018) y viceversa, ya que también se ha demostrado que la microglia
activada por fibrillas de a-sin induce la reactividad de los astrocitos (Yun et al,,
2018). Las formas mutadas de a-sin inducen la expresion de IL-6 en astrocitos
(Zhang et al., 2017). Sin embargo, el papel de la IL-6 en la neuroinflamacién y en la
EP es complejo. Aunque inicialmente se pensaba que era una citoquina puramente
proinflamatoria, estudios posteriores han demostrado que también posee
propiedades antiinflamatorias como, por ejemplo, antagonizar las acciones de la
IL-1B y el TNF-q, entre otras. La IL-6 es capaz tanto de inducir la agregacion de

ubiquitina, a-sin y tau en cultivos de células gliales (Bick et al., 2008) como de

66



Introduccion

neuroproteger neuronas dopaminérgicas en el modelo animal inducido por MPTP

(Zhang et al., 2017).

La captacion de a-sin por parte de los astrocitos ocurre a través de una via
de endocitosis independiente del receptor TLR4 (Fellner et al,, 2013; Rannikko et
al, 2015), si bien las altas concentraciones de a-sin extracelular inducen una
respuesta inflamatoria dependiente de TLR4 en cultivos primarios de astrocitos
(Fellner et al., 2013; Rannikko et al., 2015). La supresion de TLR4 supone una
disminuciéon en la produccion de citoquinas proinflamatorias y ROS tras el
tratamiento con a-sin (Fellner et al., 2013), destacando el papel de TLR4 en la
activacidn astroglial pero no en la internalizacion de a-sin. Por tanto, cuando la a-
sin es secretada por las neuronas, los astrocitos pueden endocitarla y degradarla,
lo que conlleva la acumulaciéon y formacién de inclusiones de o-sin en los
astrocitos como se observa en los cerebros de pacientes con EP. Mientras que la a-
sin oligomérica se acumula intracelularmente alrededor de los nucleos de los
astrocitos, las fibrillas de a-sin se localizan en las ramificaciones de estas células

(Lindenau et al., 2017).

Una vez dentro de los astrocitos, la a-sin se degrada a través de la via
lisosémica (Lee et al, 2010), por lo que los astrocitos pueden conferir
neuroprotecciéon a las neuronas dopaminérgicas al eliminar el exceso de «-sin
toxica extracelular (Papa et al, 2014; Loria et al, 2017). Sin embargo, la
acumulacién excesiva de agregados puede perpetuar la toxicidad neuronal (Loria

etal., 2017).

La acumulacién de a-sin desencadena la disregulaciéon de otras funciones
astrociticas (Booth et al., 2017), como la absorcién de glutamato. Este efecto se
ha demostrado en un modelo de ratén en el que se sobreexpresaba a-sin con la
mutaciéon A53T bajo un promotor especifico de astrocitos (Gu et al., 2010). Estos
ratones desarrollaron astrogliosis antes del inicio de los signos de la EP. Los
astrocitos afectados mostraron una expresion disminuida de los transportadores
de glutamato GLAST1 y GLT1, lo que provoca una disminucion de la homeostasis
del glutamato extracelular y, posteriormente, excitotoxicidad (Papa et al., 2014).
Esto causa degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en la SNpc y, en menor

medida, en la VTA (Briick et al., 2016).
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En el estudio de Hoshi y colaboradores se investigd la relaciéon entre la
expresion de AQP y la agregacién de a-sin en distintas zonas del cerebro de
pacientes con EP (Hoshi et al., 2017). Obtuvieron que los astrocitos expresan mas
AQP1 y 4 en el neocértex que en la corteza limbica y el tronco cerebral. Sin
embargo, esos astrocitos no contenian a-sin. Observaron que habia una correlacién
negativa entre los niveles de AQP1 y 4 y a-sin en estos pacientes. Estos resultados
indican que la sobreexpresiéon de a-sin disminuye la expresion de canales AQP. Gu
y colaboradores también demostraron que se producia una localizacién anormal
del canal AQP4 en los astrocitos, por lo que el transporte de agua, asi como la BHE,

estan alterados en presencia de agregados de a-sin (Gu et al., 2010).

Los astrocitos también tienen un papel importante en el metabolismo de
los acidos grasos en el cerebro, ya que un estudio de cultivos primarios de
astrocitos de raton KO para SNCA demostro que la incorporacion y distribucion de
los acidos araquidonico y palmitico estaba interrumpida en astrocitos (Booth et al.,
2017). La agregacién de a-sin también produce alteraciones en el metabolismo del
colesterol, que es un componente estructural de las membranas celulares y un
precursor de las hormonas esteroideas. También contribuye a la formaciéon de
sinapsis y a la actividad neuronal; por lo tanto, los defectos en la homeostasis del
colesterol pueden tener graves consecuencias en la funcion cerebral (Booth et al,,
2017). La sintesis y la degradacion del colesterol estan altamente
compartimentadas en astrocitos y neuronas, respectivamente (Pfrieger and
Ungerer, 2011). En cultivos de neuronas dopaminérgicas se ha visto que la
sobreexpresiéon de a-sin provoca un aumento en la concentracién de los
metabolitos oxidados del colesterol y, a su vez, estos metabolitos inducen la

agregacion de a-sin y la formacién de CL (Bosco et al., 2006).

Ademas, algunos estudios afirman que la captacion de a-sin por los
astrocitos conduce a la alteracion de la funcion mitocondrial en estas células. Asi,
la sobreexpresion de a-sin en un modelo de ratén conduce a alteraciones
morfolégicas y funcionales en las mitocondrial de los astrocitos (Schmidt et al,,

2011).

68



Introduccion

La sobreexpresion de a-sin WT y con las mutaciones A53T y A30P en lineas
celulares de astrocitos inmortalizados, promueve la disminucién de LC3-II y el
aumento de los niveles de la proteina p62, lo que sugiere la inhibicién de la
autofagia. Cuando estas células se trataron con rotenona, hubo una pérdida de
potencial de membrana mitocondrial, especialmente en células que expresan las a-
sin mutadas. Esta alteracion en la autofagia podria conducir a la apoptosis de los
astrocitos (Erustes et al., 2018). En cultivos de astrocitos a los que se afiadia a-sin
oligomerizada, demostraron que la proteina se internaliza rapidamente en los
lisosomas de los astrocitos. Sin embargo, la digestion lisosomica de la a-sin
oligomerizada no se completa. Esta disfuncion podria estar causada directamente
por las inclusiones de a-sin o indirectamente por eventos secundarios derivados

de dicha acumulacién (Lindenau et al.,, 2017).

En conclusiéon, ha sido ampliamente demostrado que la microglia y los
astrocitos participan en la fisiopatologia de la EP, ya que tanto estudios in vivo
como post mortem en modelos animales y pacientes con EP muestran una gran
interaccion entre inflamacion y muerte dopaminérgica. Las células gliales estan
implicadas en la homeostasis normal del cerebro. En general, los astrocitos
participan en la modulacidn sinaptica de estas células, en su soporte trofico y en el
mantenimiento de niveles fisioldgicos de moléculas y neurotransmisores, mientras
que la microglia participa en la vigilancia inmune y la actividad fagocitica. Ante
estimulos moleculares procedentes del parénquima circundante, estas células se
activan. En la EP, puede que el estimulo mas importante sea la agregacién de a-sin.
Se ha descrito que la sobreexpresion de a-sin estimula la activaciéon microglial y
astroglial, asi como la liberaciéon de citoquinas proinflamatorias. La secrecién de
estas citoquinas induce la acumulaciéon de a-sin en células gliales, provocando una
disfuncién en la actividad fagocitica y la autofagia de estas células. Ademas, la
acumulaciéon de a-sin en astrocitos parece ser responsable de la liberacion de
citoquinas proinflamatorias y de glutamato excitotoxico. Por tanto, la activacion de
la microglia y los astrocitos inducida por a-sin, asi como la alteraciéon de sus
funciones, se ha asociado a la muerte dopaminérgica, si bien no se conoce si esto
antecede a la muerte neuronal o es un hecho concomitante que podria intervenir

en la progresion de la muerte dopaminérgica.
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4.- MODELOS ANIMALES EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

Los modelos animales constituyen una herramienta muy util, ya que
permiten estudiar mecanismos patogénicos y posibles agentes terapéuticos en la
EP. El modelo animal ideal deberia reproducir las caracteristicas histopatolégicas,
bioquimicas y los cambios fisiopatolégicos asociados con la EP (Beal, 2001; Van
Kampen and Robertson, 2017). Sin embargo, al igual que con otras enfermedades
neurodegenerativas, la EP no ha sido observada espontdneamente en animales. En
consecuencia, los rasgos mas caracteristicos de la enfermedad han sido imitados
en animales a través de la administracién de diferentes agentes neurotéxicos o
farmacos que perturban la neurotransmisiéon dopaminérgica o provocan cambios

histopatoldgicos semejantes a la EP en el SNC con un rango variable de fidelidad.

Los modelos animales mas utilizados clasicamente para el estudio
experimental de la EP son los resultantes de la exposicidon a neurotoxinas como la
6-OHDA, el MPTP, la rotenona y la metanfetamina en roedores y primates (Bezard
et al, 2013). Mas tardiamente, también se han desarrollado distintos modelos
genéticos y transgénicos de la enfermedad, asi como de sobreexpresion de ha-sin
mediada por vectores virales adeno-asociados (AAV). Todos ellos remedan en
mayor o menor medida algunos de los rasgos mas caracteristicos de la EP. A
continuacién, se describen los modelos mas relevantes en los estudios de

neuroinflamacion y degeneraciéon dopaminérgica.

4.1.- Modelos inducidos por neurotodxicos
4.1.1- 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)

El MPTP es un compuesto que actia como una protoxina lipéfila que cruza
la BHE, por lo que puede ser administrado sistémicamente de forma
intraperitoneal (i.p.), subcutdnea (s.c.) o intravenosa (i.v). Una vez cruzada la BHE,
se convierte en el metabolito téxico 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+) en los
astrocitos (Ransom et al.,, 1987) y neuronas serotoninérgicas (Riachi et al., 1989)
por accién de la monoamino oxidasa B (MAO-B). Posteriormente, el MPP+ es

capturado por las neuronas dopaminérgicas a través del transportador de
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dopamina (DAT) y se acumula en las mitocondrias, donde ejerce su efecto téxico
(Nicklas et al., 1987; Przedborski et al., 2004; Richardson et al., 2007). El MPP+
produce neurodegeneracion a través del bloqueo de los complejos enzimaticos de
la cadena de transporte de electrones I, IIl y IV (Desai et al, 1996). Como
consecuencia, la producciéon de ATP se reduce y la cantidad de ROS intracelular
aumenta, alterando la homeostasis celular e induciendo la muerte celular (Jackson-
Lewis et al., 1995; Tatton and Kish, 1997; Novikova et al., 2006). Esto provoca una

degeneracion bilateral del tracto nigroestriatal (Taylor et al., 2013).

La administracion sistémica de MPTP da como resultado un parkinsonismo
bilateral que imita el patron especifico de la lesidon nigroestriatal de la EP en

humanos (Bezard et al.,, 2013).

La mayoria de los estudios sobre neuroinflamacién, signos motores y
muerte dopaminérgica inducidos por MPTP se han realizado en ratones
(L’Episcopo et al,, 2010; Chung et al., 2010; Gupta et al,, 2011; Esposito et al,, 2012;
Ghosh et al,, 2012; Lee et al,, 2012; Roy et al., 2012; Wang et al., 2012), donde el
MPTP induce una rapida activaciéon microglial en la SNpc desde los primeros dias
tras la inoculacién de la toxina (Cztonkowska et al., 1996), asi como infiltracion de
LT (Kurkowska-]Jastrzebska et al., 1999; Hirsch and Hunot, 2009). En primates no
humanos, se ha observado microglia reactiva sostenida en el tiempo en la SNpc
después de la administracion de MPTP (Hurley et al., 2003; McGeer et al., 2003;
Barcia et al., 2004). Esta activaciéon se desencadena de forma concomitante a la
deplecion dopaminérgica y persiste durante, al menos, 35 meses (Vazquez-

Claverie et al., 2009).

4.1.2.- 6-hidroxidopamina (6-OHDA)

La 6-OHDA es una neurotoxina analoga tanto a DA como a noradrenalina
(NA) que tiene una alta afinidad por los transportadores de membrana de ambos
neurotransmisores, por lo que puede producir lesion en los sistemas
dopaminérgicos y noradrenérgicos en el SNC y en el SNP. A diferencia del MPTP, la

6-OHDA no puede atravesar la BHE, por lo que se inyecta directamente en el
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cerebro, mayoritariamente se inyecta de manera unilateral en la SNpc, en el
fasciculo prosencefalico medial o haz nigroestriatal (del inglés medial forebrain
bundle; MFB), o de manera unilateral o bilateral en el estriado (Ungerstedt, 1971)

que, en general, se asocia con mas morbimortalidad.

El mecanismo de acciéon de la 6-OHDA consiste en inhibir la cadena
respiratoria mitocondrial, produciendo H202, radicales libres y quinonas,
provocando un rapido descenso en enzimas antioxidantes y, en conjunto, dafio en
la estructura y metabolismo celular (Hutchison et al., 1994; Glinka et al., 1997;

Blum et al., 2001).

Se ha demostrado que la 6-OHDA provoca respuesta inflamatoria (Schober,
2004; Tufekci et al,, 2012; Taylor et al., 2013), que incluye astrogliosis (Gomide et
al., 2005; Wachter et al., 2010), activacion microglial (Akiyama and McGeer, 1989;
Cicchetti et al., 2002; Marinova-Mutafchieva et al., 2009), aumento de los niveles de
citoquinas proinflamatorias como IL-13 o TNF-a (McCoy et al., 2006; Goes et al,,
2014) y disminucién de la citoquina antiinflamatoria IL-10 y de enzimas
relacionadas con el metabolismo del glutatién (Sandhu et al., 2009). Sin embargo,
el perfil inflamatorio observado en animales lesionados con 6-OHDA es altamente
variable y dependiente del momento y el sitio de la inyeccidn, ya que, en el ntcleo

de inyeccion, la activacion microglial sera anterior y mas robusta.

Otros neurotéxicos como la rotenona, el paraquat o el maneb también
alteran la respiraciéon mitocondrial. Sin embargo, el uso de estos compuestos para
generar modelos animales es problematico, ya que la muerte neuronal que se
obtiene varia entre los estudios y su administracion a menudo causa altas tasas de
mortalidad, siendo modelos dificiles de replicar y usar (Manning-Bog et al., 2002;

Miller, 2007; Greenamyre et al., 2010; Johnson and Bobrovskaya, 2015).

En resumen, los modelos animales basados en la administraciéon de
neurotoxinas no reproducen las caracteristicas de la EP en su conjunto. Esto es
debido a que las lesiones resultan agudas y muy severas que no replican la
progresividad que se observa en los pacientes. Esto provoca que su aplicabilidad
para estudios de neuroinflamacién crénica sea muy limitada (Potashkin et al.,

2010). Asimismo, estos modelos emulan etapas tardias de la enfermedad donde las

12



Introduccion

neuronas ya han degenerado, sin que se puedan estudiar los pasos que causan
dicha muerte y los estadios precoces de la misma. Por tanto, los efectos téxicos
agudos de estos compuestos pueden indicar respuestas inflamatorias debido a
respuestas de estrés generalizadas que no se parecen a la EP, siendo una de las
mayores limitaciones para los estudios de neuroinflamaciéon (Blesa and
Przedborski, 2014; Boix et al,, 2015). En definitiva, existe la fuerte necesidad de
desarrollar otro tipo de modelos que reproduzcan con mayor fidelidad los cambios

neuropatoldgicos progresivos que se observan en la EP idiopatica.

