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Resumen / Résumé / Sunmmary

Papel de los glucocorticoides v del receptor de glucocorticoides en los procesos de

neurodepeneracion ¢ inflamacidn en ¢l sistema nerviose central

La activacion del eje hipotilamo-hipéfisis-adrenal es uno de los mecanismos que se
Inducen tanto en respuesta a estrés como para regular y reprimir la reaccion inflamatoria. Esta
activacion conduce a un aumento sistémico de los niveles de glucocorticoldes {GCs)
sintetizados por las glandulas suprarrenales. Los GCs ejercen sus acciones a través de la
activacion del receptor de glucocorticoides {GR), el cuil se expresa de forma ubicua en el
organismo. Entre otras funciones, €l GR activado regula la respuesta de las c€lulas inmunes a
nivel transcripcional. La implicacion del sistema GCs/GR en el sistema nervioso central
{SNC}) v su papel preciso en la supervivencia neuronal no han sido adn clarificados. Sin
embargo, esta establecido que los GCs pueden ejercer tanto efectos positivos como deletéreos
sobre la supervivencia neuronal. Ademas, la regulacion de las respuestas inflamatorias en el
SNC wvaria segln los niveles de GCs circulantes, €l tipo de danho producido, €l tipe celular

implicado v el area cerebral afectada.

El objetivo principal de esta tesis es el estudio del papel de los GCs y del GR en las
reacciones inflamatorias y en los procesos de neurcdegeneracion dopaminérgica en el SNC.
Para abordar esta problematica, se ha utilizado una metodologia experimental de amplio
espectro que incluye el uso de modelos de parkinsonisme inducido por intoxicacidn con
MPTP tanto in vive comeo In vitro, asi como modelos de inflamacion aguda en el cerebro
mediante inyecciones esterectaxicas de LPS. Ademas, se ha heche uso de lineas de ratones
transgénicas generadas mediante mutagénesis condicional graclas al sistema Cre/LoxP:
ratones GRPATE™ y GRUyEMER gue presentan GR especificamente inactivado en neuronas

dopaminérgicas y microglia respectivamente.
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De forma destacada, los resultados demuestran que €l tratamiento con GCs previene la
neurodegeneracion dopaminérgica en modelos de parkinsonismo experimental in vivo € In
vitro, y la activacidn de GR en ¢l nicleo de las neuronas dopaminérgicas confiere proteccién
mediante mecanismos directos sobre este tipo celular. Por otra parte, la presencia vy funcidn
del GR microglial resulta esencial para evitar la exacerbacion de la respuesta inflamatoria
aguda inducida por una inyecclén intraparenquimal de LPS, previniendo asi procescos de
desmielinizacidon y de degeneracidn neuronal. Estos trabajos presentan nuevas y potenclales
dianas terapeuticas para el futuro tratamiento de enfermedades neurcdegenerativas y otros

procesos patologicos del sistema nervioso central.
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Resumen / Résumé / Sunmmary

Le rile des glucocorticoides et du récepteur des glucocorticoides dans les processus de

neurodépéné rescence et d'inflammation dans le systéme nerveux central

L’un des mécanismes stimnulés pour restreindre et stopper une réaction inflammatoire
est I’activation de I’axe HPA. Cette activation condmt 4 une augmentation systémgque du taux
de glucocorticoides {GCs) qui sont synthétisés par les glandes surrénales. Comme pour les
réactions inflammatoires, les GCs augmentent lors d’une réponse au stress et dans les deux
cas 1ls exercent leurs actions via le récepteur des glucocorticoides {GR) qui est exprimé de
fagon ubiquitaire. Une fois activé, le GR régule au niveau transcriptionnel les réponses des
cellules immunitaires. L' implieation du couple GC/GR. dans le SNC et son rdle précis dans 1a
survie neuronale n’ont jusqu’a présent pas été clanfiés. En effet, les régulations des réponses
Inflammatoires dans le SNC varient selon les taux de GCs circulant, le type de dommage, le

type cellulaire amnsi que ’aire cérébrale touchée.

Le but principal de mon travail de thése a été d’étudier le role des GCs et de GR dans
la survie neurcnale au cours des réactions inflammatoires ainsi que dans la dégénérescence

des neurones dopaminergiques dans la maladie de Parkinson.

Pour réaliser cette étude, plusieurs stratégies expérimentales ont €t€ utilisées. Nous
avons notamment produit des modéles expérimentaux {in vitro et n vivo) de la maladie de
Parkinson en traitant des anmimaux au MPTP, ainsi que des modéles d'inflammation aigiie
provoguée par des injections stéréotaxiques de LPS. Nous avons également utilisé plusieurs
lignées de souris transgéniques génédrées par mutagenese conditionnelle grice au systeme
Cre/loxP: GRP*TE™ et GR™*ME™ dans lesquelles le géne codant pour le GR est spécifiquement

Invalid€, respectivement dans les neurones dopaminergiques €t la microglie.
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Nos résultats montrent principalement que le traltement avec les GCs prévient la
dégénerescence des neurones dopaminergiques dans les modeles de Parkinsonisme. En effet,
il a été observé que I"activation du GR dans le novau des neurones dopaminergiques leur
confére une protection via des mécanismes directs. Par ailleurs, la présence du GR parait
essentielle pour éviter augmentation de la réponse inflammatoire aiglie induite par une
Injection Intra-parenchimale de LPS, en prévenant les processus de démyélinisation et de
dégénérescence  neuronale. Ces travaux présentent de nouvelles cibles thérapeutiques
potentielles pour le traitement des maladies neurodégénératives et d’autres processus

pathologiques du SNC.
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Resumen / Résumé / Sunmmary

Role of Glucocorticoids and Glucocorticoids Receptor in the inflammatory and

neuroderenerative processes in the Central Nervous System

Hypoihalamic—pituitary—adrenal axis is activaied in response to siress and inflammaiory
processes, This activation lead to the increase of glucocorticoids (GCs) levels, which are released by
suprarenal glands. GCs dependeni processes are siimulated by the aciivaiion of the glucocoriicoids
receptor (GR), which is expressed ubiguitously and when activated it exeris a wide range of Tunciions
in the organism. However, the funciion of GCs-GR signaling in the central nervons sysiern (CN5), and
specifically in neuronal survival is scarcely known. 1t is thought that GCs could exert a positive or
negafive effect in neuronal survival, depending on circulating GCs levels, the naiure of the insuli, the

cell type implicated as well as the area of the brain affecied.

The objective of this thesis is to elucidate the role of GCs and GR in inflammaiory responses
and dopaminergic neurodegenerative processes in the CNS. To deal with these matters, we have
uiilized a wide range of experimenial approaches, including the use of experimental models of
Parkinsonism by MPTP intoxication, both in vivo and in vitro, as well as acuie inflammation models

induced by the stereotaxic injections of LPS. Furthermore, we have used mice with inactivated OR

Laywshd Cre OA&TCre

specifically in microglia (GR } and dopaminergic neurons (GR } by conditional muiagenesis

induced by the Cre-loxP systern.

Importantly, we have demonsiraied that GCs ireatment  prevenis  dopaminergic
neurodegeneration in expetimental Parkinsonism, boih in ¥ivo and in vitro, by direct activation of the
GR, rearranged inio the nucleus of dopaminergic neurons. This suggesis thai the activity of the GR in
dopaminergic neurons may exeris neuroproteciion by direct mechanisms. On the other hand, the
expression and activity of microglial GR seems to be crucial to avoid the exacerbaied inflammatory
response induced by the intraparenchymal injection of LP5, leading to prevent the neuronal
degeneration and demvelination process. These finding suggest new poteniial targets to develop

specific treatments for inflammatory-associated and neurodegenerative disorders.
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El objetivo principal de esta tesis es el estudio del papel de los glucocorticoides {GCs)
y del receptor de glucocorticoides {GR) en los procesos de neurcdegeneracion dopaminérgica
y €n las reacclones inflamatorias en €l sistema nerviose central (SNC). En ¢l presente trabajo
se ha usado el modelo de parkinsonismeo inducide por intoxicacidn con MPTP tanto in vivo
como In vitro, asi como modelos de inflamacién aguda en el cercbro mediante inyecciones
estereotaxicas de LPS. Ademas, se han utilizado lineas de ratones genéticamente modificados

DATCre

para el gen de GR: ratones GR , desprovistos de GR en las neuronas dopaminérgicas y

ratones GR™*™® desprovistos de GR en las células microgliales.

La revision bibliografica que prosigue introduce los elementos necesarios para
comprender la problematica e hipdtesis de los trabajos experimentales. Asi, la primera seccidn
trata sobre el gje hipotalamo-hipofisis-adrenal {HPA), actor esencial en la reaccion del
organismo frente a los cambios en el medic que le rodea y el mantenimiento de la
homeostasis. La activacion de este eje conduce a la liberacion de los GCs, principales
“hormonas de estrés™. En la segunda seccidn presentamos el receptor de GCs, su estructura y
mecanismos de accion. En la tercera seccion, se aborda la tematica de la inflamacion en el
SNC y como los GCs pueden influir en el transcurso de los procesos inflamatorios. Por
altime, la importancia de las reaccliones Inflamatorias en los procesos neurodegenerativos,
mas concretamente en la enfermedad de Parkinson {(EP), vy el posible papel de los GCs y de

GR en ésta es el tema tratado en 1a seccidn final.
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1.1 EL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-ADRENAL Y LOS GLUCOCORTICOIDES

1.1.1 Breves resefias historicas v conceptos

“Todo mecanismo wital, cualquiera sea su wariedad, sdlo tiene un objetivo, la
preservacién de la constancia de las condiciones witales del medio interno”. El fisislogo
francés Claude Bemard (1¥13-1878) enuncid esta afirmacidn en 1857, introduciendo el
concepto de la constancia del medio intermo. Esta estabilidad del medio intemo no se debe a
un equilibrio estatico sino dinamico, que reposa sobre los sistema de regulacion, permitiendo
hacer frente a excesos o Insuficiencias {Bemard y Delhoume, 1547}, Estas 1deas llevaron a
Walter Bradford Cannon { [871-1945), fisidloge americane, a forjar el términe de homeostasis
a partir del griego (homolo=semejante; stasis=permanecer), con €l fin de designar las
reacciones fisioldgicas que mantienen el equilibrio dindmico del cuerpo a pesar de las
medificaciones del entome. Cannon sugind que la activacion de los sistemas homeostaticos
{especialmente el que él denominé “sistema simpéti co-adrenal™) preserva el medio interno, al
producir ajustes compensatorios ¥ de forma anticipada que aumentan la probabilidad de
supervivencia {Cannon, 1939). Asi, la transgresion del estade de homeostasis provoca un
“gstrés”, que conduce a corto plazo a reacciones de lucha o de fuga como consecuencia del
hiperfuncionamiento del sistema simpatico-adrenal. El estrés se trata por tanto de una
reaccion adaptativa del organismo gque, sin embargo, a largo plazo puede conducir a que éste

se debilite.

Los trabajos de Cannon inspiraron las Investigaciones posteriores de Hans Selye
{(1907-1982) que introdujo el concepto de estrés como sindrome o conjunto de reacciones
fisiologicas, no especificas del organisme, a diferentes agentes nocivos del ambiente de
naturaliza fisica o quimica {Selye, 1936). Es Selye el que por primera vez describe el eje HPA

y su importancia para el desencadenamiento y transcurso de lo que denomina “reaccion de
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estrés”™. Para explicarla, Selye elabord un modelo fisiolégico que denomind “sindrome general
de adaptacion™ que se trata de una configuracién especifica del proceso y estados fisiolégicos
que surgen como respuesta a las diferentes clases de estimulos externos o “estresores™. El
modelo se basa en la sucesion de tres fases: de alarma, de resistencia y de agotamiento {Selye,
1574). En la fase de alarma un estimulo o estresor perturba la homeostasis y €l organismo
responde ponlendc en juego areas del cortex, del sistema limbico, del hipotalameo y del
sistema nervioso autonomo. S1 el estimulo persiste, €l organismo entra en una fase de
resistencia en la que Intenta atenuar y controlar los cambios provocados por la reaccion de
alarma y asi llegar a una clerta estabilidad; el cuerpo puede fijar un nuevo estado de equilibrio
{o estado alostatico) diferente al estado inicial, en el que puede cohabitar con el estimulo
estresante. Este nuevo estado de equilibrio se caracteriza por una actividad sostenida del gje
HPA (de Kloet et al., 2005, McEwen y Stellar, 1993). La dltima fase, la fase de agotamiento,
aparece después de la accion prolongada de los estresores. Las consecuencias para el
organismo después del exceso de energia {siempre en aumento) empleada para mantener el
estade de equilibrio son deterioro mental, alteraciones fisicas y eventualmente la muerte. Este
modelo fue ajustado y completade anos mas tarde por estudiosos ulteriores, perc sin

modificar el esquema basico (Chrousos y Gold, 1992; Monat y Lazarus, 19%1).

Cuande pensamos en el término estresor es frecuente 1maginar que se trata de un
agente externo, como por ejemplo situaciones de tension o presion en el ambiente profesional
o familiar, la impeotencia de enfrentarse a una enfermedad grave, etc. Sin embargo, hay que
considerar que el términe es mas extenso € Incluye agentes tanto extermos como intemos al
organismo, de distintos tipos {psicoldgico, fisico, fisiologico, etc.), v a distintas escalas {tanto
a nivel de organismo come a nivel celular). Por ejemplo, también serfan estresores comunes

los danos oxidativos, la excitotoxicidad, la disfuncidon mitocondrial o los cambios
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inmuneclégicos {Nguyen et al., 2002; Somrells et al., 2009). Sera necesario tener en cuenta esta

aclaracion para la comrecta comprension de siguientes apartados.

1.1.2 Descripeidn v hsiologia del eje HPA

La respuesta del organisme a un estresor implica a diferentes estructuras y circultos
cerebrales. Los principales centros de control del sistema de estrés y las principales moléculas
implicadas se encuentran en €l hipotalame y en el tronce del encéfalo. Destacan las neuronas
del nicleo paraventricular {PVYN) del hipotalame {adyacente al tercer ventriculo) que secretan
la hormona o factor liberador de corticotropina {CRF) o la vasopresina (AVP), ¥ las neuronas
noradrenérgicas del locus coeruleus {lc). El eje HPA junto con el sistema simpatico-adrenal
representan las vias efectoras mediante las cuales el cerebro Influye en el resto de organos

periféricos durante la exposicion a un estimulo de estrés {Tsigos y Chrousos, 2002).

La estimulacién de las neuronas del PVN del hipotidlamo provoca la secrecion de CRF
y de AVP a los vasos del sistema porta-hipofisario. Ambos neuropéptidos actian de forma
sinérgica para estimular la liberacidon de corticotropina (ACTH) en ¢l 16bulo anterior de la
hip&tisis o glandula pituitaria {Fig. 1}. La ACTH, pequena hormona peptidica que deriva del
proceso proteolitico del precursor proopiomelanocortina (POMC), es secretada a la
circulacion sistémica ¥ va a estimular la secrecion de GCs en la zona cortical de las glandulas
suprarrenales {Herman y Cullinan, 1997). Los GCs contribuyen al mantenimiento del
equilibrio del sistema gracias a los bucles de retroinhibicidn o retroactivacion que reducen la
sintesis ¥ liberacion de CRF en el hipotilamo, asi come la sintesis de POMC y por tanto
secreclon de ACTH en la hipofisis {De Kloet ¥ Reul, 1987) (Fig.1). Ademas, los GCs también
modulan la actividad de las neuronas del PYN indirectamente, mediante vias descendentes
provenientes del cortex prefrontal, el hipocampo, la amigdala, los nicleos del leche de la

estria terminal {BN5T) o vias originadas en el tronco del encéfalo { Denver, 200%; Herman
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Figura 1. El eje HPA. La activacidn del ¢je HPA conduce a la produccion de GCs y a su liberacion
por las glindulas suprarrenales al torrente sanguineo. Los GCs gercen un retroconirol del eje a
distintos niveles ¥ estdn implicados en diversas funciones del organismo.
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et al., 2005). La forma de regulacidon difiere semin la estructura diana; asi, la regulacidn a
nivel de PVN por los GCs es inhibidora de la sintesis de CRF, mientras que es activadora en

el ndcleo central de 1a amigdala y en €l BNST (Yao et al., 2008).

En el conjunto del ¢je HPA podriamos destacar el papel de CRF y de los GCs como

elementos claves para su funclonamiento y su regulacion.

1.1.3_CRF v sus receptores

La subdivision parvocelular del PVYN es la principal productora de CRF en el
hipotdlamo de los mamiferos; sin embargo, CRF tambi€én se expresa en otras reglones
cerebrales, concretamente en el sistema limbice {hipocampe, amigdala, nicleo accumbens y
BNST), talamo, cortex cerebral, cerebelo y otras partes del romboencéfalo. Las acclones de
CRF y otros péptidos de la misma familia {urocortinas) estin mediadas por receptores
pertenecientes a la familia de los receptores acoplados a proteina G, siendo los principales ¢l
CRFR! y CRFRZ. Ambos receptores se hallan en el SNC, aunque CRFR 1 esta mas difundido.
Concretamente CRFR1 se encuentra en el cortex, cerebelo, bulbo olfatorio, septum medial,
hipocampo, amigdala e hipdfisis, mientras que CRFR2 se encuentra limitado a las zonas del
septum lateral, el hipotidlame y los plexos coroideos; sin embargo, CRFRZ se expresa en
muchos tejidos periféricos come el sistema circulatorio, sistema gastrointestinal, pulmon y
misculo esquelético (Potter et al., 1994). Durante la reaccidn de estrés, CRF activa ¢l ¢je
HPA a través de su unidn a CRFRI {por el que tiene mayor afinidad} en la hipéfisis anterior,
induciendo la liberacion de ACTH. La union de CRF a CRFR1 desencadena una senal de
transduccion que implica a protein kinasas A (PKA)} v C (PEC) (Bale y Vale, 2004 Denver,

2009).
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1.1.4 Las hormonas glucocorticoideas

1.1.4.1 Descripeion y sintesis

Los GCs fueron descubilertos por su papel en el metabolisme de la glucosa v de este
hecho proviene su nombre: gluco- por glucosa y —cortico porgue son sintetizados en el cortex
de las glandulas suprarrenales. Fue Hans 5elye en 1936 gquien describid por primera vez la
fisiologia de los GCs (Selye, 15836). Un ano mas tarde, en 1937 y 1938, fueron aislados
respectivamente el cortisol y la hidrocortisona por €l Dr. Kendall {Kronenberg, 2009). En
1548, Hench ¥ Kendall utilizaron por primera vez la cortisona en €l tratamiento de la artritis,
basandose en la mejoria de la inflamacion articular en pacientes con episodios de ictericia y
pacientes embarazadas, al presumir que podia deberse a un aumento del nivel circulante de un
metabolito esteroidec con propledades antiinflamatorias {Hench et al,, 1949, Hench et al.,

15950, Neeck, 2002). Estos trabajos les condujeron a la obtencidn del premio Nobel en 1950.

Las hormonas esteroideas o corticosteroides son sintetizadas a partir de colesterol en el
cortex o corteza de las glandulas suprarrenales y en las gonadas. El cortex de la glandula
suprarrenal esta constituido por tres zonas: la zona glomerular superficial que sintetiza los
mineralocorticoides {la aldosterona es ¢l principal), la zona fascicular intermedia donde se
sintetizan los GCs y, por dlume, la zona reticular, mas intermma, donde se sintetizan
gonadocorticoides u hormonas sexuales {andrdgenos y estrogenos). Dentro de los GCs el
principal representante en humanos es el cortisol, mientras gque en roedores es la
corticosterona {CORT). Los GCs se sintetizan a partir del colesterol en un proceso
denominado esteroidogénesis que requiere la participacion de enzimas ox1dativas localizadas
en las mitocondrias ¥y en el reticulo endoplasmatice (Fig. 2). La primera etapa de la
esteroldogénesis constituye 1a etapa limitante: el colesterol es transportado desde la membrana

exterma a la membrana interma mitocondrial y s convertide en pregnenclona por ruptura de su
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cadena lateral {entre los dtomos C-22 y C-20). El complejo enzimatico que permite catalizar
esta reaccion, la desmolasa (o CYPl1Al o P4530scc), esta presente en todas las celulas
productoras de hormonas esteroideas y su expresidn esta regulada por la ACTH {Miller,

2008).

A lo large de los anos la industria farmacéutica ha sintetizados analogos del cortisol
con caracterisitcas propias de solubilidad, vida media ¥ grado de actividad glucocorticoide.
Algunos ejemplos son la dexametasona (DEX), betametasona, triamcinolona, prednisone y

prednisolona (De Bosscher ¥ Haegeman, 2009).

1.1.4.2 La disponibilidad de los GCs

Globulina transportadora de corticosteroides (CBG). Los corticosteroides tienen
naturaleza lipofilica por lo que pueden atravesar las membranas mediante difusion pasiva. Sin
embargo, esta propiedad les hace requerir una estrategla para su transporte en ¢l flujo
sanguineo, que consiste en la formacion de un compleje medlante la union a proteinas
plasmaticas denominadas CBGs. Asi, el 53% de los GCs se encuentran unidos a la CBG
{Brien, 1981, Lightman y Conway-Campbell, 201{). En la actualidad existen dos teorias que
explicarian ¢l transporte de las hormonas esteroideas. Segiin la primera, €stas serian liberadas
por la CBG al nivel de los capilares sanguineos, lo que les permitiria ser internalizadas por las
c€lulas de los diferentes Grganos diana y actuar al fijarse a sus receptores Intracitoplasmaticos
{Breuner y Orchinik, 2002). Segin esta hipotesis, la cantidad de GCs libres, por tanto
bicldgicamente activos, estaria en funcion de la cantidad y la capacidad de union de la CBG.
Diferentes condiciones (clertos estimulos estresantes o procesos de Inflamacién) han sido
identificados como causas por las que disminuiria la cantidad de CBG disponible o por las

que se veria afectada la separacion del complejo CBG-GCs, permitiendo asi aumentar de una
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Figura 2. Estereidogénesis en las glindulas suprarrenales. E] primer paso en la biosintesis de
hormonas esteroideas es la conversidn de colesterol a pregnenolona por la desmolasa (P430sce).
Seguidamente, cada una de las regiones del cortex se encarga de la sintesis de hormonas esteroideas
especiTicas. La zona fascicular intermedia sinietiza los GCs, 1a zona glomerular superficial sintefiza
los mineralocorticoides ¥ 1a zona reticular sintetiza los gonadocorticoides.
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forma general o local 1a cantidad de GCs libres {Breuner y Orchinik, 2002; Fleshner et al.,
1995). La segunda teoria sugiere que el complejo CBG-corticosteroide se intemalizaria en la
célula diana por endocitosis, graclas a la unidn a un receptor proteico de membranatla
megalina {Adams, 2005). En el interior de la vesicula de endocitosis se separariala CBG de la
hormona permitiendo su difusién en la célula receptora. Este mecanismo permitiria aumentar
localmente la concentracion de GCs de una forma mas fina ¥ controlada que por una simple

liberacion en la circulacion sanguinea.

Las enzimas 11-B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa de tipo 1 y 2 (11-B-HSD1 ¥ 2).
La accion de los GCs sobre sus receptores depende no solamente de su concentracion
plasmatica, sino también de las modificaciones que sufren en las células. Asi, los niveles
intracelulares de GCs estan regulados en el interior de los tejidos diana por enzimas locales.
La 11-B-HSDZ2 es una reductasa que inactiva los GCs al catalizar la conversion de cortisol en
cortisona {0 de CORT a dehidrocortisona en roedores). La 11-P—HSD! es una enzima
bidireccional que cataliza la regeneracion de CORT activa a partir de derivados Inactivos ¥
posee una actividad inversa de tipo deshidrogenasa. Parece que ratones desprovistos de esta
enzima muestran un retraso en la respuesta anti-inflamatoria dependiente de GCs, por lo que
la |1-p—H5D! podria tener un papel importante en los primeros estadios de este tpo de
respuesta {Chapman et al., 2006). La 11-B—HSD1 se expresa también en el cerebro {cerebelo,
hipocampo y cortex prefrontal) y parece estar implicada en los mecanismos de memoria,

especificamente en la pérdida de €sta durante el envejecimiente {Holmes et al., 2010; Seckl ¥

Wallker, 20043,

La barrera hematoencefdlica. Por su naturaleza lipofilica los GCs atraviesan
facilmente la barrera hematoencefalica. Aunque la presencia de CBP esta mas restringida en

el cerebro, existe una P-glicoproteina denominada MDR-1 (Multi-Drug Resistance gene-1)
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gque se encuentra en la membrana plasmatica de los astrocitos f{concretamente en los
podocitos) v de las células endoteliales que conforman la barrera hematoencefalica, que se
encarga, entre otras cosas, de transportar hormonas esteroideas. Esta P-glicoproteina es muy
importante para la proteccion del cerebre contra la entrada de moeléculas tdxicas y extranas y
parece tener un importante papel en la regulacién del acceso de GCs al cerebro (Uhr et al.,
2002). Asi, las MDR-1 permiten el acceso controlade de CORT y cortisol, limitando la
entrada de esteroides sintéticos como la DEX, confiriendo as{ al cerebro resistencia a la

entrada de cantidades moderadas de DEX {De Kloet et al., 1998),

1.1.4.3 Efectos fisiologicos de los GCs

Los GCs llevan a cabe acclones modulatorias de amplio rango muy importantes para
el mantenimiento de la homeostasis en el organismo, actuando sobre miltiples dianas para
activar o inhibir varias actividades celulares dirigidas a regular alteraciones metabdlicas,
endocrinas, nerviosas, cardiovasculares € iInmuncldgicas. De este modo, los GCs ejercen un

ampliorange de efectos fisiologicos:

- Efectos en ¢l desarrollo. Algunos de los efectos mas importantes de los GCs en el
desarrollo fetal son, su contribucién al desarrolle de los pulmoenes y produccién de
surfactante pulmonar. Ademas, son esenclales para el correcto desarrollo del
cerebro (Bolt et al., 2001, Matthews, 2000}.

- Efectos metabdlicos. Intervienen en el catabolismo de proteinas, ya que aceleran la
conversion de proteinas a aminoacidos, sobretodo en células musculares,
incrementan ¢l transporte de aminoacidos hacla las células hepaticas y elevan la
cantidad de enzimas necesarias para la conversion de estos en glucosa como la
tirosin aminotransferasa, en este sentido, favorecen la reparacion tisular y la

gluconecgénesis en el higado, contribuyendo asi a la resistencia al estrés. Ademas,
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inhiben la recaptacidn de glucosa en el tejido muscular y adiposo, y promueven la
lipolisis por movilizacion de lipidos de las células adiposas al higado y también
por aceleracion de la degradacién de triglicéridos. También ejercen efectos sobre
el metabelismo del calcio, concretamente perjudican su absorcidn gastrointestinal
y facilitan su excrecién renal; inhiben la formacidn Gsea, alterando la homeostasis
del hueso, al inhibir, entre otras cosas, la proliferacion y activacion de los
osteoblastos, mientras que aumentan la actividad de los osteoclastos. Finalmente,
ejercen un efecto en el equilibrio electrolitico del organismo, al favorecer la
retencion de agua y sodio, y la eliminacidn de potasio, lo cual conduce a la
hipervolemia { K oeppen, 2005 ).

- Efectos antinflamatorios y sobre el sistema inmune. Estos efectos seran descritos
mas detalladamente en proximas secciones, al ser objeto de principal interés en

esta tesis.

1.1.5 Factores que determinan la respuesta a estrés

Como vimos anterlormente, un estresor o estimulo estresante va a desencadenar una
respuesta de estrés en el organismo, caracterizada, entre otras cosas, por una activacion del eje
HPA. La duracidn e intensidad del estimulo estresante va a condicionar si la respuesta a estrés
tendra o no efectos deletéreos para el organismo. Asi, mientras que los estresores cronicos
afectan negativamente a la funcidn inmune, algunos trabajos sugieren que estresores breves
{con duraciones menores de dos horas), pueden mejorar algunos aspectos de la funcion
inmune, come puede ser el trafico de células desde los drganos linfoides hacla el torrente

sanguinec y la piel {Glaser y Klecolt-Glaser, 2003).

Ademas, existen otros factores como el sexo, el momento del desarrollo, o factores

genéticos que pueden influir en la susceptibilidad al estrés cronico. En esta linea, hay trabajos
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gque muestran que ratones hembra difieren en su susceptibilidad al estrés con respecto a
ratones macheo. (Mros estudios muestran que estresores psicologicos o iImmunologicos durante
las fases tempranas del desarrollo y periodo perinatal pueden tener Importantes consecuencias
a largo plaze y parecen contribuir a la variabilidad individual en la relacion estrés-respuesta

Inmune {Avitsur et al., 2006, Drake et al., 2005; Kavelaars y Heijnen, 2006).

1.2, EL RECEPTOR DE GLUCOCORTICOIDES

1.2.1 Estructura molecular v expresion

Los receptores de los GCs pertenecen a la familia de los receptores esteroideos, 1a cual
incluye en total a 6 miembros: los receptores de glucocorticoides {GR ), mineralocorticoides
{MR), progesterona (PR}, androgenos (AR) y estrogenos (ERc, ER[). Estos receptores, a su
vez, pertenccen a la familia de receptores nucleares que incluye, entre otros, a los receptores
de hormonas tiroldeas, vitamina D, acido retinoico y hormonas sexuales {Pelaia et al., 2003).
Los receptores nucleares actian como factores de transcripcion y traductores de senales que
se activan por unidn a hormonas de naturaleza lipofilica {Carson-Jurica et al., 1950). Tienen
en comin un dominio de union al ADN denominada HRE {Hormone Responsive Element),
por €l cudl se unen a dominios nucleotidicos especificos situados en las regiones promotoras
de sus genes diana y actdan activando o reprimiendo su transcripcion. Ademas, son capaces

de interaccionar con otros factores de transcripcidn y modular su actividad {Chandler et al.,

1983; Nordeen et al., 1990},

Las similitudes tanto estructurales como mecanisticas de los receptores esteroideos se
justifican gracias a la hipotesis de que provienen de un receptor ancestral comin. En efecto,
estudios filogenéticos muestran que probablemente los receptores esteroideos provienen de un

gen ancestral homologo en un 71 % al ER« humaneo que, por mutaciones diversas, dio lugar a
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6 genes diferentes gque codifican los receptores tal y como los conocemos actualmente

{Thomton, 2001 7.

Los GCs se unen a dos receptores distintos de esta familia. Por una parte, al receptor
tipo I {el MR} y por otra, al receptor tipo II {el GR). La afimidad de los GCs por MR es
considerablemente mayor que por GR [para la CORT K4(GR)= 5nM y K4{MR)=0.5nM) (de
Kloet et al., 19%0}]; este heche explicaria, en parte, las acciones de los GCs dependiendo de
su concentracion. En esta linea y centrandonos en el SNC, al hacer una revisién conjunta de
los distintos estudios sobre los efectos de los GCs en el hipotidlame, de Kloet emitic la
hipotesis de que los MRs estarian implicados principalmente en los efectos tonicos de los
5Cs, mientras que los GRs estarfan implicados en el desamollo de la reaccidn de estres, asi
como la recuperacion hacia los estados basales del eje HPA tras su activacion (De Kloet et al.,
1998}, El presente trabajo de tesis se centra en el estudio de GR en los procesos inflamatorios

y neurodegenerativos en €l SNC por 1o que a continuacidn nos centraremos en su descripcion.

El GR, al igual que los demas miembros de la familia de receptores nucleares, esta

compuesto por tres dominios funcionales principales {Kumar y Thompson, 1599) (Fig. 3A )

- dominio N-terminal {o NTD: N-terminal domain). Variable en funcidn de las especies

{Stolte et al., 2006), este dominio contiene una regidn de activacidn transcripcional
{AFl, Activating Function 1) que permite la interaccidn de GR con proteinas co-
reguladoras, as{ como con otros factores de transcripcidn (Kumar y Thompson, 2005).
Ademas, presenta un dominic PEST {Pro-Glu-5er-Thr) importante para los procesos
de ublquitinizacidn y degradacion {Wallace y Cidlowski, 2001), v sitios especificos de
fosforilacion, implicados en la regulacion de la funcion del receptor {Beck et al.,

2009).
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dominio de unidn al ADN (o DBD;, ADN binding domain). Es una regién conservada

entre los receptores nucleares (Stolte et al., 2006). Esta constituido por dos “motivos
en dedo de zinc” que interaccionan con el ADN. Ademas, contiene regiones esenciales
para la localizacidn y exportacion nuclear del receptor {NL1 y NES), su dimerizacion
y la fijacion de co-reguladores {Hard et al., 1990} {Fig. 3A). La fjjacion de GR a
secuencias palindromicas de ADN especificas denominadas GRE (Glucocorticoid
Response Elements) en los genes diana, induce cambios conformacionales al receptor;
el bucle de aminoacidos situado en el DBD se reorienta creando una superficie para el
contacte con otro monomerc de GR, seguidamente se induce un cambio de
conformacion que estabiliza las hélices o del DBD {Stockner et al., 2003). Recientes
estudios muestran que el reconocimiento de los GRE es muy especifico, de forma que
pequenas diferencias en estas secuencias, producen variaciones en los cambios de

conformacion y, consecuentemente, en la actividad reguladora de GR {Meijsing et al.,

2009).

LBD: ligand binding domain}. Esta situado en la regién

C-terminal y compuesto por doce hélices o replegadas formando un bolsillo
hidrofdbico donde se une la hormona glucocorticoidea {Kumar y Thompson, [9959).
Ademas, este dominio contiene una segunda senal de translocacion nuclear (NL2) v de
activacion transcripcional (AF2), asi como reglones para la unidon de proteinas
chaperonas y de co-reguladores (Fig. 3A); entre ellas, un dominio de transactivacion
TAZ gque contiene un dominic de fijacién para la chaperona HSP30 y una secuencia

diana para la matriz extracelular {Kumar y Thompson, 2005; Tang et al., 1598).
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Figura 3. El GR: estructura e isoformas. (4) El GR humano consta de tres dominios: el dominio N
terminal (NTD} gue coniiene siiios de fosforilacion, una secuencia de transactivacion AFl vy una
secuencia PEST necesaria para los procesos de degradacion; el dominio de union al ADN (DBDY) en e]
que se distingue un dominio de dimerizacion v una secuencia de localizacion nuclear NLI, v el
dorminio de unidn al ligando (LB} con dos secuencias de transactivacion (AF2 ¥ TAZ) ¥y un segundo
NL (NLZ). (B) Esquema de las posibilidades de splicing aliernativo v las distintas isoformas de GR
resultantes. (C) Algunas varianies de transcritos de GR. Notese 1a diferencia de longitud de las
proteinas resultantes. (Modificado de Lu y Cidlowski, 2004 v Sanchez-Vega et al., 2006).
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1.2.2 Isoformas

Con esta estructura comin, €l GR es una proteina formada por 777 aminoacidos en el
ser humano, 795 en la rata y 783 en el ratén {Beck et al., 2009). El gen de GR humano (hGR)
se localiza en el cromosoma 5ql 1—gl 3, consta de 9 exones v fue clonado por primera vez por
Hollenberg {Hellenberg et al., 1985). Aunque s8lo se conoce un gen para hGR (asi como para
el resto de especies), se han identificade miltiples isoformas (Fig. 3B vy 3C), debido a la
presencia de al menos tres promotores distintos, al splicing altemativo {que originaria las
isoformas: GRa, GRBE, GRy, GR-A, GR-P) y a sitios diferentes para el comienzo de la
traduccion (GRa-A, GRa-B, GRx-Cl, GRa-C2, GRx-C3, GRx-D1, GRa-D2, o GRa-D3).
Aungue los dominios N- y C-terminal pueden variar segin la isoforma, el dominic DBD
permanece constante {Beck et al., 2009; Lu vy Cidlowski, 2004; Yudt y Cidlowski, 2002). El
GR humano “clasico™ de 777 aminoacidos ¢s la isoforma hGR o, que es la predominante,
funcional y normalmente estudiada, presentando un amplio patron de expresion. La segunda
1soforma mejor caracterizada en humanos es hGRP que resulta de un splicing altermativo del
exdn 9 y estd compuesto por 742 aminoacidos. A diferencia de la primera, la presencia de
hGRE es mucho menor, tante en cantidad como en distribucidn.  Ademas, es
transcripcionalmente inactiva € Incapaz de unirse a agonistas o antagonistas. Igualmente,
parece ejercer un efecto negativo sobre la actividad de GRx al formar heterodimeros hGRap
a los que no pueden unirse las proteinas coactivadoras de forma normal (De Kloet et al., 1998,
Yudt et al,, 2003). La presencia de esta isoforma en determinadas células se relaciona, junto
con otras causas, con €l desarrello de resistencias a GCs (Yudt et al., 2003). En esta linea, hay
trabajos que muestran asoclaciones entre algunas condiciones inflamatorias y altos niveles de
expresion de hGRP en determinadas células. Se ha visto gque determinadas citocinas

proinflamatorias come IL-8, TNFx e IL-1 aumentan su expresion (Strickly et al., 2001,
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Webster et al., 2001 ). Nuestro trabajo se centra en el estudio de 1a 1soforma hGR o, por lo que

la denominacién GR alo largo del manuscrito se referira a ésta.

El por qué de la existencia de esta variedad de isoformas adn no se ha clarificado. Se
han identificado variaciones en su ubicacién y su funcidn. Asi, por ejemplo, las isoformas
GR-P y GRy se expresan solamente en células cancerigenas y otras isoformas parecen
presentar funciones especificas de refuerzo o inhibicion de la accidn de GRo (Yudt vy
Cidlowski, 2002), aungue la funcion de algunas de ellas sigue siendo desconocida. La
presencia de las distintas 1soformas parece influenciar la respuesta a los GCs para cada tipo de
c€lula. De hecho, la complejidad bicologica de los GCs estaria ligada en mayor medida a la

variedad de receptores, dejando en un segundo planc a los proplios ligandos {Sanchez-Vega et

al., 2006, Yudt y Cidlowski, 2002).

1.2.3 Activacién y regulacion

Los GCs son capaces de atravesar la membrana plasmatica debido a su pequeno
tamanc y a su naturaleza hidrofobica. Al llegar al citoplasma, se unen al GR citosdlico
induciendo un cambio o activacidn conformacional que le permite liberarse de 1a mayoria de
proteinas del complejo chaperona que lo estabiliza en el citoplasma y desenmascarar las
senales de localizacién nuclear {NLS) (Fig. 4). Estos cambios, permiten su translocacion al
niclec donde ejercera efectos positivos o negativos en la transcripcion de sus genes diana
{Beck et al., 2009). A continuacidn expondremos cada una de las etapas de este proceso y

trataremos algunos mecanismos que regulan la actividad de GR.

1.2.3.1 GR en ausencia de ligando

GR en su forma inactiva {sin ligando unido), se localiza principalmente en el

citoplasma celular. Alli, se encuentra unido a un complejo proteico que deja accesible el
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Figura 4. Mecanismos de accién de GR. La forma inactiva de GR se encuentra principalmente en €]
citoplasma unida a un grupo de proteinas chaperonas (como HSPS0 ¥y HSP/0). La unidn de GCs a GR
promueve su franslocacion al micleo donde actia modificando la transcripeion génica mediante
distintos mecanismos: unidn direcia en forma de dimeros a los sitios ORE de]l ADN, periurbacion o
reforzamiento de la accion de diferenies factores de transcripeion medianie interaccion proteina-
proteina. Estos mecanismos pueden conllevar la transactivacion o transrepresion de los genes diana.
En concreto, los mecanismos de iransrepresion son esenciales para el control que GR gjerce sobre los
procesos de inflamacion.
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dominic de union al ligando e Inaccesibles las NLS, NL1 y NLZ. Este complejo esta
compuesto por proteinas chaperonas de choque térmico (H5P50 y HSP/(), la proteina de
unién a HSPS0 p23, la proteina p60, las Inmunofilinas {también denominadas TPR:
tetratricopeptide repeat proteins) FKBP532, FKBP31 {FK306-binding protein), la ciclofilina
40 {Cyp40d) v la tosfatasa PP3 que participa en ¢l ensamblaje y la estabilizacién del complejo

(Beck et al., 2009).

Por orden de actuacion, una primera chaperona HSP40 presentaria €l GR nativo a
HSP70 que se uniria a €l de manera estable por hidrosilisis de ATP {Laufen et al., 1992).
HSFP70 va a iniclar la apertura del bucle hidrofdbico del dominio LBD permitiendo asi la
union de HSPR0 al receptor. Esta dltima chaperona tiene un papel importante en los efectos
alostéricos de los ligandos y coreguladores de GR, y puede estabilizar 1a conformacion de GR
para favorecer el acceso de LBD al ligando (Ricketson et al., 2007). La proteina p6{d conduce
a la formacién de un complejo inestable GR — HSPS0 — p&60 — HSP70. A continuacidn, la
proteina p23 estabiliza el complejo; su presencia es indispensable para que ¢l receptor tenga
una actividad maxima de unién al ligando. Ademas, HSPS0 interacciona con las secuencias
TPR de po0 v de las inmunofilinas;, éstas modifican la afinidad de union del GR al ligando
gracias al dominio PPlase {PeptidilPropyl Isomerase); también pueden modificar su actividad
transcripcional y sus efectos en la modulacion comportamental v fisiologica {Davies et al.,
2005, Riggs et al.,, 2003). Todas estas interacciones y ensamblaje requieren hidrdlisis de ATP
y estan sometidas a regulaciones finas por parte de otras proteinas como Hip y Bag-1 {Grad v

Picard, 2007).

1.2.3.2 La translocacidn al micleo, reciclaje y exportacion

Las inmunofilinas FKBP32 y PP3 estian implicadas en la translocacion de GR al

nicleo, gracias a la actividad de su dominic PPlase que les permite interaccionar con la
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dineina y realizar asi el movimiento retrégrado del complejo GR-chaperonas-inmunofilinas a
lo large de los microtibulos del citoesqueleto. Por otro lado, la inmuncofilina FKBP31
inhibiria la translocacién al nicleo, ya que posee baja afinidad por la dineina; por eso, el
complejo interaccionaria con FKBP31 antes de su unidn al ligando y pasaria a interaccionar
con FKBP32 tras la unidn a éste {(Wochnik et al., 2005). Cuando el complejo llega al nivel de
la envoltura nuclear, las proteinas pequenas pueden atravesar la membrana o los poros
nucleares por difusion pasiva. En cambio, las proteinas mayores de 40kDA necesitan de una
maquinaria de importacion-exportacion para atravesar el poro nuclear. Concretamente, una
secuencia de localizacién nuclear va a ser reconocida por la importina—x que ligada a la
importina-p favorecen el paso a través del poro {(Terry et al., 2007). El clasico modelo de
translocacion de GR propone la unidn de éste a la importuna-& y su disociacién de HSPSO
{Savory et al., 1995). 5in embargo, recientes estudios muestran una segunda posibilidad en la

gue GR pasaria unide a H5P3{, el cual interaccionaria con otras proteinas del poro como

Nup6t2 {(Echeverria et al., 2009).

Esta bien establecido que la translocacion de GR al ndcleo depende de la
concentracion extracelular de GCs {Kitchener et al., 2004). Sin embargo, no es el dnico
factor: varios estudios realizados en el SNC, defienden la existencia de otros factores que
contribuirian a la regulacion de los niveles de translocacion nuclear de GR como serian la
regulacion de su degradacion por protecsomas, la influencia de clertos neurotrasmisores, los
niveles de co-expresion de MR, asi como la accion de la 1 1-B-HSD1 {Noguchi <t al., 2010).
Actualmente se ha identificade una regidn del GR denominada senal de retencién nuclear

{NRS})que favorece su permanencia en €l nicleo (Carrigan et al., 2007).

Una vez en el nicleo, el GR va a asociarse a las secuencias nucleotidicas diana (GRE)

o a otros factores de transcripcion para modular la expresion génica. Parece que las
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chaperonas pueden participar en este proceso. De hecho, HSPS0 puede quedar unido a GR,
estabilizando su union al ADN y aumentando su actividad transcripcional {(Grad vy Picard,
2007). Tras ser separado de 1a cromatina o de sus co-reguladores, €l GR puede ser reciclado al
reconstruirse el compleje GR-H5PS0-HS5P70. Este complejo puede ser exportado al
cltoplasma o directamente reactivarse en el niclec mediante una nueva union a la hormona,
para nuevamente actuar sobre la expresion de sus genes diana (Grad v Picard, 2007, Pratt at
al., 2004). La exportacion de GR al citoplasma se realiza gracias a la unidn de las exportinas a

la secuencia NES de exportacion que posee GR {Black et al., 2001).

1.2.3.3 Modificaciones post-traduccionales y degradacion de GR

La actividad de GR puede afectarse por varlos tipos de modificaciones post-
traduccionales como la fosforilacion, SUMOilacion, ublquitinizacidn acetilacidn, ademas de

nitrosilacion y regulacidn redox {Beck et al., 2009).

La fosforilacion es la modificacion post-traduccional mas estudiada y mejor
establecida para GR. En roedores se han 1dentificado ocho sitios de fostorilacion situados en
el NTD {Bodwell et al.,, 1595} mientras que en humanos se han identificado cinco, ¥y
recientemente otros seis In vitroe gue faltan por confirmar in vivo (Galliher-Beckley et al.,
2008; Ismaili ¥ Garabedian, 2004), todos ellos se encuentran en la region AF1 del NTD.
Enzimas de las vias de las MAPK {Mitogen-Activated Protein Kinase) ¥y CDK {Cyclin
Dependent Kinase) estin implicadas en los procesos de fosforilacion de GR, mientras que
fosfatasas como PPl, PP2ZA y sobretodo PPY son responsables de los fendmenos de
desfosforilacion. El estade de fosforilacidon de GR va a influir en su capacidad de union al
ADN, en su localizacidn a nivel celular ¥ en su vida media; ademas, puede alterar sus
Interacciones con proteinas co-reguladoras y chaperonas, asi como afectar su actividad

transcripcional {ampliamente revisado en Beck et al., 2009).
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La SUMOnlacién es una modificacidn por la cual se unen pequenas proteinas SUMO
{Small Ubiguitin-like Modifier) a otra preteina para modificar su funcidn {Geiss-Friedlander v
Melchior, 207). Tres sitios de SUMOhlacion han sido identificados en hGR. Esta
modificacion puede afectar a la estabilidad de GR, su localizacion subcelular y su actividad
transcripcional. Algunos estudios las identifican como elementos de control inhibitorio de la

actividad de GR {Davies et al., 2008; Holmstrom et al., 2008).

Varios sitios sensibles a la ubiquitinizacion han sido identificados en el mGR (K426} y
en €l hGR (K419). Parece que la fosforegulacion de la actividad de GR resulta clave para su
proceso de degradacién proteosomal mediada por ubiguitinizacidén {Beck et al., 2009). El GR
posee un dominic PEST que sirve de sitio de reconocimiento para las ubiquitin ligasas E2/E3
{Wallace y Cidlowski, 2001). La co-chaperona CHIP actda como una ubiquitin ligasa E3,
disociando p23 del complejo GR-HSPS0 e induciendo la ubiquitinizacion de GR y su

degradacion por el proteosoma {Grad vy Picard, 2007).

Por altimo, el procese de acetilacion de GR tiene influencia en sus acciones sobre la
Inflamacidn, ya que es un prerrequisito para la asociacion de GR con el factor de transcripeldn
NF-«B {thomo o heterodimero; siendo una de las formas mas habituales la conjuncion pba-
p20), ¥ ademas promueve la represion mediada por GCs del gen GM-CSF {granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor).

1.2.4 Expresion v mecanismos de aceidon de GR

El GR se expresa en la mayoria de los distintos tipos celulares. Su nivel de expresion
varia segin el tejido, siendo elevado en clertos organos come el higado, los rinones, los
bronquios, el bazo y en clertas estructuras del cerebro como en el sistema limbico,

concretamentente en el hipocampe (de Kloet et al., 19%0; Pujols et al., 2002)
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La funcién principal de GR es regular la expresion de una gran cantidad de genes diana
mediante diversos mecanismos (Fig. 4). Por una parte puede producir la transactivacion
{Incremento en la tasa de expresidon) o transrepresion {disminucién de la tasa de expresion) de
determinados genes al unirse en forma de dimeros a secuencias GRE, o mediante 1a union y
modulacion de la actividad de factores de transcripcidn activadores o inhibidores. Ademas,

SR esta implicado también en mecanismos rapidos no transcripclonales.

1.2.4.1 Efectos transcripcionales de GR dependientes de su unién al ADN

GR unide a su ligando puede estimular la expresion de clertos genes por unidn en forma
de homodimeros a las ya mencionadas secuencias GRE. Los sitios GRE son secuencias
palindromicas imperfectas constituidas por 15 nucledtidos, que por su estructura permiten la
fijacion de dos moléculas de GR {Stockner et al., 2003). Esta unién va a permitir a la
maquinaria transcripclonal acceder al ADN. La especificidad de accion de GR en el tiempo ¥
en los diferentes tipos celulares esta determinada por su afinidad hacia las secuenclas GRE, el
conjunto de factores de transcripcion presente en la regidon promotora, asi como la
incorporacion diferencial de co-reguladores. Es importante tener en cuenta que los GRE
pueden variar en funcién de la secuencia promotora, en el ndmerc de copias ¥y en su
localizacion relativa dentro del promotor; por esto se dice que las GRE actuarian como
“ligandos alostéricos especificos de secuencia™ para GR, regulando la especificidad y
magnitud de su respuesta {Meljsing et al., 2009). 5 embargo, aungque la probabilidad de
encontrar sitios GRE en el genoma es muy elevada, pocos de ellos son realmente funcionales

(Beck et al., 2009).

GR también puede reprimir directamente la transcripcidn de genes que poscan una
secuencia palindromica negativa (o nGRE). Una vez activado, GR puede unirse a estas

secuenclas adguiriendo una conformacion que resulta inhabil para el reclutamiento de la
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maquinaria de transcripcidn y para la fijacidn a otros factores de transcripcion. Este es el caso

del gen POMUC, que codifica el precursor de la ACTH {Dostert ¥ Heinzel, 2004},

1.2.4.2 Efectos transcripcionales de GR independientes de su unidn al ADN

Una gran parte de los mecanismos de accion de GR no son dependientes de su unidn a
los sitios GRE, sino de su interaccion con otros factores de transcripcion. De hecho, varios
estudios muestran que muchos genes blen conocidos como Inducibles por GCs no contienen
secuencias GRE consenso. Algunos de ellos poseen promotores que contienen “composite
elements”; GR se une a estas secuencias, y ¢l complejo GR-factor de transcripcidn se une al
ADN. Asi, GR puede aumentar la transcripcion de forma cooperativa {Diamond et al., 19590,
So et al., 2007). También GR puede unirse a factores de transcripcion ya fijados al ADN ¥

modificar su accign {Beck et al., 2009)

Al 1gual que para los efectos dependientes de la union al ADN, los efectos
independientes pueden conducir a la activacion o inhibicion de la transcripcion de genes
dependiendo de la funcién del factor de transcripcion al que se haya unido GR. Por ejemplo,
GR puede formar un complejo con STATS {Signal Transducer and Activator of Transcription
3) ¥ actuar como co-activador a nivel de hepatocitos, estimulando la expresion de 1la hormona
de crecimiento {GH) {(Stocklin et al., 1996). De hecho, la invalidacion de GR en los
hepatocitos conduce a una disminucin del tamano de estos ratones { Tronche et al., 2004). Por
otra parte, la mayoria de las acciones antiinflamatorias € Inmunosupresoras de GR {que
trataremos con mas detalle en secciones posteriores) estan mediadas por la represion por parte
de GR de clertos factores de transcripcion como APl {Activator Protein 1) y NF-4B
{Reichardt et al., 2001 ) (Fig. 4). Otros factores de transcripcion a los que GR puede unirse
para reprimirlos son Oct-1, CREB, Smad3, Smad6, Ets2, T-box {en células T) y GATA3

(Beck et al., 2009),
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1.2.4.3 La remodelacion de la cromatina por GR

La remodelacion de la cromatina s una etapa crucial en la transcripcidn ya que controla
la accesibilidad del ADN a los factores de transcripcidn, los co-reguladores y a la maquinaria
de transcripcion. La compactacion del ADN desfavorece la union de factores de transcripoion.
El GR participa en la medificacion de la estructura de la cromatina al asoclarse a ciertos
complejos de remodelacion de la cromatina o interaccionar en los procesos de acetilacion
{Beck et al., 2009). Por ejemplo, un estudio muestra que GR puede inhibir la actividad de los
cofactores CBP/p300 implicados en el aumento de 1a actividad de las enzimas HAT {Histone
Acetyl Transferase), lo que conduce a la inhibicidn de las acetilaciones de la cromatina
inducidas por TNFax e IL-1P {Ito et al., 2000). Ademas, altas concentraciones de GCs pueden
inducir la expresion de enzimas que desacetilan las histonas {HDAC, Histone Deacetylase)

que conducirian a la represion de genes inflamatorios {Ito et al., 2000).

1.2.4.4 Los efectos no genomicos de GR y GCs

Los “clasicos™ mecanismos de accién de los GCs tienen lugar después de horas o
incluse dias tras su exposicion. Sin embargo, los GCs gjercen efectos mucho mas rapidos que
afectan respuestas celulares en unos pocos minutos. Estos efectos rapidos, muchas veces
buscados y utilizados en el ambito clinico, no estan regulados a nivel transcripcional sino que

implican otro tipo de mecanismos de GR {Buttgereit y Scheffold, 2002).

Asi, por ejemplo, se ha descrite que GR puede translocarse a la mitocondria de
linfocitos y otros tipos celulares, donde puede contribuir al inicle de la cascada apoptdtica.
Este hecho se correlaciona con la induccion de la apoptosis (o muerte celular programada)
que ejercen los GCs en algunos tipos celulares {Du et al., 2009, Sionov et al., 2006). También

GR puede inducir sus efectos directamente en el citoplama, mediante union a otras proteinas,
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por ejemple, tratamientos con DEX inducen la fosforilacion de ZAP-70 en linfocitos a través
de su union al complejo GR-H5P20 en el citoplasma {Boelens et al., 2009). Por otra parte, se
ha descrite en linfocitos de roedores y humanos, asi como en el cerebro de anfibios un GR de
membrana que se encuentra acoplade a proteina G, y parece que los GCs pueden ejercer
efectos neurcfisiolégicos y comportamentales a través de este receptor (Evans et al., 1958,
Gametchu, 1987). Igualmente, los GCs por si mismos pueden ejercer efectos directos en la

membrana celular.

Ademas, GR puede modular la estabilidad del ARNm, lo que constituye una
modificacidn post-transcripcional de la expresion génica. Por ejemplo, estudios muestran que
los GCs inhiben la sintesis de MCP-1/CCL2 {monocyte chemoattractant protein- 1/Chemokine
{C-C motif) ligand 2), guimiocina encargada de atraer los monocitos ¥y macrdfagos a regiones
danadas a través de este mecanismo. GR se uniria a una proteina con actividad ribonucleasa
facilitando la degradacion del ARNm de CCL2 (Dhawan et al.,, 2007). También se han
descrito interacciones de GR con el ARNm de la ciclooxigenasa COX-2 gque conllevan su

degradacion {Nishimori et al., 2004).

1.2.5 Los modelos murinos genéticamente modihicados para GR

Como hemos visto hasta ahora, los GCs presentan una gran diversidad y complejidad
de acclones; por esta razdn, se hace necesario €l uso de herramientas metodologicas que
permitan una mejor compresion de sus mecanismos de accidn. El uso de modelos murinos
transgénicos constituye una herramienta muy valiosa para €l estudio de las acciones de los

GCs y de GR 1 vivo.

Los primeros modelos de invalidacion del gen de GR fueron generados por

recombinacion homdloga y permitieron la invalidacién constitutiva de la proteina, gracias a
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la insercion de un casete de neomicina en €l segundo exdn {que contiene ¢l sitio de Iniclacidn

hypathype (“hypo™ de hipomorfo), o la delecién

de la traduccion), dando lugar a los ratones GR
del tercer exén {(que codifica ¢l dominioc DBD) dando lugar a los ratones GR™"™! Los
primeros expresan una proteina GR truncada que posee una actividad limitada, perc que es
suficiente para la viabilidad del animal {Cole et al., 1995). En los ratones GR™"™! ho se
expresa la proteina GR en absoluto;, en consecuencla, los neonatos mueren por falta de
maduracion de los pulmones {Tronche et al., 1958). Otro modelo transgénico se generd al
Introducir una mutacidén puntual en la parte del gen que codifica el segundo motive en dedo

de zinc del dominic DBD, impidiendo la dimerizacion de GR (ratones GRdinim} {Reichardt et

al., 1998) (Fig. SA).

Dado que GR se expresa de forma ubicua, su invalidacidn en ¢l organismo completo
conduce a la muerte precoz del animal, impidiendo €l estudic de su funcion en los estadios
adultos. Por ello, se han utilizado técnicas de mutagénesis condicional a fin de conseguir una
invalidacion del gen GR solamente en un tejido o tipo celular concreto. Algunas de las

técnicas empleadas son:

- &l uso de ARN antisentido. La expresion del ARN antisentido de GR reduce la expresion
de éste entre un 40 y un 60% dependiendo del tejido o tipo celular de interés {Barden et al.,
1997). Este es €] modelo utilizado por Morale y colaboradores en sus trabajos sobre GR ¥
modelos de parkinsonismo por intoxicacion con MPTP, donde muestran que ratones Tg (que
expresan el ARN antisentido contra GR. desde el desarrollo embrionario) son mas vulnerables
a la muerte neuronal dopaminérgica inducida por intoxicacidn con MPTP {Marchetti et al.,
2005, Morale et al.,, 2004). El inconveniente de este método es gque no permite una
invalidacidn total del gen, dependiende su nivel de extincion del tipo tisular o celular, lo cual

no permite realizar estudios rigurosos sobre los efectos de GR. Ademas, concretamente ¢l
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modelo utilizado en los trabajos citados no permitia una invalidacién especifica de GR para

un tipo de célula concreto.