4.2.- Modelos de sobreexpresion de a-sin mediante vectores virales adeno-

asociados (AAV)

El descubrimiento de la a-sin en 1997 como un actor clave en la patogénesis
de la EP familiar (Polymeropoulos et al., 1997) e idiopatica (Spillantini et al., 1997),
posibilité nuevas alternativas a la hora de replicar los cambios de la enfermedad en
animales (Ulusoy et al., 2010). Se desarrollaron varios ratones transgénicos de ha-
sin que expresaban la forma nativa o mutada bajo diferentes promotores (Magen
and Chesselet, 2010). Sin embargo, a pesar de que estos animales replicaban
algunas caracteristicas de la enfermedad como la acumulaciéon anormal de a-sin en
las células (Oliveras-Salva et al, 2013), no lograron reproducir la pérdida
progresiva y especifica de neuronas dopaminérgicas ni la manifestacién de

sintomas parkinsonianos (Bezard et al., 2013).

Posteriormente, se desarrollaron modelos animales con vectores virales
adeno-asociados recombinantes (rAAV) y lentivirales (LV) que codifican para ha-
sin (nativa o mutada) y que se inoculaban en la SNpc (Bourdenx et al., 2015). Esto
hace que los rAAV sean de los mas utilizados para estudios preclinicos de
trastornos neuroldgicos por ser una herramienta eficaz y segura (Kaplitt et al,
2007; Marks et al,, 2010; Bartus et al,, 2013; Weinberg et al., 2013; Ojala et al,,
2015).

Los primeros rAAV que se generaron fueron del serotipo 2 (rAAV2)

(Bourdenx et al.,, 2014). Aunque el rAAV2 es el serotipo mejor estudiado, en los
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ultimos afios se han descubierto e implementado nuevos serotipos hibridos de
AAV, como rAAV2/1, rAAV2/5, rAAV2/6, rAAV2/7, rAAV2/8 y rAAV2/9, que
muestran una mayor transduccién y diseminaciéon de la expresiéon de a-sin
(Koprich et al.,, 2010; Lundblad et al., 2012; McFarland et al., 2009), entre los que el

serotipo 2/9 es el mas eficiente (Bourdenx et al.,, 2014).

Mediante vectores rAAV se han sobreexpresado a-sin, ha-sin nativa o las
formas mutadas A53T y A30P en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc con una
buena transduccidon del vector y expresion de ha-sin nativa o mutada durante
largos periodos de tiempo (Kirik et al., 2002; Klein et al.,, 2002) y una pérdida
progresiva de neuronas en la SNpc y de terminales dopaminérgicos en el estriado
de forma temprana. Por ejemplo, 10 dias después de la inyeccion del vector rAAV6-
a-sin nativa en la SNpc, hay una reduccidn significativa en las tasas de recaptacion
de DA en el estriado, lo que sugiere alteraciones en el DAT (Lundblad et al., 2012).
Esto ocurre antes del inicio de la muerte dopaminérgica y sugiere que los defectos
sindpticos y axonales contribuyen al desarrollo de los sintomas de la EP mucho
antes de que se produzca la muerte neuronal, lo cual coincide con el patron
observado en humanos demostrado por Kordower y colaboradores (Kordower et

al, 2013).

En cultivos celulares, las formas mutadas exhiben la misma propension a la
oligomerizacion que la forma nativa, pero tienen distintas habilidades para formar
inclusiones. La mutacion A30P produce un menor porcentaje de células con
agregados respecto a la nativa y la A53T, que no presentan diferencias entre si
(Lazaro et al., 2014). Sin embargo, otros estudios mantienen que, en animales, la
A53T es mas toxica que la forma nativa (Oliveras-Salva et al., 2013; Lu et al., 2015;

Van der Perren et al., 2015).

Algunas de las consideraciones mas importantes, ademas del tipo de a-sin y
el serotipo de AAV que se emplea, son el promotor, como se purifica el virus y el
numero de particulas viricas. De ello depende la variabilidad en el grado de
depleciéon dopaminérgica observada (Volpicelli-Daley et al., 2016). Los promotores
mas comunes para dirigir la expresién de a-sin incluyen los promotores hibridos

de citomegalovirus (CMV), B-actina de pollo (CBA), fosfoglicerato quinasa (PGK) y
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sinapsina I humana. La purificacién de rAAV también es critica para obtener un
alto rendimiento de infeccién y para eliminar contaminantes, tales como proteinas
celulares residuales y endotoxinas que podrian producir muerte neuronal
inespecifica (Volpicelli-Daley et al., 2016). Por otro lado, el nimero de particulas
viricas (titer) es importante para que la transduccion se dé con eficacia. Una vez el
ADN se traduce a proteina, es conveniente saber que la cantidad de la misma
puede variar. Lo mas usual es que, al inocular el vector, haya un aumento de,
aproximadamente, 2-4 veces en los niveles de a-sin total en comparacion con los
que habia de la proteina endodgena, niveles similares a los que podria causar la
triplicaciéon del gen SNCA en pacientes con EP (Volpicelli-Daley et al,, 2016). En
base a estos factores, la expresion de rAAV-a-sin unilateralmente en la SNpc causa
lesion dopaminérgica y remeda el cuadro motor de las lesiones de este tipo cuando
se alcanza un umbral de pérdida de neuronas dopaminérgicas en torno al 40-50%

(Oliveras-Salva et al., 2013).

Por otro lado, la sobreexpresion de a-sin nativa o con la mutacién A53T
mediada por AAV en la SNpc induce una reaccién inflamatoria (Tabla 3) (Daher et
al,, 2015; Allen Reish and Standaert, 2015; Daher et al., 2014; Daniel et al., 2015).
Cuando se sobreexpresa la a-sin-A53T, estos cambios se caracterizan por la
activaciéon de la microglia y la expresién de marcadores inflamatorios cuando la
extension de la a-sin es avanzada y existe muerte dopaminérgica (Chung et al,,
2009; Sanchez-Guajardo et al.,, 2010; Barkholt et al., 2012; Castro-Sanchez et al,,
2018; Crabbé et al., 2019a, 2019b). Sin embargo, la inoculacion del vector en estos
estudios es unilateral, lo que difiere de lo que ocurre en la EP (Chung et al,, 2009;
Sanchez-Guajardo et al., 2010; Barkholt et al., 2012; Castro-Sanchez et al., 2018;
Crabbé et al, 2019a, 2019b). Aun asi, la mayoria de estos estudios obtienen
alteraciones gliales de forma concomitante o posterior a la muerte dopaminérgica,
en parte provocado por la eleccién de puntos temporales tardios a la inoculacién
del vector viral (a partir de 4 semanas), donde el inicio de dicha deplecién no
puede constatarse (Chung et al., 2009; Sanchez-Guajardo et al., 2010; Barkholt et
al,, 2012; Castro-Sanchez et al., 2018). Ademas, un Unico estudio en un modelo de
ratén por inoculaciéon de vector viral y sobreexpresion de ha-sin nativa y con

mutacién A53T ha cuantificado astrogliosis, pero la evaluaciéon se ha realizado
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Unicamente a 4 semanas y con una pérdida dopaminérgica mucho mas avanzada
(Castro-Sanchez et al., 2018). Por otro lado, un alto porcentaje de estos estudios no
evalda el estado motor de los animales ni la deplecién dopaminérgica tanto en
SNpc como en estriado, limitdndose a establecer solo la extensién de la a-sin y la
respuesta microglial sin tener en cuenta los pardmetros de pérdida neuronal
asociada a dicha sobreexpresion en ambos nucleos (Chung et al., 2009; Sanchez-

Guajardo et al., 2010; Barkholt et al., 2012).

En resumen, el modelo de lesion con sobreexpresion de ha-sin mediada por
rAAV, en concreto la A53T, es un modelo prometedor que replica la mayoria de las
caracteristicas de la EP de humanos, ya que se producen alteraciones motoras,
muerte dopaminérgica en la SNpc, se observan agregados de ha-sin en muchas
regiones cerebrales como SNpc, estriado, cortex o hipocampo, asi como respuesta

inflamatoria temprana.

Pero los trabajos realizados hasta el momento no han estudiado todos los
parametros en conjunto ni las fases mas tempranas previas a la degeneracion
dopaminérgica. Esto conlleva que no se tenga una cronologia del proceso
inflamatorio y la muerte dopaminérgica tras la sobreexpresion de a-sin A53T en la
SNpc y su agregacion en la via nigroestriatal. Por ello, nuestro estudio mediante
inoculacién bilateral de a-sin A53T, que auina todos estos factores y la correlacién
de todos los parametros entre si, permitird conocer la relaciéon temporal entre
expresion de ha-sin, deplecién dopaminérgica y neuroinflamacién y establecer las
bases para poder desarrollar estudios que proporcionen un objetivo terapéutico

que pueda prevenir o ralentizar la progresion de la EP.
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Sitio de DD || L eEin Test de evaluacién
Referencia |Animal| Vector a-sinucleina Dosis inveccién Tiempos | DAérgica en| DAérgica en Glia motora
y SNpc estriado
4 semanas ns ? Iba-1 v ci .
Chung et al,, Rata AAV2-A53T (control 1.8x 1012 SNpc, 8 semanas ns i roin ﬂam:t-or}i,a?g;lq:sl?r?; do Dero i
2009 AAV2-GFP) gc/ml unilateral | 17 semanas 32% P P
no en SNpc
24 semanas 56%
T 250% de Mac1 en SNpc vs. GFP.
il ns Ns en estriado
- 13
rAéXiéz)/gTe%ggml 6'2;;313 8 semanas ns ns vs. GFP en SNpc o estriado
Sanchez- 8 SNpe 15 semanas ns ns vs. GFP en SNpc.f MHC-II en
Guajardo etal, | Rata . pe, - estriado =
unilateral -
2010 4 semanas 50% ns vs. GFP en SNpc o estriado
rAAV2/5-WT (control | 6.7 x 1013 8 semanas 50% f 200% de Mac1 en SNpc vs. GFP.
rAAV2/5- eGFP) gc/ml 0 Ns en estriado
15 semanas 50% ns vs. GFP en SNpc o estriado
rAAV2/5-WT (control | 2.1x1013 T 100% de Iba-1 en SNpc vs. Lado
Barkholt et al,, Mono rAAV?2/5- GFP) gc/ml SNpc, 1 afio ) i intacto y vs. GFP i
2012 rAAV2/5-A53T (control | 4.9 x 1013 | unilateral T 85% de Iba-1 en SNpc vs. Lado
rAAV?2/5- GFP) gc/ml intacto y vs. GFP
AAV9-WT (control AAV9- . . GFAP, Iba-1y citoquinas .
Castro-Sanchez Rats null) 1.2 x 1012 SNpc, . 55% 20% proinflamatorias vs. Control Eiev?t[e\(litbod){ swing
aton . semanas - - est. Alteraciones
et al., 2018 AAV9-A53T (COntrOl gC/ml unilateral 85% 20% T GFAP' Iba-1 Y ClthulnaS motoras a 4 semanas
AAV9-null) proinflamatorias vs. Control
1 semana ns ns
Henrich et al,, Ratén rAAV1/2-A53T (control | 5.1 x 1012 coig;;lesus 3 semanas | 16% en LC i _T x3 de Iba-1 en LC vs. Control i
2018 rAAV1/2- Luciferasa) gc/ml unilaterai 6 semanas | 34% en LC -
9 semanas | 56% en LC f x5 de Iba-1 en LC vs. Control
2 semanas - ns en SN y estriado
1 849% de [18F]-DPA-714
4 semanas - (autorradiografia) en SNpc, ns en Test del cilindro y
Crabbé et al,, Rata rAAV2/7-A53T (control [ 9 x 1011 SNpc, ) estriado catwalks. Alteraciones
2019a rAAV2/7eGFP) gc/ml unilateral 6 i T 71% de [8F]-DPA-714 en SNpc, motoras desde las 2
semanas ns en estriado semanas
18F]- -
9 semanas 94% ns en SNpc,f [ E] DPA-714 enel
estriado
18F]- - ili
Crabbé et al., rAAV2/7-A53T (control | 9x1011 | SNpc, |4, 14,28, 42 T poF-DPA-71 Test del cilindro.
2019b Rata FAAV2/7- eGFP) ¢/ml unilateral 63 dias - - (autorradiografia) en SNpc a dia 28| Alteraciones motoras
§ y y 42 desde el dia 14

Tabla 3. Estudios de

sobreexpresion de a-sin-A53T a través de vectores AAV en los que se han medido alteraciones gliales realizados hasta el
momento. DAérgica: dopaminérgica; Gc/ml: copias del genoma por mililitro; LC: locus coeruleus; SNpc: Sustancia Negra pars compacta.
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5.- TOMOGRAFIA POR EMISION DE POSITRONES

El PET es una técnica de imagen capaz de medir in vivo la actividad
metabolica y proteica de los diferentes tejidos, por lo que su uso en investigacion

estd muy difundido (Phelps, 2000a, 2000b; Strome et al.,, 2006).

5.1.- PET y neuroinflamacion
5.1.1.- Proteina translocadora

La proteina translocadora (TSPO), originalmente denominada receptor
periférico de benzodiazepinas, es una proteina de 18 kDa que se encuentra en la
membrana mitocondrial externa en una variedad de tejidos de todo el cuerpo
(Vivash and O’Brien, 2016), pero los niveles mas altos se encuentran en tejidos con
células sintetizadoras de esteroides como las glandulas adrenales, las génadas o el
cerebro (Lacapére and Papadopoulos, 2003; Papadopoulos et al., 2006). En el SNC,
se expresa en microglia, astrocitos y otras células inmunes, teniendo un papel
relevante en la inmunomodulacién (Scarf and Kassiou, 2011). En el cerebro sano la
expresion de TSPO es muy reducida, sin embargo, cuando la glia se activa, la
densidad de este receptor se incrementa notablemente (Figura 9) (Gerhard, 2016).
Esto se podria atribuir, en parte, a los macrofagos infiltrados, en los que el receptor
estd presente de forma abundante, pero se ha demostrado que el aumento de la
expresion de TSPO también se produce en presencia de una BHE intacta, cuando
no existe infiltracién de macrofagos periféricos. Como resultado, la expresion de
TSPO se ha considerado un marcador de neuroinflamacion y su expresion cerebral
aumentada se asocia con activacion microglial y con pérdida neuronal en

enfermedades neurodegenerativas (Alam et al., 2017).
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MICROGLIA EN REPOSO MICROGLIA ACTIVADA MICROGLIA AMEBOIDE

MiTocoNDRIA

TSPO

Fig. 9. Aumento en la expresion de TSPO en la mitocondria de la microglia a medida que
esta va incrementando su estado de activacion. Modificado de Gerhard et al., 2016. TSPO:
proteina translocadora.

El desarrollo de ligandos de TSPO marcados con isétopos emisores de
positrones de corta duracién (11C y 18F) surgi6 a mediados de la década de 1980 y
han sido utilizados principalmente en humanos y modelos animales de diferentes
enfermedades (Luus et al., 2010; Schweitzer et al., 2010; Trapani et al., 2013).
Mediante la determinacion de la localizacién de la microglia activada se podria
determinar la participacion de estas células en etapas concretas de la degeneracion
dopaminérgica y estudiar si tienen un papel en la iniciaciéon o progresion de la

muerte dopaminérgica, como causa primaria o secundaria.

Algunos estudios indican que los astrocitos expresan TSPO, por lo que se ha
sugerido que podrian contribuir a la sefial de PET (Albrecht et al., 2018),
cuestionando la especificidad de los marcadores. Dado que los astrocitos y la
microglia juegan papeles muy diferentes, es crucial determinar si existen
radiotrazadores in vivo que se unan especificamente a la microglia reactiva o

también a los astrocitos.
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5.1.2.- Activacion microglial /n vivoy degeneracion dopaminérgica en EP

El radiotrazador PET para medir neuroinflamacién mas utilizado hasta la

fecha ha sido [11C]-PK11195 (Vivash and O’Brien, 2016).