- ¢l sistema Cre/LoxP. Este sistema se basa en el uso de la actividad recombinasa de Cre
{Cyclisation recombination), una proteina integrasa presente en clertos virus capaz de escindir
o transponer fragmentos de ADN. La recombinasa Cre utilizada normalmente esta codificada
por el bacteriofago Pl y reconoce secuencias de ADN de 34 pares de bases {pb) denominadas
sitios loxP {Locus of X-over of P1). Cada sitio loxP consta de dos secuencias de 13 pb a las
que se fijan sendos mondmeros de Cre, separadas por & pb entre si. La recombinacion tiene
lugar cuando los sitios loxP se encuentran enfrentados y en sentido opuesto, permitiende la
union y ensamblaje de los cuatro mondmeros de Cre. La recombinasa Cre va a catalizar
entonces €l corte y ligacidn del ADN, resultande en la escisidn del fragmento situado entre

dos sitios loxP con la misma orientacion { Tronche et al., 2002),

En el caso de GR, dos sitios loxP flanqueando el exon 3 fueron introducidos por

- - - low B . s .- - .
recombinacion homaloga generando el alelo GR™". La modificacién introducida no interfiere

lesPilasP - . T
7 tienen un fenotipo similar al de

con la actividad normal del gen GR y los ratones GR
los ratones silvestres {Tronche et al.,, 1998). Asi, en las células que expresen la recombinasa
Cre, el exén 3 de GR seri escindido, transformando los alelos de GR'™F en alelos GR™'.
Diferentes lincas de ratones Cre han sido generadas ubicande la recombinasa Cre bajo ¢l
control de un promotor especifico de un tejido o tipo celular. Al cruzar estos ratones con los
GR'“**"*F ge obtienen lineas en las que el gen para GR esta invalidado especificamente en un
tejide o tipo celular, por ejemplo en los hepatocitos GR*"""™ (Balsalobre et al., 2000), en las

RdeCrE

células precursoras del pancreas G {Gesina et al., 2004}, o en las células del sistema

nervioso central GR"®® (Tronche et al., 1998).
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Para la realizacion del trabajo experimental de esta tesis se han utilizado dos de estas

- DATCr
lineas de ratones: GR

., que presentan GR invalidado especificamente en las neuronas
dopaminérgicas (DAY, y GRP*™™™ gque presentan GR invalidado especificamente en
monocitos, macrofagos (diferenciados a partir de los monocitos) y neutrofilos (Fig 3B} La
linea de ratones GR®*T™" fue generada al cruzar ratones GR'*™**F con ratones DAT-iCre que
expresan la recombinasa mejorada iCre {codon-improved Cre recombinase) bajo el control de
los elementos reguladores del gen gque codifica el transportador de dopamina (DAT); para
ello, iCre fue msertada en el gen DAT de raton, mediante un BAC (Bacterial Artificial
Chromosome) utilizado para introducir 1a modificacion genética en el animal {Ambroggl et
al., 2009, Turiault et al., 2007). La linea de ratones GREME™ fue generada al cruzar ratones
GR*¥**F con ratones transgénicos LysMCre, que expresan Cre bajo el control del promotor
de la lisozima M de ratdn {Clausen et al., 1999). Lalisozima M es una proteina que se expresa
especificamente en las c€lulas mieloldes (Cross et al, 1988). Los animales GRUME® o
caracterizan por la ausencia de GR principalmente en monocitos, macrdfagos y neutrofilos,
mientras que las cé€lulas dendriticas y los mastocitos estdn menos afectados por la
recombinacidn inducida por Cre (Tuckermann et al., 2007). En el SNC las c€lulas gliales de
tipo microglia presentan un origen y naturaleza comin a los macrofagos; por tanto, los ratones
GRL}'SMCR’:

presentan GR invalidade también en este tipo celular, constituyendo una

herramienta de gran valor para ¢l estudic de las funciones de GR en la microglia (Fig. 5B).

13. LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

PAPEL DE LOS GCs.

1.3.1 Inteeracidin Neuro-endocring-inmunoldgica

Existe una gran cantidad de trabajos que estudian y ponen en evidencia las

Interacclones entre los sistemas inmunelégico, endocrine ¥ SNC. Hace ya algin tiempo,
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GRhypﬂ -” i ﬁ ol I—l
GRnul s P o .
GRd:'m - — 2 ‘ l
GR 0x X & I - BT R - s ¢ K ‘l
B GRloxP/loxP LysMCre / DATcre
loxP loxP x Cre
GRLysMCre GRPATCre

. ix 4 Neuronas
Microglia  Monocitos/ * dopaminérgicas
macroéfagos

Figura §. Diferentes alelos de GR y wmodeles murinos wmodificados genéticamente por
mutagénesis condicional. (A) Diferentes alelos de GR creados por insercidn del casete de neomicina

b null dirn
(GR e }, deleccion del exdn 3 (GR ), iniroduceidn de una mutacidn puniual en el exdn 4 (GR ) o

losF
por 1a introduecion mediante recombinacion homdloga de sitios loxP flanqueando e exén 3 (GR ).
loxPilox P

(B} El cruce de ratones GR con ratones LysMCre o DATere genera respeciivamente ratones
LyshCre A : : A . DATC 2
fcon GR invalidado en monocitosfmacrdfagos ¥ por tanto microglia) o ratones GR

fcon GR invalidado en neuronas DrA). Ambos tipos son ejemplos de modificacion genética por
mutagénesis condicional, mediante €] uso del sisterna Cre/LoxP.
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se pensaba que el sistema inmune era autdnome y que se regulaba intermamente mediante
cltocinas producidas por las propias células iInmunes. 5in embargo, en la actualidad, existen
mas evidenclas que demuestran que estos tres sistemas pueden comunicarse directamente,
resultando esta comunicacion esenclal para €l mantenimiento de la homeostasis del individuo.
Incluso hay autores que los consideran como un Gnico sistema. Seghn Blalock “el sistema
nervioso ¥ el sistema iInmune hablan un lenguaje bioquimico comin ¥ s€ comunican mediante
un circuite bidireccional que involucra ligandos compartidos como neurotrasmisores,
hormonas y citocinas™ (Blalock, 2005). De hecho, el concepto de comumeacion bidireceional
entre ¢l sistema inmune y €l endocrino se establecid firmemente con los trabajos de este autor
y sus colaboradores a principio de los anos ochenta {Blalock, 1984, Los primeros estudios
mostraban puntos comunes en las vias de accién de iInmunoreguladores {como el interferén) y
hormonas {comeo noradrenalina) (Blalock, 1985; Weigent y Blalock, 1987). A mediados de
los anos ochenta se llega a la 1dea de que las citocinas con funcidén iInmunoreguladora también
son un nexo de union entre el sistema Inmune y el neuroendocrino (Besedovsky et al., 1986,

Woloski et al.,, 1985).

El sistema mmune mnato constituye la primera bamrera de defensa contra los
patégenos, al reconocer moléculas especificas de €stos: los PAMPs {pathogen-associated
molecular patterns). Igualmente, los componentes tanto celulares como moleculares de este
sistema pueden actlvarse come consecuencia de dafnos en el SNC, asi como por enfermedades
neurodegenerativas { Nguyen et al., 2002; Stemberg, 2006). En el contexto de 1a presente tesis,
este hecho resulta de gran importancia, ya que constituye una via de respuesta comin ante los
dos modelos de inflamacion {tratamientc con la endotoxina LPS) y neurcdegeneraciom
{parkinsonismo inducide por MPTP) utilizados. El sistema inmune innato libera productos
inflamatorios ¥ citocinas que activan rapidamente respuestas del SNC; éstas a su vez

amplifican la respuesta inmune ¢ Inducen respuestas neurcendocrinas sistémicas y locales
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para conseguir restaurar la homeostasis. Si las respuestas del SNC son inapropiadas o
prolongadas, se pueden desencadenar procesos de inflamacidn incontrolada, con exceso en la
respuesta inflamatoria, que pueden conducir a danos tisulares y/o exacerbacidn de la muerte

neuronal en los procesos neurodegenerativos {Marques-Deak et al., 2005) {Fig. 6).

En cuanto al sistema nervioso, €l sistema nervioso periférico constituiria la primera
Iinea de defensa en los sitios puntuales de la inflamacitn, al liberar neuropéptidos que
normalmente aumentan la respuesta Inmune. Generalmente, el sistema nervioso simpatico
{principalmente adrenérgico) y el parasimpatico {exclusivamente colinérgico) inhiben la
Inflamacidn a nivel local, mediante la inervacion de los Srganos inmunes. A su vez, el control
neurcendocrine de la inflamacién se produce a nivel sistémico principalmente por acciones
antiinflamatorias de los GCs liberados por la activacion del eje HPA, pero también a través de
las hormonas sexuales liberadas por los testiculos vy ovarlos (por activacion del eje
hipotidlamo-pituitaria-gonadal) y a través de 1a hormonas tiroideas, liberadas por las glandulas
tiroideas {por activacion del eje hipotalame-pituitaria-tiroides) (Stemberg, 2006). En cuanto a
las células del sistema inmune, existen numerosos trabajos que muestran la expresion de
receptores ¥ moléculas que les permiten responder a los factores neurales {receptores de
neurctransmisores, neuropéptidos ¥ neurchormonas), y algunas c€lulas, como los linfocitos,
capaces de producir hormonas come insulina, factor de crecimiente y un compuesto similar a
la prolactina, entre otras {Montgomery et al., 1950, Stemberg, 2006; Tumbull y Rivier, 1999).
En esta comunicacion del sistema inmune con el sistema endocrine y el SNC también
Intervienen las citocinas que median diferentes senales en el cerebro y que Influyen en la
actividad secretora del ej¢ HPA. Las demostraciones directas de que estas moléculas estan
Involucradas en las respuestas fisiolégicas o fisiopatoldgicas del eje HPA se focalizan en las

citocinas IL-1, IL-6 y TNFx {Tumbull y Rivier, 1999, Webster et al., 2002).
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Figura . Esquema de conexiones entre Sistema Nervioso, Sistema Endocrine v Sistema Immune,
La activacidn del eje HPA por diferentes estresores (infeccidn, lesidn enddgena, efc) produce
liberacion de GCs, tuya accidn es esencial para la regulacidn de la respuesia inflamatoria. Tanto ]
sisterna nervioso como €] endocrino regulan la respuesia inflamatoria mediante distintos mecanismos.
El sisierma nervioso lo hace a través de la aciivacion de los sisiemas parasimpdiico ¥ simpdiico
(neuroirasmisores como la acefileoling o noradrenalina inhiben la respuesta inrmune). El sisterna
endocrino actda principalmente a través de los GCs, de i3] forma, que disfunciones en €] ¢ HPA
presentes en enfermedades autoinmunes, asi como niveles cronicos v altos de GCs incrementan la
susceptibilidad a padecer infecciones. (Extraido de Siernberg et al., 2006).
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Como veremos en apartados posteriores, la funcién de los GCs en este conjunto de
interacciones entre los tres sistemas ante una reaceidn inflamatoria es prevemr la llegada de
las células inmunes desde los érganos inmunes hasta los lugares de inflamacién, reducir la
activacion de las células involucradas en la respuesta immune innata y disminmr la
produccién de citocinas, contribuvendo, en definitiva, a la inhibicién de la respuesta

inflamatoria.

1.3.2 Efectos antiinlamatorios de los GCs

1.3.2.1 Efectos a mivel molecular

Los GCs pueden gjercer sus efectos antiinflamatorios tanto a nivel transcripcional
como post-transcripcional, mayormente mediante transrepresion, pero también mediante
activacion transcripcional o transactivacion (Clark, 2007). GR puede modular gran cantidad
de proteinas vy vias de senalizacion involucradas en los procesos inflamatorios, por lo que a
continuacion nos centraremos en las mas importantes y en aquellas que pueden tener mas

relevancia en el contexto de este trabajo de tesis.

A mivel molecular, los procesos Inflamatorios pueden desencadenarse por senales
proinflamatorias come factores virales o bactericidas [como el lipopelisacarido (LPS)], o
citocinas como IL-1p o TNFa« producidas por las propias células en respuesta a danos
celulares o cambios en el medio que les rodea. Las distintas senales proinflamatorias van a
culminar en la activacién de rutas comunes que desencadenaran las respuestas inflamatorias.
LIna de estas vias comunes concieme a la activacion de factores de transcripcién, como AP-1
y NF-«B e IRF3 que promueven la transcripcion de citocinas proinflamatorias, quimiocinas y

moléculas de adhesion (Beck et al., 2009) {Fig. 7).
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Figura 7. Respuesta inflamatoria a nivel molecular. Factores virales o bactericidas como €] LPS,
citocinas como TNF e IL-1pB, asi como ARNs de doble hélice, pueden iniciar distintas mitas de
inflarnacion por unidn ¥ activacidn de sus receptores especificos. Algunas de las rufas gue se activan
en 1a inflamacidn son Ja mia de la MAPK Kinasas v las rufas dependientes ¢ independienies de Ia
proteina MyD83 iniciadas por activacién de TLR4. Todas ellazs culminan con la activacidn y
regulacion de Tactores de transcripeion como NE-«B, AP-1 € IRF3 que modulan 1a expresion de genes
diana implicados en la inflarmacidn. (Exiraido de Beck et al., 2009
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Los GCs, por activacion de GR, son capaces de mhibir la accion de estos factores de
transcripcion. En concreto, la represion de NF-«B por GR puede producirse de forma
indirecta, por iInduccion de la expresion de [«Ba (proteina que se une alas subunidades p63 ¥
P30 de NF-«B, reteniéndolo en el citoplasma en forma inactivay o de forma directa por
inhibicién de p6d (Auphan et al, 1995, De Bosscher et al, 1997). La accion de NF-«B
comprende, entre otras cosas, el control de la quimiotaxis y la activacion de los leucocitos, el
control del metabolismo celular, el procesamiento de antigenos y la regulacion negativa de la
via de senalizacién de TNF, tode ello por la activacion de la transcripcion de citocinas como
IL-6, la guimiocina IL-8, moléculas de adhesion comeo E-selectina, gquimiocinas como
RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted) y enzimas
comeo INOS y COX-2. Por lo tanto, las consecuencias de la represion de NF-«B por GR seran
la inhibicién de estos procesos. Igualmente, 1a represion de AP-1 implica la afectacion de sus

funciones en la regulacion de la proliferacion celular, diferenciacion celular y apoptosis { Beck

et al., 2009).

Entre las vias de senalizacidn celular importantes para el control de la expresion de
genes proinflamatorios encontramos las cascadas de MAPKSs, que constan de un mddulo de
kinasas formado por al menos tres elementos diferentes: MAPRKKE, MAPKK y MAPK {estas
altimas comprenden a ERK, INK o SAPK y p38 MAPK) {Jeffrey et al., 2007). Estas vias de
senalizacion de kinasas son reguladas bien positiva bien negativamente por GR a distintos

niveles { Beck et al., 2009).

Como menclonamos anteriormente, la actividad de GR puede ser modificada al ser
fosforilade por MAPKs, pero al mismo tiempo GR puede Inactivarlas directa o
Indirectamente. Asi, numerosos estudios muestran que los GCs a través de GR inhiben la

fosforilacion {y por tanto activacion) de JINK, ERK y p38 MAPK, de una forma dependiente
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del tipo celular {Beck et al., 2009), contribuyendo al bloguec de la actividad proinflamatoria.
Por ejemplo, GR puede interaccionar directamente con JNK modificando su actividad; al
mismo tiempo, €sta interaccion puede disminuir indirectamente la actividad de APl {Caelles
et al., 1997}, Los GCs inhiben la asociacion de Raf-1 {una MAPKKK) con Ras {una GTPasa
activadora de vias MAPKs), lo que conduce a una menor activacion de ERK (Cissel y
Beaven, 2000). En cuanto a p38 MAPK, en muchas lineas celulares se ha visto afectada su
activacion por inhibicién de su fosforilazion mediada por GR {Bhattacharandya et al., 2007);

sin embargo, tratamientos prolongados con GCs pueden producir aumento de su fosforilacion

{Miller et al., 2003).

La desfosforilacion de JNK, ERK y p38 MAPK inducida por GCs, puede ocurmir
también de forma indirecta por la activacion de la fosfatasa DUSP! {0 MKPI!, MAPK
fosfatasa 1) {Abraham et al., 2006; Kassel et al., 2001). Esta fosfatasa se expresa en respuesta
a GCs en un amplio range de tipos celulares: mastocitos, monocitos, macrofagos, microglia,

linfocitos T, fibroblastos de distintos tejidos, celulas endoteliares, ostecblastos, adipocitos y

otros (Clark, 20{07).

Los GCs también puede inhibir la inflamacion al estimular la sintesis de anexina-|
{también denominada lipocortinal), miembro de una familia de proteinas que se unen a la
membrana fosfolipidica y son dependientes de calcio {Gerke et al., 2005). Esta proteina inhibe
la liberacion de prostaglandinas proinflamatorias y afecta la extravasacion de leucocitos en las
zonas de inflamacion (Lim y Pervaiz, 2007). Aunque diferentes estudios mostraron que la
utilizac1on de anticuerpos neutralizantes de la anexina-1 inhibia los efectos antinflamatorios
de los GCs {Duncan et al., 1893), trabajos mas recientes han mostrado que los efectos de GCs
sobre la anexina-1 dependen del tipo celular y se le puede considerar como mediador de

clertas acclones antinflamatorias de los GCs; al misme tiempo, parecen contribuir al
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desarrolle de ciertos efectos secundarios como la supresion del eje HPA y la consecuente

insuficiencia adrenal {Buckingham et al., 2006).

GILZ {glucocorticoid inducible leucine zipper) €s otra proteina cuya transcripelidn es
activada por GR en distintos tipos celulares implicados en la respuesta inmune ¥ en el
cerebro. GILZ puede interaccionar directamente con NF-aB y APl afectando su funcidn

transcripcional; también pueden unirse a Raf-1 impidiendo su fosforilacién y inhibiendo, por

tanto, ala via MAPKs que culmina en la activacion de ERKs (Beck et al., 2009; Clark, 2007).

Ademas, los GCs median la activacion de otras proteinas implicadas en la lucha contra
la inflamacion, como som: SLPI {de secretory leukocyte protease inhibitor), la citocina
antinflamatoria IL-10, el receptor tipo Il de IL-1 {decoy receptor), Dexrasl {dexamethasone-
induced Rasl), SLAP {de Src-like adaptor protein), pll {calpactin binding protein},
receptores p2-adrenérgicos, SOCS] (de E3-ubiquitin ligase suppressor of cytokine signaling )
y tristetraprolin {TTP) {Beck et al., 2009). Al mismo tiempo, median la inhibicion de la
expresion de citocinas (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11, IL-12, IL-13, TNFa, GM-
C5F), gquimiccinas (IL-& RANTES, MIP-1a, MCP-1/CCL-2, MCP-3, MCP-4, eotaxina),
enzimas (fosfolipasa A; citoplasmatica (PLA;), INO5, COX-2), receptores y proteinas
fendotelina-1, receptores NK; y NK3) y moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM, E-
selectina), todas ellas involucradas en los procesos inflamatorios {Bames, 1558, 2006).
Normalmente esta inhibicion es indirecta mediada por factores de transcripcion u otras vias

implicadas en los procesos de inflamacién vistos anteriormente (Fig. 84).

1.3.22 Efectos a nivel celular

Parte de las acciones antiinflamatorias de los GCs provienen de su habilidad para

Inducir apoptosis en clertas c€lulas inflamatorias como mastocitos, eosindfilos, macréfagos,
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células dendriticas y linfocitos T {Smoak y Cidlowski, 2008, Stemberg, 2006), o disminuir la
apoptosis de otros tipos celulares como los neutrofilos {Bames, 1998) y otras células
residentes de origen epitelial (Smoak y Cidlowskl, 2008). Estos efectos especificos segin ¢l
tipo celular parecen ser consecuencia de una regulacidn génica diferencial {incluyendo los
mecanismos de transactivacidn y transrepresion comentados anteriormente), aungue los
mecanismos diferenciadores no se conocen aln con total exactitud. Ademas de las
Interacciones con los factores de transcripcion NF-xB v AP, los GCs deben inducir la
apoptosis por la regulacion gque ejercen sobre la transcripcion de varlos miembros de la
familia Bcl-2, que pueden ser pro o anti-apoptdticos (Du et al., 2009). Del mismo modo, el
descubrimiento de distintas isoformas de GRo, que pueden regular genes concretos y se

distribuyen especificamente en diferentes tejidos, ayuda a explicar los efectos diferenciales de

los GCs segin ¢l tipo celular {(Beck et al., 2005) (Fig. 8B).

Los GCs ademas de inducir apoptosis también promueven la fagocitosis de los
desechos apoptdticos {que podrian inducir una reaccién inflamatoria), mediante €l aumento de
la capacidad fagocitica de los macrofagos {Giles et al., 2001). Ademas, los GCs inhiben el
trafico y movimiento de las células inmunes al reducir la expresién de moléculas de adhesion
{ver arriba) y quimioatrayentes. En esta linea, los GCs afectan la produccion y secrecion de
las quimiocinas MCP-1/CCL2 y IL-8 por parte de los eosinéfilos, y disminuyen la expresion
de IL-5 por parte de los mastocitos; todo ello dificulta 1a actividad de los eosindfilos. También
regulan negativamente la expresion de MCP-2 y MCP-3 por los linfocitos T, afectando la
quimiotaxis de monocitos, células dendriticas y natural killer {Pype et al., 1999, Smoak ¥y

Cidlowski, 2008).
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Tabla 1. Efectos de los GCs en la transcripeion génica
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Figura 8. Efectos de los GCs sobre la transcripeitn génica de moléculas v funcién de eélulas
implicadas en procesos inflamatories. Los GCs inhiben la produccidn de ciertas citocinas,
gquimiocinas ¥ moléculas de adhesion, lo gue provoca efectos en los procesos de Tagocitosis,
guimioiaxis ¥ diferenciacion celular. Ademds promueven la apopiosis de linfocitos T, macrdfagos ¥
células dendrfticas. (A) Tabla resurmen de los genes sobre los gque GCs rmodifica su transcripeidn por
transactivacion o transrepresion (modificado de Barnes et al., 2006). (B) Esquerna de los efectos de los
GCs sobre las células inmunes (extraido de Sternberg et al., 2006).
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La respuesta inmune adaptativa {dependiente de linfocitos T y B) va a ser modulada
por los GCs, ya que afectan a la diferenciacion de los linfocitos T helper a Tyl {implicados en
la respuesta inmune celular), principalmente al inhibir la produccion de IL- 12 por las células
dendriticas ¥y macrofagos; en cambio, promueven la diferenciacion a Ty2 {encargados de la
produccion de citocinas y regulacién de la respuesta humoral) al promover la diferenciacion
de las c€lulas B en células secretoras de anticuerpos (Agarwal y Marshall, 2001; Franchimont,
2004). Las personas que padecen niveles de estrés cronico (y por lo tanto producen elevados y
mantenidos niveles de GCs) pueden tener problemas en la respuesta iInmune celular, lo que
podria explicar su mayor susceptibilidad a padecer resfriados comunes ¢ infecclones por

herpes virus simplex {5ainz et al., 2001).

1.3.3 Modelos de inflamacidn en el SNC: administracion de LPS. La via de TLR4

El uso de lipopolisacarido (LPS) constituye una herramienta clave para establecer
modelos de inflamacion en el SNC. El LP5S es el constituyente principal de la capa externa de
la membrana externa de las bacterias Gram negativas y se puede obtener mediante su lisis. La
administracién de esta endotoxina purificada simula la respuesta inflamatoria ante una
infeccion por bacterias Gram-negativas, sin necesidad de infectar al huésped activamente; por
esta razdn su uso en investigacion esta muy extendido {Dauphinee y Karsan, 2006; Tumbull y
Rivier, 1999). De hecho, constituye el ejemplo mejor caracterizado de respuesta inflamatoria
mediada por macréfagos y oflulas dendriticas, asi como por la microglia especificamente en

el SNC {Nadeau y Rivest, 2002 ).

El LPS wva a ser reconocido por los receptores Toll Like Receptors 4 {TLR4)},
conduciendo a la activacidn de su via molecular ¥ el subsecuente desencadenamiento de una
respuesta inflamateoria {Fig. 9). Este proceso requiere de otras moléculas: el LPS se va a unir

inicialmente a un proteina de unién LBP (LP5-binding protein) que se encuentra en ¢l suero,
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y €l complejo LPS-LBP sera reconocide por CD 14, una molécula de glicosilfosfatidilinositol
anclada a la membrana de monocitos/macrofagos v neutrofilos preferentemente. Cuando CD-
14 esta unido a LPS-LBP se induce su interaccion con TLR4 {Jiang et al., 2000). Para que la
respuesta a LP5S sea eficiente, TLR4 requiere una proteina accesoria, MD-2, que se une a su
dominio extracelular {Shimazu et al., 1999). Ademas de LPS, TLR4 puede reconocer otro tipo
de moléculas del propic huésped, como ciertas HS5P (Ohashi et al,, 2000). Por otra parte,
aunque TLR4 es la principal via de reconocimiento de LPS, algunos estudios muestran que
podria ser reconocide por otre tipo de moléculas, como HSP70, HSP2D, el receptor de
guimiocinas 4 (CXCR4) y el factor de crecimiento/diferenciacion 3 {GDF3) (Triantafilou et

al., 2001).

Los TLR estan formados por un dominio extracelular rico en repeticiones de leucina
y un domino citoplasmatico similar a la porcion citoplasmatica del receptor de IL-1 {IL-1R}
que s¢ denomina Toll/IL-1R receptor o dominio TIR. Debido al descubrimiento de esta
similitud, se penso que la via mediada por los TLR debia estar involucrada en la regulacion de
las respuestas inmunes, ya que debian ser rutas similares a las desencadenadas por IL-1

{Nguyen et al., 2002; Takeda et al., 2003}.

Las vias de senalizacion intracelular dependientes de TLR4 se pueden clasificar en 2

tipos:

- Via dependiente de MyD8¥ (myeloid differentiation primary response gene). El
dominic TIR de TLR4 interacciona con ¢l dominic TIR de MyDE8. Esta proteina
adaptadora contiene un dominic de muerte celular que se asocia con la serin-kinasa
IRAK, que a su vez activa otra proteina adaptadora: TRAFG {receptor de factor de
necrosis tumoral asoclado al factor 6). La proteina TAK] es consecutivamente

activada por su asoclacién con TRAF6. Una vez que TAK] esta activada, media la
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fosforilacion y activacidon del compleje IKK {kinasa I«B), que contiene dos
subunidades cataliticas {IKKa e IKKB) y una reguladora (IKKy). NF-«B se encuentra
normalmente secuestrado por unidn a [«B en el citoplasma. IKK activa, va a fosforilar
a [«B permitiendo la liberacién y translocacion al ndcleo de NF-«B (Nguyen et al.,
2002, Takeda et al., 2003) (Fig. 9).

(Otra molécula denominada ECSIT {evolutionarily conserved signaling intermediate in
Toll pathways) es capaz de interaccionar con TRAF6 activada y MEKKI, una
MAPKKK gque media la activacién de NF-«B y AP-1, via induccién de INK y ERK
{(Kopp et al., 1959). Otra rama de esta via se activa cuando la serin/treonin-kinasa
RIPZ se asocia con TRAFS para inducir la activacion de NF-xB, via induccion de la
IP3K {de mmositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase) y Akt {(McCarthy et al., 1998 {Fig. 5).
Via independiente de MyD8E. La proteina TIRAP/Mal {de TIR domain—containing
adaptor protein/MyD8X8-adaptor-like), se asocia con TLR4 por interaccion de sendos

dominios TIR. Esta via culmina con la activacion de IRF3. Los factores IRF inducen

de laexpresion de IL-12 e INOS (Takeda et al., 2003 (Fig. 9).

Algunos estudios muestran que la subunidad p65, que forma parte de la mayoria de los

tipos de NF-kB, funciona como coactivador de IRF3 en la via de TLR4 {Wietek et al., 2003) v

viceversa {Ogawa et al., 2003). El GR activado por GCs inhibe la expresion de los genes

inducidos por TLR4 al unirse competitivamente a pb3, constituyendo un mecanismo de

transrepresion (Ogawa et al., 2005).
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MAPKKK
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MEK1/2 MKK4/7  MKK3/6 g
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Figura 9. Via de sefializaciéon de TLR4. El LPS interacciona con TLR4 y con CDI4 tras
Interaccionar con su proteina de unién (LBP), e Inicia cascadas de senalizacidn intracelular
que pueden ser dependientes o Independientes de la molécula adaptadora MyD&8. Las
diferentes vias culminan con la activacion de los factores de transcripcion NF-#B, IRF-3 ¥
AP-1, Induciendo una respuesta inflamatoria. {Modificado de Dauphinee ¥ Karsan, 2006).
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Los TLR estan involucrados en la transicidn desde la respuesta inmune innata a la
adaptativa, ya que contribuyen a la maduracion de las células dendriticas al ponerlas en
contacto con componentes de organismos patdgenos, ¢ inducir la expresion de moléculas
como CDEO/CDE6 v citocinas prointlamatorias como [L-12. Las células dendriticas maduras
presentaran los antigenos mediante moléculas MHC de clase II a las c€lulas T en los drganos
linfoides. Ademas, las vias de sefalizacion de TLR son criticas en la determinacion del

balance Ty l/Ty2 (Akira et al., 2001).