Se ha utilizado tanto en modelos animales como en pacientes de multiples
enfermedades neurolégicas (Venneti et al, 2013; Schain and Kreisl, 2017),
incluyendo EP (Ouchi et al, 2005; Bartels et al, 2010; Edison et al, 2013;
[annaccone et al,, 2013; Kobylecki et al., 2013). Asi, en el modelo de rata lesionada
con 6-OHDA, se observd un aumento en la captacion de [11C]-PK11195 en la SNpcy
el estriado, que se confirmd con la tincion post mortem de la microglia, mostrando
que estas células estaban activadas (Cicchetti et al., 2002). También se ha descrito
aumento estriatal y nigral de la captacién de [11C]-PK11195 en el modelo de raton
MPTP que, sin embargo, no fue paralelo al de la expresién de TSPO medido por sus

niveles de transcripcién en el estriado (Belloli et al., 2017).

Con relacién a los estudios en pacientes con EP, se han realizado estudios
PET con [11C]-(R)-PK11195 en pacientes en diferentes etapas de la enfermedad, de
los cuales se han obtenido resultados heterogéneos y no concluyentes. En
pacientes no tratados previamente para la EP, la captacion de [11C]-(R)-PK11195
fue mayor en el mesencéfalo (Ouchi et al, 2005; lannaccone et al., 2013) y el
putamen (lannaccone et al., 2013). La captacidn en el mesencéfalo se correlacion6
inversamente con la disponibilidad de DAT (medida a través de [18F]-DOPA) en el
putamen y la gravedad de los sintomas motores (Ouchi et al., 2005). En pacientes
mas avanzados, se encontrd un incremento significativo en la captacion de [11C]-
(R)-PK11195 en los ganglios basales y las regiones corticales frontal y temporal,
pero no se observaron cambios en el mesencéfalo (Gerhard et al., 2006). En este
caso, no se observé correlacion con la gravedad de los signos motores o la
captaciéon de [18F]-DOPA en el putamen. En otro estudio, no encontraron aumento
de los valores de [11C]-(R)-PK11195 en el mesencéfalo y el putamen contralateral
al lado mas afecto (Bartels et al., 2010). Aunque los estudios en sujetos en etapas
premotoras de la EP son escasos, un estudio en pacientes con trastorno del
comportamiento del suefio REM (iRBD) idiopatico mostr6 una captacién de [11C]-
(R)-PK11195 mas alta en la SNpc y el estriado, pero no hubo correlacion entre este

hallazgo y la reduccion de estriatal del PET con [18F]-DOPA (Stokholm et al.,, 2017).
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Por lo tanto, existe un alto grado de variabilidad en los hallazgos de los estudios
clinicos en pacientes con EP. Esto podria deberse a las diferencias entre las
cohortes estudiadas o los métodos de andlisis (Bartels et al., 2010), pero también al
uso de [11C]-(R)-PK11195. Este radiotrazador tiene varias limitaciones, entre las
que se encuentran su naturaleza altamente lipéfila, su baja biodisponibilidad, la
alta unién no especifica y su sensibilidad limitada para visualizar neuroinflamacion
leve, lo que lo hace inadecuado para su uso en el diagnostico precoz y la deteccion
de efectos sutiles de la intervencion terapéutica. Ademas, una desventaja inherente
para los estudios clinicos con [11C]-(R)-PK11195 es que esta radiomarcado con 11C,
que tiene una vida media mas corta (20.38 minutos) que el 18F (109.8 minutos), lo
que supone una menor versatilidad en su uso (Alam et al,, 2017). Por lo tanto, es
necesario un trazador PET mas sensible y especifico. Para ello se han desarrollado
radioligandos de TSPO de segunda generacién (Chauveau et al.,, 2008), entre los

que destacan [11C]-PBR28, [11C]-DAA-1106, [18F]-FEDAA1106 y [18F]-DPA-714.

En un estudio en ratas lesionadas con 6-OHDA donde se utilizo el
radioligando [11C]-PBR28, se observé que habia un aumento en la captacion del
mismo en el estriado y el hipocampo 10 dias después de la inyeccién unilateral de
6-OHDA; sin embargo, este aumento se revirtiéo 30 dias posteriores a la inyeccién
(Real et al., 2017). En el mismo estudio, el ejercicio suprimio la activacion glial. Los
autores sugirieron que la activacion de la microglia probablemente sea un proceso

agudo que acompana a la neurodegeneracion dopaminérgica de la SNpc.

En pacientes con EP, el [11C]-PBR28 también se ha analizado, sin embargo,
no se han observado diferencias de captacidn entre pacientes y controles a pesar
de la reduccion de DAT (Varnas et al, 2018). De nuevo, no se observaron
diferencias en un estudio donde se utiliz6 el radioligando [!8F]-FEPPA (Koshimori

etal,, 2015).

Por otro lado, la captacion del radioligando [11C]-DPA-713 aumentd en la
corteza temporal, parietal y occipital de pacientes con EP. Un afio después, la unién
de [11C]-DPA-713 en estos pacientes fue mayor en la corteza temporal y occipital

(Terada et al.,, 2016). Este hallazgo sugiere que la activaciéon de la microglia se
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disemina fuera del estriado y que este proceso puede comenzar en las primeras

etapas de la EP.

5.12.1- [°F]-DPA-714

Entre los radioligandos para TSPO de segunda generacion, destaca el [18F]-
DPA-714 ya que tiene una mayor eficacia detectando variaciones en la densidad de
TSPO que otros radiotrazadores. Chauveau y colaboradores realizaron una
comparacién directa con estudios de autorradiografia in vitro y PET in vivo entre
[18F]-DPA-714, su analogo [!1C]-DPA-713 y [!C]-PK11195 en ratas
unilateralmente lesionadas con AMPA en el estriado, lo que provoca pérdida
neuronal, una fuerte activacién glial, asi como reclutamiento de macrofagos
(Chauveau et al, 2008). Obtuvieron que [!8F]-DPA-714 tiene mejor afinidad y
especificidad que [11C]-DPA-713 y [11C]-PK11195 (Chauveau et al., 2009).

El potencial de [!8F]-DPA-714 como marcador in vivo de la actividad
microglial se ha demostrado en varios estudios en diferentes modelos animales de
inflamacién (James et al., 2008; Martin et al., 2010; Boutin et al., 2013; Ory et al,,
2015; Zinnhardt et al, 2015; Wang et al, 2017) y enfermedades
neurodegenerativas como EA o ELA. Estudios con [18F]-DPA-714 en pacientes con
EA (Golla et al., 2015; Hamelin et al., 2016) y ELA (Corcia et al., 2012), mostraron
un aumento significativo en la absorcién cortical de [18F]-DPA-714 en ambas
enfermedades. Curiosamente, el estudio longitudinal mas reciente con [18F]-DPA-
714 demostr6 que los pacientes con EA prodrémico y dementes tienen una
densidad de TSPO inicialmente mas alta en comparacion con los controles y que
los que tenian un declive mas lento muestran una captacién inicial de [18F]-DPA-
714 mas alta que los de declive rapido, lo que sugiere que una mayor captacion
inicial de [18F]-DPA-714 se asocia con un mejor pronostico clinico (Hamelin et al,,

2018).

Ademas, estudios en modelos animales de otras enfermedades como el

accidente cerebrovascular isquémico o en modelos de encefalomielitis autoinmune
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experimental, han mostrado una correlacién entre el estudio in vivo y la activacién

microglial post mortem (Martin et al., 2010; Abourbeh et al., 2012).

No hay estudios de PET en pacientes de EP con este radioligando (Gargiulo
et al., 2017). Sin embargo, estudios previos en modelos animales demostraron una
mayor activaciéon microglial en el sitio de la lesién directa con 6-OHDA en la SNpc,
pero una activaciéon microglial débil o inexistente en el estriado (Kitamura et al.,
2010; Walsh et al.,, 2011; Fricke et al., 2016). Esta activaciéon microglial diferencial
en la SNpc y el estriado podria estar relacionada con una mayor susceptibilidad de
la SNpc en la EP (Surmeier and Schumacker, 2013) o con la mayor densidad de
microglia descrita en SNpc (Lawson et al., 1990). Recientemente, el estudio de
Crabbé y colaboradores observé un aumento de la unién de [18F]-DPA-714 en la
SNpc en un modelo de parkinsonismo inducido por sobreexpresiéon de a-sin a
través de un estudio de autorradiografia in vitro (Crabbé et al., 2019a). Sin
embargo, no se ha realizado ninguna evaluacion o correlacién de este hallazgo con

la activaciéon microglial ni con la degeneracién dopaminérgica.

Por todo esto, el [18F]-DPA-714 es un emergente radiotrazador de PET con
potencial para el diagndéstico y la investigacibn de enfermedades

neurodegenerativas asociadas con la activacién microglial.
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Hipdtesis y objetivos

1.- HIPGTESIS

Aunque los datos existentes indican una gran interaccién entre
neuroinflamacion y muerte neuronal dopaminérgica, ain no se conoce su relacion
temporal. Esto es debido a las limitaciones metodoldgicas de los estudios
realizados (pacientes con afios de evolucion de la enfermedad y modelos animales
de lesidon aguda y grave). Por otro lado, la evaluacidon de la neuroinflamacion a
través de imagenes PET puede proporcionar una via para el conocimiento de la
implicacion de la misma en el inicio y progresion de la EP y, por ende, para el
seguimiento de la enfermedad y la respuesta a nuevas terapias en ensayos clinicos.
Sin embargo, los hallazgos en los estudios de imagen en relacion a la
neuroinflamaciéon en la EP indican que, en este momento, no existe ningdin
radiotrazador sensible y especifico para evaluar in vivo la activaciéon glial y la

patologia dopaminérgica en la EP.

Este trabajo de investigacion se ha planteado con la finalidad de estudiar
con mas profundidad el papel de la microglia y los astrocitos en los estadios
previos a la muerte dopaminérgica y en el inicio de la misma. Para ello, el modelo
de sobreexpresion de ha-sin con la mutaciéon A53T a través de AAV provoca una
pérdida de neuronas dopaminérgicas de manera gradual a lo largo de varias
semanas, asociado a la aparicién de inclusiones de ha-sin, resultando un modelo

idéneo para este proposito.

Nuestra hipdtesis es que existe una relacion temporal temprana entre la
expresion de ha-sin, la activacion microglial y astrocitica, y la muerte
dopaminérgica. Ademas, hipotetizamos que la activacién glial es un componente
significativo en el inicio de la degeneracion dopaminérgica que puede ser
monitorizada in vivo mediante PET con un radiotrazador mas especifico, como es

el [18F]-DPA-714, que los previamente empleados.
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2.- OBJETIVOS

El objetivo general de la presente tesis es estudiar la relacién temporal
existente entre la expresion de sinucleina, la activacién glial (astrocitos y
microglia) y la degeneraciéon dopaminérgica en un modelo experimental de
parkinsonismo progresivo por sobreexpresién de ha-sin con la mutacion A53T
mediante la inyeccidn en la SNpc de un vector viral (AAV) y evaluar la viabilidad y
especificidad in vivo mediante PET con el radiotrazador [18F]-DPA-714 para la

deteccion de microglia reactiva desde las primeras fases de neurodegeneracion.
Para ello, los objetivos especificos de este trabajo son:

1) Definir post mortem en la SNpc y el estriado la relaciéon temporal entre la
expresion de ha-sin, la expresion glial (microglia y astrocitos) y la lesién
dopaminérgica causada por la sobreexpresion de ha-sin con la mutacién A53T en

la SNpc.

2) Estudiar mediante PET el potencial uso de [18F]-DPA-714 para detectar la
activacion glial in vivo en la SNpc y en estriado desde la primera fase de

neurodegeneracion.

3) Evaluar la especificidad de [18F]-DPA-714 para la deteccion de microglia

activada.

4) Correlacionar la captacion de [18F]-DPA-714 con la muerte
dopaminérgica para conocer si el PET con este radiotrazador es un marcador fiable

de inicio y progresion de degeneracion dopaminérgica.
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Material y métodos

1.- ANIMALES

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley (N=70) de 300 g de peso al inicio
del experimento (Charles River). Los animales fueron estabulados bajo
condiciones estandar de temperatura y humedad (222C, 70% humedad), en ciclos
de 12 horas de luz-oscuridad y con acceso libre al alimento y bebida. Todos los
procedimientos han sido aprobados por el Comité Etico de Experimentacion
Animal del Instituto de Investigacion Sanitaria Biodonostia (nimero de registro
ANIMA4-002), el Comité Etico del CIC biomaGUNE (FOR-EP-03-0414) y siguiendo
la normativa espafiola (RD 53/2013) y europea (2010/63/UE). Durante todo el
proceso experimental se tomaron las medidas necesarias para minimizar posibles

molestias y/o sufrimiento en los animales.

2.- GRUPOS EXPERIMENTALES

El trabajo consta de dos grupos experimentales:

- Grupo Lesion: inoculados con el vector viral AAV2/9-CMV/a-sinA53T, que

sobreexpresa la proteina ha-sin con la mutacion A53T (Dosis: 8 x 1012 copias de

genoma por mililitro (gc/ml)).

- Grupo Control: inoculados con el vector viral AAV2/9-CMV/GFP, que

sobreexpresa la proteina verde fluorescente (GFP) (Dosis: 5.5 x 1012 gc/ml).

Cada uno de estos grupos se subdividio en 6 grupos segun el punto
temporal de estudio de imagen y sacrificio tras la inoculacién del vector viral: 24 y
72 horas (h), 1, 2, 3 y 16 semanas (s); de n=5 por subgrupo/punto temporal
(Figura 10).
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Fig. 10. Representacion del sitio de inyeccion del vector viral y cronograma de trabajo con
los puntos temporales del estudio de PET y sacrificio tras la inoculaciéon del mismo.

3.- DESARROLLO DEL MODELO ANIMAL

Para desarrollar el modelo experimental, las ratas se inocularon

bilateralmente en la SNpc con los correspondientes vectores virales.

Para ello, los animales se anestesiaron con una mezcla de oxigeno-
isoflurano y se posicionaron en el marco estereotaxico (Stoelting Instruments) con
la barra de incisivos a -3.3 mm en relacién a la linea interaural. Se administro
analgesia previamente a la cirugia para aliviar posibles dolores postoperatorios en
los animales. Se les realizé una incision sagital en la piel, se les separo el periostio y
se localizaron las suturas craneales. Se calcularon las coordenadas para determinar
la ubicacién de los dos puntos de inyeccién en la SNpc por cada hemisferio segtn el
atlas Paxinos y Watson (Paxinos et al., 1985). Las coordenadas desde Bregma para
estos dos puntos fueron: 1) AP: -4.9, L: +/-2.2,V: -7.7 mm; 2) AP: -5.4, L: +/-2.0, V: -
7.7 mm. Se taladré un pequeiio orificio en el craneo del animal y, mediante una
jeringa Hamilton conectada a una bomba de infusién, se procedi6 a la inoculacion
de 1 pl de volumen a una velocidad de 0.5 pl/min en cada uno de los dos puntos de
la SNpc por cada hemisferio (4 pl en total). Tras la inoculacion, la aguja de
inyeccion se dejd en su localizacion durante 2 minutos adicionales para facilitar la
correcta inoculaciéon del vector. Por ultimo, la aguja de inyeccién se retird
lentamente, se procedi6 a la sutura de la piel y se controlé la evolucién del

postoperatorio para evitar cualquier complicacion.
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4.- EVALUACION MOTORA

Se evaluo el grado de bradicinesia progresiva en los animales mediante el
stepping test (Olsson et al., 1995). Para la realizacion de este test, el investigador
sujeta los animales por el torso y extremidades dejando solo una de las
extremidades delanteras apoyadas en una superficie plana, por la que se desplazan
a lo largo de una distancia de 90 cm durante 5 segundos hacia la izquierda y 5
hacia la derecha, cuantificando el nimero de pasos que el animal realiza con la
extremidad apoyada. La disminucidén en el numero de pasos realizados por el
animal se considera una medida adecuada de la bradicinesia (Olsson et al., 1995).
El test se realiz6 antes de la inoculaciéon del vector viral (basal) y el dia del estudio
de PET previo al sacrificio inicamente para los puntos temporales de 1, 2, 3y 16
semanas post-inoculacién (p.i.). No se realiz6 a las 24h y 72h debido a que, al ser
puntos temporales tan tempranos, los animales se encontraban recuperandose de

la cirugia y el estudio no es valorable.

5.- EVALUACION /N VIVO MEDIANTE TOMOGRAFIA POR EMISION DE POSITRONES
(PET)
5.1.- Radioquimica

La sintesis del radiotrazador [18F]-DPA-714 se realiz6 utilizando un médulo
de sintesis TRACERIlab FXFN (GE, Healthcare, Waukesha, WI, EE.UU.) basado en un
procedimiento de un solo paso, como ha sido descrito anteriormente (Damont et
al, 2013; Kuhnast et al, 2012). Los rendimientos y los valores de actividad
especificos fueron equivalentes a los que se han reportado en estudios previos de

este trazador (Damont et al., 2008). La pureza radioquimica fue superior al 95% en

el momento de la inyeccion.

5.2.- Escaner PET y adquisicion de datos

Los estudios de PET se realizaron en el CIC biomaGUNE con una cdmara CT
General Electric eXplore Vista (GE Healthcare, Waukesha, WI, EE.UU.). Para

asegurar la inmovilizacion durante la adquisiciéon, los animales fueron
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anestesiados via inhalatoria con un 4% de isoflurano y se mantuvieron con 2-2.5%
de isoflurano en gas oxigeno al 100%, colocadas en la camilla con el cerebro
centrado en el campo de visién. La vena de la cola se cateterizé con una canula
(24G) para la administracién intravenosa del radiotrazador [18F]-DPA-714 (~70
MBq), que fue inyectado concomitantemente con el inicio de la adquisicion de las
imagenes de PET. Durante la toma de imagenes, los animales se mantuvieron en
condiciones normotérminas utilizando una manta térmica. Se adquirieron
imagenes dinamicas del cerebro (28 cuadros: 4x5s,4x155s,4x305s,3x60s,3x
120 s, 5 x 240 s, 5 x 300 s) en la ventana energética entre 400-700 keV, para un
tiempo total de adquisicion de 57.33 minutos. Después de cada exploracion PET, se
realizaron adquisiciones de tomografia computarizada (CT) (intensidad de 140
mA, voltaje de 40 kV), proporcionando informaciéon anatémica de cada animal, asi
como el mapa de atenuacion para la posterior reconstruccion de la imagen PET.
Las adquisiciones dinamicas se reconstruyeron (correccion de atenuaciéon y
atenuacién basada en CT) con una proyeccion retrospectiva filtrada (FBP)

utilizando un filtro Ramp con una frecuencia de corte de 0.5 mm-1.

5.3.- Analisis de imagen

Los datos de PET se analizaron utilizando el software de analisis de
imagenes PMOD (PMOD Technologies Ltd, Ziirich, Suiza), Matlab (MathWorks Inc.,
Natick, MA, EE.UU.), SPM (College, London, UK) y STATA (Stata Corp., Texas,
EE.UU.). Para verificar la ubicacién anatémica de la sefial, las imagenes dindmicas
de actividad PET se co-registraron a los datos anatémicos de CT y se normalizaron
en el espacio estereotdxico estandar (Paxinos et al., 1985) usando una plantilla de
cerebro de rata como referencia con la herramienta de fusién PMOD
(Schweinhardt et al., 2003). Las dimensiones finales del véxel fueron 0.2 x 0.2 x 0.2

mm después de la etapa de interpolacidn del proceso de normalizacion espacial.

Se realiz6 el analisis de volumen de interés (VOI). Se us6 un atlas cerebral
(Frumberg et al., 2007) como guia para extraer manualmente tanto los hemisferios
completos, los VOI de captacién especificos (SNpc y estriado) y un volumen de

captaciéon no especifico (cerebelo) como referencia. Todos los VOI se tradujeron a
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la imagen dinamica, lo que permitié obtener las curvas de actividad-tiempo para

cada area.

Para la cuantificacion de la sefal de [18F]-DPA-714, se utiliz6 el modelo de
tejido de referencia multilineal 2-T (Ichise et al.,, 2003) de la herramienta PXMod
de PMOD. Se obtuvieron imagenes paramétricas de potencial de uniéon (BP) a
partir de la imagen dinamica de PET y las curvas de tiempo-actividad. La
linealizacion se realiz6 utilizando los ultimos 45 minutos (cuadro 19 a 28) del
estudio. Finalmente, se promedio6 el BP en cada VOI y la captacién de la sefal de

PET se expres6 como la media del BP.

6.- PROCESAMIENTO DEL TEJIDO

Para el estudio histolégico, los animales (n=60) se sacrificaron por cada
punto temporal tras el estudio de imagen PET. Los animales fueron perfundidos
intracardiacamente con PBS 0.1M (pH 7.4) seguido de paraformaldehido al 4%
diluido en PB 0.1M (pH 7.4). Los cerebros se extrajeron rapidamente y fueron post-
fijados en la misma solucién de fijacion durante toda la noche a 49C, y luego
crioprotegidos en 30% de sacarosa en PBS 0.1M durante 72 horas. Posteriormente,
mediante un micrétomo de congelacion (Leica SM2010R), se obtuvieron secciones
coronales seriadas de 40 pm de grosor a intervalos de 480 pm para los nucleos de
interés (SNpc y estriado) asi como otros nucleos que se utilizaran para futuros
estudios histoldgicos (globo palido, nucleo subtaldmico e hipocampo). Las
secciones se almacenaron a -202C en placas de 12 pocillos con solucién de

crioproteccion hasta su uso.

Para el estudio de PCR semicuantitativa a tiempo real (RT-PCR) se realiz6
un grupo adicional de animales para ambos grupos experimentales (n=5 animales
por grupo) que fueron sacrificados a punto temporal 2 semanas p.i. Tras anestesiar
a los animales con una mezcla de oxigeno-isoflurano, se sacrificaron y se extrajo el
cerebro. Posteriormente, se diseccionaron para obtener el mesencéfalo vy,

rapidamente, fueron congelados en hielo seco y almacenados a -80° C.
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7.- ESTUDIOS HISTOLOGICOS
7.1.- Tincion histoldgica

7.11.- Inmunohistoquimica para Tirosina Hidroxilasa (TH), molécula
adaptadora de unidon a calcio ionizado tipo 1 (Iba-1) y a-sinucleina
humana (ha-sin)

Para el estudio histolégico, se seleccionaron cortes coronales del estriado
(TH, Iba-1 y ha-sin: n=3 por cada animal) y de SNpc (TH: n=7, Iba-1 y ha-sin: n=3
por cada animal) para la inmunotincion. Los cortes se lavaron en PBS tres veces
durante 5 minutos. Con el fin de inactivar la peroxidasa endégena, las secciones se
incubaron con una solucién de 3% de perdxido de hidrogeno (H202; Panreac) en
PBS durante 15 minutos. Posteriormente, las secciones se incubaron con una
solucion de bloqueo que contenia suero normal de caballo (NHS, del inglés Normal
Horse Serum; Vector laboratories) al 4% y Tritoén X-100 al 0.3% (Sigma-Aldrich) en
PBS durante 30 minutos (10% NHS durante 1 hora para ha-sin). Seguidamente, se
incubaron durante una noche a temperatura ambiente con los siguientes
anticuerpos primarios: anti-TH de ratén (1:1000, MAB 5280 Millipore) y anti-Iba-1
de conejo (1:500, 19741 Wako Pure Chemical Industries). Para ha-sin, la
incubacién con el anticuerpo primario (1:500; anti-sinucleina humana LB509,
Thermo Fischer) se hizo a una temperatura de 42C durante toda la noche con el fin
de evitar las uniones inespecificas de este marcador. A continuacién, las secciones
se lavaron en PBS y se incubaron 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario biotinilado (TH y ha-sin: anti-IgG de raton, 1:500, Vector BA2000; Iba-
1: anti-IgG de conejo, 1:500, 31732 Pierce). Tras otros tres lavados con PBS, los
cortes se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente y a oscuras con un
complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC; 1:100, Vector Laboratories). Después
de los ultimos lavados en PBS, las secciones se tifieron con solucién de
tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobencidina (DAB) al 0.05% (Sigma-Aldrich) que
contenia 10 pl de H202 al 33%. Finalmente, las secciones tefiidas se montaron
sobre portaobjetos gelatinizados, se secaron al aire durante la noche, se
deshidrataron a través de una serie de alcohol de graduacion ascendente seguido
de xileno y se cubrieron con el medio de montaje (Eukitt®, Panreac) y un

cubreobjetos.
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7.1.2.- Inmunohistoquimica para la proteina acida fibrilar glial (GFAP) y
tincion de violeta de cresilo

La tincion inmunohistoquimica para GFAP en la SNpc y el estriado se realiz6
como se describe en la seccién anterior. Después de incubarse con H202 y NHS, las
secciones (n=3 por cada animal y nucleo) se incubaron durante toda la noche con
el anticuerpo primario anti-GFAP de conejo (1:1000; ab5804 Millipore). Al dia
siguiente, después de varios lavados con PBS, las secciones se incubaron con el
anticuerpo secundario (anti-IgG conejo biotinilado, 1:500, 31732 Pierce) y se
revel6 con el complejo ABC-DAB. Las secciones de estriado tefiidas se montaron en
portaobjetos gelatinizados y, tras deshidratar con etanol, se cubrieron con el medio
de montaje (Eukitt®, Panreac) y un cubreobjetos. Los cortes de SNpc se montaron
sobre portaobjetos gelatinizados y, a continuacidn, se contratifieron con solucién
de violeta de cresilo al 0.1%. Para ello, las secciones se dejaron durante la noche en
etanol al 70% vy, al dia siguiente, se lavaron en agua destilada y se tifieron con
violeta de cresilo durante 4-5 minutos. Después de varios lavados en agua
destilada y concentraciones crecientes de etanol, las secciones se lavaron con
cloroformo al 100% (Merck) durante 10 minutos y después se eliminé el exceso de
tinciéon con una solucién diferenciadora compuesta por acido acético y etanol al
96%. Finalmente, las secciones se deshidrataron en etanol al 100% y xileno y se

cubrieron con el medio de montaje (Eukitt®, Panreac) y un cubreobjetos.

7.1.3.- Inmunofluorescencia para Iba-1y GFAP

Para corroborar la presencia de microglia y astrocitos en cada uno de los
nucleos (SNpc y estriado) observada por la inmunodetecciéon por DAB, se realizé
una inmunofluorescencia en un corte por cada animal. Los cortes se lavaron en
PBS tres veces durante 5 minutos. Para disminuir el fondo de las tinciones, las
secciones se bloquearon con metanol (Methanol BioChemica A3493 PanReac) y
con una soluciéon de bloqueo (5% de albumina de suero bovino, BSA, Sigma-
Aldrich). Posteriormente, las secciones se incubaron durante la noche en agitacion
a 49C con los siguientes anticuerpos primarios: anti-Ilba-1 de cobaya (1:500;
234004 Synaptic systems) y anti-GFAP de cabra (1:1000; ab53554 Abcam). Las

secciones fueron incubadas 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad con su
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correspondiente anticuerpo secundario fluorescente Alexa Fluor-594 (1:200,
Thermo Fisher) y Alexa Fluor-488 (1:500, Invitrogen), respectivamente.
Finalmente, todas las secciones se contratifieron con 4'6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI, 1:5000; D1306 Thermo Fisher) y se montaron en portaobjetos, se secaron
al aire y se cubrieron con el medio de montaje (Vectashield, Vector Laboratories) y

un cubreobjetos.

8- ANALISIS HISTOLGGICO
8.1.- Estimacion del nimero de células inmunorreactivas para TH, lba-1y GFAP

El contaje del numero de células positivas para TH, Iba-1 y GFAP en la SNpc
y de Iba-1 y GFAP en el estriado de todos los animales se realiz6 mediante
estereologia usando un microscopio BX61 (Olympus, Hicksville, NY, EE.UU.)
equipado con una camara DP71 (Olympus) y una estacién conectada a una
estacion con controlador XYZ (H101BX, PRIOR) y software newCAST Visiopharm
5.0® (Hoersholm). El nimero absoluto de células inmunopositivas se obtuvo
mediante la aplicacion del método del fraccionador éptico (West, 1999).
Previamente a la realizacion del andlisis definitivo, se realiz6é un estudio piloto con
el fin de determinar las caracteristicas 6ptimas de conteo. Tanto la SNpc como el
estriado fueron delimitados con un objetivo de baja magnificaciéon (4X) usando
estructuras externas como referencia y cubriendo toda la extensién rostrocaudal
de los nucleos (entre -4.30 mm y -6.72 mm respecto a Bregma para SNpc y entre
+1.34 mm y -0.26 mm para estriado de acuerdo con el atlas Paxinos y Watson

(Paxinos et al., 1985)).

Una vez trazados los limites de cada region, se identificaron y cuantificaron
los perfiles celulares inmunotefiidos a una magnificaciéon de 100X bajo aceite de
inmersién en 1 de cada 6 cortes coronales de ambos nucleos tomados a intervalos
uniformes de 240 um para cada animal (n=7 secciones por animal para TH y n=3

para Iba-1 y GFAP en SNpc y n=3 para TH, Iba-1 y GFAP en estriado).

Se utilizaron disectores de 4538.03 um? separados por 213 pm horizontal y

verticalmente, que fueron distribuidos usando un meandro aleatorio en la zona de
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interés con una distancia de separacién entre planos (d) de 20 um (Drgjdahl et al.,

2010).

La estimacidn se fijo en un 10% del total de las dos estructuras para cada
hemisferio y animal. Unicamente se cuantificaron los somas que estaban
contenidos en la reticula de contaje o las que tocaban los bordes superior o
derecho. Todos los somas que estaban externos a la reticula o en los bordes
inferior e izquierdo fueron descartados. Los criterios de tamafio y forma de los
somas se mantuvieron uniformes durante todo el estudio. Se considerd una célula
positiva aquella con un nucleo cubierto y rodeado por tincién para TH, Iba-1 o

GFAP, en cada caso.

La estimacion del nimero (N) de células inmunopositivas para cada uno de

los marcadores se calcul6 indirectamente usando la siguiente ecuacion:

Donde 2 Q- es el numero total de particulas contadas, t es el grosor medio de
cada seccidn, h es la altura del disector éptico, asf es la fraccion de muestreo del
area y ssf es la fraccion de muestreo de las secciones. El nimero medio de células
contadas en cada hemisferio de cada nucleo fue 100-150 para obtener un
coeficiente de error aceptable (<0.10) segiin el método Gundersen (Gundersen and

Jensen, 1987; West, 1999).