TLR4 se expresa en c€lulas del sistema inmune Innato, principalmente en
monocitos/macrdfagos, mastocitos y  células dendriticas mieloides (sobretodo en las
inmaduras y en menor medida en las maduras) {Visintin et al., 2001). Ademas, TLR4 se
eXpresa en otros tipos celulares que contribuyen a la respuesta inflamatoria, como las células
epiteliales del rmon, pulmon, comea, dermis € intestino. En estas Gltimas TLR4 se encuentra
expresado en bajas cantidades para evitar el desencadenamiento de fuertes respuestas
inflamatorias {Takeda et al., 2003}. En cuante a la regulacion de la expresion de TLR4 esta
influenciada por factores come las invasiones de microbios, la presencia de componentes de
estos, asi como citocinas. Algunas de las citocinas que modulan la expresion de TLR4 son
MIF {macrophage migration inhibitory factor) e IFNvy, gque aumentan su expresion en
moneocitos/macréfagos (Bosisio et al.,, 2002; Roger et al, 2001). Ademas, T1/5T2, un
miembro de la familia de IL-1R, presente en mastocitos, células Ty2 y fibroblastos,

contribuye a la expresion de TLR4 en estas células {Sweet et al., 2001).

1.3.4 La microglia como mediador de la respuesta inflamatoria en el SNC. Efectos  de

los GCs: control de la reaceion inflamatoria en el SNC

El principal tipo celular implicade en el desencadenamiento de la respuesta Inmune

innata en ¢l SNC es la microglia. Estas c€lulas, descritas por Rio-Hortega en 1915 {Rezale ¥

64



Revision Bibliogrifica

Male, 2002), provienen de la misma linea germinal que los monocitos/macrofagos (origen
mieloide), y en general cumplen la funcién de “macréfagos del SNC™. Concretamente, pueden
dividirse en diferentes subtipos dependiendo de su morfologia y localizacion {Lassmann et al.,
1893; Rinner et al.,, 1995). Asi, la microglia del parénquima se diferencia a partir de
monocitos que migran al SNC durante el desarrolle embrionario, manteniéndose en cantidad
mas o menos estable en 1os individuos adultos. 5in embargo, en las zonas afectadas por un
dano se observa un aumento del ndmero de microglia activada {Lehnardt et al., 2003). Esta
proviene bien de microglia del parenquima que migra hacia las zonas danadas, bien de
monocitos perivasculares que se diferencian a este primer tipo de microglia. Por otra parte,
estos monocitos o microglia perivascular, constituiria el segunde tipo de microglia que deriva
de los monocitos circulantes y que estid en proceso de renovacion continue {Hickey et al,
15892). Este dltimo tipo de microglia también se denomina macrdfagos leptomeningeales
{Lehnardt et al., 2003}, ya que son muy abundantes en las leptomeninges, plexos coroideos ¥
organos circunventriculares del cerebro, que constituyen las zonas mas vascularizadas del

cerebro.

La microglia contribuye a la respuesta inmune en parte por su propiedad de expresion
de CD14 y TLR4 {(que esta reducida en €l resto de c€lulas gliales y en las neuronas) {Lehnardt
et al.,, 2003). De hecho, el LP5S resulta neurotoxico selamente en presencia de microglia, lo
que por otra parte indica que la microglia puede contribuir a iniciar danos neuronales {Block
et al., 2007). Las células microgliales de las regiones cerebrales mas vascularizadas estan
estratégicamente posicionadas para responder a los estimulos que activan la via de TLR4, lo

que conlleva la produccion de la citocinas TNFa, IL-1, IL-6 {entre otras) por activacién de

NF-«B. A su vez, TNFu es capaz de activar la transcripcion génica dependiente de NF-xB
tanto autocrina como  paracrinamente sobre otras  células  microgliales adyacentes,
favoreciendo asi la expansion de la respuesta inflamatorla por el parénguima cerebral
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{Nguyen et al., 2002). Esta respuesta inflamatoria puede desencadenarse por la administracion
de LPS, pero también por otros ligandos tanto exdgenos como enddgenos que constituyan una
amenaza o dano al SNC (Lehnardt et al., 2003). Por ejemplo, algunos trabajos muestran que la
administracion de IL-| tiene un efecto similar al producide por la administracion de bajas
concentraciones de LPS, en cuanto a la produccidn de ciclooxigenasas COX {especialmente
COX-2) y la subsecuente produccion y liberacion de prostaglandinas por parte de la microglia
perivascular activada {Schiltz y Sawchenko, 2002). Las prostaglandinas actdan sobre las
neuronas catecolaminérgicas del tronco del encéfalo que proyectan a las neuronas productoras
de CRF en el hipotilamo, induciendo la activacion del eje HPA y la consecuente regulacién
de la respuesta inmune por los GCs {Schiltz ¥ Sawchenko, 2007). El use de antiinflamatorios
no esteroldeos (NSAIDs) inhibe las COX evitando la produccion de prostaglandinas y la

activacion de HPA {Serrats et al., 2010).

En este punto s importante destacar la importancia de los GCs, ya que debido a sus
propledades antiinflamatorias, descritas anteriormente, juegan un papel muy importante en ¢l
SNC al controlar la traduccidn de senales proinflamatorias y la transcripcidn de genes en las
celulas de naturaleza mieloide, y por tanto, también en 1a microglia. Interesantes estudios del
grupo de Rivest y colaboradores muestran que un pretratamiento sistémico con LPS atenda la
respuesta immune innata cerebral causada por una inyeccion Intraestriatal de LPS, debido al
incremento de los niveles plasmaticos de GCs {Nadeau y Rivest, 2002). Ademids, sus
resultados reafirman que la reaccion inflamatoria causada por la administracion de LPS
sisttmico {que en si mismo resulta un estimulo estresante que activaria el eje HPA) esta
controlada por la accion de los GCs end&genos, impidiendo un efecte neurctdxico, sin
embargo, al prevenir la accién de los GCs mediante un pretratamiento con el antagonista de
GR RU486 o mifepristona se produce un efecto toxico generalizado, debido a 1a presencia de

niveles inapropiados de citocinas {especlalmente TNFa y IL-1B) v de caspasas, asi como
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sobreproduccion de moléculas como €l 6xido nitrico (NO) {Nadeau y Rivest, 2003). Estudios
gue utilizan una Inyeccion de LPS en la Sustancia Negra (5N} para inducir la muerte de
neuronas DA, muestran que la produccion de citocinas inducida por LPS causa una induccidn
de la produccion de la enzima NO sintasa inducida (INGS) en la microglia que conduce al
daho neuronal; €ste puede prevenirse mediante el tratamiento con inhibidores de INOS y DEX
{Arimote v Bing, 2003; Castano et al.,, 2002). Igualmente, Nurr-1 {un receptor nuclear
huérfano) protege contra la muerte neuronal DA inducida por LPS mediante la inhibicidn de

la preduccion de iINOS por 1a microglia (Saijo et al., 2009).

Aunque la activacién de la microglia contribuye a la eliminacion de los patdgenos o la
atenuacion del danc que desencadena la respuesta inflamatoria, una activacion sostenida
puede conllevar efectos negativos que pueden estar asociados con procesos de neurotoxicidad
y neurodegeneracion {Gonzalez-Scarano y Baltuch, 1999, Zipp v Aktas, 2006). El balance
entre los efectos positivos y negativos de la microglia activada podria estar determinado por la
cantidad de células microgliales que haya en la zona afectada {Kim et al., 2000}, la region
cerebral de la que se trate, la susceptibilidad de las diferentes poblaciones neuronales {Nadeau
y Rivest, 2002} v las senales extracelulares que actien scbre este tipo celular {Lehnardt et al.,
2003). La microglia activa produce gran cantidad de productos implicados en la degeneracion
neuronal como distintas citocinas, quimilocinas, aclde araguiddnico y N(Oy;, entre ellos,
podemos destacar ¢l papel de TNFax e IL-1P como potentes inductores apoptdticos por
excelencla. La activacidn tanto de la microglia como de los astrocitos, indicativa de
Inflamacion, se produce en el SNC de pacientes con enfermedad de Alzheimer, EP,
enfermedad de Huntington, esclerosis miltiple y esclerosis lateral amiotrofica; cuyo suero y
liguido cefalorragquidec presenta niveles elevados de moléculas inflamatorias como IL-6, IL-

1B v TNFx {Mogi et al., | 994b; Mount et al., 2007; Nguyen et al., 2002; Reale et al., 2009).
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En los procesos neuroinflamatorios crdnicos destaca la presencia prolongada de
activacion microglial {Barcia et al., 2004; McGeer et al., | 998), que contribuye gradualmente
al incremento de la susceptibilidad de las neuronas a la muerte. Asi, en el caso de
enfermedades neurodegenerativas de naturaleza no necesariamente inflamatoria, los procesos
inflamatorios pueden tener un efecto negative en la evolucidn de la enfermedad (Zipp ¥
Alktas, 2006). En esta linea, va que gran cantidad de las enfermedades neurodegenerativas
cursan €on procesos inflamatorios cronicos, €l uso de drogas antiinflamatorias, como los GCs,
los NSAIDs y anticuerpos neutralizantes representarian una posible via terapéutica que se esta
desarrollando en ¢l campo de la investigacién basica y clinica {Allan y Rothwell, 2001). En

apartados posteriores trataremos esta cuestion en el contexto de 1a EP.

1.3.5 La infiltracién celular en los procesos inflamatorios. Papel de MCP-1/CCL2

En el marco de los modelos de enfermedades neurodegenerativas y la inflamacitn
aguda causada por inyeccliones Intracerebrales de LP5, ademas de la activaclion microglial,
une de los principales fendmenos de la respuesta inflamatoria que se produce es la infiltracion
de leucocitos {entre ellos los linfocitos). Durante este proceso, las células del endotelio
sintetizan moléculas de adhesién, como las selectinas que se unen a cligosacaridos presentes
en la membrana de los leucocitos. Tras este primer contacto, los leucocitos atraviesan el
epitelic mediante un mecanismo de rodamiento; en este proceso también intervienen las
Integrinas {come LFA-1, V0LA-4, ICAM-1) expresadas por leucocitos y que permiten su
union tante a células {por eemple epiteliares), como a componentes de la matriz extracelular
gracias a su interaccion de alta afinidad con sus ligandos pertenecientes a la superfamilia de
las iInmunoglobulinas. Las integrinas son inducidas por quimiocinas secretadas por las c€lulas
endoteliales que se unen a receptores en los leucocitos. Son ellas las que promueven una

adhesion firme de los leucocitos al epitelio ¥ la formacidn pseudopodos que les permiten
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atravesar el epitelio vascular {diapédesis). Una vez en ¢l intersticio del tejido, los leucocitos

migran hacla la zona danada o infectada en principio gracias a los gradientes quimiotacticos

{del Pozo et al., 1995, Engelhardt, 2008b; Springer, 1954).

En el SNC existe una restriccion de trafice de leucocitos periféricos, constituyendo
unc de los mecanismos que confieren al SNC su caracteristica de érgano privilegiado desde el
punte de vista iInmunolagico (Galea et al., 2007). El procese de migracion e infiltracion al
paréngquima cercbral se inicia tras la activacidn microglial y astroglial, y subsecuente
liberacién de citocinas ¥ quimiocinas que difunden hasta el torrente sanguineo. En general, ¢l
proceso es similar al de extravasacidn leucocitaria en otros organos, presentando las fases de
guimioatraccion, adhesion, rodamiento y diapedesis (Rezai-Zadeh et al., 2009). 5in embargo,
en el SNC existe una regulacién fina a nivel de la barrera hematoencefilica {BBB)
{Engelhardt, 2008a), 1o cual implica que se produzcan dos eventos especificos para que los
leucocitos infiltrados alcancen el parénguima cerebral: una transmigracion a traves de la pared
vascular hacia el espacio perivascular y seguldamente una progresion a través de la rted

limitante que representan los podocitos de los astrocitos {Owens et al., 2008).

El fendmenc de infiltracion linfocitoria se detecta en muchas de las enfermedades
neurcdegenerativas que afectan al SNC, como en la esclerosis maltiple, tumores cercbrales,
patologias producidas por infecciones de bacterlas o virus (disfuncidon neurocognitiva
asoclada al virus de la inmuneodeficiencia humana (HIV ), encefalitis causada por €l virus del
Nilo occidental}, esclerosis lateral amiotrofica y EP {Brochard et al., 200%9; Rezai-Zadeh et al,,
20093, El efecto de la infiltracidn puede ser beneficioso o deletéreo dependiendo, entre otras
cosas, del estadio patoldgico en el que se encuentre el tejido danado (Rezai-Zadeh et al.,
2009). Por tanto, el control de la extravasacion de leucocitos puede tener importantes

implicaciones terapedticas.
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Como hemos visto anteriormente, los GCs a traveés de GR regulan la expresion de
MCP-1/CCL2 mediante la modulacion de la estabilidad de su ARNm. CCLZ, junto a
RANTES, es una de las quimiocinas mas importantes ¥ mas estudiadas, y parece que puede
ejercer importantes efectos en la infiltracion de linfocitos en el cerebro. CCLZ pertenece a la
gran familia de quimiocinas {de CHEMOhtactic cytoKINES) formada por péptidos
estructuralmente similares a las citocinas, cuya funcion principal es la regulacion del trafico
celular por quimiotaxis. Las quimiocinas se clasifican en cuatro subfamilias (CXC, CC, CX5C
y ) segim el nimero vy la localizacion de los residuos de cisteina en la porcidn N-terminal.
Segin su funcion, pueden dividirse en dos subfamilias: quimiocinas inflamatorias {controlan
el movimiento de leucocitos en procesos Inflamatorios y de dano tisular) y quimiocinas
homeostaticas {Iimplicadas en funciones normales para el comrecto funcionamiento del
organismo, como el movimiento de leucocitos durante la hematopoyesis). Todas ellas son
secretadas en respuesta a distintos tipos de senales, como citocinas proinflamatorias, estrés
oxidative o factores de crecimiento, ¥ actdan mediante la unidn y activacion de receptores

acoplados a proteinas G (Rollins, 1997).

CCLZ2 pertenece a la subfamilia de las gquimiocinas CC. 5Su produccion en la
periferia corre a cargo de células del endotelio, misculo liso, fibroblastos, células epiteliales,
celulas mesangiales y sobretodo monocitos/macrdfagos {Deshmane et al., 2009). En el SNC
existe clerta controversia sobre el tipo celular que la produce, pudiende encontrar trabajos que
identifican como productoras a neurcnas danadas (Yang et al., 201{0; Zhang y De Koninck,
2006), microglia (Meda et al., 1596; (Juan et al., 2011), pero sobretodo a astrocitos {Barna et
al., 1994; Glabinski et al., 1996, Van Der Voom et al., 1999). CCL2 actia a través de su
receptor CCR2, para el cual se han identificadeo 2 isoformas debido a un procesamiento con

splicing alternativo: CCR2A es la principal 1soforma expresada en células mononucleares y
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células del misculo liso, mientras que CCRZB se expresa predominantemente €n monocitos y

celulas natural killer activadas {Bartoli et al., 2001},

La funcién de CCLZ2 es dual: tanto proinflamatoria como antiinflamatoria. Sus
acciones proinflamatorias dependen de las células T y las c€lulas presentadoras de antigenos
{principalmente macréfagos y células dendriticas); mientras que las acciones antiinflamatorias
dependen de las células T reguladoras. La principal funcitn que se le atribuye a CCLZ es ¢l
reclutamiento de monocitos en los procesos inflamatorios (Ajuebor et al., 1958, Palframan et
al., 2001; Sozzani et al., 1993); aungue también parece estar involucrada en la atraccion de
células T de memoria y natural killer {Carr et al., 1994; Maghazachi et al., 1994). Ademis, la
expresion de CCL2 esta asociada con la polarizacion de células Tyl a T2 v la secrecion de

IL-4 por parte de las mismas {Karpus et al., 1997).

Por dltimo, CCL2 parece estar involucrado en la patogénesis de numercsas
enfermedades como la tubérculosis, endometriosis, nefropatia, asma alérgico, artritis
reumatoide, resistencia a la Insulina, isquemia producida por muerte neuronal esclerosis
miltiple y neovascularizacién de tumores {Deshmane et al., 2009). Ademas, formas mutadas
de CCLZ2 estan asociadas a una progresion mas rapida del SIDA y aumento del riesgo de
padecer demencia asoclada a HIV {Gonzalez et al., 2002). En este sentido, 1a atenuacidn de la
expresion y accion de CCL2, entre otras formas mediante el uso de anticuerpos neutralizantes
especificos, constituye una terapia potencial para el tratamiento de algunas enfermedades
como la esclerosis miltiple (Sorensen et al., 20043, artritis reumatoide, aterosclerosis,
resistencia a la insulina (Sartipy y Loskutoff, 2003), neuropatias periféricas como la
enfermedad de Charcot-Marie-Thoot {Groh et al., 2010; Kohl et al., 2009} y otros procesos
patologicos come el dolor neuropatico causado por dano en los nervios periféricos {Zhang et

al., 2007).
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14 INFLAMACION Y ENFERMEDAD DE PARKINSON

1.4.1 La enfermedad de Parkinson (EP)

En 1917, James Parkinson deseribié la “parilisis agitante™, trastorno
neurcdegenerative del movimiento que mas tarde adguiriria la apelacion de enfermedad de
Parkinson {EFP). Este trastomo que afecta aproximadamente a un 1% de la poblacion mayor de
65 anos (Lang ¥ Lozano, 1998) se caracteriza por la presencia de al menos dos de los cuatro
signos clinicos basicos: bradicinesia (lentitud en los movimientos) y acinesia {retrasc en ¢l
inicie de los movimientos voluntarios), temblor en reposo {que suele ser Intermitente,
progresivo, asimétrico y desaparece durante el sueno), rigidez ({caracterizada por una
resistencia aumentada y sostenida durante €l desplazamiento pasive de una articulacion) y
trastormos posturales {flexion de los miembros y el tronco que produce una disminucidn en el
control del equilibrio) {Linazasoro et al., 2009 Micheli, 2006). No menos importantes que los
sintomas motores, son los sintomas no-motores que pueden ser perceptibles antes que los
motores, constituyendo una potencial herramienta de diagndstico precoz. Se clasifican en tres
grupos autondmicos, psiquidtricos/cognitivos y sensoriales. Algunos de los mas frecuentes
son la ansiedad, sudorvacidn, bradifrenia, fatiga, acatisia, Inrritabilidad, alucinaciones,
disfuncidn olfatoria, sintomas gastrointestinales y urinarios, cambios en la presion arterial,

depresion y desviaciones sexuales {Bayulkem y Lopez, 2010, Witas et al., 2002).

El evento principal que subyace a la aparicion de los signos clinicos enla EPes la
pérdida de subpoblaciones especificas de neuronas DA en distintas regiones del mesensefalo.
Fue en 1960 cuando Ehringer ¥ Homyklewicz encontraron una disminucion de los niveles de
dopamina en las células pigmentadas con neuromelanina que forman la Sustancia Negra pars
compacta {SNpc) y provectan al estriade {Ehringer y Homnyklewicz, 1960). Esta pérdida

neurcnal conlleva una deficlencia en los niveles de dopamina que llegan al estriade y la
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consecuente afectacién de los circuitos de los ganglios basales. El grado de afectacion de cada
area mesencefalica depende de la vulnerabilidad de las subpoblaciones neuronales, siendo la
mas afectada la SNpc {entre el 70 y el 20%), seguida del Area Tegmental Ventral {ATV, un
3%}, 1a region periretrorubral (AR, entre el 30 v 50%) v la region periacueductal (PGA, un
3%} (Hirsch et al., 1988). Ademas, dentro de la SNpc de primates humanos ¥ no humanos se
pueden distinguir tres subregiones que también presentan distinta susceptibilidad a la
neurcdegeneracion en la EP: el area ventrolateral {comrespondiente al area o+B, a nivel de la
salida del tercer par craneal), el area dorsal (v) y el area lateral {lat);, entre ellas, el area
ventrolateral es la que presenta mayor grado de pérdida DA y activacion glial {Damier et al.,
1599b; Herrero et al, 19%3b; Olszewski y Baxter, 1954). También existe una pérdida
significativa de neuronas noradrenérgicas en ¢l locus coeruleus (o) {German et al., 1992b).
De hecho, el danc en la SNpc siempre esta acompanado de la afectacion de otras regiones,
incluyendo el nicleo motor dorsal de los nervios glosofaringeo y vago, porciones adyacentes
de la zona reticular intermedia, algunos nicleos de la formacidn reticular y del sistema del
rafe, el nicleo magnocelular de la zona basal del cerebro anterior, distintos subnicleos del
tadlamo y la amigdala € incluso neuronas fuera del SNC como las del bulbe olfatorio y el
sistema mesentérico. De esta forma, segin Braak y colaboradores 1a neurodegeneracion se va

expandiendo a distintas regiones cercbrales segin avanzan los distintos estadios de la

enfermedad {Braak et al., 2003},

En la actualidad, la eticlogia de 1a EP no ha sido determinada de forma definitiva. El
90% de los casos de parkinsonismo se corresponden con las formas denominadas esporadicas,
en las que no solamente es importante 1a predisposicion genética, sino también la contribucion
de factores ambientales como puede ser la exposicion a clertas toxinas, toxicos (como los
pesticidas rotenona y paraquat) vy otros desconocidos. S6lo el 10% de los casos de EP
corresponden a las formas familiares, para las cuales la enfermedad es transmitida
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genéticamente. Aunque durante mucho tiempo la EP era considerada como un prototipe de

enfermedad no-genética, en la dltima década han sido identificados al menos 16 locl ¥ 9 genes

asoclados a las formas mendelianas de EP (Lesage y Brice, 2009). El hallazgo de estas

mutaciones ha resultado de gran importancia, ya que resulta clave para la mejor compresion

de la patogénesis de la enfermedad a nivel molecular, tanto para las formas familiares como

para las esporadicas por extrapolacion.

4

Entre los loc identificados encontramos mutaciones para los sigulentes genes:

Mutaciones en ¢l gen de a-sinucleina (Polymeropoulos et al., 1597, Singleton et al.,

2003, Zarranz et al., 2004). La x-sinucleina es una proteina abundante en el cerebro de
mamiferos y se encuentran en gran cantidad en las terminaciones de los nervios
presinapticos, donde se asocia con membranas y estructuras vesiculares. Parece tener
una funcidn importante en la regulacién del tamano y reciclaje de estas vesiculas, con
particular relevancia en ¢l almacenamiento de la dopamina {Abeliovich et al., 2000;
Cteire y Lindquist, 2003). Los oligdmeros de esta proteina son los precursores de
unos agregados, que precipitan formando estructuras filamentosas que constituyen ¢l
principal componente de los cuerpos de Lewy {LBs) v neuritas distroficas {neuritas de
Lewy), que son inclusiones Intracitoplasmaticas presentes en las neuronas que
sobreviven en los enfermos de EP {Fomo, 19%6). Por tanto, c-sinucleina contribuye a
la patogénesis de la EP, aunque los mecanismos por los que ejerce sus efectos
neurctdx1cos no estan totalmente clarificados.

Mutaciones en el gen de Parkina {(Kitada et al., 1558; Mata ¢t al., 2004). La parkina es
una proteina que puede funcionar como una E3 protein-ubiquitin ligasa, por tanto
implicada en los procesos de ubiquitinacidn proteica. Algunas de las mutaciones en

esta proteina provocan que sus sustratos no sean degradados y por tanto se acumulan
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{Moore et al., 2003). Algunos trabajos describen para la parkina un papel regulador de
la funcion mitocondrial en condiciones no patologicas (Palacino et al., 2004).
Mutaciones en ¢l gen de PINK1 {de phosphatase y tesin homolog induced putative
kinase 1) {Valente et al., 2004). Esta proteina parece tener funcion de protein-kinasa
mitocondrial; por lo gque sus mutaciones estan relacionadas con disfuncionalidad
mitocondrial, una de las causas propuestas mas aceptadas en la patogénesis de las
formas esporadicas de 1a EP.

Mutaciones en la proteina DJ-1 (Bonifatl et al., 2003). DJ-1 funciona como una
proteina anti-oxldante o un sensor de estrés oxidativo. Parece que forma parte del
sistema ublgquitin-proteosoma y conflere proteccidon al funcionar como una chaperona
o proteasa que contribuye a la degradacion de agregados proteicos.

Mutaciones en UCH-L1 {de ubiquitin carboxyl-terminal esterasa L1) {Leroy et al.,
1898). Esta proteina tiene funciones ubiquitin-ligasa e hidroxilasa. Las formas
mutadas contribuyen a un sistema ubiquitin-proteosoma deficitario.

Mutaciones en LRRK2 {de leucine-rich repeat kinase 2} (Paisan-Ruiz et al., 2004).
Esta proteina también llamada dardarina presenta entre otros un dominic similar a
Ras/GTPasa y un dominio kinasa {similar a las MAPKKK). 5e desconoce su funcion
fisioloégica exacta, aunque parece estar Involucrada en la  liberacion de
neurctrasmisores, extension de las neuritas v dinamica de vesiculas sinapticas en los
botones presinapticos {Piccoll et al., 2011). Ademas, la funcidn patoldgica de las
formas mutadas pedria involucrar a vias comunes con otras proteinas asocladas con
EP, comeo son la wo-sinucleina o la proteina tau {Cockson, 2010). Ademas,
recientemente se ha relacionado con procesos inflamatorios, ya que parece modular la
respuesta de citocinas come IFNy, lo cual podria estar unide a las alteraciones

inflamatorias propias de la enfermedad (Gardet et al., 2010).
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- Varlaclones genéticas en la region HLA del HLA-DR (antigenc humano de leucocitos
grupe DRY (Hamza et al, 2010). Recientes estudios de asociacion del genoma
completo {GWAS, genome-wide association study) han asociado variaciones en €l gen
de este receptor de membrana perteneciente a los MHC {complejo mayor de
histocompatibilidad) de clase II a las formas esporadicas de la EP, lo cual apova

nuevamente el papel del sistema inmune en la patogénesis de esta enfermedad.

Ademas del estudio de estas mutaciones, numerosas evidencias experimentales
describen la disfuncion mitocondrial, el estrés oxidative y el mal funcionamiento del sistema
ubiguitin-proteosoma como las principales vias moleculares responsables de 1a patogénesis de

la EP tanto en sus formas familiares como esporadicas { Daver y Przedborski, 2003, Moore at

al., 2005) (Fig. 10V.

En cuanto al tratamiento de la EF, en la actualidad existen terapias predominantemente
paliativas, pero no curativas. Aunque la L-DOPA sigue siendo el tratamiento por excelencia
para la EP, los investigadores luchan por encontrar tratamientos altermativos o
complementarios. Algunas técnicas como la estimulacidn cerebral profunda (DBS), 1a terapia
génica y la terapla de remplazamiento celular constituyen formas de tratamiento en usc o en
continuo desarrollo {(Smith, 2010}, Otra via de tratamiento cada vez mas estudiada es el uso de
agentes antiinflamatorios, puesto gque cada dia hay mas evidencias de que los procesos
neurcinflamatorios contribuyen de forma importante a la pérdida neuronal DA, Este es uno de
los principales objetivos de estudio de esta tesis, por lo tanto desarrollaremos este punto de

forma mas amplia en secciones posteriores.
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Figura 10. Patogénesis de la EP. Mutaciones en los genes que codifican para c-sinucleina, parkina,
UCH-LI1, PINKI, DJ-1 v LRRKZ se asocian a formas familiares de 1a EP. El esindio de las vias
patogénicas en los casos Tarmniliares nos da pistas para comprender la patogénesis de las formas
esporidicas. Estas vias patogénicas confluyen en deficits mitocondriales y Tallos en los procesos de
vbiguitinizacion. PINKI1 esta implicado en la funcidn mitoconddal, UCH-L1 v parkina en Ia
ubiguitinizacion y D1 en €] estrés oxidativo. La fibrilizacion ¥ agregacion de c-sinucleina se Tavorece
por mutaciones, estrés oxidativo vy oxidacion de DA citosdlica, y afecta al sisterma ubiguitin-
proteosoma ¥ posiblemente a la funcion mitocondrial. Algunas toxinas ¥ pesticidas inhiben el
complejo-l mitocondrial, aurmentando su disfuncién, al igual que cieras mmiaciones en el ADN
mitocondrial que pueden producirse. Los dafios en 1a Tuncion mitocondrial conducen a un déficit en la
produccion de ATP, esirés oxidativo ¥ agregacion de c-sinucleina, gue inacitiva al sisterna ubiguitin-
proteosoma.

Las Iineas rojas indican efectos inhibitorios, 1as flechas verdes definen relaciones v las azules indican
posibles relaciones. (Exiraido de Moore et al., 2003).
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1.4.2 Modelos de parkinsonismo experimental por intoxicacidén ¢con MPTP

El use de modelos de parkinsonismo experimental constituye una herramienta
indispensable para el estudio de la etiopatogénesis y fisiopatologia de 1a EF, asi como para el
desarrollo de nuevos tratamientos. En la actualidad, los investigadores utilizan diversos
modelos experimentales tanto genéticos {uso de ratones modificados genéticamente para ¢l
gen de la c-sinucleina, parkina o la LRRK2), come por tratamiento con neurotoxinas {como
la 6-hidroxidopamina, rotenona, paraquat, tricloroetilenc vy el |-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina o MPTP) {Smith, 2010). En este trabajo de tesis se ha sido utilizada la
Intoxicacion con MPTP como medelo de parkinsonismo. El efecto de este compuesto como
neurotdxico fue descublerto de forma azarosa en 1982, cuando jSvenes drogadictos
desarrollaron un sindrome parkinsonianc tras el consumo Intravenosc de analogos de

meperidine contaminados con MPTP (Langston <t al., 1983).

Ademas de en humanos, la neurotoxicidad del MPTP ha sido demostrada en diversas
especies animales incluyendo macacos, ratones negros (C57) vy gatos. En humanos y primates
no humanos, el MPTP puede producir un parkinsonismo severo € irreversible (dependiendo
de las dosis y tiempo de administracion), que simula la mayoria de las caracteristicas de 1a EP
{Przedborsk: et al., 2004). Asi, monos parkinsonizados con MPTP desarrollan temblor de
acclén, bradicinesia, rigidez en las extremidades, trastomos posturales y congelamiento en
movimientos {freezing) {Herrero et al., 1993 Herrere et al., 1993b). Los animales responden
al tratamiento con L-DOPA y desarrollan discinesias {Herrero et al., 1996; Jenner, 2008). El
MPTP produce la muerte de neurcnas DA, danando por tanto las vias DA con un patron
similar al de la EP {mayor pérdida neurcnal en la SNpc que en la ATV, y preferencialmente
en la regiones ventral y lateral) (Herrero et al., 1993b; Sirinathsinghp et al., 1992). El

inconveniente del modelo en monos es que a pesar de que se observan ciertas inclusiones
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intraneuronales, no s¢ han descrito LBs de forma convincente {Fomo et al., 1993}, incluso

diez anos después de lanoxa {Halliday et al., 2009).

1.4.2.1 Modos de accidn y mecanismos de muerte

El MPTP es capaz de atravesar la BBB debido a su naturaleza lipofilica. Una vez en el
cerebro, es metabolizado hasta |-metil-4-fenil-2,3-dihidropindinina {MPDFP+) por la enzima
moncamina oxldasa B (MAO-B), presente en cé€lulas gliales ¥ neuronas serotoninérgicas (Fig.
11). Posteriormente es oxidado hasta MPP+, que constituye el compuesto tdxico activo, v
liberado al espacie extracelular. El MPP+ tiene alta afinidad por el DAT presente en la
membrana de las neuronas DA, asi como por los transportadores de norepinefrina vy
serotonina; por tanto, aungue produce alteraciones en las neuronas monoaminérgicas la
degeneracion es mayor en las neuronas DA {Dauer y Przedborski, 2003). En el citoplasma de
las neurona DA el MPP+ puede seguir 3 rutas: 1) unirse al transportador vesicular de aminas
{VMATZ2) gque le transloca a vesiculas sinaptosomales, evitando efectos toxicos; 11}
permanecer en el citosol, donde interacciona con enzimas cargadas negativamente; 11}
concentrarse dentro de la mitocondria. El MPP+ concentrado en la mitocondria produce los
efectos toxicos al bloguear el complejo 1 de la cadena de transporte mitocondrial,
Interrumpiendo asi la transferencia de electrones desde este complejo hasta la ubiguinona.
Esta perturbacion afecta la produccion de ATP {Przedborskl y Vila, 2003). Ademas,
recientemente se ha comprobado que puede danar los microtibulos, 1o que contribuye al dano
neuronal. Incluso se piensa que esta alteracion precede a la mitocondrial {Cartelli et al., 201{;

Choi et al., 2011)

Sin embargo, la afectacion de la produccidn de ATP por si sola no es suficiente para
explicar le induccion de la muerte neuronal DA, Tanto en estudios post-morten de cerebros

parkinsonlanos, como en modelos animales de intoxicacién por MPTP se ha observado una
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Figura 11. Metabolismo ¥ vias moleculares del MPTP. (A) El MPTP es capaz de atravesar ]a BBB
v ser capiado por las células gliales gue expresan MAO-B. En estas células va a ser metabolizado a
MPDP+ v MPP+. E] MPP+ es €] metabolito thxico activo, que va a ser liberado al medio v recapiado
especificamenie por €] transportador DAT presente en 1a neuronas DAL (B) Deniro de 1a neuronas DA
el MPP+ puede seguir diferentes vias moleculares: ser secuestrado en vesicnlas sindpiicas;
interaccionar con enzimas citosdlicas o concenirarse deniro de ]a mitocondria, donde bloguea el
complejo 1 de 1a cadena de transporie elecironico, interraumpiendo la produccion de ATP v generando
ROE. (C) Formulas guimicas del MPTP ¥ sus metabolitos. (Extraido de Dauer y Przedborski, 2003).
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importante 1mplicacion del estrés oxidativo, causado por la liberacion de especies reactivas de
oxigeno {RO5), unido a un déficit en los procesos antioxidantes. Asi, se ha descrite una
disminucion en las concentraciones de glutation peroxidada y catalasa que podrian ser
cruciales en este proceso de muerte celular {Cleeter et al., 1992; Fahn y Cohen, [5952).
Ademas, en estudios post-mortem de pacientes de EP se han descrite danos en lipidos,
proteinas y ADN nuclear y mitocondrial causados por estrés oxidativo (Moore et al., 2003).
Algunas de las fuentes de produccion de este estrés oxidative son las disfunclones
mitecondriales {comentadas arriba), el incremento en el metabolismo de 1a dopamina {auto-
oxldacion de dopamina) y el aumento de especies reactivas de hierre {Jenner, 2003). Las
disfunciones mitocondriales promueven el incremente del estrés por especles de nitrogeno.
De hecho, el NO puede reaccionar con €l superdxido (un ROS) produciendo peroxinitrito y
radicales hidroxilo que contribuyen a inducir muerte neuronal {Ischiropoulos y Beckman,
2003). Asi mismo, ¢l estrés oxidative puede incluso producir danos directos en el sistema
ubiquitin-protecsoma ¥ viceversa {Jenner, 2003}, lo cual podria explicar otra posible via de

muerte neuronal inducida por ¢l estrés oxidativo.

En principio, estos procesos conducen a la activacion de vias apoptoticas que
contribuyen a la muerte de las neuronas DA, Se piensa que diferentes estimulos de muerte
celular van a converger en la induccion de la apoptosis comenzando en la mitocondria.
Normalmente, la induccién de muerte celular comporta la activacion de la cascada de
caspasas, donde la caspasa 3 tiene un papel fundamental en la decision final apoptotica. Sin
embargo, en ratones parkinsonianos intoxicados de forma prelongada y con dosis moderadas
de MPTP, se ha detectado la activacion especifica de la caspasa 8 {Hartmann y Hirsch, 2001,
Hartmann et al., 2001}, junto con un aumento de la expresidn de la proteina pro-apoptdtica

Bax y un descenso de la proteina anti-apoptotica Bel-2 {Vila et al.,, 2001). Bax a su vez se
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transloca a 1a mitocondria € induce la liberacién de citocrome ¢ y la activacion de las caspasas

9 v 3 {Viswanath et al., 2001).

(ras posibles vias de induccidn de muerte neuronal DA son la excitotoxicidad y los
déficit en la excitabilidad. La neuronas DA mesencefalicas se distinguen de otras poblaciones
neurcnales por ser activas de forma auténoma, ya que generan potenciales de accidn de tipo
marcapasos {2-4 Hz) en ausencia de senal sinaptica (Chan et al., 2009; Michel et al., 2007).
La electrofisiologia especial de las neuronas DA es crucial tanto para el control de la
liberacion de dopamina, como para su supervivencia. La disminucion de la actividad neuronal
puede deberse a los ROS que hiperpolarizan las neuronas DA al activar los canales de K+
sensibles a ATP {Liss ¥ Roeper, 2000). En condiciones normales, la parkina y la UCHL-!
aumentan la excitabilidad de las neuronas DA mediante la activacion de los receptores
lonotropicos purinérgicos P2X; cuando estas proteinas estan danadas o no son funcionales,
contribuyen a la hiperpolarizacién de la neurona {Sato et al., 2006). También la falta de
senales excitatorias conduce a la hiperpolarizacion de las neuronas DA. Esta disminucion de
la actividad electrofisiolégica puede conducir a la activacidn de rutas apoptoticas y ademas
facilitar la formacién de agregados de a-sinucleina {Michel et al., 2007). Uno de los iones
implicados de forma especifica en la propiedad de actividad autdnoma de las neuronas DA es
el Ca’”*. Los niveles Intracitoplasmaticos de Ca** constituyen un punto clave para la
supervivencia celular; de hecho, altos niveles de Ca®* clitoplasmatico o perturbaciones en su
compartimentalizacién pueden producir citotoxicidad y conducir a la muerte por apoptosis o
necrosis {Orrenius et al., 2003). Por tanto, los niveles de Ca®* se encuentran bajo un fuerte
control homeostatico, con un limite cercanc a 100nM en €l citosol {10.000 veces menor que la
concentracion del espacio extracelular). En esta linea, la estimulacion excesiva por accidn del
glutamato o agonistas NMDA provoca una entrada masiva de Ca®™ gque conduce a la apoplosis

{Stella et al., 1954). Para mantener la actividad autdnoma, las neuronas DA requieren una
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estrategia metabdlica que les resulta cara energéticamente, y que Involucra al reticulo
endoplasmatice {RE) y a la mitocondria en el mantenimiento de la homeostasis del Ca’*; todo
esto significa un estrés exacerbado que puede conllevar un envejecimiento precoz de estas
neuronas con respecto a otros tipos celulares {Chan et al, 2009). Esta hipotesis de
envejecimiento celular mediado por Ca®* es coherente con algunos trabajos que muestran que
las neuronas DA que expresan calbindina, una proteina secuestradora de CazJ', SON MEeNnos

vulnerables a la muerte {German et al., 1992a; Yamada et al., 19590},

1.4.3 Inflamacion y parkinsonismo

Cada vez existen mas evidencias de que los procesos de neuroinflamacidn
contribuyen de forma importante a la muerte de las neuronas DA en 1a EP. Los mecanismos
de neuroinflamacion estan caracterizados por la activacion microglial y astroglial, y la
esencial infiltracion de linfocitos. Aunque en principio su finalidad es la de controlar los
danos causados en las zonas afectadas, al tratarse de un proceso crénico, pueden contribuir a
la progresion de la muerte neuronal DA por la produccion de moléculas inflamatorias

deletéreas (Hirsch y Hunot, 2009).

En 1988, McGeer y colaboradores describieron un aumento de activacion microglial
en la 5Npc de enfermos de EP mediante inmunchistoquimica para el HLA-DR {McGeer et
al.,, 1988); posteriormente s¢ observo también microgliosis en los primeros estudios post-
morten realizados en humanos intoxicados con MPTP {Czlonkowska et al., 2000; Langston et
al.,, 1999) ¥ en monos varios anos después de la exposicion a MPTP {Barcia et al., 2004,
McGeer et al.,, 2003). En cerebros humanos de pacientes con EP, se ha detectado también
astrogliosis mediante €l marcaje con la proteina acida gliofibrilar GFAP o la glutation
peroxidada {(Fome et al., 1992); esta astrogliosis también se observa en humanes intoxicados

con MPTP y modelos experimentales de EP {Barcla et al.,, 2004; Langston et al., 1999).
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Aungue la funcidn de los astrocitos en la patogénesis de la EP no esta clarificada, parece que
pueden tener un papel neuroprotector por destoxificacion de los ROS por secretar factores
neurotréficos como el GDNF {glial-cell-line-derived neurotrophic factor). De hecho, la
densidad de astrocitos es baja en la SNpc comparada con otras zonas menos afectadas en la
EP como la region A8 v la ATV {Damier et al., 1593). Asi, las neuronas mas vulnerables en la
EP parecen tener menos astroglia en la vecindad que probablemente les destoxifique de los
ROS mediante la actividad glutation peroxidada, constituyendo un posible factor de
susceptibilidad (Hirsch ¥ Hunot, 200%). En cuanto a la infiltracion linfocitaria, recientes
estudios han detectado la presencia de linfocitos T CD8&+ y CD44 en el cerebro de pacientes
parkimsonianos. Estas células estan en contacto con los vasos sanguineos y se han encontrado
cercanas a las neuronas DA, lo que suglere que provienen del torrente sanguineo y que
interaccionan con las neuronas DA {(Brochard et al., 2009). No se conoce con exactitud la
funcién de estas c€lulas en la EP, pero parece que la infiltracion de linfocitos T CD4+

contribuye a la muerte neuronal dopaminérgica.

La glia activada {especialmente la microglia) es responsable de la liberacién de
cltocinas proinflamatorias y factores neurotdxicos. Algunos estudios muestran un incremento
de la concentracidn de algunas citocinas como pueden ser €l TNFo, B2-microglobulina, factor
de crecimiento epidérmice {(EGF), factor de crecimiento TOFo, TGFREL e IL-1B, 2 vy 6 en el
estriado de enfermos de EP; asi como el aumento de IFNvy, TNFa, IL-1P3 ¥ TNFy en la SNpc
{Barcia et al., 20011, Mogi et al., 1994a; Mogi et al., 1594b; Mount et al., 2007). Estas
cltocinas pueden ejercer sus efectos por union directa o indirecta a sus receptores {muchos
presentes en las neuronas DA), como TNFa, IL-15 ¥ TNFv, que inducen la expresion de
INOS o COX-2, contribuyendo a la produccidn de especies tdxicas reactivas. De hecho, se ha

demostrade que cuando 1INOS se nactiva genética o farmacologicamente se reduce la

neurctoxicidad del MPTP (Dehmer et al., 2000; Liberatore et al., 1999), indicando un papel
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importante del NO producide por la microglia en la toxicidad inducida por MPTP.
Igualmente, 1a inactivacion de los genes que codifican para la COX-2, NADPH-oxidasa {que
cataliza la generacidn de anion superdxido) y de los receptores de TNFo, protegen a las
neuronas DA de la muerte inducida por MPTP (Gao et al., 2003). Ademas, también se ha

detectado un aumento en la expresion de IL-2, 6, TGFx y RANTES en el suero de pacientes
con EP; asi como TNFwx ¢ IL-1F ¥ 6 en ¢l liquido cefalorraguidec (Barcia et al., 2009; Hirsch

¥y Hunot, 2009}, lo que indica que las citocinas circulantes pueden contribuir a la inflamacion

local.

La activacion microglial va a contribuir a la exacerbacion del estrés oxidativo en el
ambilente que rodea a las neuronas DA, Hirsch y Hunot presentan un hipotético escenario que
puede conducir a la pérdida de estas neuronas: la microglia activa también va a producir
especies reactivas de oxigeno y nitrégenc como anion superdxido ¥ NO. Estos radicales se
combinan formando peroxinitrito, una especie altamente reactiva de nitrégenc que puede
oxidar proteinas como tirosina hidroxilasa (TH) y o-sinucleina, afectando su actividad
enzimdatica y potenciando su agregacion respectivamente {Hirsch y Hunot, 2009). A partir del
anion superdxido se forma tambien peréxido de hidrogenc que puede reaccionar con lones
hierro incrementando la cantidad de especies toxicas. Los nitritos no reactivos pueden ser
oxldados por la enzima mieloperoxidasa (presente en astrocitos) originando nitritos reactivos;
ademas, esta enzima produce HOC] que es fuertemente oxidante y puede danar ciertas

macromoléculas directamente {Hirsch y Hunot, 2009).

Las citocinas también contribuyen de forma importante a este proceso Inflamatorio

asociado a estrés oxidative. Las mas estudiadas en el marco de los procesos inflamatorios de
la EP han sido TNFq, [L-1B ¥y TNFv. Tanto TNFox come TNFy son inductores de INGS vy

NADPH oxidasa en c€lulas microgliales, y el NO producide induce la expresion de TNFo por
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los astrocitos. Ademas, TNFw es capaz de activar directamente sus receptores expresados en
la membrana de las neuronas DA, induciendo vias proapoptoticas. Entre otras moléculas,
TNFx induce la expresion de COX-2 especificamente en las neuronas DA, mediante la
activacion de la ruta de 1a MAPkinasa JNK, facilitando asi su propla degeneracion {Hunot et
al., 2004; Teismann et al., 2003a). Otra molécula de la familia de TNFa que contribuye de
forma importante al proceso inflamatorio es €l Fas-ligando que se expresa principalmente en
la membrana de los linfocitos T. Esta molécula puede inducir apoptosis por unién a su
receptor Fas presente en clertos tipos celulares como neuronas DA, La expresion de Fas esta
aumentada en enfermos de EP v en ratones intoxicados con MPTP {Hayley et al., 2004).
Ademas de la ruta de JNK, tanto Fas-ligando como TNFx son capaces de activar las rutas de
NF-«B y p38 {Hirsch ¥ Hunot, 2009). Fas-lizando también puede unirse a su receptor en los
astrocitos induciende la expresion de citocinas ¥y quimiocinas como IL-6, 8 vy CCL2/MCP!
{Chol y Benveniste, 2004) {Fig. 12). Por otra parte IFNy también esta involucrado en la EP al
inducir la fosforilacion de STAT-1 {un factor de transcripcion), lo que contribuye a la

activacion glial sostenida y por tanto a la muerte de las neuronas DA (Barcia et al., 2011,

Hashioka et al., 2009},

Ante este escenario, surge la 1dea de que los agentes antiinflamatorios podrian
contribuir a paliar la pérdida neuronal DA en la EP, controlande e inhibiendo estos procesos
inflamatorios. 5e buscaria que los agentes candidatos fueran capaces de actuar en alguno de
los puntos clave de este proceso inflamatorio, como podria ser 1a inhibicion de la activacién
microglial inducida por agentes proinflamatorios, come por ejemplo COX-2, INOS o NADPH
(Gao et al., 2003). A partir de estudios epidemiclogicos que mostraron que las personas que
toman regularmente antinflamtorios no-esteroideos {NSAIDs) presentan menor riesgo de

padecer EP {Chen et al., 2003), los investigadores tratan de determinar sus efectos en la EP.
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Figura 12. Efectos negativos de los procesos neurcinflamatorios en la EP: posibles
mecanismos. La activacion microglial contribuye a la muerte de las neuronas DA al liberar
compuestos Inflamatorios come citocinas {e). TNFgIL-15 vy TNFy)., TNFx puede ejercer
dahos directos por activacion de su receptor TNF tipol expresado en la membrana de las
células DA, que conduce a la expresion de COX-2. Estas citocinas también inducen las
expresion de INOS en la microglia, por activacion del receptor de baja afinidad para la
iInmunoglobulina E {CD23); esto conlleva la produccion de NO, que a su vez potencia la
liberacidn de mas citocinas en células adyacentes, amplificando la reaccidn inflamatoria. Esta
reacclon Iniciada por la microglia contribuye a la infiltracion de linfocitos T CD4+, que
también expresan citocinas come ligando-Fas. Este puede ejercer efectos deletéreos
directamente {por activacidn de Fas en neuronas DA) o Indirectamente {por activacion de Fas
en glia). {Extraido de Hirsch y Hunot, 2003).
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De hecho, se han realizado numerosos estudios para probar el efecto de los NSAIDs en
medelos de EP ¥ muchos de ellos parecen tener efectos neuroprotectores, por le que podrian
ser potenciales teraplas para esta enfermedad {Bomebroek et al., 2007, Chen et al., 2005
Schiess, 2003, Wahner et al, 2007). Algunas de estas drogas, como la aspirina o el
ibuprofeno, protegen contra la induccidn de la muerte neuronal DA {Aubin et al., 199§;
Casper et al., 2000}, Los NSAIDs contribuyen a la inactivacion de los RO5S vy las especies
reactivas de nitrdgenc {Chol y Benveniste, 2004; Sairam et al.,, 2003). Muchos de ellos
soninhibidores de las COX-1 y/fo COX-2 {Barcia et al., 2009). Asi por ejemplo, la aspirina
inhibe ambas, mientras que el ibuprofeno o el melaxicam inhiben sélo a COX-2 {(Teismann ¥
Ferger, 2001). En el caso del parkinsonismo experimental, se ha establecido que la COX-2 y
no la COX-1 estd involucrada especificamente en la degeneracion DA (Teismann et al.,
2003b). Ademas, parece que los Inhibidores de la COX-2 afectan especificamente la
activacion microglial pero no la astroglial {Sanchez-Pemaute et al., 2004), 1o que le otorga a
la microglia un papel fundamental en la neurcdegeneracion inducida por inflamacién. 5in
embargo, a pesar de la gran cantidad de estudios realizados sobre los efectos de los
inhibidores de COX-2 en la EP, aln existe controversia sobre su eficacia y sus efectos

secundarios en la clinica.

(tros agentes antiinflamatorios cuya accion protectora en EP se esta estudiande
som: ¢l agonista de PPAR~ pioglitazona; la naloxona {antagonista de receptores oploides);
silymarin {un flavonoide polifendlico); 1a minociclina {derivade de la tetraciclina), €l péptido
vasoactl vo intestinal; quinuclidine o PHA-709829 {que, como la nicotina, son agonistas de los
receptores nicotinicos «7), y el receptor lonotropico de purinas P2X; {gue media la

movilizacién intracelular de Ca®*) entre otros {Gao et al., 2003; Hirsch y Hunot, 2009; Zipp v

Aktas, 2006) (Fig. 13).
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Approach Substance or class Disease, and stage of immunotherapy success
Broad Bone marrow transplantation MS, zlinicel trials
immunosuppression ALD, established therapy
Corticosteroids MS, zstablished therapy
— Bacterizl meningitis, established therapy
NSAID Coumbined COX1/COK2 inhibiturs AD, epidemidlogicel siudies and bansyznic imouse models
f"l:ri cEidcmioIDEical studies and MPTI? mouse model
COX2 inhikitors "COXIB3 AD, franagonic mousc moadel
Ph, MPTP mcuesa model
Selective Gilatiramear acatala m_ astahlished therapy and FAF mouse mndal
immunomodulators AD, transgenic mouse madel

PO, MPTF mousz model
Flavanoids m. Az mouse model

AD, transgenic mouse model

PO, MPTF mcusz model

IVig M5, phase |l trial (relapsing-renitting MS) and EAE mouse model
AD, pilcl bial
Stalins M5, pilot trial ard CAL mouse model

AD, epidemidlogicel studics
PO, MPTP mcusa model
ALDY, pilat triz]

PPAR~ zgonists MS. SAE mouse model

AD, fransgenic mouse model

Vaccination E%, pilct trials and transgenic mouse models

anis I
Siroke, mouss model
Migraticn blockers M3, pllot trlals and EAE mouse model
Suwobke, muuss model
Meningitis, rabbit model
Minooyelina IS, pilot triale and EAE moues model
HN, fransgrnic mousa madal
Stroke. mousz model

Figura 13. Inmunoterapias exitosas en ¢l tratamiento de la inflamacion en enfermedades
neurodegenerativas. Cuadro resumen de las terapias antiinflamatorias utilizadas en el

tratamiento de algunas enfermedades neurodegenerati vas, entre ellas la EP. {Extraido de Zipp
y Aktas, 2006).
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En general, parece que el uso de agentes antiinflamatorios puede tener un efecto
beneficioso como  tratamiento preventivo. La admimistracion de estos farmacos en
combinacién con otras terapias bien establecidas {como la L-DOPA) o tratamientos
emergentes (como el remplazamiento celular o el uso de factores de crecimiento), contribuira

a una mayor efectividad de los tratamientos individualizados para cada paciente de EP.

1.4.4 Glucocorticoides v parkinsonismo

Los GCs tienen efectos variables en el cerebro dependiendo de factores como el
balance de GR/MR, ¢l tiempo exposicidn y dosis utilizada, la region cercbral sobre la que
actian y el contexto de las células diana {determinado por agentes como neurctransmisores,
citocinas u otras hormonas) (De Kloet et al., 1998; Sorrells et al., 2009). De esta forma, altos
niveles cronicos de GCs promueven efectos deletéreos en el hipocampe, disminuyendo la
neurcgeénesis ¥ afectando la plasticidad sinaptica y la cognicion {(McEwen y Magarinos,
2001). Por el contrario, los GCs a niveles basales o elevados de forma puntual mejoran la
plasticidad sinaptica y los procesos cognitives dependientes del hipocampe (McEwen et al.,
1993; McEwen y Magarinos, 2001). Recientemente se ha descrito que los GCs, a través de la
activacion de GR y de una forma dosis-dependiente, contribuyen a la supervivencia neurcnal
en el hipocampo y en la zona subventricular del estriado mediante la activacion de los

receptores tirosina-kinasa Trk {Jeanneteau et al., 2008).

En pacientes de EP se han descrito alteraciones en la funcion del eje HPA
conducentes al aumento en 1os niveles de cortisol {Hartmann et al., 1997; Ros-Bernal et al.,
2011; Stypula et al.,, 19%6; Yolpl et al., 1591}, aunque el tratamiento con L-DOPA puede
modificar estos niveles. El hecho de que ocurra este aumento de cortisol parece sugerir que la
degeneracion DA tiene efecto sobre la actividad de los GCs y su metabolismo. En animales

parkinsonizados con MPTP se ha detectado un aumento en los niveles de ACTH y cortisol o

2



Revision Bibliogrifica

corticosterona sistémicos, asi como alteraciones en sus ritmos circadianos (Barcia et al., 2003;
Hineno et al., 1992; Mizobuchi et al., 1593; Ros-Bemal et al., 2011}, lo que podria constituir

una senal del organisme para promover la proteccion de las neuronas DA.

En secciones anteriores hemos tratado la importancia de los GCs en el control de la
reaccion inflamatoria en el cerebro. Diversos estudios han demostrado que la administracidn
de GCs tiene un efecto protector sobre la neurotoxicidad producida por MPTP, debido a la
inhibicién que ejercen sobre los procesos inflamatorios mediados por las c€lulas gliales en las
areas DA afectadas; efecto que confirma su funcién como moduladores de la respuesta
inflamatoria en las células gliales {Kurkowska-Jastrzebska et al., 2004, Marchetti et al., 2003,

Morale et al., 2004,

Sin embargo, los mecanismos por los que los GCs ejercen sus efectos protectores no
se conocen con exactitud. Quizas el estudio de otras hormonas esteroideas puede ayudamos a
entender el papel antiinflamatorio y protector de los GCs sobre las neuronas DA, En esta
linea, se sabe que hormonas esteroideas, como el 17-f-estradiol o la progesterona protegen
contra la degeneracion DA inducida (Callier et al., 2001; Dluzen, 1996; Morale et al., 2006;
Morissette et al., 2007), lo que podria explicar 1a mayor prevalencia de la EP en hombres que
en mujeres {Wooten et al., 2004). La accion de los estrogenos parece reducir los procesos
Inflamatorios que tienen lugar en el parenquima cerebral, disminuyendo la activacion de las
celulas gliales que rodean las neuronas DA (Tripanichkul et al., 2006). Este proceso puede
estar mediado por una expresion diferencial de los receptores de estrogenos en las células
gliales y en las neuronas {Bains et al., 2007). De hecho, la ausencia de receptor de estrégenos
conflere gran susceptibilidad a la neurodegeneracion DA inducida por MPTP {Morissette et
al., 2007} v efectos similares se han visto en ratones con ausencia del GR {Morale et al,,

2004). En este trabajo, Morale y colaboradores utilizan ratones transgénicos que expresan un
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ARN antisentide contra GR desde el desarrolle embrionario, produciendo entre un 40-60% de
reduccion en los niveles de expresion de GR. Estos ratones son mas vulnerables a la muerte
neurcnal dopaminérgica inducida por intoxicacion con MPTP. Los autores atribuyen este
efecto a una superproduccion de INOS (y por tanto de NOY por parte de la microglia
{Marchetti et al., 2005, Morale et al.,, 2004). En esta misma linea, la pérdida de neuronas DA
inducida por una inyeccion de LPS en la 5Npc es fuertemente inhibida por tratamientos con
DEX, al inhibir la sobrexpresion de iINOS por parte de la microglia {Arimote y Bing, 2003;
Castano et al., 2002), ya que los (GCs contribuyen a la inhibicion de la activacion microglal
{Sugama et al., 2009). Por otra parte, en recientes estudios de nuestro laboratorio, utilizando
ratones GR™"*M"™® hemos demostrado que la ausencia de GR especificamente en la microglia
aumenta la pérdida de neuronas DA por la accidén de MPTP {Ros-Bemal et al., 201 1; Anexo
1), ademas, los efectos neuroprotectores de la DEX quedan abolidos en estos ratones,
demostrando un importante papel de los GCs sobre la neurodegeneracion DA a través del GR

microglial, mediante la inhibici&n de NF-kB (Ghosh et al., 2007).