8.2.- Caracterizacion morfoldgica de la microglia

Durante el andlisis estereoldgico, la morfologia de cada célula Iba-1* se
clasific6 de acuerdo con su tamafio y procesos. Se distinguieron 4 fenotipos
claramente definidos (figura 3). El primero (tipo A) se corresponde con la
microglia vigilante, que son células sin citoplasma visible, nticleo redondo denso y
con procesos largos y delgados con poca ramificacién. El tipo B o microglia en
estado de alerta, donde el cambio mas evidente es la retraccion de las
ramificaciones acompafiada por una hipertrofia del soma, dando lugar a una

apariencia mas robusta de la célula. El tercer tipo (tipo C) se caracteriza por una
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reduccion ain mas marcada de las ramificaciones. Presentan una morfologia con
cuerpo alargado e irregular, nicleo ensanchado y menos definido, y con procesos
mas cortos, de grosor variable y con poca ramificaciéon. Por dltimo, el tipo D o
microglia ameboide son células con un gran cuerpo celular que se fusiona con los
procesos, el nucleo ocupa la mayor parte del cuerpo celular; los procesos son
gruesos, cortos y poco numerosos. Su fenotipo es muy similar al de los macréfagos

periféricos (Jyothi et al., 2015; Sanchez-Guajardo et al., 2010).

8.3.- Cuantificacion por densidad odptica de la expresion de terminales
dopaminérgicos en el estriado (TH) y deteccion de ha-sin en la SNpc y

estriado.

La extensién de la expresion de ambos marcadores se determin6 mediante

la cuantificacién por densidad 6ptica relativa (DOR).

Para cada uno de los marcadores se analizaron 3 cortes coronales por
animal, nucleo y punto temporal. Para todas las secciones se obtuvieron imagenes
mediante un microscopio éptico (Olympus BX50) a magnificacion 1X el mismo dia
con la misma intensidad de luz. Para el analisis de las imagenes, se utilizo el
software Image] (NIH, http://imagej.nih.gov/ij/). La medida semicuantivativa de la
DOR se obtuvo para la SNpc y el estriado completo (CPu) y se realizé calculando el
valor gris medio de las imagenes en escala de grises. Los resultados se
promediaron para cada animal de cada grupo y punto temporal y se usaron,

posteriormente, para el analisis estadistico.

8.4.- Extraccion de ARN de tejido y PCR semicuantitativa en tiempo real (RT-
PCR)

A partir del mesencéfalo, se extrajo el ARN total usando reactivo TRI
(Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante. Después del
tratamiento con 1 unidad (U) de DNasa I (ThermoFisher Scientific, Vilnius,
Lituania), se realiz6 la transcripcion inversa de 2 pg de ARN total utilizando 200 U

de SuperScript IV (Invitrogen) y 100 ng de hexdmeros de
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oligodesoxirribonucleétidos aleatorios (Invitrogen) en volumen final de 20 pl. La
expresion de ARNm se estudi6 mediante RT-PCR utilizando iQ SYBR Green
Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) en un sistema de detecciéon en tiempo
real CFX96 Touch (Bio-Rad). Se utilizaron los siguientes cebadores: TNF-a
forward- TGCCTCAGCCTCTTCTCATT, TNF-a reverse- GGGCTTGTCACTCGAGTTTT,
IL-18 forward- ATGGCAACTGTCCCTGAACT, IL-18 reverse-
TGCCTTCCTGAAGCTCTTGT, IL-6 forward- GCCAGAGTCATTCAGAGCAA, IL-6
reverse- GTTGGATGGTCTTGGTCCTT, IL-10 forward- AAGGACCAGCTGGACAACAT,
IL-10 reverse- TCTCCCAGGGAATTCAAATG, TGF- forward-
TGAGTGGCTGTCTTTTGACG, TGF-B reverse- TGGGACTGATCCCATTGATT, iNOS
forward- CACCTTGGAGTTCACCCAGT, iNOS reverse- AGCTCCTGGAACCACTCGTA,
[FN-y forward- CGAATCGCACCTGATCACTA, INF-y reverse-
GACTCCTTTTCCGCTTCCTT, GAPDH forward- AAACCCATCACCATCTTCCA, GAPDH
reverse- GTGGTTCACACCCATCACAA. Los resultados se normalizaron a GAPDH y la
cantidad de cada transcripcion se expresé como 2ACt (ACt = Ct [GAPDH] - Ct

[gen]).

9.- ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos de los datos de PET se llevaron a cabo utilizando el
software STATA (StataCorp, Texas, EE.UU.). La diferencia en los valores de BP
entre los grupos AAV-ha-sin y AAV-GFP en los diferentes puntos temporales se
estableci6 después de probar la distribucion de la normalidad de los datos (prueba
de Shapiro-Wilk) y la homogeneidad de las varianzas (prueba de Levene). Como no
se podia suponer la normalidad, las diferencias entre puntos temporales dentro de
cada grupo experimental se determinaron con el test no paramétrico Kruskal-
Wallis seguido de la prueba post-hoc Dunn y el test U Mann-Whitney. Las
diferencias entre grupos experimentales para cada punto temporal se

determinaron con el test ANOVA de dos vias.

El andlisis estadistico y la generacién de las graficas para los estudios
histologicos y de RT-PCR se realizaron con el software GraphPad Prism 5

(GraphPadSofware). Se analiz6 la distribucion de la normalidad con el test
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Kolmogorov-Smirnov. En funciéon de la normalidad de los datos, las diferencias
entre puntos temporales dentro de cada grupo experimental se determinaron
mediante la prueba ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc Bonferroni y
el test t Student o mediante el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de la
prueba post-hoc Dunn y el test U Mann-Whitney. Las diferencias entre grupos
experimentales se determinaron con el test ANOVA de dos vias en todos los
marcadores. Los andlisis de correlaciéon se realizaron utilizando la prueba no

paramétrica de Spearman.

El nivel de significacion se fijé en p<0.05, p<0.01 y p<0.001 para todos los
andlisis. Todos los valores fueron expresados como la media + el error estdndar de
la media (SEM), excepto los valores de DOR de TH en el estriado, que se expresan
como porcentaje normalizado respecto al nivel del grupo AAV-GFP = SEM, los
datos morfolégicos, que se expresan como porcentaje del total de células
microgliales Iba-1* + SEM y los niveles relativos de ARNm, que se calcularon y se

muestran en relacién con la expresion de GAPDH con la formula 2ACt + SEM.
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Resultados

1.- EVALUACION DEL DETERIORO MOTOR

Para evaluar el desarrollo de bradicinesia en las extremidades anteriores se

realizé el stepping test antes de la cirugia (basal) y 1, 2, 3 y 16 semanas p.i.

En el grupo AAV-ha-sin no observamos diferencias significativas entre el
test basal y los puntos temporales de 1 y 2 semanas p.i. (Figura 11). Sin embargo, el
numero de pasos realizados disminuy6 a partir de las 3 semanas p.i. (3s p.i.: p<0.05

respecto al basal; 16s p.i.: p<0.001 respecto al basal yalas 1, 2 y 3s p.i.).

En el grupo AAV-GFP se observé una disminucién de pasos inicamente a las

16 semanas p.i. (p<0.001 respecto al basal y alas 1, 2 y 3s p.i.; Figura 11).

No se observaron diferencias significativas al comparar entre grupos
experimentales ni entre las extremidades derecha e izquierda en ninguno de los

puntos temporales evaluados en ninguno de los grupos (Figura 11).

25+ 254 25+ 251 3 AAV-GFP
Hl AAV-ho-sin
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Tiempo post-inoculacién

Fig. 11. Evaluacion de la funcién motora. El stepping test se realizé de forma basal y 1, 2,
3y 16 semanas tras la inoculacion del vector viral. Los valores se muestran como la media
+ SEM. * p<0.05, *** p<0.001 respecto al nivel basal; £££ p<0.001 respecto a 1s p.i.; +++
p<0.001 respecto a 2s p.i.; &&& p<0.001 respecto a 3s p.i.
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2.- EVALUACION DE LA DEGENERACION DOPAMINERGICA

2.1.- Sobreexpresion de ha-sin en la SNpc y el estriado

En la SNpc de los animales AAV-ha-sin la expresion de ha-sin (Figura 12A'y
C) se observo desde las 72h p.i. y aument6 significativamente a partir de las 2
semanas p.i. (p<0.001 respecto a 24h y 72h p.i.; p<0.01 respecto a 1s p.i.; 3s p.i.:
p<0.001 respecto a 24h y 72h p.i.; p<0.01 respecto a 1s p.i; 16s p..: p<0.001
respecto a 24h, 72hy 1s p.i.).

En el estriado de estos animales la inmunodeteccion de ha-sin (Figura 12By
C) se observo a partir de las 2 semanas p.i, alcanzando su nivel mas alto de
expresion en ese punto (p<0.001 respecto a 24h, 72h y 1s p.i.). Posteriormente, la
sobreexpresion disminuy6 a lo largo del tiempo, pero manteniéndose en niveles
significativos hasta las 16 semanas p.i. (p<0.05 respecto a 24h, 72h, 1s y 3s p.i,

p<0.001 respecto a 2s p.i.).

No se observo marcaje de ha-sin ni en la SNpc ni en el estriado del grupo

AAV-GFP en ninguno de los puntos temporales analizados (Figura 12C).
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Fig. 12. Sobreexpresion de ha-sin en la via nigroestriatal. A. Analisis de la densidad
Optica relativa (DOR) del marcaje de ha-sin en la SNpc del grupo AAV-ha-sin en todos los
puntos temporales. Los valores se muestran como la media + SEM. *** p<0.001 respecto a
24h p.i.; ¥¥¥ p<0.001 respecto a 72h p..; ££ p<0.01, £££ p<0.001 respecto a 1s p.i. B.
Analisis de DOR del marcaje de ha-sin en el estriado del grupo AAV-ha-sin en todos los
puntos temporales. Los valores se muestran como la media * SEM. * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001 respecto a 24h p.i.; ¥ p<0.05, ¥¥¥ p<0.001 respecto a 72h p..; £ p<0.05, ££
p<0.01, £££ p<0.001 respecto a 1s p.i.; + p<0.05, +++ p<0.001 respecto a 2s p.i.; & p<0.05
respecto a 3s p.i. C. Microfotografias representativas de la tinciéon de ha-sin en secciones
coronales de la SNpc y estriado del grupo AAV-ha-sin en todos los puntos temporales y un
AAV-GFP a 16s p.i. como referencia control. Barra de escala, 200 um (SNpc) y 1000 pm
(estriado). D. Microfotografias representativas de la correcta inoculacién del vector viral.
Alaizquierda, detalle de la expresidn de la proteina GFP en la SNpc a las 2s p.i. en el grupo
AAV-GFP. Barra de escala, 20 pum. A la derecha, detalle de la expresion de ha-sin en el
grupo AAV-ha-sin en las neuronas dopaminérgicas a las 24h y 3s p.. Marcados con
asteriscos, agregados de ha-sin. Barras de escala, 50, 100, 100 y 40 um, respectivamente.
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2.2.- Cuantificacion de la pérdida dopaminérgica en la SNpc

El grupo AAV-ha-sin mostré una reduccién significativa del ntimero de
neuronas dopaminérgicas TH* desde la 32 semana p.i. (p<0.01 respecto a 24h p.i;
Figura 13A y B) que se mantuvo hasta las 16 semanas p.i. (p<0.05 respecto a 24h
pi.).

No hubo diferencias significativas dentro del grupo AAV-GFP ni entre

ambos grupos experimentales (Figura 13Ay B).
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Fig. 13. Expresion de TH en la SNpc. A. Cuantificacion estereoldgica del nimero de
neuronas TH+* en la SNpc de los grupos AAV-GFP y AAV-ha-sin. Los valores se muestran
como la media * SEM. * p<0.05, ** p<0.01 respecto a 24h p.i. B. Microfotografias
representativas de la tincién para TH en secciones coronales de SNpc del grupo AAV-ha-
siny de un AAV-GFP alas 16s p.i. como referencia de control. Barra de escala, 200 um.

108



Resultados

2.3.- Cuantificacion de la expresion de terminales TH* en el estriado

El grupo AAV-ha-sin (Figura 14A y B) mostré una reduccion en la expresion
de TH a las 72h p.i. (p<0.05 respecto a 24h p.i.), llegando a una reduccién maxima a

las 16 semanas p.i (p<0.05 respecto a 24h y 72h p.i.; p<0.01 respecto a 1s y 3s p.i.).

En el grupo AAV-GFP no se observo disminucion significativa de TH

estriatal en ninguno de los puntos temporales del estudio (Figura 14A y B).

No se observaron diferencias significativas entre grupos experimentales

(Figura 14Ay B).
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Fig. 14. Expresion de TH en el estriado. A. Valores de DOR de TH respecto al porcentaje
de GFP en el estriado de los grupos AAV-GFP y AAV-ha-sin. Los valores se muestran como
la media del porcentaje de GFP + SEM. * p<0.05 respecto a 24h p.i.,; ¥ p<0.05 respecto a
72h p..; ££ p<0.01 respecto a 1s p.i.; && p<0.01 respecto a 3s p.i. B. Microfotografias
representativas de la tinciéon para TH de secciones coronales de estriado del grupo AAV-
ha-sin y de un AAV-GFP alas 16s p.i. como referencia control. Barra de escala, 1000 pm.
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3.- MODIFICACIONES EN EL PATRON MICROGLIAL
3.1.- Cuantificacion de células microgliales Iba-1* en la SNpc

En el grupo AAV-ha-sin se observé un aumento significativo de células Iba-
1+ desde las 72h p.i. en adelante (72h p.i.: p<0.05 respecto a 24h p.i,; 2s p.i.: p<0.05
respecto a 24h p.i.; 3s p.i.: p<0.05 respecto a 24h y 1s p.i.; 16s p.i.: p<0.05 respecto a
24hy 1s p..; Figura 15A, By C).

En el grupo AAV-GFP no hubo diferencias significativas en ninguno de los

puntos temporales estudiados (Figura 15A y B).

Al comparar ambos grupos experimentales, en el grupo AAV-ha-sin hubo un
incremento significativo en el nimero de células Iba-1* a las 72h p.i. (p<0.05;

Figura 15A y B).
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AAV-ha-sin AAV-ha-sin

Fig. 15. Expresion de Iba-1 en la SNpc. A. Cuantificacion del nimero de células Iba-1* en
ambos grupos experimentales. Los valores se muestran como la media # SEM. # p<0.05
respecto al grupo AAV-GFP; * p<0.05 respecto a 24h p.i.; £ p<0.05 respecto a 1s p.i. B.
Microfotografias representativas de la tincién con Iba-1 de las secciones coronales de
SNpc en ambos grupos experimentales. Barra de escala: 200um. C. Imagenes de
inmunofluorescencia representativas del grupo AAV-ha-sin a las 16s p.i. en las que
observamos células microgliales Ibal* (rojo), su ntcleo (DAP], azul) y la superposicion de
las anteriores (Merged). Barra de escala, 20 pm.
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3.2.- Morfologia de las células microgliales Iba-1* en la SNpc
- Tipo A:

Dentro del grupo AAV-ha-sin no hubo diferencias significativas en el
porcentaje de células microgliales de tipo A entre los distintos puntos temporales

(Figura 16A).

El grupo AAV-GFP present6 una menor proporcidn de células tipo A alas 16

semanas p.i. (p<0.05 respecto a 2s y 3s p.i.; Figura 16B).

No se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales

en ninguno de los puntos temporales (Figura 16A y B).

- Tipo B:

Dentro del grupo AAV-ha-sin hubo un aumento progresivo en las células de
tipo B que fue significativo a las 3 semanas p.i. (p<0.01 con respecto a 24h p.i.) y

que descendio a las 16 semanas p.i. (p<0.01 respecto a 3s p.i.; Figura 16A).

Dentro del grupo AAV-GFP no hubo diferencias significativas entre puntos

temporales (Figura 16B).

Entre los grupos experimentales no hubo diferencias significativas en el

porcentaje de células tipo B (Figura 16A y B).
- Tipo C:

En el grupo AAV-ha-sin se observé una disminucién significativa del
porcentaje de células tipo C a 3 semanas p.i. (p<0.05 respecto a 72h p.i.; Figura

16A).
Dentro del grupo AAV-GFP no hubo diferencias significativas (Figura 16B).