Todos estos trabajos se centran en los efectos antiinflamatorios de los GCs a través
del GR microglial. 5in embargo, las acciones de los GCs son dependientes del tipo celular en
el que actien (Herr et al., 2007, Sorrells et al., 2009}, y aungue se conoce que GR se expresa
relativamente en altos niveles en las neuronas DA {Turiault et al., 2007}, aim no se han

determinado los efectos directos de los GRs sobre estas células (Fig. 14).
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Figura 14. Funcién de las citecinas ¥ les GCs en la degeneracién DA, La degeneracion de las
neuronas DA causada por MPTP u oiro agente o dafio, dispara una reaccidn inflamatoria local
caracterizada, enire otras ¢osas, por una activacidn microglial. La microglia activa es capaz de liberar
citocinas proinflamatorias, que a su vez inducen 1a liberacidn de GCs por activacion del gje HPA. Los
GCs coniribuyen a la profeceidn de las nearonas DA indirectamente al inhibir 1a activacidn microglial;
sin embargo, este efecto protector puede ser también directo por activacidn de OR en las propias
neuronas DA, (Extraido de Barcia et al., 2009)
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Objetivos

El principal objetivo de esta tesis conclemne al estudio de los mecanismos mediante
los cuales los glucocorticoldes {GCs) y su receptor (GR) regulan la supervivencia neuronal en
la EP y los procesos inflamatorios en ¢l cerebro. Ademas, hemos querido profundizar en el
estudio de los procesos de infiltracion linfocitaria que ocurren en aseciacion a la inflamacion
en el SNC, a través de la 1dentificacion de las funciones de la citocina MCP-1/CCL2Z, cuya

expresion puede ser modulada por GR.

Para llevar a cabo nuestro proposite hemos desarrollade modelos de inflamacién
aguda y de parkinsonismo experimental en ratones que presentan el gen de GR inactivado

especificamente en distintos tipos celulares de interés.
Los objetivos especificos de este trabajo han sido:

1. Determinar los patrones de expresion de GR en las neuronas DA en modelos de
parkinsonismo In vivoe € In vitro, concretamente, en la SNpc de animales
parkinsonizados con MPTP v en cultivos mesencefalicos de rata tratados con
MPP*.

2. Estudiar los potenciales efectos neuroprotectores de los GCs en el
parkinsonismo, asi como identificar los tipos celulares implicados en estos
efectos, mediante €l uso de cultivos mesencefalicos tratados con MPP+ y ratones
transgénicos que presentan GR inactivado especificamente en las neuronas DA
(GRUATE®),

3. Estudiar los mecanismos a través de los cuales GR ejerce sus efectos
neuroprotectores en €l parkinsonismo.

4. Caracterizar la respuesta inflamatoria, asi como ¢l dano tisular inducido por una
Inyeccion intraparenquimal de LPS en una linea transgénica de ratones que

presenta GR inactivado especificamente en la microglia (GRDME™,
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5. Estudiar el papel de GR en diferentes funciones microgliales como la motilidad,
proliferacion y diferenciacion celular a estados activos.

6. Estudiar la implicacion de la citocina MCP-1/CCL2 en los procesos de
infiltracién y extravasacion linfocitaria en el parénguima cerebral tras inducciom
de procesos de inflamacién aguda.

7. Identificar el tipo celular encargado de la expresion de MCP-1/CCL-2 en el

cerebro.
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Capitule 1

“Papel de los glicocorticoides y el receptor de gincocorticoides

en la supervivencia neuronal en modelos de paskinsonismo experimental”
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Se ha descrite que los GCs a través de la activacion y accidn de GR pueden producir
efectos tanto positivos como negativos sobre 1a supervivencia neuronal (Sorrells et al., 2009).
Esta dicotomia en sus efectos puede depender de factores como el estatus del eje HPA, los
niveles de GCs circulantes que puede afectar a la activacion y funciones de GR, la naturaleza
del dano, las vias de senalizacion Intracelular que se activan o el tipo celular involucrado en la

TﬁSpLIESlEL

Aungque existen trabajos que demuestran el papel de los GCs sobre la
neurcdegeneracion DA en modelos de parkinsonisme experimental, casi la totalidad se centra
en ¢l estudio de las funciones de GR sobre los procesos de inflamacidn cronica asoclados a
esta enfermedad. En trabajos anteriores de nuestro grupo, demostramos que la expresion y
funcion de GR esta modulada en ¢l parkinsonime experimental y que €l GR microglial esta
implicado de forma crucial en la regulacion de los procesos inflamatorios que afectan a la

supervivencia de las neuronas DA {Ros-Bemal et al,, 201 1; Anexo 1)

Este primer capitulo se centra en la determinacion de los efectos de los GCs en el
parkinsonimo a través del GR especificamente en las neuronas DA, Para la realizacidn de este
estudio hemos utilizado distintos modelos de parkinsonismo in vive e In vitro. Los resultados
nos han permitido comprobar que no s6le el GR microglial es importante para ¢l efecto
neuroprotector de los GCs en el parkinsonismo, sino que el papel del GR de las neuronas DA

resulta esencial.
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1. Materiales v métodos

1.1 Procedimientos experimentales para los estudios realizados con animales

1.1.1 Monos parkinsonianos

Para la realizacion de esta parte del estudio se utilizé tejido cercbral procedente de
ocho macacos Jovenes-adultos, de la especie Macaca fascicularis, de ambos sexos, que fueron
estudiados anteriormente y durante anos en la Unidad de Primatologia de 1a Universidad de
Murcia. Todos los experimentos se llevaron a cabo teniendo en cuenta las normas europeas
para la proteccion de animales de experimentacidén de la declaracién de Helsinki, la
Guidelines of the BEuropean Convention for the protection of Vertebrate Anmimals used for
Experimental y other sclentific purposes {Council of Europe of 2006), 1la Guia de 1a Sociedad
Internacional de Primatologia v 1a Guia de Cuidados y Usos de Animales de Experimentacion

{NIH Guide, revised 1996).

1.1.1.1 Tratamiento con MPTP

Se establecieron dos grupos compuestos por cuatro monos control ¥y cuatro
parkinsonianos. El grupe parkinsonlano, recibio una inyeccion semanal de | -metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina {MPTP) via vena safena, a bajas desis (0.3 mg/Kg) durante un
pericdo de 3 meses (Barcia et al., 2003; Hemero et al., 1993b). Ningin anmimal recibid
tratamiento con L-DOPA nl con otros agonistas dopaminérgicos. Los animales intoxicados
con MPTP desarrollaron un parkinsonismo estable, caracterizado por la aparicion de sintomas
comeo bradicinesia, acinesia, rigidez muscular ¥ temblor de accidn, que fueron evaluados
semanalmente mediante una escala de incapacidad motora descrita en trabajos previos

{Herrero et al., 1593hb).
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1.1.1.2 Procesamiento del tejide y marcajes especificos

Los macacos fueron sacrificados mediante una inyeccion letal de pentobarbital, tras
ser anestesiados con ketamina. El sacrificio se llevo a cabo dos anos después de la dluma
dosis de MPTP. Los cerebros fueron extraidos culdadosamente y fijados durante tres dias en
paraformaldehide (PFA)} al 4% diluido en tampon fosfato .1 M. Posteriormente, el
mesencéfalo fue seccionado en cortes coronales de 40 pm de grosor utilizando €] microtomo
de congelacion (Microm, HM400), los cortes fueron conservados en tampon fosfato-salino

{PBS) con acida sddica 0.1 % hasta su utilizacion,

Para los analisis iInmunocitoquimicos e inmunchistoquimicos {detallados en secciones
posteriores), se utilizaron series de secclones espacladas regularmente a intervalos de 1440
pum, que fueron marcadas para: 1) tirosina hidroxilasa (TH), mediante €l anticuerpo primario
de cabra policlonal anti-TH (1:33{; Chemicon, Temecula, CA, USA), para estudiar las
neuronas dopaminérgicas {neuronas DA}, 2) GR, mediante un anticuerpo monoclonal (1: 100,
3D5 ab%5368, Abcam, Cambridge, UK), para determinar €l patron de expresion de GR en las
neuronas DA y en las células gliales, 3) anticuerpo primaric de congjo policlonal anti-ionized
calcium binding adapter-1 (Iba-1; 1:75}, Wako, Neuss, Germany) para ¢l marcaje de
microglia, 4) anticuerpe primaric de conejo policlonal anti-proteina acida fibrilar glial

(GFAP;, 1:500; Chemicon) para el marcaje de astrocitos.
1.1.2 Ratones parkinsonianos

Para este estudio se utilizaron ratones C5TBL/G] macho de 12 semanas de edad

RP*TE™ con sus controles GR'™'F de entre 12 y 14

{Charles River, France) vy ratones G
semanas de edad; estos dltimos fueron generados en el laboratorio de F. Tronche (Turlault et

al., 2007). Los ratones fueron mantenidos en pequenos grupos o de forma individual en ¢l

animalario, bajo un fotoperiodo controlado y estable {ciclos de 12 horas luz-oscuridad), v a
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temperatura constante de 22°C; sin tener restringido el acceso a comida vy agua. Todos los
experimentos se llevaron a cabo teniendo en cuenta las normas europeas para la proteccion de
animales de experimentacidn de la declaracidn de Helsinkl v la Guidelines of the European
Convention for the protection of Vertebrate Animals used for Experimental y other scientific

purposes (Council of Europe of 2006).

1.1.2.1 Tratamiento con MPTP

Los ratones gque conformaron los grupos parkinsonianos recibieron un tratamiento
subcronice de MPTP consistente en una inyeccion de 30mg/kg por dia durante cinco dias,
segin describleron (Jackson-Lewis y Przedborski, 2007), v fueron sacrificados siete dias
después de la dltima inyeccion de MPTP. Los grupos de ratones C37BL/6J estaban

DATCre

compuestos por 6 individuos y los de ratones GR por 3 individuos.

1.1.22 Tratamiento con Corticosterona (CORT)

Los ratones fueron tratados con CORT a una concentracion de 35 pm/ml, disuelta en
agua de bebida gracias a su mezcla con P-ciclodextrina {$-CD, oligosacaride nocuo) al
0.45% (51gma-Aldrich) ¥ sonicacion en bano {David et al., 2009). Los ratones que no fueron
tratados con CORT, recibieron el agua de bebida contendiendo 0.45% de (B-CD como
vehiculo. Los ratones tenian acceso ad libitum al agua conteniende CORT y/o B-CD, que se
introdujo en biberones opacos para evitar la oxidacion de la CORT. La cantidad de agua
consumida por cada ratén fue controlada mediante 1a medida del peso de los biberones cada
dos dias. Fl calculo de consumo de CORT aproximado para la dosis de 35 pm/ml fue de 5
mg/kgfday de acuerdo con publicaciones previas {(David et al., 200%). Los tratamientos con
CORT comenzaron el primer dia de inyeccidn con MPTP o salino ¥ se prolongaron hasta el

sacrificio, siete dias después de la dltima inyeccion con MPTP.
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En base a los tratamientos recibidos, se establecleron cuatro grupos de ratones
C57BL/6I: 1) Inyectados con salino/mo tratados con CORT, 2) Saling/ tratado con CORT, 3)
MPTP/no tratado con CORT, 4) MPTP/ tratade con CORT {Fig. 15A). Mientras que para los

RDATCre

ratones O se establecieron sels grupos: 1) GR"“¥=Frcalino/mo tratado con CORT; 2)

GR=F P /MPTPMo  tratado con CORT; 3IGRP*FFMPTPitratado con CORT; 4)
GRP*™*/salino/mo tratade con CORT; 5) GRPAT™“™MPTP/mo tratado con CORT y 6)

GR"*T"/MPTP/tratado con CORT (Fig. 15A).

1.1.2.3 Determinacion de los niveles de CORT plasmiticos

Se determinaron los niveles de CORT plasmiticos para los ratones GRPATE™

GReFlesF después de uno y siete dias de la intoxicacion con MPTPF. La sangre se extrajo de
la vena de la cola, mediante escisién v con la ayuda de tubos microvette (Microvette®)
conteniende EDTA. Larecogida de sangre se hizo durante 120 segundos para evitar posibles
interferencias en los resultados debidos al estrés provocado en el animal durante el protocolo
de extraccion. A partir de la sangre se obtuvo el plasma por centrifugacion {una primera vez a
1600g, 4°C durante 10 minutos, ¥ una segunda vez a 2600g, 4°C durante |3 minutos) y se
conservd a -80°C hasta su analisis. Los niveles de CORT fueron determinados mediante
radicinmunoensaye  (RIA) (kit ImmunochenTM Corticosterone- MP  Biomedicals,

Orangeburg, NY, USA).
1.1.2.4 Procesamiento del tejido ¥ marcajes especificos

Tras siete dias de la dltima inyeccion de MPTP, los ratones fueron anestesiados con
una sobredosis de ketamina (30 mg/kg) v perfundidos Para la perfusion fue empleada una
jeringa de 10 ml con canula especial {BD PlastipakTM). Se realizd un corte en la orgjuela de
la auricula derecha y una posterior Incision en el dpex cardiaco. A través de este dltimo se

introdujo una canula hacia el ventriculo 1zquierdo vy se camplo para su sujeccion. Por la canula
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A Grupos Experimentales
loxP/loxP DATCre
MPTP/ Sacrificio '—CSTBUE’J G'? v GR
vy l l v * Salino Salino
Dias 0 3 12 2) MPTP 2) MPTP
MPTP/ Sacrificio ,
Salino + CORT
Yy Yy Yy
Dias 0 5 12 4 MPTP + CORT

s Aguasin CORT
s Aguacon CCRT

+ Tratamiento subcrénico de MPTP {30 mgikKg MPTPFidia)
+ 35 ugiml CORT

B Cultivos mesencefalicos

Agonistas/antogonistas deGR

l SR R R A

| I‘u'lF'F"*I washout |
| | | |

DIV 0 3 7 10

+ Bajas concentraciones de MPP* {3pM)
+ Toxicidad parcial y selectiva
+ Estudio delimpacto de agonistas (DEX, CORT) y antagonistas (RU486) de GR

Figura 15. (A) Esquema representativo del protocolo de administracién de CORT y MPTP para

ratones. Se establecieron cuatro grupos de ratones C37BL/G) (n=8/grupo) dependiendo del
DATCre

iratamiento recibido. Para los ratones GR se esiablecieron seis grupos (n=>5/gmpo} al introducir
la variable del genotipo. (B) Protocolo de establecimiento de cultives mesencefilicos a partir de
embricnes de rata. Esquema representativo de las condiciones de cultivo v de los tratarnientos
uiilizados.
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se hicleron pasar 20 ml de tampdn fosfate {(PBS) O0.IM vy, tras eliminar toda la sangre
circulante, se perfundid con 20 ml de PFA al 4% diluide en PB5 O.1M. A continuacion, el
cerebro fue extraido culdadosamente y postfijado en PFA al 4% durante 48 horas. Las
regiones mesencefalicas y estriatales de los cerebros fueron cortadas en secclones coronales
rostrocaudales de 40pm de grosor, haciendo uso del vibratomo {Leica VT1000 5). Para el
analisis inmunchistoquimico se utilizaron series de secclones espaciadas de forma regular. Se
realizaron los siguientes marcajes: 1) tincion de tionina {(para cuantificar el nimero total de
neurcnas en la SNpc), 2) tiresina hidroxilasa {TH, anticuerpe monoclonal, 12 1033; Chemicon,
Temecula, CA, USA) contrastado con tincidn cresil violeta, y 3) GR {anticuerpo monoclonal,

1100, 3D35 ab%5368, Abcam, Cambridge, UK).

1.1.3 Inmunchistoquimica ¢ inmunofluorescencia (procedimientos comunes)

1.1.3.1 Tinciones histoquimicas ¢ inmunchistogquimica

Para la inmunchistoquimica, las secciones, de 40 um de grosor, fueron lavadas en PBS
€ incubadas con {.3% H3{: durante |5 minutos para inhibir 1a peroxidasa enddgena. Los sitios
de union {Fc) inespecificos fueron bloqueados por Incubacion con suerc de caballo al 10%
durante | hora. Posteriormente, las secciones fueron incubadas con los anticuerpos primarios
expuestos anteriormente {anti-TH o anti-GR) disueltos en PBS con suero de caballo al 1%,
0.5% Triton X-100 y 0.0l% de acida sodica, durante 48 horas en agitacion y a 4°C. A
continuacion, las secciones fueron lavadas 3 veces con PB5S & incubadas durante 4 horas con
los anticuerpos secundarios biotinillados correspondientes: anti-cabra (111000, Vector
Laboratories) y anti-raton {1:1000 v 1:500; Vector Laboratories), para la deteccion de TH ¥
R, respectivamente. La unidon del anticuerpo secundaric fue detectada mediante el sistema
avidina-biotina peroxidada (kit ABC, Vectastain de Vector Laboratories), mediante la
incubacion con la solucion AB durante 3 horas y el revelade con diaminobenzidina {DAB;

Peroxidase Substrate Kit; Vector Laboratories). Finalmente, las secciones fueron montadas en
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portas gelatinizados, deshidratadas utilizando etanol a concentraciones crecientes (30%-70%-
2(%-95%- 100%), delipidadas en xi1lol y cubiertas con medio de montaje (Eukitt; Labolan).
Antes de la deshidratacidn, €l marcaje de TH fue contrastado con cresil vicoleta para facilitar la
cuantificacion. Para ello, los portas {conteniendo las secciones marcadas para TH) fueron
Incubados en la solucién cresil violeta {ver seccion 1.1.5 del capitulo 2) entre 1 ¥ 5 minutos
{dependiendo del grado de intensidad del marcaje de TH y del grade de intensidad de cresil
violeta que se guisiera obtener), y banadas en las sigulentes soluciones para su deshidratacion:
agua destilada {1 min}, etanol 53% {1 min}, etanol acido 70% (2 min}, etanol 253% {2 min},

etanol 100% {1 min) y xileno {3 min).

Parala tincidn de tionina, se incubaron los portas, conteniendo las secciones montadas
y secas, en las siguientes soluciones: cloroforme con etanol 1[(00% para la delipidacion {en
relacion 1:1; dos pasos de 30 min), etanol a concentracion decreciente (100%-90%-70%),
agua destilada, selucidn de tionina (3 min}, etanol a concentracion creciente (/0%-90% con
acido acético- 30%-100%) y xilol. Todos los banos en alcoholes y agua fueron de | minuto de

duracion.

1.1.32 Inmunofluorescencia

Para la inmunchistoquimica, las secciones {de 40 pm de grosor) recibieron un
pretratamiento con tampon citrate al 0.5%, a 65°C, en agitacion constante y durante 30
minutos, para incrementar la penetracion del anticuerpo primaric en el tejide. Los sitios de
union {Fc) inespecificos fueron blogueados por incubacién con suerc de caballo al 0%
durante | hora. Posteriormente, las secciones fueron incubadas con los anticuerpos primarios
expuestos anteriormente {anti-GR, seguido de anti-TH, anti-Ibal o anti-GFAP) disueltos en
PBS con suero de caballo al 1%, 0.5% Triton X-100 v 0.01% de acida sodica, durante 48
horas en agitacion y a 4°C. Para las dobles inmunofluorescencias, se incubaron los

anticuerpos primarios de forma secuenclial ¥ no conjuntamente. A continuacion, las secciones
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fueron lavadas 3 veces con PBS e incubadas durante 4 horas con los anticuerpos secundarios
marcados con fluorocromos: Alexa 594-conjugated anti-congjo, anti-raton o anti-cabra {1:200,
Molecular Probes) y Alexa 488-conjugated anti-ratdn o anti-conejo {1:1000, Molecular
Probes). Despu¢s, las secciones fueron lavadas con PBS e incubadas con DAPI (121004,
Invitrogen) para detectar los nidcleos. Finalmente, fueron lavadas y montadas en portas,

utilizando Prolong® (Invitrogen) como medic de montaje.

1.1.3.3 Cuantificacion y analisis estereoldgico

Los limites de 1a SNpc fueron definidos mediante los atlas de cerebro de mono y ratén
{Herrero et al., 19593; Paxinos y Franklin, 2001; Paxinos y Huang, 2000). Las secclones de
cerebro de ratdn marcadas positivamente para TH, se analizaron con microscoplo optico
convencional (Nikon) y la cuantificacidn se realizé con la ayuda de las herramientas de
esterenlogia proporcionadas por €l software de analisis de imagen Mercator {Explora Nova,
La Rochelle, France). Asi, €l nimero de c€lulas TH positivas fue cuantificado a partir de 5

secclones regularmente espaciadas, representativas de la SNpc.

Para las secclones de mesencéfalo de mono, la cuantificacién de c€lulas TH positivas
se llevd a cabo usandeo métodos estereoldgicos con un sistema de analisis de imagen asistido
por ordenador, utilizando un microscoplo {Zeiss Axloplan 2) conectado a una camara digital.
La region de interés fue delimitada utilizande el objetive 1.25 x. El ndmero de células fue
estimade por medio de un disector optico de 200 x 230 pm. 5e realizé un muestreo
sistematico con campos separados por 200 pwm, en suficlente nimero para ocupar toda el area
delimitada al inicio. El ndmero de células se contd segin los criterios de inclusion y exclusién
esterenlogicos: las células se cuantifican cuando tocan los lados superior ¥ derecho del
disector, o estan incluidas dentro del mismo, ¥ se excluyen cuando tocan los lados inferior e
izquierdo del disector. Los objetos cuantificados se expresaron en unidades de volumen segin

el principio del disector optico (Sterio, 1984). Para el analisis se utilizaron dos secclones
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representativas de la SNpc de cada mono. Tanto para ratén como para mone, los datos se
expresan como niamero absoluto de células positivas TH {media £ SEM) en cada region

anatdmica analizada.

Para la cuantificacion de las c€lulas tionina positivas en la SNpc de ratdn, se utilizd el
aumento 10 x del microscoplo optico {Zeiss Axioplan 2), con el objeto de tomar fotos de alta
resolucion en las que quedara englobada la totalidad de 1a SNpc. La cuantificacidn se realizé
mediante el uso del software Image J, contando el ndmero total de neuronas tionina positivas
de la SNpc para cada una de las 3 secclones selecclonadas, y realizande los calculos

estereologicos para la determinacion del nimere abseluto de neuronas en la SNpc completa.

1.1.3.4 Microscopia de fluorescencia y confocal. Anilisis y cuantificacion

Para el analisis y cuantificacion de las dobles-inmunofluorecencias contrastadas con
DAPI se utilizd microscopia de fluorescencia convencional y confocal. Primero se realizd la
cuantificacion de células TH positivas con niclec GR positivo en la SNpc de monos, usando
un microscoplo {(Zelss Axloplan 2) conectado a una camara digital. Las imagenes para ambos
anticuerpos fueron combinadas y cuantificadas usando el software Image J. Para realizar una
cuantificacion mas exhaustiva de las c€lulas TH positivas que expresan GR en ¢l nicleo en las
distintas subregiones de la SNpc en monos y en la SNpc de los ratones, las secciones fueron
analizadas con microscopia confocal {Leica DMIREZ2), utlizé €l objetive 40x. Del mismo
mode, se cuantifico el porcentaje de células gliales expresando GR en el nicleo {células Ibal
o GFAP/GR positivas) en la SNpc de monos, utilizando el objetive de 63x. Un rango de series
para cada seccion fue establecido al determinar un limite superior e inferior mediante el eje de
posicién Z/Y, obteniendo una imagen espacial configurada por una serie o stack de sub-
imagenes {Barcia et al., 2006; Barcia et al., 2008). El nimero de c€lulas doble positivas fue
contado para cada stack o Imagen espacial, a través de cada seccion optica y descartando las
células doble positivas contadas en la seccion optica precedente. Para esta cuantificacion se
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utilizé el software LCS Lite {Leica). Las imagenes mostradas en las figuras pueden ser
lustradas como stacks simples (de 0.5pum de grosor) o como transparencia de todos los stacks
que conforman una imagen superpuestos. Los resultados se expresan como % de células doble
positivas para GR (nuclear) ¥y TH, Iba-1 o GFAP dividido entre ¢l total de c€lulas TH, Iba-1 o

GFAP positivas respectivamente, por unidad de area.
1.2 Procedimientos experimentales para los estudios realizados in vitro
1.2.1 Establecimiento de cultivos mesencefilicos y tratamientos

Para ¢l establecimiento de los cultivos primarios se utilizaron mesencéfalos ventrales
extraidos de embriones de rata de 15.5 dias de edad gestante {Janvier Breeding Center, Le
Genest 5t Isle, France); para ello, se siguid el protocole detallado en publicaciones previas
{Escobar-Khondiker et al., 2008; Toulorge et al, 2010). Las c€lulas disociadas y en
suspension se obtubleron por trituraciom mecanica de la pieza de tejide mesencefilico, sin
ayvuda de tratamientos con enzimas proteoliticas. Las células fueron sembradas en densidad
de 1.2-1.5x10° células/cm® en placas de cultivo de 24 pocillos {Costar, Coming Life Sciences,
Ac- ton, MA), pre-incubados con Img/ml de polietilenimina diluida en tampon borate (pH
8.3) {Michel et al., 1997). Los cultives fueron mantenidos en medic N5 suplementado con
glucosa 5mM, suerc de caballo al 3% y suero fetal bovino inactivado por calor al 0.5% (FCS,
Abcys, Paris, France), menos los tres primeros dias in vitro {DIV), en los que la concentracion
del FCS fue del 2.5% para favorecer la maduracion inicial de las células. Ademas, los cultivos
fueron expuestos a K* {(30mM) y MK-831 {lum, antagonista de los receptores NMDA de
glutamato), para evitar €l proceso de muerte espontanea que sufren las neuronas DA en este
modelo de cultivo {Douhou et al., 2001, Escobar- Khondiker et al., 2008}, las cuales solo
representan  alrededor del 2% del total de células neuronales en el momento del

establecimiento del cultivo.
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1.2.2 Tratamientos para el analisis del posible efecto neuroprotector mediado por

GR

El potencial neuroprotector de los agonistas de GR fue evaluado mediante un
paradigma en el que la muerte de neuronas DA ocurre por intoxicacién de los cultivos con
MPP* {metabolito activo del MPTP) a una concentracién baja (3puM), durante los DIV 5 a7,
Tres dias después (DIV 10), los cultivos se lavan y se procede al analisis de la supervivencia
neuronal. Con este protocolo de administracién de MPP” se produce una afectacién selectiva

y parcial de las neuronas DA.

Los cultivos fueron tratados con DEX y CORT {agonistas de GR) y RU486
{antagonista de GR) utilizando distintas concentraciones segin el experimento realizado
{indicadas en las sub-secciones de resultados correspondientes); todos los tratamientos fueron
iniciados un dia antes de la exposicion a MPP' y finalizados con el cultivo, en el DIV 10 (Fig.
15B). La CORT fue inicialmente solubilizada en etanol, para la preparacion de la solucidn
madre a dmM. La solucidn madre de DEX (5mM; y de RU486 {30mM) fue preparada en
dimetilsulféxide {DMS0O). Estas concentraciones finales de DMSO y etanol (0.0001%)
anadidas al cultive no tienen 1mpacto sobre la supervivencia neuronal, comeo se ha podide

comprobar en experimentos previos {Mourlevat et al., 2003).

Algunos cultivos fueron tratados con el antimitdtice citosina arabinosa {ARA-C; 3uM)

durante el pericdo completo de cultivo. Este tratamiento no afecta la supervivencia de las
neuronas DA, sin embargo reduce enormemente el nidmero de células gliales {Mourlevat et

al., 2003).
1.2.3 Inmunofluerescencia y cuantificacion

Para la realizacidn de técnicas de inmunofluorescencia, los cultivos fueron fijados en

el DIV 10 mediante formaldehido al 4% diluido en Dulbecco’s phosphate-buffered (DPBS, de
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Sigma-Aldrich) y procesados para inmunofluorescencia. El protocolo que se utilizd fue
esencialmente 1déntico al realizado con tejide en flotacion (ver apartado 1.1.3.2 del presente
capitulo), pero sobre las placas de cultivo. Los anticuerpos primarios utilizados fueron los
sigulentes: 1) policlonal de congjo anti-TH {1:1000; Pelfreeze, Rogers, AR, USA) para
deteccion de neuronas DA 2) policlonal de conejo anti-GFAP (1:10{0; Dako France, Glostrup,
Denmark) para deteccion de astrocitos; 3) policlonal de conejo anti-Iba-1 (1:500, Wako,
Neuss, Germany) o 4) policlonal de ratén anti-OX-42 (1:50; clone MRC OX-42; Serotec,
Oxford, Engly) para la deteccion de microglia; 3) anticuerpo monoclonal anti-vimentin
{(1:100; Clone V9, Dako France) para la deteccion de las células gliales en general. Ademas,
en algunos experimentos la deteccion de TH, Iba-1 v GFAP fue seguida por la deteccion de
GR usande el anticuerpo descrito anteriormente (10 100; 3D5 ab9568, Abcam, Cambridge,
UK}. Todos los anticuerpos fueron diluidos en PB5 conteniendo 0.2% Triton X-100, excepto
Iba-1 que fue diluido en PBS dnicamente. La deteccidn de los anticuerpos primarios se realizd
mediante el uso de anticuerpos secundarios unidos a fluorocromos: anti-raton conjugado con
CY3 {para GR, vicentina y ox-42; 1:500; Sigma-Aldrich) o anti-congjo conjugado con Alexa

Fluor 488 (para TH, GFAP e Iba-1; 1:33 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA ).