No se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales

en ninguno de los puntos temporales (Figura 16A y B).
- Tipo D:

Dentro del grupo AAV-ha-sin hubo una disminucién significativa del

porcentaje de células microgliales tipo D a las 3 semanas p.i. (p<0.01 respecto a
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24h p.i.; Figura 16A) y un incremento significativo a las 16 semanas p.i. (p<0.01

respecto a 3s p.i.).

No se observaron diferencias significativas en el grupo AAV-GFP (Figura

16B).

Entre los grupos experimentales no hubo diferencias significativas en el

porcentaje de células tipo D (Figura 16A y B).
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Fig. 16. Morfologia de las células Iba-1+ en la SNpc. A. Clasificacién de la microglia del
grupo AAV-ha-sin en sus cuatro fenotipos segiin su grado de activacion. Los valores se
muestran como la media del porcentaje del nimero total de células Iba-1+ + SEM. **
p<0.01 respecto a 24h p.i.; ¥ p<0.05 respecto a 72h; && p<0.01 respecto a 3s p.i. B.
Clasificacion de la microglia del grupo AAV-GFP en sus cuatro fenotipos segin su grado de
activacion. Los valores se muestran como el porcentaje del nimero total de células Iba-1+
+ SEM. + p<0.05 respecto a 2s p.i.; & p<0.05 respecto a 3s p.i.

3.3.- Cuantificacion de células microgliales Iba-1* en el estriado

Contrariamente a lo observado en la SNpc, en el estriado no se observaron
cambios en el nimero total de células Iba-1* en ningun punto temporal de los dos

grupos experimentales ni en la comparacion intergrupal (Figura 174, By C).
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Fig. 17. Expresion de Iba-1 en el estriado. A. Cuantificacion del niumero de células Iba-1+
en ambos grupos experimentales. Los valores se muestran como la media + SEM. B.
Microfotografias representativas de la tinciéon con Iba-1 de las secciones coronales
estriatales en ambos grupos experimentales. Barra de escala: 200 um. C. Imagenes de
inmunofluorescencia representativas del grupo AAV-ha-sin a las 16s p.. en las que
observamos células microgliales Ibal+ (rojo), su ndcleo (DAPI, azul) y la superposicién de
las anteriores (Merged). Barra de escala, 20 pm.
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3.4.- Morfologia de las células microgliales Iba-1* en el estriado
- Tipo A:

El grupo AAV-ha-sin mostré un aumento significativo en la proporcién de
células microgliales de tipo A a las 3 semanas p.i. (p<0.01 respecto a 72h p.i;

Figura 18A).

El grupo AAV-GFP mostr6 una reduccion significativa a las 16 semanas p.i.

(p<0.05 respecto a 3s p.i.; Figura 18B).

En la comparacién intergrupal, el grupo AAV-ha-sin mostré un menor

porcentaje de células tipo A a 24h (p<0.001) y 72h p.i. (p<0.01; Figura 18A y B).

- Tipo B:

Dentro del grupo AAV-ha-sin hubo una disminucién en el porcentaje de
células tipo B a las 16 semanas p.i. (p<0.05 respecto a 24h p.i.; p<0.01 respecto a 2s
p.i.; Figura 18A).

El grupo AAV-GFP mostré una reduccién en la proporcion de células tipo B

alas 16 semanas (p<0.05 respecto a 24h p.i.; p<0.01 respecto a 2s p.i.; Figura 18B).

Comparando ambos grupos experimentales, el grupo AAV-ha-sin mostré un

mayor porcentaje de células tipo B a 72h p.i. (p<0.01; Figura 18A y B).
- Tipo C:

En el grupo AAV-ha-sin hubo un aumento en el porcentaje de células
microgliales tipo C a la semana 1 p.i. (p<0.05 respecto a 24h p.i.; Figura 18A) y a las
16 semanas p.i. (p<0.01 respecto a 24h y a las 2s p.i.).

El grupo AAV-GFP también mostr6 una mayor proporcion de células tipo C a
las 16 semanas p.i. (p<0.05 respecto a 24h p.i.;; p<0.01 respecto a 2s p.i.; Figura
18B).

Comparando ambos grupos experimentales, el grupo AAV-ha-sin mostré un

mayor porcentaje de células tipo C a 72h p.i. (p<0.01; Figura 18A y B).
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- Tipo D:

En el grupo AAV-ha-sin hubo un aumento en el porcentaje de microglia tipo

D alas 16 semanas p.i. (p<0.01 respecto a 2s p.i.; Figura 18A).

El grupo AAV-GFP mostré una mayor proporciéon de células tipo D a las 16

semanas p.i. (p<0.05 respecto a 1s p.i.; p<0.01 respecto a 2s p.i.; Figura 18B).

No se observaron diferencias entre los grupos experimentales a lo largo de

los puntos temporales evaluados (Figura 18A y B).
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Fig. 18. Morfologia de las células iba-1+ en el estriado. A. Clasificacion de la microglia
del grupo AAV-ha-sin en sus cuatro fenotipos segin su grado de activacion. Los valores se
muestran como la media del porcentaje del nimero total de células Iba-1* + SEM. ##
p<0.01, ### p<0.001 respecto al grupo AAV-GFP; * p<0.05, ** p<0.01 respecto a 24h p.i.;
¥¥ p<0.01 respecto a 72h p.i,; ++ p<0.01 respecto a 2s p.i. B. Clasificacién de la microglia
del grupo AAV-GFP en sus cuatro fenotipos segin su grado de activacién. Los valores se
muestran como el porcentaje del nimero total de células Iba-1+ + SEM. * p<0.05 respecto a
24h p.i.; £ p<0.05 respecto a 1s p.i.; ++ p<0.01 respecto a 2s p.i. & p<0.05 respecto a 3s p.i.
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4.- MODIFICACIONES EN EL NUMERO DE ASTROCITOS

4.1.- Cuantificacion de células astrocitarias GFAP* en la SNpc

El grupo AAV-ha-sin mostré un aumento significativo en el nimero de
células GFAP* (Figura 19A, By C) alas 72h p.i. (p<0.05 respecto a 2s p.i.) yalas 16
semanas p.i. (p<0.05 respecto a 24h p.i.; p<0.01 respecto a 2s p.i.), siendo este

punto donde se alcanzé la cantidad maxima de astrocitos.
El grupo AAV-GFP no mostr6 cambios a lo largo del estudio (Figura 194A).

Entre los dos grupos experimentales no observamos diferencias

significativas (Figura 19A).
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Fig. 19. Expresion de GFAP en la SNpc. A. Numero de células GFAP+ en los grupos AAV-
GFP y AAV-ha-sin. Los valores se muestran como la media * SEM. * p<0.05 respecto a 24h
p..; + p<0.05, ++ p<0.01 respecto a 2s p.i. B. Microfotografia representativa de la tincién
con GFAP de una seccién coronal de la SNpc del grupo AAV-ha-sin a las 16s p.i. Barra de
escala: 100um. C. Imagenes de inmunofluorescencia representativas del grupo AAV-ha-sin
a las 16s p.i. en las que observamos astrocitos GFAP+ (verde), su nucleo (DAPI, azul) y la
superposicién de las anteriores (Merged). Barra de escala, 20 pm.
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4.2.- Cuantificacion de células astrocitarias GFAP* en el estriado

El grupo AAV-ha-sin mostré un aumento significativo de astrocitos
estriatales a 1 semana p.i. (p<0.05 respecto a 24h p.i.; p<0.01 respecto a 72h, 2s, 3s
y 16s p.i.; Figura 204, B y C), que disminuyé de nuevo a niveles basales a partir de

las 2 semanas p.i.

El grupo AAV-GFP no mostr6 diferencias en el nimero de astrocitos a lo

largo de todo el estudio (Figura 20A).

En la comparacién intergrupal hubo un aumento significativo del nimero

de astrocitos en el grupo AAV-ha-sin a 1 semana p.i. (p<0.05; Figura 20A).
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Fig. 20. Expresion de GFAP en el estriado. A. Nimero de células GFAP+ en ambos grupos
experimentales. Los valores se muestran como la media + SEM. # p<0.05 respecto al grupo
AAV-GFP; * p<0.05 respecto a 24h p.i.; ¥¥ p<0.01 respecto a 72h p.i.; ++ p<0.01 respecto a
2s p..; && p<0.01 respecto a 3s p.i.; ** p<0.01 respecto a 16s p.i. B. Microfotografia
representativa de la tincién con GFAP de una seccidn coronal del estriado del grupo AAV-
ha-sin a las 16s p.. Barra de escala: 100um. C. Imagenes de inmunofluorescencia
representativas del grupo AAV-ha-sin a las 16s p.i. en las que observamos astrocitos
GFAP+ (verde), su nucleo (DAPI, azul) y la superposicion de las anteriores (Merged). Barra
de escala, 20 um.
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5.- EVALUACION /N V/IVO DE LA ACTIVACION MICROGLIAL

5.1.- PET /n vivo con [®F]-DPA-714 en la SNpc y el estriado

En la SNpc del grupo AAV-ha-sin se observé un aumento de BP de [18F]-
DPA-714 a partir de las 2 semanas p.i. que se mantuvo hasta las 16 semanas p.i. (2s
p.i.: p<0.05 respecto a 72h y 1s p.i.; 3s p.i.: p<0.05 respecto a 72h y p<0.01 respecto
a 1s; 16s p.i.: p<0.05 respecto a 72h y 1s p.i,, Figura 21A). En el estriado hubo un
aumento significativo de [18F]-DPA-714 unicamente a las 16 semanas p.. en

comparacién con las 2 semanas p.i. (p<0.05; Figura 21B).

En el grupo AAV-GFP no se observaron diferencias en la union de
radiotrazador en la SNpc ni en el estriado en ningin punto temporal (Figura 21A 'y

B).

Al comparar ambos grupos experimentales hubo una mayor unién de [18F]-
DPA-714 en la SNpc del grupo AAV-ha-sin a la 22 semana p.i. (p<0.05) y a la 162
semana p.i. (p<0.01; Figura 21A). En el estriado no hubo diferencias entre grupos

experimentales en ningin punto temporal analizado (Figura 21B).
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Fig. 21. Evaluacion de la activacién microglial in vivo con [18F]-DPA-714.
Representacién grafica del analisis del potencial de unién (BP) del radiotrazador en la
SNpc (A.) y en el estriado (B.). Los valores se muestran como la media + SEM. # p<0.05, ##
p<0.01 respecto al grupo AAV-GFP; ¥ p<0.05 respecto a 72h p..; £ p<0.05, ££ p<0.01
respecto a 1s p.i.; + p<0.05 respecto a 2s p.i. C. Imagenes representativas de dos secciones
coronales consecutivas de la SNpc de la captacion del radiotrazador [!8F]-DPA-714 co-
registradas con imagenes de tomografia computarizada de ambos grupos experimentales
a las 24h (AAV-GFP: A-A’; AAV-ha-sin: C-C’) y las 16s p.i. (AAV-GFP: B-B’; AAV-ha-sin: D-
D’). La SNpc esta delineada en una plantilla de CT para una mejor ubicacién anatémica.
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6.- ANALISIS DE LA EXPRESION DE MEDIADORES INFLAMATORIOS

Dentro del grupo AAV-ha-sin, a 2 semanas p.i., el mesencéfalo mostré una
expresion aumentada de iNOS en comparacidon con el grupo AAV-GFP (p<0.05;
Figura 22). No se observaron diferencias entre grupos experimentales en la

expresion de IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-1(, IL-10 y TGF-{.
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Fig. 22. Expresion de moléculas inflamatorias en el mesencéfalo. Expresién de los
mediadores inflamatorios iNOS, IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-1f3, IL-10 y TGF-f3 en el mesencéfalo
de los grupos AAV-GFP y AAV-ha-sin a 2s p.i. Los valores se calcularon y se muestran en
relaciéon con la expresion de GAPDH con la férmula 2ACt + SEM. # p<0.05 respecto al
grupo AAV-GFP.

7.- ANALISIS DE CORRELACIONES

Los resultados en la SNpc del grupo AAV-ha-sin (Figura 23) mostraron una
correlacion negativa entre la DOR de ha-sin y el nimero de neuronas TH* (rs = -
0.5321, p<0.01) y una correlacion positiva con el nimero total de células Iba-1* (rs

=0.3608, p<0.05) y con los valores de [18F]-DPA-714 (rs =0.5376, p<0.01).

Los datos también mostraron una correlacidn negativa entre la captacion de
[18F]-DPA-714 y el nuimero de neuronas TH* (rs = -0.4501, p<0.05) y una
correlacion positiva entre los valores de [18F]-DPA-714 y el namero total de células

Iba-1* (rs = 0.4054, p<0.05). No se encontré correlacion con las células GFAP+.

Por el contrario, en el estriado no se observd correlacién entre ningin

marcador.
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(B.).
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Discusion

La presente tesis se ha centrado en intentar dilucidar, tanto en la SNc como
en el estriado, la relaciéon temporal entre la sobreexpresiéon de ha-sin, la expresiéon
glial (microglia y astrocitos) y la lesion dopaminérgica causada por Ila
sobreexpresién de ha-sin con la mutacién A53T en la SNpc. Ademads, se ha
evaluado la viabilidad y especificidad del PET usando el radiotrazador [18F]-DPA-
714 para la deteccién in vivo de microglia reactiva desde las primeras fases de
neurodegeneracion, asi como si el PET con este radiotrazador, pudiera ser un

marcador fiable de degeneracién dopaminérgica.

1.- MODELO AAV-Ha-SIN Y DEGENERACION DOPAMINERGICA

Distintos trabajos se han llevado a cabo para el estudio de la expresion glial
en el modelo con inoculaciéon de AAV-ha-sin nativa o con la mutaciéon A53T o en
modelos genéticos de sobreexpresion ubicua de a-sin nativa, mutada o dobles
mutantes (A53T y A30P), (Chung et al, 2009; Sanchez-Guajardo et al., 2010;
Castro-Sanchez et al,, 2018; Henrich et al., 2018; Crabbé et al., 2019a, 2019b). Sin
embargo, a diferencia de la EP en la que la lesion dopaminérgica es bilateral desde
el inicio, en los trabajos con inoculacion de vectores virales, las lesiones
dopaminérgicas han sido unilaterales, lo que puede producir una respuesta
compensatoria en el hemisferio intacto, no remendando lo que ocurre en la EP
(Chung et al., 2009; Sanchez-Guajardo et al.,, 2010; Barkholt et al., 2012; Castro-
Sanchez et al., 2018; Crabbé et al., 2019a, 2019b). Ademas, en la mayoria de los
trabajos no se evalia el comportamiento motor de los animales, ni la deplecion
dopaminérgica en el estriado, limitdndose a establecer la pérdida dopaminérgica
exclusivamente en la SNpc o la extension de la a-sin de manera general cuando la
pérdida dopaminérgica ya es significativa, no evaluando los estadios previos ni
precoces de dicha muerte (Chung et al, 2009; Sanchez-Guajardo et al., 2010;
Barkholt et al,, 2012). Por otro lado, en los estudios con modelos genéticos donde
la sobreexpresion de a-sin es ubicua, solo se evaluda el estado inflamatorio, pero no
la degeneracion dopaminérgica ni la relacién de esta con la activacion glial ni en

SNpc ni en estriado (Su et al,, 2009; Couch et al., 2011; Béraud et al., 2013).
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Por ello, en primer lugar y de manera diferencial a los estudios previos, en
nuestro estudio observamos que la inoculacién bilateral del vector viral con ha-sin
con la mutacion A53T (AAV-ha-sin) provoca una expresion de sinucleina
progresiva en la SNpc y el estriado que es significativa desde la semana 2 p.i.
Paralelamente, se observa una leve y progresiva pérdida bilateral de neuronas
dopaminérgicas en la SNpc (33%) desde la 32 semana p.i. manteniéndose estable
hasta las 16 semanas, asi como una pérdida de fibras TH* en el estriado a 16
semanas p.i (46%, Figura 24). Esta pérdida dopaminérgica causa bradicinesia,
medida por el stepping test, a partir de la 32 semana (Figura 24), asemejandose asi
al momento del diagnoéstico de la EP (40-60% de neuronas dopaminérgicas en la
SNpc) (Burke and O’Malley, 2013; Poewe et al., 2017) y permitiendo el estudio de
la activacion glial previamente a la degeneracion dopaminérgica y en las fases
precoces de la misma, validando asi el modelo elegido para los objetivos
principales de este proyecto de tesis. En conjunto, nuestro modelo aporta
informacién temprana de activacién glial y sobreexpresiéon de ha-sin, antes del
inicio de la pérdida dopaminérgica bilateral, tanto en el estriado como en la SNpcy

su correlacion con la presencia de alteraciones motoras.