El recuento celular se llevd a cabo utilizando un microscople invertido TE-300
{Tokyo, Japan) equipado con una camara digital ORCA-ER {Hamamatsu; Bridgewater, NJI).
El nimerc de las células TH positivas fue determinado tras el recuento de 20 disectores
opticos distribuidos al azar sobre €l total del area de cada pocillo, utilizando ¢l objetive de
20x. La cuantificacion de las células gliales se llevd a cabo de forma similar, pero utilizando 5

disectores opticos.

124 Inmuneblot para GR

La expresion de GR en los cultivos fue verificada ademas por western-blot. Para ello,
se extrajeron las proteinas de cultivos tratados con DEX, en el DIV 10, mediante el uso del kit
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AllPrep RNA/Protein Kit {(iagen group), y su concentracion fue determinada mediante BCA
protein assay {Thermeo Scientific). 5e utilizd un gel de poliacrilamida al [0% y se cargaron
10ug de proteina total en los pocillos, que fueron transferidos a una membrana de
nitrocelulasa. La membrana fue bloqueada para inhibir la unidn a sitios inespecificos,
mediante incubacidn con leche desnatada al 5% en PBS con Tween-20 al {.1% (PBST 0.1%)
durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, 1a membrana fue incubada con ¢l
anticuerpo primaric monoclonal anti-GR utilizado para los estudios inmunchistoquimicos {a
una concentracién de 11300} durante 48 horas a 4°C y en agitacion. Tras ser lavada con PB5T
0.1%, fue Incubada con un anticuerpo secundario anti-ratdén conjugado con peroxidasa
{1:5000; Amersham Biosciences) durante 2 horas y revelade usando el kit Super Signal

enhanced chemiluminescence {Pierce, Rockford, IL).
1.2.5 Cuantificacion e identificacién de células en proliferacion

Para detectar las c€lulas en proliferacion se utilizd el marcador radiactive de la sintesis
de ADN [Mcti]—jH]—tim idina, siguiendo el protocelo descrite anteriormente por Mourlevat y
colaboradores {Mourlevat et al., 2003). Los cultivos se mantuvieron hasta el DIV 7 y fueron
tratados con los agonistas o antagonistas de GR durante 24 horas antes de su finalizacién. En
el DIV 7, los cultivos fueron expuestos a 1 puCi de [methyl-3H]thymidine (40 Ci/mmol; GE
Healthcare) durante 2 horas a 37°C en medio N5 sin suero pero con glucosa (SmM). Tras 3
lavados rapidos en PBS, se permitid a las cflulas liberar los excesos de radiactividad
Incorporada ¥ después fueron incubadas en el mismo tipe de medio de cultive durante 30
minutos para su recuperacion. Posteriormente, los cultivos fueron fijados con PFA al 4%
durante 13 minutos y procesados para la detecclon de vimentina por inmunofluorescencia.
Finalmente, se procedid a la deshidratacion del cultivo con etanol absoluto y su exposicion a
la emulsién Hypercoat LM-1 { GE Healthcare) durante 4 dias a 4°C, para permitir la deteccidn

de la timidina tritiada incroporada al ADN.
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12.6 Medida de la recaptacién de DA

Este experimento, realizado normalmente para evaluar la integridad funcional y la
funcion sinaptica de las neurcnas DA, se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito
anteriormente por Guerreire y colaboradores (Guerreiro et al., 2008). Los experimentos de
recaptacion de DA se realizaron en cultivos en DIV 5, que recibieron los tratamientos con
DEX y un inhibidor especifico del transportador de dopamina (DAT), GBR 12209 {Sigma-
Aldrich), a distintas concentraciones, desde el DIV 4. La recaptacion fue iniciada por adicion
de 30nM de dopamina marcada radicactivamente {[EH]—DA 40 Cif mmol) en los cultivos
mantenidos a 37°C y 530pul de PBS con glucosa 5mM y acido ascorbice 100uM. La reaccion
fue detenida 15 minutos después mediante dos lavados rapidos con PBS frio. Posteriormente
las células fueron extraidas de los pocillos y se realizé la cuantificacion de la radicactividad
mediante un contador de centelleo liquido. Los valores para el blanco se obtuvieron en

presencia de | pM GBR 12805,
1.2.7 Medidas de Calcie citoplasmatico

Los niveles de calcio cltoplasmatico libre (CazJ'c},l) in vitro fueron medidos en
neurcnas individuales mediante el uso del cell permeant Fluo-4 {Invitrogen) un indicador
verde-fluorescente de calcio. Para este experimento, los cultivos fueron establecidos en
portacbjetos de cristal Lab-Teck glass-chamber slides {Nalge Nunc Intermnational, Rochester,
INY), para optimizar la deteccion de la senal fluorescente. Los cultivos se mantuvieron hasta
el DIV 3, momento en ¢l que se realizd la medida de CaZJ'c},l_. Los tratamientos que recibieron
fuerom: 1) tratamientoe con DEX durante 24 horas antes de la finalizacion del cultive y/o 11)
tratamiento con MPP* durante 6 horas antes de la finalizacidn en el DIVS: en este momento
fueron Incubados en presencia de 10puM cell permeant Fluo-4 durante 30 minutos a 37°C.
Posteriormente fueron lavados dos veces con medio N5 sin suero pero con glucosa {dmM)

para desechar ¢l exceso de indicador; después fueron incubados en ¢l mismo tipo de medio de
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cultivo durante 30 minutos para su recuperacidn, y se midio la senal fluorescente con la ayuda
del software Simple-PCI {C-Imaging Systems®) y el microscopio invertido descrito
anteriormente (seccidn 1.2.3 del presente capitulo). Entre 6 y [ imagenes se tomaron al azar
para las diferentes condiciones del cultive usando el objetive de 40x. Posteriormente se midid
la media de la intensidad de fluorescencia para cada neurona de una foto, restandole el valor
del fondo, se calculd la media para cada condicion y se transformd a porcentaje, tomando
como referencia arbitraria que la fluorescencia total de la condicidon control sobre su fondo

{F/Fg) corresponde a 100%.
1.3 A nalisis estadisticos

Los resultados estan expresados como medias + SEM. El criterio utilizado para elegir
los distintos test estadisticos fue determinado por el tipo de comparacidn requerida vy el
namero de factores presentes en los expenimentos. El test t Student’s se llevd a cabo para
experimentos en los que se requerian comparaciones simples entre dos grupos. El test
ANOVA de una via, seguido por el test post-hoe Dunnett’s test, se utilizé para los
experimentos que requerian miltiples comparaciones contra un grupo de referencia.
Finalmente, ¢l test ANOV A de dos vias, seguido del test post-hoe Duncan’s test, se utilizé
para los experimentos en los que se comparaban dos factores. La hipdtesis nula fue rechazada
con un riesge de 3%. Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el software

SigmaStat 3.5 (Copyright 2005 SYSTAT Software).

117



GR: fendmenos mflamatorios ¥ neurode generacidn en parkinsonismo M.A. Carrillo

2. Resultados

2.1 La expresion de GR en el nicleo de neuronas DA parece conferir neuroproteccion en

las regiones de la SNpe vulnerables a la intoxicacion por MPTP en monos

Para analizar la posibilidad de que GR module la supervivencia de neuronas DA tras
un dano neuronal, se examing la expresion de GR en tejido cerebral proveniente de primates
no-humanos parkinsonizados mediante inyecciones crénicas de MPTP (0.3 mg/kg) durante 3
meses. Estos animales desarrollaron un sindrome parkinsonlanc que simula de forma casi
idéntica la enfermedad en humanos {Barcia et al., 2004). Tras dos anos de la dltima inyecclon
de MPTP, los animales fueron sacrificades. El estudio de 1a expresion de c€lulas TH positivas
en la SNpc de estos monos revela una pérdida significativa de neuronas DA en el grupo

intoxicado con MPTP respecto al no tratado (Fig. 164, B).

El anilisis de la inmunchistoguimica para GR nos muestra dos grandes grupos de
células marcadas positivamente: células que denominamos non-neuron like gue por sus
caracteristicas de tamano y forma podrian ser de naturaleza glial, ¥ células que denominamos
neuron like que por sus caracteristicas parecen coflulas neuronales (Fig. 16C). La
cuantificacion de estos dos tipos celulares en la SNpc muestra un aumento significativo del
nimere de células non-neuron like GR positivas en €l grupo parkinsoniano, mientras que se
percibe una tendencia al descenso del nimero de células neuron like GR positivas en este

mismo grupe (Fig. 16 D).

Tras la obtencién de este resultado, nos preguntamos cual podria ser el patron de
expresion de GR en las neuronas DA, afectadas en PD. Para analizarlo, se realizd doble
inmunomarcaje para TH y GR en secciones de mesencéfalo al nivel de la SNpc y ¢l arca
teemental ventral (ATV). Estas secciones fueron analizadas inicialmente mediante

microscopia de fluorescenclia convencional y posteriormente mediante microscopia confocal,
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con ¢l objetive de consegulr un analisis mas exhaustivo de las distintas subregiones de la
SMpc ¥y la ATY. Las imagenes mostraron que la expresion de GR estaba concentrada en el
niclec de algunas neuronas TH positivas {Fig. 16E), sugiriendo un estado {principalmente)
active de GR, mientras que en otras neurcnas no aparecia asi. La cuantificacion del porcentaje
de neuronas DA que expresan GR en el nicleo reveld que, dos anos después de la dltima
intoxicacion con MPTP, la proporcion de neuronas DA remanentes en ] grupe MPTP que
expresaban GR en el nicleo era significativamente mayor que en €l grupo contrel (Fig, 16F),
lo que sugiere que la expresion nuclear de GR (previsiblemente activo) parece conferir
resistencla o proteccién a las neuronas DA contra los efectos directos de 1a intoxicacldn con
MPTFP y los efectos subsecuentes que esta Intoxicacion produce en el medio celular

{toxicidad, inflamacidn, etc) que también conducen a la neurodegeneracion.

En primates, tanto humanos como no humanos, las distintas subregiones de la SNpc
presentan una vulnerabilidad diferencial a la neurodegeneracion DA en parkinsonismo y PD
{esquema de las distintas subregiones de la SNpc en Fig. 16G). De esta forma, los mayores
niveles de neurodegeneracion se observan en la subregion ventrolateral (o), segulda de las
regiones lateral (lat) y dorsal {v). Ademas, otras regiones mesencefalicas como la ATV se
encuentran menos afectadas {Agid, 1991; Damier et al.,, [99%a; Feamley y Lees, 1991,
Herrero et al., 1993b; Hirsch et al., 1988). Para determinar =1 la expresion de GR es un factor
gue contribuye a la vulnerabilidad regional de 1a SNpc a la neurodegeneracion, se realizé un
anilisis detallado de la expresion de GR en neuronas DA para las distintas subregiones
citadas, mediante microscopia confocal. Los resultados muestran gque la proporcion de
neuronas DA que expresan GR en el nicleo después de la intoxicacion con MPTP es siempre
mayor en todas las subregiones de la SNpc. Sin embargo, este valor es estadisticamente
significative dnicamente en ¢l area o+P, que precisamente es el drea mas afectada por el

MPTP (Fig. 16H). Por otra parte, en los animales intactos {control), el porcentaje de neuronas
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DA gue expresan GR es mayor en la ATV (regidn menos vulnerable en el parkinsonismo) que
en ¢l resto de las subregiones de la 5N, y ademas, esta proporclon se muestra inalterada en el
grupe MPTP respecto al contrel. Estos resultados sugieren que la activacion de GR en las
neuronas DA puede ser un factor determinante de su vulnerabilidad y su susceptibilidad

regional a la degeneracidn.

Ya gque la reaccién inflamatoria crdénica gue ocuire en la EP, estaria fuertemente

relacionada con la continuidad del proceso de neurodeseneracion, también nos Interesamos

por la expresion de GR en las principales células implicadas en los procesos inflamatorios en

el CNS: la microglia y la astroglia. De esta forma, mediante experimentos de doble-

inmuncfluorescencia para marcadores gliales {GFAP para astrocitos e Iba- | para microglia) ¥
GR, se determing si el patron de expresion de GR en el nicleo de estas c€lulas varlaba, al
1gual que lo hacia en las neuronas DA. Asi, 1a cuantificacion de las c€lulas doble positivas GR
nuclear/GFAP o GR nuclear/Iba-1 en la SNpc completa no mostrd diferencias entre €l grupo
control ¥ el grupo parkinsoniane {recordemos, tras dos anos de la dltima inyeccion de MPTF)

al contrarie de 1o que ccurric con las neuronas DA (Fig. 17).

Los resultados anteriores conducen a pensar que los GCs, al activar el GR de las
neurcnas DA, podrian actuar como agentes neuroprotectores en ¢l PD. Por esta razdn,
procedimos al estudic de su funcitn en la supervivencia de neuronas TH positivas en modelos

R DﬁT‘:I‘E)

de parkinsonismo in vive (ratones C37BL/GJ ¥y G e In vitro {cultivos mesencefalicos

de rata).
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Figura 16. Las neuronas DA remanentes en la SNpe de monos parkinsonizados
presentan una mayor proporcion de expresion de GR en el niacleo, sugiriendo un efecto
neuroprotector de GR. {A) Imagenes representativas de la expresion de TH en secciones
cerebrales a nivel de la 5Npc de monos. {B) El ndmerc de células TH+ fue cuantificado
mediante métodos estereoldgicos {disector optico) en la SNpc. Los analisis muestran una
peérdida significativa de neuronas DA en la SNpc de monos parkinsonizados, tras dos anos de
la intoxicacion con MPTPF. {C) Imagenes representativas y detalladas de inmunohistoquimica
para GR, en las que se pueden apreciar c€lulas con morfologia neuronal {neuron like) y
células con morfologia no neuronal {non-neuron like). (D) La cuantificacién de células GR+
muestra un incremento del nimere de c€lulas no-neuron like GR+ ¥ una tendencia al descenso
de las cé€lulas neuron like GR+ en ¢l grupo parkinsoniano. (E1) Imagenes representativas de
microscopia confocal mostrando doble-iInmunofluorescencia para TH vy GR anivel de la SNpc
de un mono contrel. Se detecta alta inmunoreactividad para GR en el nicleo de un 60% de
neurcnas DA, {E2) Imagenes mostrando ejemplos caracteristicos de una neurona DA que no
expresa OR en su nicleo {TH+/Nuclear GR- cell} y otra que si lo expresa { TH+/Nuclear GR+
cell). {(F) La cuantificacién muestra que la proporcion de neuronas DA que expresan GR en el
nicleo es mayor en €l grupo parkisnoniano que en ¢l grupo control, lo que sugiere que GR
puede gjercer un efecto protector en las neuronas DA, () Diagrama del mesencéfalo de mono
mostrando las diferentes subregiones de la SNpc y otras estructuras adyacentes: SNpc,
sustancia negra pars compacta; ATY, area tegmental ventral; RN, ndcleo rojo; SNa+B,
subregion ventrolateral; SNv, subregion dorsal; SNlat, subregion lateral; D, dorsal; L, lateral.
{H) El analisis detallado mediante microscopia confocal de las diferentes subregiones de la
SNpc muestra una proporcion mayor de neuronas DA con GR nuclear tras el tratamiente con
MPTP en la subregion ventrolateral {la mas afectada en PD). Sin embargo, €l porcentaje de
neurcnas DA que expresan GR nuclear en animales intactos es mayor en la ATY {region
menos afectada) con respecto al resto de subregiones; lo que suglere que las regiones con
mayor expresion de GR en ¢l nicleo de las neuronas DA son menos susceptibles a los efectos
del MPTF {*P<0.05 comparade con el grupo control; T-student test, para B, D, F y H;
#P<{).03 comparado con el grupe control; T-student test, para H ). Barra de escala ={.5pum en
A, 100pum panel grande en C y 30 um paneles pequenos C y E.
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Figura 17. Expresion de GR en el nicleo de la microglia y la astroglia transcurridos 2
aiios de la intoxicacion con MPTP en monos parkinsonianos. {A) Imagenes representativas
de microscopia confocal mostrande  doble-inmunofluorescencia para Iba-1 y GFAP
combinadas con GR a nivel de la SNpc de un mono parkinsoniano. Los paneles pequenos
muestran ejemplos caracteristicos de una célula microglial o astroglial que expresa GR en su
nicleo. (B) La cuantificacion del porcentage de células gliales que expresa GR en su nicleo,
no mostrd diferencias significativas entre €l grupo control y €l parkinsonianc. Barra de escala
= 40um para los paneles grandes y | >um para los paneles peguenos.
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2.2 La corticosterona y dexametasona protegen las neuronas DA en cultivos

mesencelialicos expuestos a MPP+ mediante la activacion de GR

Con los experimentos in vitro se evalud el potencial neuroprotector de dos agonistas
de GR, CORT y DEX, en cultivos mesencefalicos de rata expuestos a MPP*, el metabolito
activo del MPTP. Para ello, los cultivos fueron expuestos a MPP* (3uM) entre los DIV 5 y 7,
y €l analisis de la supervivencia neuronal se realizd tres dias después. De forma consistente
con trabajos anteriores, se detectd entre un 30 v un 60 % de muerte neuronal DA en los
cultivos expuestos a este protocolo de intoxicacion (Guerrelre et al., 2008) (Fig. [8A). Tras ¢l
tratamiento de los cultivos con diferentes dosis de DEX o CORT desde el DIV 4 hasta el final
del cultive {DIV10), se comprobd que se producia un efecto de neuroproteccion dependiente
de las dosis utilizadas {Fig. 184). DEX y CORT presentaron similares eficacias en su efecto
protector, sin embargo DEX resultd ser mas potente que CORT. Asi, la concentracion efectiva
30 {ECsp o concentracion del agente que provoca una respuesta del 304% al compararla con el
control) estimada en el DIV 10 de cultive para DEX y CORT fue de 026 y 81nM

respectivamente.

Ademas, se observd que el tratamiento con el antagonista de GR RU486 (1mM)
previene el efecto neuroprotector producido por DEX y CORT utilizadas a concentraciones
optimas {10nM y 100nM respectivamente}, lo que indica que el efecto esta mediado por la
activacion de GR (Fig. 18B). Es importante resaltar que ¢l tratamiento con RU486 no tiene
efecto per se sobre la supervivencia de la neuronas DA en los cultivos control. Para el resto de

experimentos in vitro se utilizé la DEX como ligando de GR debido a su mayor potencial
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Figura 18. Efectos neuroprotectores de DEX y CORT sobre las neuronas DA en cultivos
mesencelilicos. (A) El efecto protector sobre las neuronas TH+ en cultivos intoxicados con
MPP+ {3pM) es dependiente de la concentracion de DEX (0.01-100 nM) y CORT (1-1000
nM). (B} Ndmero de neuronas TH+ en cultivos expuestos a MPTP en ausencia o presencia de
DEX (10nM) o CORT (100nM}, v ¢l antagonista de GR RU486 {1 M), El tratamiento con
CORT o DEX protege las neuronas DA y es abolido por RU486. RU486 no tiene efecto por si
mismo en la supervivencia de neuronas TH+. (¥P<0.05, comparado con cultivos tratados con
MPP+; #<0.05, comparado con cultivos expuestos a MPP+ v agonistas de GR ).
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neuroprotector y su facilidad de manipulacién {mayor grado de solubilidad).

2.3 La presencia de las neuronas no DA y las celulas gliales no es esencial para que se

produzean los efectos neuroprotectores de los GCs in vitro

A continuacion, se comprobé si el efecto neuroprotector de la DEX podia explicarse
por sus efectos represores sobre las células gliales, ya que se podria pensar que GR puede
proteger a las neuronas DA gracias a sus potentes efectos antiinflamatorios, mediante la
inhibicién de moléculas proinflamatorias secretadas por las c€lulas gliales, especialmente la
microglia {Ros-Bemal et al., 201 1; Anexo |}. Como preambulo, se comprobd la expresion de
GR en los tipos celulares de nuestro interés mediante doble-inmunofluorescencia. Asi, se
detectd la presencia de GR en el nicleo de células microgliales {Iba-1 positivas), astrocitos
{GFAP positivas), ¥y neuronas DA (Fig. [9A). La expresion de GR fue verificada ademas
mediante €l analisis con inmunoblot, utilizando extractos protelcos provenientes de cultivos
mesencefalicos tratados con DEX. Los marcadores de masa molecular, permitieron la
identificacion de GR a 97 kDa, comrespondiente a la masa indicada en la hoja de datos de la

casa comercial del anticuerpo (Fig. 154A).

Mediante €l estudic de la expresion de marcadores gliales, se comprobé que la DEX
gjerce un potente efecto represor sobre las células gliales en division marcadas con vimentina
y timidina tritiada, asi como sobre las células que expresan €l marcador microglial OX-42
{Fig. 19B, C). A una concentracion de 1{nM, la DEX era ligeramente mas eficaz en su efecto
de reducir €l ndmero de células microgliales (-73%) gque en la reduccion de la poblacidn
celular total en division {-65%), representada en su mayor parte por astrocitos y sus

precursores {Toulorge et al., 2010) {(Fig. 18C).

Para determinar si la presencia ¥ funcion del GR glial eran requeridas para el efecto

neuroprotector gjercido por DEX, se evalud su efecto en cultivos tratados con el antimitdtico
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ARA-C {3uM) durante todo el periodo del cultivo. Este tratamiento con ARA-C reduce ¢l
nimerc de c€lulas gliales por debajo del 3% con respecto a los valores normales {Fig. 12C).
En estas condiciones de cultivo, se comprobd que la DEX {10nM) sigue ejerciendo su efecto
protector sobre las neuronas DA (Fig. 19D}, lo cual indica que la glia no es necesarla para la
proteccidn de las neuronas DA in vitro. Ademas, se comprobd que el efecto neuroprotector de
DEX era abolido en los cultivos tratades con ARA-C cuando eran expuestos al antagonista
RU486 {Fig. 19D). Esto sugiere ademas que la proteccion es mediada por la accion de los GC

sobre el receptor GR neuronal.

Posteriormente, se determing si la neuroproteccion mediada por DEX se producia en
una forma autocrina o paracrina, es decir, si la DEX ejercia el efecto directamente sobre las
neurcnas DA, o sl era indirectamente, al inducir la produccin de una sustancia diferente por
parte de otros tipos neurcnales. Para ello, utilizamos la técnica de cultivo condicional, en
nuestro caso tratade con ARA-C, para descartar el efecto de las células gliales. En este
experimento, €l medio de cultive proveniente de los pocillos control o tratados con DEX
{10nM) {pocillos donadores), fue transferido cada |2 horas a los pocillos receptores. Algunos
de los pocillos receptores que recibleron medio condicional con DEX procedente de los
pocillos donadores, fueron tratados con RU486 (1 M), para inhibir los efectos directos de la
DEX. Cuande el medio de cultivo de los pocillos donadores era suplementade con DEX v
transferido a los pocillos receptores tratados con MPP*, la pérdida de neuronas DA causada
por la toxina se reducia (Fig. 19E). Para descartar que las células neuronales {de cualquier
tipo) presentes en el cultive pudieran liberar una molécula soluble con efectos protectores
sobre las neuronas DA se anadid RU486 en los pocillos receptores y se comprobd que el el
efecto protector era neutralizado, lo que sugiere que dicho efecto s resultado dnicamente de
la presencia de DEX transferida en €l medio condicional {Fig. 19E) v no de componentes

intermedios creados. Estas evidencias apoyan la 1dea de que los GCs ejercen efectos
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Figura 19. El efecto neuroprotector de los GCs contra la muerte neuronal DA inducida
por MPP+ persisten en la ausencia de células gliales. {A) Imagenes de microscopia
convencional de fluorescencia mostrando que GR se expresa en neuronas DA (TH4),
microglia (Ibal+) y astroglia {GFAP+). También se muestra la expresion de GR mediante
analisis por western-blot de extractos proteicos de cultives mesencefalicos. (B) Imagenes
representativas  mostrando  microglia (OX-424) y células gliales en proliferacion
{Vim+/Thym+) bajo diferentes condiciones de cultivo. Se pueden observar diferencias en el
nimerc ¥y morfologia de 1a micreglia, asi como en el nimero de c€lulas gliales proliferativas.
{C) La cuantificacidn de células Vim+Thym+ y OX-42+ se llevd a cabo en cultivos control ¥
cultivos tratados con DEX {1InM)} o ARA-C {(3mM). El tratamiento con ARA-C elimina casi
totalmente las poblaciones gliales. {D) Los cultivos tratados con ARA-C, fueron expuestos a
MPP+ para inducir neurodegeneracion DA. Se observa que los cultivos tratados con DEX
desde el DIV4 al DIV |{ estan parcialmente protegidos del efecto neurotdxico del MPP+
incluso en ausencia de células gliales. Ademas el efecto neuroprotector es abolido mediante €l
tratamiento con RU486A, (B} El medio condicional obtenido de los cultivos control donadores
(D) transferido a los cultivos receptores (R), no interfiere en el efecto neurotdxico del MPP+.
El cultivo condicional obtenido de cultivos donadores tratados con 1{InM ejerce proteccion
sobre las neuronas DA en los cultivos receptores expuestos a MPP+. El efecto protector es
abolido cuando los cultivos receptores son expuestos a RU486 {ImM). {{+): provisto por €l
medic condicional; *P<0.05 comparado con los cultivos control; #P<{0.05 comparado con los
cultivos expuestos a MPP+ y DEX; ANOVA de una via seguido de Dunnett’s test). Barra de
escala = 10mm para A y 15mm para B.
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protectores directamente sobre las neuronas, independientemente de su accidn sobre la glia.

2.4 Los GCs, mediante la accion de GR presente en las neuronas DA, previenen la

pérdida neuronal DA en ratones intoxicados de forma subcerdnica con MPTP

Los resultados precedentes in vitro, representan una fuerte evidencia de que los
agonistas que se unen y activan a GR en las neuronas DA pueden actuar previniendo la
neurotoxicidad producida por MPP'. Para determinar si los GCs a través de la activacién de
GR tienen acciones similares in vivo, se realizd un experimento en €l que ratones C57BL/GI
recibieron bajas dosis de CORT (35 pg/ml) disuelta en el agua de bebida gracias a la adicidn
de B-CD (0.45%, que constituye ¢l vehiculo), segin el protocolo descrite por David vy
colaboradores {David et al., 2009). Este tratamientc comenzd al mismo tiempe que la
Intoxicacion subcronica con MPTP {una inyeccion de 30mg/kg por dia durante 5 dias) v

terminé el dia del sacrificio (7 dias después de la dltima inyeccidn con MPTP) {(Fig. 153A).

En los andlisis postmortem, se cuantificd €l ndmere de neuronas DA remanentes en la
SNpc 7 dias después de la Gltima inyeccion con MPTP o salino. Los resultados muestran que
el ndmerc de neuronas TH positivas en €l grupo saline que recibié CORT es similar al del
grupo que recibio el vehiculo, lo que indica que el tratamiento con CORT no afecta a estas
neuronas. También se observé una pérdida significativa en el ndmerc de neuronas TH
positivas en los grupos tratados con MPTP que no recibieron tratamiente con CORT (Fig.
204, C). Llamativamente, el grupo intoxicado con MPTP que recibié el tratamiento con
CORT presentaba una perdida neurcnal mucho menor de neuronas DA, sugiriendo que CORT
gjerce una clara funcidn de neuroproteccidn contra la neuotroxicidad del MPTP in vive (Fig.

204, C).

Habiendo sido descrito que los GCs pueden inducir la expresidn de TH mediante

regulacion transcripcional in vitro (Goodman et al., [978), decidimos cuantificar también las
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células tionina positivas en le SNpc de todos los grupos, para comprobar sl el patron de
pérdida o proteccidn neuronal era similar al presentado por TH (Fig. 20B). Efectivamente, los
resultados fueron similares a los encontrados para €l marcaje con TH tras la intoxicacion con
MFTPF, va que se observd un descenso en el nimero total de células tionina positivas en el
grupeo tratado con MPTP y no tratade con CORT, mientras que se observd de nuevo el efecto
neuroprotector en €l grupo tratado con CORT (Fig. 20E). Mediante el uso de esta tincion, gque
no marca una proteina concreta cuya expresion pueda ser regulada por factores de
transcripcion, se comprobd que la CORT ejerce un verdadero efecto protector, que no esta

asoclando a la variacion de la expresion de TH.