2.- RELACION TEMPORAL ENTRE LA SOBREEXPRESION DE Ha-SIN, MICROGLIA Y

LESION DOPAMINERGICA

2.1.- Sustancia negra

Se ha descrito que la sobreexpresién de ha-sin nativa o con la mutacién
A35T mediada por AAV en la SNpc induce una reaccién inflamatoria (Daher et al,,
2014, 2015; Allen Reish and Standaert, 2015; Daniel et al., 2015) que se caracteriza
por la activacion de la microglia y la expresion de marcadores inflamatorios
(Chung et al,, 2009; Sanchez-Guajardo et al., 2010; Barkholt et al., 2012; Castro-
Sanchez et al, 2018; Crabbé et al., 2019a, 2019b). Sin embargo, los estudios
previos tan solo han evaluado esta respuesta cuando la expresiéon de a-sin es
avanzada y siempre posteriormente a la muerte dopaminérgica, puesto que han

estudiado puntos temporales tardios tras la inoculacién del vector viral (Chung et
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al, 2009; Barkholt et al., 2012; Castro-Sanchez et al., 2018), por lo que se

desconoce si existe activacion glial antes de la degeneracion dopaminérgica.

Nuestro estudio se centra en el patréon temporal entre la activacion de la
microglia y la degeneraciéon dopaminérgica desde el inicio de la sobreexpresion de
ha-sin. El hallazgo principal que observamos es una proliferacion microglial
significativa en la SNpc a las 2 semanas p.i,, coincidiendo con la sobreexpresién
significativa de ha-sin en este nucleo y precediendo a la muerte dopaminérgica
(semana 3 p.i., Figura 24). Asimismo, existe una correlaciéon positiva entre esta
proliferacién microglial y los niveles de ha-sin, pero no entre la microglia y la
pérdida dopaminérgica. Este hallazgo nos indica que la respuesta de la microglia
no parece estar relacionada con la muerte celular, siendo probablemente
consecuencia de la sobreexpresion de ha-sin, apoyando la proliferacién microglial
como un indice sensible de cambios neuropatolégicos precoces, previos al inicio de

la degeneracion dopaminérgica.

En este sentido, se ha descrito un aumento temprano de la proliferacién
microglial en el hipocampo de casos de EP incidental (sujetos sanos sin
enfermedad neurolégica conocida con presencia de cuerpos de Lewy en el estudio
post mortem, y que se considera como un estado prodrémico de la EP).
Curiosamente, estos cambios no se observaron en los pacientes con EP de larga
duracion, sugiriendo una respuesta temprana al desarrollo de la patologia de a-sin
en la EP (Doorn et al., 2014). Ademas, un estudio en modelos de ratéon de EA,
mostrdé que los cambios en la proliferacion microglial coinciden en el tiempo con
aumentos de placas de AP (Kamphuis et al, 2012), sugiriendo que una
acumulacién de proteinas aberrantes puede desencadenar proliferacién microglial.
De la misma forma, en modelos animales con patologia por a-sin también se ha
demostrado una microgliosis dindmica en funcién de la expresién de a-sin e
influenciada, pero no dependiente, de la muerte celular (Gomez-Isla et al., 2003;
Tofaris et al., 2006; Theodore et al., 2008; Sanchez-Guajardo et al., 2010; Emmer et
al,, 2012).

Por otro lado, es importante destacar que, en nuestro modelo, la
proliferacién de células microgliales no conllevé diferencias significativas en los

subtipos morfoldgicos respecto al grupo control (AAV-GFP) y ademas presentd
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escasas variaciones a lo largo del tiempo. Esto podria sugerir que los fenotipos
microgliales observados en estudios post mortem en pacientes con EP podrian
estar dependiendo de otros cambios en el microambiente mas complejos que los
presentes en este modelo animal, como podrian ser la liberaciéon de factores
solubles (citoquinas y quimiocinas), que no ocurrieron en nuestro modelo, el nivel
de expresion de ha-sin o el de muerte dopaminérgica (Mogi et al., 1994, 1995,
1996; Brodacki et al., 2008; Rentzos et al., 2009; Tansey and Goldberg, 2010). En
este sentido, en nuestro estudio, no observamos liberacion de citoquinas pro y
anti-inflamatorias en el punto maximo de expresion de ha-sin y previo a la
degeneracion dopaminérgica nigral significativa. Por otra parte, en modelos
neurotoxicos de lesidn dopaminérgica, la sobreproduccion de citoquinas
inflamatorias impulsa la polarizaciéon de la microglia hacia un fenotipo mas
fagocitico presente en etapas con una neurodegeneracion muy marcada como
presentan estos modelos (Depino et al., 2003; Luchtman et al,, 2009; Barcia et al,,
2011; Harms et al., 2013; Pisanu et al., 2014). Ademas, los estudios en ratas y
primates que sobreexpresan la AAV-ha-sin han proporcionado evidencia
convincente de que la microglia adquiere diferentes fenotipos (Sanchez-Guajardo
et al., 2010; Barkholt et al., 2012) cuando el grado de degeneracién dopaminérgica
inducida es, al menos, del 50% (Sanchez-Guajardo et al., 2010). Asi, los trabajos
experimentales sugieren que los cambios morfologicos de la microglia pueden ser
un fenémeno tardio en el proceso de muerte dopaminérgica. El hecho de que en
este trabajo no se haya encontrado esta diferenciacion fenotipica posiblemente se
deba a que no hay liberacién de citoquinas y a que se han estudiado estadios
precoces con un maximo de muerte dopaminérgica del 30%, sugiriendo que el
cambio fenotipico no parece jugar un papel en el inicio de la pérdida

dopaminérgica, en linea con el objetivo del estudio.

Sin embargo, un dato de gran interés es que a las 2 semanas p.i,
coincidiendo con el pico de expresion de ha-sin y antes de la muerte
dopaminérgica, observamos un aumento significativo de iNOS en el mesencéfalo.
La evidencia experimental y clinica ha sugerido que iNOS juega un papel clave en la
degeneracion del sistema dopaminérgico nigrostriatal (Liberatore et al., 1999;
Pattarini et al., 2007; Yasuda et al., 2008; Aquilano et al., 2008; Bian et al., 2009;

Tapias et al., 2009; Lofrumento et al., 2011). Un estudio reciente mediante adicion
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exdgena de fibrillas de ha-sin en cultivos celulares de neuronas dopaminérgicas
muestra que, si se suprime la inflamacién a través de la regulaciéon negativa de la
expresion de iNOS y del estrés oxidativo concomitante, se preservan las neuronas
dopaminérgicas, sugiriendo que el NO derivado de iNOS estd directamente
implicado en la patogenicidad de fibrillas de ha-sin (Tapias et al., 2017). Se ha
descrito que, durante la inflamacioén, la activacién concomitante de iNOS, NADPH
oxidasa y COX-2 producen altos niveles de ROS y RNS, favoreciendo el estrés
oxidativo (Garcia-Revilla et al., 2019). Ademas, iNOS muestra un recambio
relativamente lento y produce NO a niveles muy altos durante largos periodos, que,
a su vez, esta implicado en la liberacion de hierro de la transferrina, potenciando
asi la reaccion de Fenton que conduce a la produccién de radicales hidroxilos
altamente reactivos y al posterior estrés oxidativo (Reif and Simmons, 1990) .
Nuestros hallazgos sugieren que en ese punto temporal (2 semanas p.i.) donde la
microglia es particularmente abundante en la SNpc y dado que las neuronas
dopaminérgicas son altamente susceptibles al estrés oxidativo/nitrosativo, la
activacion de iNOS podria provocar una sobreproduccién de ROS/RNS, resultando
en un daho en las neuronas dopaminérgicas que conduciria a la muerte

dopaminérgica observada a las 3 semanas p.i.

2.2.- Estriado

Otro hallazgo interesante en el trabajo presentado es la dualidad en la
respuesta inflamatoria entre la SNpc y estriado ante la expresion de ha-sin y el
desarrollo de la patologia dopaminérgica. Al contrario de la SNpc, donde el
incremento de células Iba-1* se observa desde la semana 2 p.i. y es previo a la
degeneracion dopaminérgica, en el estriado no observamos ningin cambio ni en
proliferacién de microglia ni en su morfologia respecto al grupo control a lo largo
del tiempo (Figura 24). Un estudio mediante citometria de flujo y analisis genético
ha demostrado que la microglia en humano difiere de un area cerebral a otra (de
Haas et al., 2008; Matcovitch-Natan et al., 2016); probablemente como respuesta al
entorno, (aferencias, actividad neuronal en el area, agregacion ha-sin, etc.)
(Ferreira and Romero-Ramos, 2018). Nuestros resultados sugieren que las

inclusiones estriatales de ha-sin no desencadenan precozmente microgliosis
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reactiva y que, probablemente, otros factores, como la funcionalidad del terminal
dopaminérgico, que se discutira en el siguiente apartado, el microambiente local o
la propia densidad de microglia y astrocitos pueden estar involucrados en la
respuesta glial (Duffy et al., 2018), proponiendo que la escasa activacion microglial
en el estriado que se observa en la semana 16 p.i., podria ser secundaria a la

muerte dopaminérgica.

3.- RELACION TEMPORAL ENTRE LA SOBREEXPRESION DE Ha-SIN, ASTROCITOS Y

LESION DOPAMINERGICA

3.1.- Sustancia negra

Este trabajo de tesis doctoral describe por vez primera vez el pertfil
temporal de la activacion de astrocitos en relacion a la expresion de ha-sin y la
muerte dopaminérgica en este modelo animal. Solo existe un estudio previo en
ratones con inoculacién unilateral de AAV-ha-sin nativa y con la mutacion A53T
que muestra un aumento de astrocitos GFAP* a las 4 semanas p.i., cuando la
pérdida dopaminérgica en la SNpc es del 55% y 85%, respectivamente (Castro-

Sanchez et al., 2018).

Datos previos en el modelo de ratbn MPTP describen que la reaccion
astrocitica ocurre después de la muerte neuronal (Przedborski et al.,, 2000), lo que
esta respaldado por el hallazgo de que el bloqueo de la absorcion de MPP+ en las
neuronas dopaminérgicas no solo previene la muerte de las neuronas de la SNpc,
sino también el aumento de GFAP (O’Callaghan et al, 1990). Sin embargo, es
interesante observar el efecto que tienen los diferentes métodos de administracién
de rotenona en la respuesta de astrocitos en ratones. Una Unica infusién unilateral
de rotenona en el mesencéfalo resulta en la pérdida de neuronas dopaminérgicas
en la SNpc, terminales en el estriado y reaccién glial significativa que involucra
tanto astrocitos como microglia (Norazit et al., 2010). Por el contrario, ratones
sometidos a infusién crénica de rotenona muestran también degeneraciéon
selectiva de neuronas dopaminérgicas, agregados de a-sin y activacion microglial
severa, pero una regulacion minima de astrocitos (Sherer et al., 2003). De esta

manera, es importante considerar si la rapida activacion de microglia y astrocitos
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en los modelos neurotéxicos (MPTP, 6-OHDA, rotenona) ocurre en respuesta a un
insulto agudo con lesién severa, pero no en condiciones de cronicidad en el

proceso patolégico.

De acuerdo a esta interpretacion, en nuestro estudio y en contraposicion a
los hallazgos de la microglia, existe una activacidon astrocitaria transitoria en la
SNpc a las 72h p.i. respecto a la situacion basal, pero no respecto al grupo control
(Figura 24). Esta activacion coincide con el inicio de sobreexpresiéon de ha-sin. Sin
embargo, la falta de diferencia respecto al grupo control sugiere que dicha
activacion estaria mas relacionada con el insulto agudo de la inoculaciéon. De modo
que, pasado el insulto agudo, los niveles de astrocitos permanecen en valores
basales en los dos grupos hasta las 16 semanas p.i., cuando tan solo en el grupo ha-
sin existe un incremento significativo que coincide con la muerte dopaminérgica

significativa.

Por otro lado, se ha descrito que los astrocitos en la EP pueden tanto
facilitar el dano neuronal mediante la estimulacion de la activaciéon microglial que
conduce a la liberacién de citoquinas (Ben Haim et al., 2015) o prevenirla mediante
la producciéon de diversos factores neurotroficos y moléculas antioxidantes
dirigidos a la supervivencia neuronal (Ramaswamy and Kordower, 2009; Rappold
and Tieu, 2010; Yasuda and Mochizuki, 2010; Halliday and Stevens, 2011; Pekny
and Pekna, 2014). Por ello, debido a la multitud de funciones protectoras que
poseen los astrocitos en su situacion basal, no puede descartarse que realicen esta
funcion mediante la liberacion factores neurotroficos, antioxidantes, etc., como se
ha propuesto en estudios previos (Rappold and Tieu, 2010; Joe et al., 2018). En
concreto, se ha sugerido que los astrocitos pueden ser inicialmente
neuroprotectores en un modelo transgénico de ha-sin con la mutaciéon A53T, pero
con el tiempo, al aumentar la exposicion a los agregados toéxicos de a-sin, pueden
perder dicho efecto o activarse de manera aberrante, liberando factores toxicos

(Mena and Garcia de Yébenes, 2008; Sekiyama et al.,, 2012).

De manera especulativa, en nuestro modelo, los astrocitos a las 72h p.i.
podrian estar percibiendo el insulto generado por la inoculacién del vector viral y
por el inicio de la expresién de ha-sin, activandose puntualmente para proteger las

neuronas manteniéndolas “intactas” hasta la 32 semana p.i. en el caso exclusivo del
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grupo parkinsoniano. Los astrocitos de este grupo seguirian expuestos a una
toxicidad creciente de ha-sin, hasta perder su funciéon neuroprotectora de manera
mas tardia (16 semanas p.i.), ya que la expresién de ha-sin es progresivamente
mayor. No obstante, esta interpretacion tiene que ser verificada mediante un
estudio de citoquinas y factores tréficos a las 72h p.i.,, que es objeto de futuros

estudios (Figura 24).

Por otra parte, s6lo un pequefio nimero de estudios ha evaluado la
respuesta de astrocitos en el tejido cerebral de pacientes con EP. Si bien se ha
observado un aumento variable en GFAP en estriado y corteza frontal (Mythri et
al, 2011), la activaciéon es muy escasa en la SNpc (Mirza et al., 2000; Song et al.,

2009; Charron et al.,, 2014), en concordancia con nuestros datos.

3.2.- Estriado

Nuevamente observamos una respuesta diferente entre lo que sucede en la
SNpc frente a lo que sucede en el estriado, donde la activacion de los astrocitos es
evidente Unicamente en la semana 1 p.i. en el grupo parkinsoniano, y coincidiendo

con el inicio de la sobreexpresion de ha-sin en este nucleo (Figura 24).

Tal como se ha indicado en la seccién previa, los astrocitos tienen un papel
dual y, ademas de neuroproteccién, pueden desempefiar un papel critico en la
patogénesis de la EP a través del estrés oxidativo y nitrosativo. Los analisis post
mortem de los cerebros de pacientes con EP, asi como los modelos animales
experimentales, muestran activacién de astrocitos en el estriado y niveles elevados
de ROS/RNS. En este sentido, estudios de nuestro grupo de investigaciéon
demuestran en el mismo modelo animal empleado en esta tesis una disfuncién de
la respiracién mitocondrial (respiracion maxima y capacidad de reserva) en el
estriado a la semana 1 p.i. en el grupo ha-sin, sugiriendo que la sobreexpresion de
ha-sin en las terminales dopaminérgicas esta induciendo disfuncion bioenergética
y estrés oxidativo. Este estrés oxidativo que tiene lugar en la terminal
dopaminérgica posiblemente condicione un cambio en el microambiente que
podria desencadenar una activacion compensatoria aguda astrocitaria o bien

contribuir a su dafio por oxidacién. En este sentido, existen trabajos que
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demuestran que el estrés oxidativo puede ser una consecuencia de la produccién
aberrante de ROS inducida por disfuncién mitocondrial y/o catalisis de dopamina
(Alam et al., 1997; Giasson et al., 2002; Jacobson and Duchen, 2002; Kushnareva et
al,, 2002). Por otro lado, otra posible explicaciéon podria ser la actividad fagocitica
de los astrocitos como mecanismo neuroprotector para aclarar los terminales
dopaminérgicos disfuncionales en relacion al fallo funcional descrito en el
apartado previo. En este sentido, y en concordancia con lo observado en nuestro
estudio, un estudio demuestra que la actividad fagocitica de los astrocitos por un
mecanismo complejo, que involucra la cooperaciébn de los terminales
dopaminérgicos en degeneracion y los astrocitos circundantes, es suficiente para
mantener el estriado libre de desechos dopaminérgicos, evitando asi el
reclutamiento de microglia y los efectos citotéxicos de los astrocitos en las

neuronas dopaminérgicas (Morales et al., 2017).

La activacidn astrocitica podria ser también una respuesta neuroprotectora
en promover la proteccion sinaptica. Un estudio reciente ha observado que
oligdbmeros de o-sin inducen la reactividad de los astrocitos que, mediante
liberacion de TGF-B1, mejoran la capacidad sinaptogénica en cultivos de astrocitos
humanos y murinos. Ademas, la inyeccidn intracerebroventricular de a-sin en
ratones, aument6 el nimero de astrocitos reactivos, promoviendo un aumento de
la densidad de las sinapsis excitatorias y los niveles de TGF-1 en el estriado de los
animales inyectados, sugiriendo la existencia de un nuevo mecanismo de
proteccion sindptica contra la excitotoxicidad por a-sin dependiente de los

astrocitos en las primeras etapas de la EP (Diniz et al., 2019).

Ambas explicaciones concuerdan con lo observado en nuestro estudio,
donde observamos el aumento astrocitario a 1 semana p.i.,, pero no observamos
ninguna respuesta a nivel microglial y se mantienen los terminales

dopaminérgicos intactos hasta la semana 16 p.i.

El estudio de la capacidad fagocitica y el efecto neuroprotector de los
astrocitos junto con los niveles de citoquinas en el estriado de este modelo animal,

queda pendiente de investigacion en futuras lineas de este trabajo.

135



Discusion

4.- UTILIDAD DEL PET coN [®F]-DPA-714 PARA DETECTAR LA ACTIVACION

GLIAL /N VIVOEN RELACION A LA MUERTE DOPAMINERGICA

En este estudio mostramos que [18F]-DPA-714 es un marcador in vivo fiable
y especifico de la activacion microglial en la SNpc en un modelo de degeneracion
dopaminérgica progresiva inducida por la sobreexpresion de ha-sin, incluso en la
fase mas temprana de pérdida dopaminérgica. Existe una correlaciéon positiva
entre la captacion de [18F]-DPA-714 in vivo y el nimero de células microgliales Iba-
1* en la SNpc, pero en cambio, no con el nimero de astrocitos medido por el
marcador GFAP, dando especificidad a los resultados in vivo. Es importante
destacar que la activacién microglial y la correlacion entre el estudio in vivo y post
mortem se produce desde la 22 semana p.i., cuando la degeneraciéon dopaminérgica
aun no es significativa (Figura 24). Ademas, la captaciéon de [18F]-DPA-714 se
correlaciona inversamente con la degeneracion dopaminérgica en la SNpc, lo que
sugiere que la microglia activada esta involucrada en las fases mas tempranas de la

degeneracion dopaminérgica y en su progresion.

Este hallazgo es muy relevante, ya que, hasta la fecha, la mayoria de
estudios PET realizados en pacientes con EP han sido con el radiotrazador [11C]-
(R)-PK11195 y durante diferentes etapas de la enfermedad, lo que deriva en

resultados heterogéneos y no concluyentes.

Por un lado, en pacientes de EP temprana, recién diagnosticados y no
tratados previamente con farmacos, la captacion de [11C]-(R)-PK11195 fue mayor
en el mesencéfalo (Ouchi et al.,, 2005; Iannaccone et al.,, 2013) y en el putamen
(Iannaccone et al, 2013) y la captacion en mesencéfalo se correlacioné
inversamente con la disponibilidad de DAT en el putamen, asi como con la

gravedad de los sintomas motores (Ouchi et al., 2005).

Por otro lado, en pacientes de estadios mas avanzados, se ha demostrado un
incremento significativo de la unién de [11C]-(R)-PK11195 en los ganglios basales y
las regiones corticales frontal y temporal, pero, curiosamente, no se han observado
cambios en el mesencéfalo ni correlacidn con la gravedad de los signos motores o
con la captacion de [18F]-DOPA en el putamen en este estudio (Gerhard et al,,

2006). En esta linea, otro estudio no encontro valores significativamente mas altos
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de [11C]-(R)-PK11195 en el mesencéfalo y el putamen contralateral al lado mas
parkinsoniano, pero no se evalu6 la disfuncién nigroestriatal (Bartels et al., 2010).
Asimismo, aunque los estudios en sujetos en etapas prodrémicas de la EP son
escasos, un estudio en pacientes con iRBD mostré una captaciéon de [11C]-(R)-
PK11195 mas alta en la SNpc y en el estriado, pero no se observo correlacién entre

este hallazgo y la reduccion de [18F]-DOPA en el estriado (Stokholm et al., 2017).

Por lo tanto, existe un alto grado de variabilidad en los hallazgos de los
estudios clinicos en pacientes con EP que puede deberse a diferencias en las
cohortes estudiadas y en los métodos de analisis utilizados (Bartels et al., 2010),
pero también debido al uso de [11C]-(R)-PK11195, ya que este radiotrazador tiene
baja especificidad y afinidad de unién debido a su naturaleza altamente lipofilica y
baja biodisponibilidad, lo que limita su capacidad para detectar pequefios cambios
en la expresion de TSPO (Boutin et al, 2007; Chauveau et al, 2008; Chen and
Guilarte, 2008; Venneti et al.,, 2009). Estos hallazgos confirman una necesidad de
realizar estudios de PET con trazadores de nueva generacién con mayor afinidad
por TSPO. En este contexto, nuestro estudio es muy relevante, ya que demuestra
por primera vez que el PET con [18F]-DPA-714 in vivo es un biomarcador fiable de
activacion microglial desde su fase mas temprana, incluso anterior a la pérdida

dopaminérgica significativa.

En contraste con los hallazgos en la SNpc, en el estriado, la captacion de
[18F]-DPA-714 solo aumentd levemente a las 16 semanas p.i., mientras que no hubo
incremento de las células Iba-1*, ni GFAP* ni correlacion con la pérdida de
terminales dopaminérgicos medidos por TH (Figura 24). Estos datos estan en
consonancia con estudios previos en modelos animales de parkinsonismo donde se
observé un aumento de la activacién microglial en el punto de la lesién directa con
6-OHDA en la SNpc, pero solo una activacién microglial débil o ausente en el
estriado (Kitamura et al, 2010; Walsh et al.,, 2011; Fricke et al., 2016). Esta
activaciéon microglial diferencial en ambas areas podria estar relacionada con una
mayor susceptibilidad de la SNpc en la EP (Galvin, 2006; Chan et al., 2010; Saxena
and Caroni, 2011) o con la mayor densidad de microglia descrita en la SNpc

(Lawson et al., 1990; Savchenko et al., 1997; Bachiller et al., 2018).
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Hasta la fecha, ningin trazador de PET ha podido distinguir entre diferentes
subtipos microgliales o capturar la transiciéon entre diferentes estados de
activacion (Vivash and O’Brien, 2016). En nuestro estudio, aunque no encontramos
una correlaciéon significativa entre los resultados de PET y los subtipos
morfolégicos en la SNpc, a 16 semanas p.i., cuando la captacion [18F]-DPA-714 fue
mas alta, los subtipos microgliales predominantes en el grupo AAV-ha-sin fueron
los mas reactivos (C y D). De manera similar, en el estriado a las 16 semanas p.i.
predominantemente observamos tipo C. Estos resultados sugieren que un perfil de
tipo microglia/macro6fagos activados contribuyen a la sefial de TSPO y, por lo tanto,
a la captacion de [18F]-DPA-714. Es importante destacar que, mientras que se ha
sugerido una falta de especificidad de [18F]-DPA-714 para la activacion microglial
debido a la expresidon concomitante de TSPO en astrocitos reactivos (Rojas et al.,
2007; Ji et al, 2008; Lavisse et al, 2012), en nuestro estudio no observamos
correlacion entre las células GFAP* y [18F]-DPA-714, lo que nos indicaria

especificidad para la microglia activada.

Sin embargo, este estudio tiene varias limitaciones. Debido a que para
realizar una correcta correlacion in vivo y post mortem la perfusién del tejido para
histologia debia hacerse el mismo dia del estudio de PET, por motivos de
seguridad, la perfusion se realizaba una vez decaida la actividad radioactiva del
radiotrazador. Este factor limité el nimero de animales a manipular en un dnico
dia para obtener diferencias significativas in vivo en el estudio de PET (N=5
animales por grupo, 10 animales en total cada dia de estudio), siendo el nimero

reducido de animales un factor limitante para los posteriores estudios histolégicos.

El uso de la sobreexpresion de GFP como control del vector viral, ha
producido una cierta variabilidad de respuesta que, potencialmente, ha confundido
la interpretacién de los datos experimentales post mortem, siendo otro factor

limitante del estudio.

Por ultimo, la necesidad de perfusién del tejido para los estudios
histolégicos ha dificultado el uso del mismo para otras técnicas complementarias
en tejido fresco para el andlisis de citoquinas o mediadores inflamatorios, asi como

el andlisis en profundidad del papel de los astrocitos y su relaciéon con la
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sobreexpresiéon de ha-sin en los estadios iniciales que se realizaran en la

continuacién de este proyecto.

En resumen, este trabajo muestra que, tras la sobreexpresion de ha-sin en
la SNpc y en el estriado, la glia de la SNpc presenta una alta activacién en
comparaciéon con el estriado y una respuesta diferencial entre microglia y
astrocitos. Los datos histolégicos corroboran que la activacién microglial en la
SNpc depende de la presencia de ha-sin, pero no de la muerte celular
dopaminérgica, antecediendo a la misma. La induccién temprana de la microglia se
asocia con una liberacién de iNOS que posiblemente contribuye a la cascada de
inicio de la muerte dopaminérgica. En contraste a lo observado en la SNpc, no se
observan cambios en la proliferacion de la microglia estriatal en el estudio
histologico, si bien existe una activacion tardia identificada por el PET con [18F]-
DPA-714, coincidiendo con la pérdida de TH estriatal y sugiriendo que la microglia
estriatal podria ser un fenémeno secundario a la degeneracion de las terminales

dopaminérgicas.

Por el contrario, los astrocitos en la SNpc parecen reaccionar a la
inoculacion del vector viral y de ha-sin, indicando posiblemente un papel
neuroprotector ante el insulto agudo y reactivindose unicamente en los animales
parkinsonianos a mas largo plazo por la exposicidn cronica a ha-sin y la muerte
dopaminérgica. En el estriado, el estrés oxidativo que se produce en la terminal
dopaminérgica podria condicionar cambios en el microambiente, desencadenando
una activacién astrocitica como mecanismo de compensacion del fallo
dopaminérgico del terminal o contribuyendo a un dafio de los mismos por

oxidacién.

Ademas, hasta donde sabemos, este es el primer estudio que investiga la
fiabilidad del radiotrazador [!8F]-DPA-714 in vivo para detectar la activacion
microglial y correlacionar este hallazgo con la pérdida de células dopaminérgicas
incluso en la etapa temprana de la degeneracién dopaminérgica, y analizar su
especificidad para microglia. En general, nuestros resultados sugieren que el
estudio PET in vivo con [18F]-DPA-714 es un biomarcador selectivo y confiable de
activaciéon microglial y podria usarse para estudiar etapas preclinicas de EP y para

monitorizar la progresion de la enfermedad.
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Conclusiones

1.- La inoculacion bilateral de AAV-ha-sin-A53T en la SNpc provoca una
sobrexpresion progresiva de ha-sin-A53T temprana en la SNpc y mas tardia en el

estriado.

2.- La sobrexpresion progresiva de ha-sin en la SNpc induce activacion y
proliferaciéon microglial precediendo a la muerte dopaminérgica, que ocurre una

semana después.

3.- La proliferacion de células microgliales en la SNpc no conllevo
diferencias significativas en los subtipos morfolégicos. Esta diferencia respecto a
datos en tejido post mortem de EP y modelos animales con lesion dopaminérgica
extensa sugiere que la diferenciacién morfolégica de la microglia es un fenémeno

tardio en el proceso de muerte dopaminérgica.

4.- La activacion de iNOS en el mesencéfalo, que coincide con el inicio de la
activacion microglial, podria contribuir a la muerte dopaminérgica mediante

mecanismos de estrés oxidativo.

5.- La activacion microglial en el estriado es un fenémeno tardio y asociado
a la pérdida dopaminérgica a este nivel, sugiriendo que no tiene un papel causal

relevante.

6.- La reactividad de los astrocitos en la SNpc tiene dos fases. Una primera
muy temprana que precede a la expresion significativa de la ha-sin y se observa en
ambos grupos experimentales, que estaria posiblemente relacionada con la
inoculacion del vector viral. Esto sugiere un posible papel neuroprotector ante el
insulto agudo. La segunda es tardia y coincide con la muerte neuronal establecida,
sugiriendo una reactivacion por la exposiciéon crénica a ha-sin o por la muerte

dopaminérgica mantenida.

7.- La activacién astrocitaria en el estriado no se asocia con expresion de
ha-sin, microglia ni muerte neuronal, siendo dificil la interpretacidn.
Temporalmente coincide con cambios funcionales mitocondriales en la terminal
dopaminérgica (ya conocidos en el modelo), pudiendo ambos explicarse por estrés

oxidativo, entre otras opciones.
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8.- El radiotrazador [18F]-DPA-714 es un buen marcador de actividad

microglial in vivo, que correlaciona con la proliferacion de microglia post mortem.

9.- No existe correlacion entre la captacion de [18F]-DPA-714 y el nimero de

astrocitos, sugiriendo especificidad por la microglia.

10.- El [18F]-DPA-714 correlaciona negativamente con la gravedad de la
lesion dopaminérgica, a la que precede, demostrando fiabilidad en la deteccion de
los cambios inflamatorios que ocurren en relacién con la muerte dopaminérgica

desde sus fases mas tempranas.
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