Ademas, se analizaron los efectos del tratamiento con CORT en las terminaciones
nerviosas DA del estriado mediante 1a medida de 1a densidad optica (0.D., de optical density)
del marcaje con TH. De forma aniloga a la SNpc, los resultados mostraron un descenso de la
(3.D. significativo en €l grupe inyectado con MPTP, indicando una pérdida de fibras DA. En
cambio, €l grupo MPTP tratado con CORT muestra las fibras DA menos afectadas (Fig. 204,

DJ.

De la misma forma que se realizaron los analisis en la SNpc de los monos, también se
analizd la proporcién de neuronas DA que expresan GR en ¢l nidcleo en la SNpc de los
ratones CY/BL/6J, encontrando 1gualmente que hay una mayor proporcion de neuronas DA
remanentes que expresan GR en el nicleo después de la intoxicacion con MPTP como vimos
en los primates. 5in embargo, no existen diferencias significativas en la proporcion de
neurcnas DA-GR positivas entre €l grupo intoxicado con MPTP que recibid tratamiento con

CORT v el grupe control {F1g.20F).
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Figura 2{0. Efecto neuroprotector de los GCs contra la pérdida neuronal DA en ratones
C57BL/6] intoxicados con MPTP. (A) ImAgenes representativas de la expresion de TH en
secclones cerebrales a nivel de la SNpc y el estriado para los diferentes grupos de ratones. (B)
Imagenes de secciones a nivel de la SNpc tenidas con tionina. {C) 5e observa una pérdida
significativa de neuronas TH+ en la SNpc de los ratones inyectados con MPTP. Sin embargo,
no se observa este descenso en el grupo MPTP tratade con CORT comparado con sus
controles {salino o CORT), lo que indica un efecto neuroprotector de CORT. {D) Se observa
una pérdida significativa de fibras DA en el grupo MPTP; sin embargo, estan menos afectadas
en el grupo MPTP tratado con CORT. {E) La cuantificacion de las c€lulas tionina positivas
muestra el mismo patron de varlacion que €l de TH {(*P<(0.05 comparado con el grupe control;
#P<0.05 comparado con ¢l grupo MPTP; ANOVA de dos vias seguido de Duncan’s test; para
C, D y E). {F) Imagenes de doble-inmunofluorescencia para TH y GR de un ratdon control
obtenidas mediante microscopia confocal. La cuantificacién del porcentaje de neuronas DA
que expresan GR mostrd que las neuronas remanentes tras el tratamiento con MPTP expresan
en mayor proporcion GR en su nicleo en comparacion con el grupo control, lo que refuerza la
idea de que la expresion de GR puede ser un factor determinante de la supervivencia de estas
neuronas {¥P<{0.05 ndmero de células TH+ comparade con ¢l grupo control; ANOVA de una
via seguido de Dunnett’s test; #P<0.05 nimero de ¢élulas TH+/GR+ nuclear comparado con
grupo control; T-student test). Barra de escala = 40um en los paneles pequenos, 100pm en los
paneles 1zquierdos grandes y | mm en los paneles derechos grandes A, 100pmen By E
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Los resultados In vitro sugirieron que ¢l papel neuroprotector de los GCs sobre la
neurcdegeneracion DA se produce directamente a través del GR de las neuronas DA. Para
determinar si los efectos protectores de la CORT in vivo estan mediados por €l GR de las
neuronas DA, se replicd el mismo experimento realizade con ratones C37BL/A), en ratones
GRDATCr

, que presentan el gen de GR inactivado de forma selectiva en estas neuronas

{Turiault et al., 2007). La cuantificacion de las células TH positivas en la SNpc, mostro una

DA T e lesPilesP -

pérdida neuronal similar en los ratones GR y sus controles GR Intoxicados con

MPTP. 5in embargo, el tratamiento con CORT no tenia ningln efecto protector en los ratones
GRDATC“E, al contrario que sus controles (Fig. 21A, C). La cuantificacién del nimero de
células tionina positivas en la SNpc de estos ratones mostrd un patron similar al obtenido en
la cuantificacion de neuronas TH positivas (Fig. 21B, E). Sin embargo, aungue ¢l analisis de
la densidad Sptica para TH en el estriado mostre una pérdida significativa de fibras DA tras la

DATCre -
GR ni en los

Intoxicacion con MPTP, no se demostrd proteccidn en los ratones
lesPlox P T - -
GR ** tratados con CORT, indicando que posiblemente el efecto neuroprotector comienza

en los cuerpos celulares y se extiende lentamente y de forma anterdgrada hacia las fibras (Fig.

214, D).

En su conjunto, los resultados obtenidos en estos experimentos demostrarian gque el

efecto neuroprotector mediado por CORT en ratones tratados subcrénicamente con MPTP,

estaria mediado por la activacion de GR  directamente en las neuronas DA v seria

independientemente de la inhibicion que pudiese ejercer sobre las células gliales.

La accidn de los GCs esta determinada por su concentraclon plasmatica entre otros
factores. Asi, para determinar s1 el nivel de GCs plasmatico estaba afectado en los ratones
DATCr . - - . .
GR , 0 51 por el contraric era similar al de los ratones control, se realizaron medidas de

CORT en muestras de plasma extraido | y 7 dias después de la dltima inyeccion de MPTP

{Fig. 21F). Los resultados muestran niveles cinco veces superiores de CORT en los ratones
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GRPATC® y GR"F gque recibleron tratamiento con CORT independientemente del

tratamiente con MPTP, 1o que demuestra una contribucion exdgena de la hormona. También
se observd un ligero incremento | dia después de 1a dltima inyeccion de MPTP en los ratones
GRPATE™ y GR"™P'%F intoxicados con MPTP pere no tratados con CORT. Sin embargo, los
niveles de CORT se restablecieron a los 7 dias, lo que sugiere que ¢l MPTP no induce un
aumento sostenide de los niveles de GCs en sangre. Hay que remarcar ademas que no se
observaron diferencias significativas en los niveles de CORT plasmaticos entre ratones

GR""™™™ y GR"***F en ningdn caso (Fig. 21F).

2.5 Mecanismos de neuroproteccion mediados por GR. El efecto de inhibicién producido
por la dexametasona sobre el transportador de dopamina (DAT) no es suficiente para

explicar su funcién neuroprotectora

Para descartar la posibilidad de que ¢l efecto protector de 1a DEX se debe al blogueo
de la captacién de MPP* por parte de los DAT, se realizaron medidas de recaptacién de DA
marcada radicactivamente {[EH]—DA) en cultivos expuestos a diferentes concentraciones de
DEX o GBR 125085, un potente inhibidor no competitive del DAT, durante 24 horas antes de
la medida de recaptacion. Paralelamente, se analizd el efecto de DEX y GBR 12809 en la
viabilidad neuronal DA en cultivos intoxicados con MPP'. De esta forma, se comprobd que
GBR 12809 produce una inhibicion de la recaptacion de DA dependiente de concentracion
(Fig. 22). En un rango de concentraciones comprendido entre 1 y 100nM, se observd una
correlacion entre la inhibicion de la recaptacion DA y €l aumento de la supervivencia DA,
tanto para GBR 12509 como para DEX. Sin embargo, las interpolaciones graficas nos
permitieron constatar que a concentraciones similares, DEX ejerce un efecto neuroprotector
mayor que GBR 12209, produciendo escasa inhibicion de la recaptacién de DA, lo que sugiere
gue la inhibicién del DAT llevada a cabo por DEX es minima y no puede explicar el efecto

neuroprotector mediado por GR. Ademas €l maximo bloqueo de 1a captacion por parte de
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DATCre
Figura 21. El efecto neureprotector de los GCs no se observa en ratones GR

parkinsonizados y tratados con CORT. {A) Imagenes representativas de la expresidon de TH
DATC
en secclones cerebrales de ratones GR * para cada grupo experimental, a nivel de la SNpc

y el estriade. {B) Imagenes de secciones a nivel de la SNpc tefildas con tionina. {C) La
cuantificacion del ndmero de células TH+ en la SNpc muestra una pérdida neuronal DA

significativa en la SNpc de los ratones mutantes y control tratados con MPTPE El efecto
DATC
neuroprotector de la CORT no se observa en los ratones GR " Inyectados con MPTP ¥

tratados con CORT. {D} Se observa una pérdida significativa de las fibras DA en los grupos
DATC loxPiloxP
MPTP tantoe GR " omoGR Ademas, no se observa proteccidn de las fibras DA en

los grupos que recibleron CORT. {E) La cuantificacion de las c€lulas tionina positivas muestra
el mismo patrén de variacion que el de TH {(*P<0.05 comparado con ¢l grupo control;
ANOVA de dos vias seguido de Duncan’s test; para C, D y E). (F) La medida de los niveles de

CORT | y 7 dias después del tratamiento con MPTP no muestra diferencias significativas

DATC e loxPloxP ) . .
entre los ratones GR y GR bajo las diferentes condiciones de tratamiento

(*P<0.03 comparado con ¢l grupo control v MPTP; ANOVA de dos vias seguido de Duncan’s
test). Barra de escala = 40um en las imagenes insertadas de mayor magnificacion en A,
100pum en las 1magenes de la colummna izquierda en A y Imm en las imigenes de la

colummna derecha en A; 100pum en B.
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GBR12509 no llega a producir ¢l maximo de proteccion obtenida por el tratamiento con

DEX.

2.6 La neuroproteccion mediada por GR ocurre a través de la activacion del receptor de

rianodina.

Aunque son pocos los trabajos que lo muestran, parece haber indicios de que los GCs
puede afectar procesos celulares dependientes de Ca2' de los cuales puede depender la
supervivencia neuronal {Bian et al,, 1997, Du et al., 2009); por lo que se podria hipotetizar
gue el GR activo contribuye a la supervivencia de neuronas DA mediante la regulacion de
procesos dependientes del Ca2*. Ademds, recientes hallazgos del grupo de trabajo con el cudl
hemos realizado los experimentos in vitre expuestos en este capitulo, han demostrado que la
movilizacion de los dep6sitos de Ca®* del reticulo endoplasmico tiene un papel importante en
la supervivencia de las neuronas DA en el misme modelo de parkinsonismo experimental
{Guerreiro et al., 2008, Toulorge et al, 2010). Por esta razdn, decidimos estudiar la
implicacion de unos canales de Ca® presentes en la membrana del RE que permiten la salida
de éste al citosol [receptores de rianodina {RyR)] ] en los efectos mediados por DEX a través
de GR en los cultivos mesencefalicos. Nuestros resultados mostraron que la inhibicion de los
canales RyR mediante tratamiento con el inhibidor dantroleno (DANT, 30uM) evita el efecto
neuroprotector de la DEX {Fig. 23A). Lo que indica que los canales RyR estan implicados en

los mecanismos de accidon de GR que median la proteccidn neurconal.

Al mismo tiempo, se realizaron medidas de los niveles de Ca® cltoplasmatico (C aZJ'c},l}
en cultivos tratados con MPP* el DIV 3, en presencia o ausencia de los tratamientos de interés

{DEX vy DANT). Para este experimento, los cultivos fueron incubados durante 6 horas con

! Los receptores de rianodina (RyR) son canales de Cat que s& encuentran n la membrana del reticulo
endoplasmatico o sarcoplamico. Junto con los receptores de inositol trifosfato (IP3), regulan 1a salida de Ca*t
almacenado en el reticulo hacia el citosol. Su funcidn es particulamente importante para 21 mante nimiento de la
supervivencia neuronal y la correcta contraccion del tejido muscular cardiaco. Existen 3 isoformas de este
receptar, ¥ aunque todas se expresan en el cerebro, parece que la mas abundante es 1a de tipo 3.
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MPP’, para detectar el sufrimiento neuronal DA en las primeras fases del proceso de muerte.
Ademis, el MPP” se administré a una concentracién de 50 (M para producir efectos téxicos y
perturbaciones en la homeostasis del calcio que pudiesen ser detectables en todos los tipos
neurcnales del cultivo. Utilizando estas condiciones experimentales, se comprobd que los
niveles de CaZJ'c,lcslaban reducidos un 30% después de las 6 horas de tratamiento con MPP*.
Cuando se tratd el cultivo sélo con DEX o en presencia de MPP?, los niveles de Ca}'c},l s
elevaron por encima de los niveles registrados para los cultivos control. Este efecto fue
inhibido por €l tratamiento con DANT {Fig. 23B). Estos resultados sugieren que la activacion
de GR inducida por DEX produce una elevacion de CazJ'c},l dependiente de la actividad de los
canales RyR. Si este efecto resulta en aumentos moderados de los niveles de Ca®'e,
conllevaria la proteccion de las neuronas DA frente a la neurodegeneracion inducida por

MPTP, de acuerde con publicaciones previas {Guerrelro et al., 2008).
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Figura 22, La neuroproteccion mediada por GR no se correlaciona con una inhibicidn
del DAT. Representacion del efecto en la supervivencia de neuronas TH positivas por parte
del mhibidor de DAT {GBR 12809) v de DEX en cultivos tratados con MPTP (3.M),
representada en contraposicion a sus efectos de inhibicion sobre la recaptacion de dopamina.
El uptake de dopamina fue medido el DIV 5 en cultivos tratados con DEX durante el DIV4 de
cultive y la supervivencia neurcnal en el DIV 10. Los cultivos fueron expuestos a diferentes
concentraciones de DEX desde el DIV 4, v a GBR 12090 justo antes de la medida de

recaptacion.
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Figura 23. Papel de los canales receptor de rianodina en la neuroproteccion mediada por
GR. {A) Los efectos neuroprtectores de DEX (10nM) sobre las neuronas DA en cultivos

tratados con MPP+ (3, M) son abolidos por blogueo de los canzalcs RyR con el antagonista
+
dantrolenc {30uM). {B) Representacion de los miveles de Ca eyl intracelular en cultivos

expuestos durante 6 horas a MPP+ {(30M), en presencia o ausencia de DEX, aplicada sela o
en combinacion con dantrolenc (DANTY. * P< (.05, comparado con grupo control; ¥* P<(.05
comparado con grupoe MPP+; # P<{0.05 comparado con grupoe MPP+ tratado con DEX.
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3. Discusidn

Los trabajos experimentales llevados a cabo en este capitulo nos han permitido
demostrar que los GCs ejercen un efecto neuroprotector en el parkinsonismo experimental

mediante la unidn y activacion del GR presente en las neuronas D A.

En la actualidad, la implicacion del metabolismo de los GCs en la EP no se ha
esclarecido y la informacidn de la que disponemos resulta escasa. Trabajos previos han
mostrado que los pacientes de EP presentan alteraciones del eje HPA {Bellomo et al., 1591,
Charlett et al.,, 1998, Hartmann et al, 1997; Stypula et al, 1996); sin embargo, la
administracién de tratamientos con L-DOPA puede influir en las medidas de los niveles de
hormonas, como ¢l cortisol, pudiendo obtener resultados no conclusivos {Muller y Muhlack,
2007). Por otra parte, en algunos modelos de parkinsonismo experimental, también se ha
descrito una desregulacion del eje HPA, asi como un aumento en las concentraclones de
ACTH y cortisol, concretamente en €l plasma de perros semanas después de la administracion
de MPTP {(Hineno et al., 1992; Mizobuchi et al., 1993). Por el contrario, un ano después de la
administracién de MPTP en monos, estos cambios no se detectan, y parecen estar
compensados a pesar de que la respuesta inflamatoria local cerebral esta adn activa (Barcia et
al., 2003). Estas evidencias indican que probablemente el MPTP es capaz de inducir una
alteracion temprana del metabolismo de GCs, induciendo €] aumento de cortisol circulante,

que seria capaz de activar el GR neuronal € induclr mecanismos de neuroproteccion.

En nuestros resultados, el estudic del patron de expresion de GR en la SNpc de monos
sacrificados tras 2 anos de la dlima inyeccion con MPTP (Fig. 16C, D}, nos ha permitido
comprobar que existe un aumento del ndmero de células GR positivas con morfologia glial (o
celulas non-neuron like) que estaria en concordancia con el aumento general y ampliamente

conocide del ndmero de células gliales en la SNpc que se ha descrito en este modelo vy que
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apoya la hipotesis de una perpetuacion de los procesos inflamatorios en el parkinsonismo

{Barcia et al., 2011, Fomo et al., 1992; MciGeer et al., 2003 ).

3.1 La expresion de GR en el nicleo de las neuronas DA conliere proteccion contra la

neuredegeneracion inducida por MPTP en monos parkinsonizados.

La translocacién de GR al ndcleo depende de los niveles extracelulares de GCs asi
como de otros estimulos gque activan indirectamente su funcién (Kitchener et al., 2004,
Marchetti et al., 2005). De hecho, el GR puede encontrarse en el nicleo y en el citoplasma
tanto en su forma activada como en su forma no activada {Hache et al., 1999). Sin embargo,
las formas no inducidas de GR {GR no activado por su ligando) se encuentran principalmente
en el citoplasma, mientras que las formas inducidas de GR {activadas por ligando) se
concentran principalmente en el nicleo {Beck et al., 2009). La retencidn en el nicleo de GR
esta determinada, entre otros factores, por las senales de retencidn nuclear (NRS) descritas por
Carrigan y colaboradores (Carrigan et al., 2007}, que contribuyen a inducir su potencial de
medulacion transcripcional. Considerando asi que la deteccion de GR en el nicleo indica que
se encuentra preferiblemente en estado activado, el analisis que hemos realizado sobre la
activacion de GR en neuronas DA ¥ células gliales en un modelo de parkinsonismo crénico en
monos, nos informa s1 GR tiene funciones directas sobre estos tipos celulares tras la
neurcdegeneracion DA, De hecho, nuestros resultados muestran que 2 anos después de la
Intoxlcacion con MPTP, existe una mayor proporclon de neuronas DA remanentes que
expresan R en el niclec con respecto al grupo control (Fig. 16F), indicando bien que la
neurcdegeneracion DA activa las funciones de GR en las neuronas DA, y/o que las neuronas
que expresan OR en su nicleo son menos susceptibles. Es decir, que la localizacion vy
acumulacion de GR en el nicleo de algunas de estas neuronas podria estar provocada por la

accion del MPTP (Fig. 16E), el cual podria inducir modificaciones en los patrones de
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liberacion de GCs enddgenos promoviende la activacidn y translocacion de GR a su nicleo
{Kitchener et al., 2004). Ademas la presencia previa de GR activo podria ejercer un efecto

pTD[EC tor.

Ya que la distribucitn y activaciom de GR puede variar dependiendo de las regiones
cerebrales y del estado fisiolégico de las células que lo expresan (Sanchez et al., 2000), ¢l
hecho de que en la subregion ventrolateral de la SNpc (o+[), que es mas susceptible a la
neurodegeneracion, se identifiqgue €] mayor aumento en la proporcion de neuronas DA
remanentes con GR nuclear en el grupo parkinsoniane, junto con el hecho de que 1a ATV en
monos controles presente una mayor proporcion de este tipe neuronal con GR nuclear (Fig.
16H}, suglere que la activacion de GR confiere proteccidn en estas regiones, pudiendo ser
considerado como un factor determinante de las diferencias regionales descritas de
vulnerabilidad a la neurcdegeneracion producida por MPTP {(Barcia et al., 2004; Herrero et
al., 1893b; Hirsch et al., 1588). Este hecho sugiere que el tratamiento con GCs (y activacion

de GR) en la EP pudiera tener un efector protector contra la neurodegeneracion DA,

Ademas de las neuronas DA, también hemos querido determinar s1 la proporcion de
microglia ¥ astroglia presente en la SNpc de monos variaba tras 2 anos de la administracién
de MFPTP. 8in embargo, los resultados no muestran un aumento de la proporcion de células
gliales que expresan GR en su nicleo, sino una tendencia a su disminucién (Fig. 17). Estos
resultados son coherentes con trabajos recientes de nuestro grupe, que detectan un aumento de
la proporcion de microglia que expresa GR nuclear en la SNpc de ratones s8lo 3 dias después
de la intoxicacion con MPTP, tendiendo a recuperar valores normales 3 semanas después de
la intoxicacidn con MPTP (Ros-Bernal et al., 2011; Anexc 1). Estos datos sugieren que la

activacion de GR en la glia se produce en estadios tempranos tras la administracion de MPTP,

145



GR: fendmenos mflamatorios ¥ neurode generacidn en parkinsonismo M.A. Carrillo

coincidiendo con ¢l momento de desencadenamiento de la reaccidn inflamatoria, con el

objetivo de controlarla y regularla.

32 Los GCs ejercen un efecto protector contra la neurodegeneracion inducida por
MPTP tante in vivo como in vitro, mediante un mecanismo que involucra al GR de las

neuronas DA

Nuestros resultados en los experimentos realizados con roedores y con cultivos
mesencefalicos nos confirman que los GCs protegen a las neuronas DA de la degeneracion
inducida por MPTP tanto in vive como in vitro {Fig. 18, 20). La DEX v la CORT ejercen
efectos neuroprotectores en cultivos mesencefalicos de forma dosis-dependiente {(Fig. 18), en
coherencia con estudios previos {Du et al., 2009). In vivo, los efectos neuroprotectores de la
CORT son muy evidentes en los cuerpos neuronales dopaminérgicos de la SNpc, pere lo son
menos sl nos fijamos en las terminaciones nerviosas en ¢l estriado. Este hecho podria
explicarse ya que OGR egjerce sus efectos principalmente mediante mecanismos
transcripcionales, y su efecto protector podria ser iniclado de forma mas efectiva a nivel del

cuerpo celular sin haber llegade adn a las terminaciones nerviosas {Fig. 20).

Es Importante remarcar, que aungue previamente se ha descrito el efecto
neuroprotector de los GCs en el parkinsonismo experimental in vive, los estudios hasta ahora
publicados siempre se han focalizado en el papel de los GCs come inhibidores de la
activacion microglial, y por tanto de la respuesta Inflamatoria mediada por estas cé€lulas
{Kurkowska-Jastrzebska et al., 1999; Morale et al., 2004; Ros-Bemal ¢t al., 2011; Sugama et
al., 2009). En esta linea, vy en concordancia con estudlos previos {Ganter et al.,, 1992, Sabolek
et al., 2006; Tanaka et al., 1997), nuestros resultados en cultivos, muestran que €l tratamiento
con DEX inhibe de forma significativa, aungque no totalmente, la proliferacion glial {Fig. 19).

Este hecho nos puede llevar a pensar en un efecto neuroprotector de la DEX exclusivamente
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por inhibicidn de la produccion de mediadores pro-inflamatorios secretados por la glia. Sin
embargo, es importante resaltar que en cultivos en los que la proliferacion glial ha side
inhibida practicamente al completo, mediante el tratamiento con agentes antimitsticos {(ARA-
C}), podemos comprobar que la DEX sigue ejerciendo este efecto  protector sobre la
neurodegeneracion DA inducida por MPP* (Fig. 19D). Ademas, este efecto es abolido por el
tratamiente con el antagonista de GR RU486, 1o que indica que el efecto se produce
especificamente a través del GR presente en neuronas DA, Asimismo, los experimentos con
cultivos condicionales, tratados con AR A-C, muestran que los sobrenadantes de los pocillos
donadores, previamente tratados con DEX, aln ejercen un efecto neuroprotector contra ¢l
MPP* en los cultivos receptores y su efecto es ademas abolido por el tratamiento con RU486
{Fig. 19E). Estos resultados indican que la DEX es capaz de inducir neuroproteccion directa
en las neuronas DA sin la intervencion de compuestos intermediarios producidos por otros
tipos neuronales. Asi, podemos postular que los GCs ejercerian sus efectos neuroprotectores
sobre la neurodegeneracion DA mediante dos viast directamente por la activacion del GR
presente en las neurcnas DA y/o indirectamente por inhibicion de la inflamacién mediada por
la microglia {Ros-Bemal et al., 2011; Anexo 1), estas vias no son incompatibles, sino que

refuerzan el efecto neuroprotector de GR mediante dos mecanismos diferentes.

Este efecto neuroprotector directo de los GCs mediante la activacion del GR de
neuronas DA in vivo, lo hemos podide demostrar mediante el uso de ratones con GR
eliminado especificamente en las neuronas DA (ratones GRDMC“E), En estos ratones el efecto
neuroprotector de la CORT contra la neurodegeneracion inducida por MPTP no se produce
{Fig. 21}, lo que sugiere que la presencia y activacion de GR en las neuronas DA debe ser
critica para su supervivencia. La diferencia esencial que existe entre nuestro trabajo y estudios
precedentes radica en que los trabajos previes usaron modelos murinos géneticamente

modificados para GR, en los que el gen para GR estaba silenciado en todos los tipos celulares,
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1o cual hace imposible la discriminacion entre los efectos de los GCs sobre cada tipo celular
especifico  {Marchetti et al., 2005, Morale et al.,, 2004). 5in embargo, en los ratones
desarrollados en nuestro equipoe, podemos discriminar la funcidén de cada tipo celular por la
caracteristica inhibicion de GR en tipos celulares especificos. En resultados previos de nuestro

equipo, utilizando la linea de ratones GR M

{Ros-Bemal et al., 2011}, se observd un mayor
nivel de muerte neuronal DA inducida por MPTP en los ratones mutantes respecto a sus
controles come consecuencia de la ausencia de GR en la microglia. Sin embargo, nuestros

. . DATC R
resultados muestran un nivel de muerte neuronal similar en los ratones GR

comparado
con sus controles, tanto después de la administracidn aguda de MPTP {Ros-Bemal et al.,
2011y como tras la administracion sub-cronica (Fig. 21}, lo que sugiere que tanto el GR
microglial como el GR dopaminérgico son determinantes de la  vulnerabilidad ¥
neuroproteccion de las neuronas DA al danc producideo por el MPTP. De hecho, nuestros
resultados precedentes postulan que la actividad de GR podria estar afectada en pacientes con

EP (Ros-Bemal et al., 2011}, aunque son necesarlios mas estudios para delucidar la

importancia de los GRs especificos de cada c€lula en la enfermedad.

En conclusion podemos afirmar que los efectos neuroprotectores mediades por CORT
In vivo parecen ocurrir a través de la activacion de GR en las neuronas DA,
independientemente de sus efectos antiinflamtorios y la mhibicion de la activacidn glial
producida por los GCs. Podemos sugerir, por tanto, que la inhibicién de la activacion glial
contribuiria también de forma indirecta a la proteccion de las neuronas DA, inhibiende la
liberacion de moléculas pro-inflamatorias y evitando asi el dano inflamatorio, en lugar de

gjercer una protecclon directa como lo ejerceria el GR en las neuronas DA.

Por otra parte, de forma coherente con los resultados obtenidos en monos, también

existe una proporcion mayor de neuronas DA remanentes que expresa GR en su nicleo tras la
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Intoxicacion con MPTP en ratones C37BlAJ6 (Fig. 20F). Sorprendentemente, no se hallaron
diferencias significativas en la proporcion de neuronas DA GR positivas entre el grupo que
recibié el tratamiento con CORT y ¢l grupo control, lo que sugiere que probablemente la
activacion de GR y el efecto protector de los GCs se produzca en estadios tempranos a la
Intoxicacion por MPTP, es decir, cuando éste esta ejerciendo sus efectos neurotdxicos,
volviendo a sus niveles casl normales de activacidn tras haber comenzado los mecanismos
que conduciran a la proteccion de las neuronas DA; o bien, quizas es necesario el efecto

estresor del MPTP para inducir la activacion de GR.

3.3 La inhibicidén del transportador de dopamina ejercida por GR contribuye de forma

marginal a sus efectos neuroprotectores

Tras la demostracion del papel neuroprotector de los GCs en diferentes modelos de
parkinsonisme a traves de un efecto directo del GR presente en las neuronas DA, tratamos de
identificar los posibles mecanismos que subyacen a dicho efecto. Princilpalmente, para
descartar que la activacion de GR por parte de CORT o DEX pueda conducir a una reduccion
en los niveles de recaptacién de MPP™ en las neuronas DA a través del DAT, se realizaron
experimentos de medida de la recaptacion de DA. Nuestros resultados muestran que la DEX
ejerce un escaso efecto de inhibicidn de la recaptacion de DA de forma dosis-dependiente
{Fig. 22) (Hill et al., 2010). Ademas, si comparamos ¢l efecto de inhibicidn producide por la
DEX con ¢l que ejerce GBR 12909 {un potente inhibidor de DA'T), podemos comprobar que
son necesarias dosis extremadamente altas de DEX (normalmente tSxicas) para obtener una
inhibicidén algo mayor del 30% del DAT que, sin embargo, GBR 12909 es capaz de ejercer a
bajas dosis. Este hecho indica que la inhibicion que ejerce la DEX sobre el DAT sélo influye
de forma marginal en la neuroproteccion mediada por GR y por lo tanto deben existir otros

mecanismos, independientes del DAT, que expliguen este efecto protector.
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34 La neuroproteccion mediada por GR ocurre a través de la modulacién de la

homeostasis de Ca®', gracias a la activacién de los canales de rianodina

Las neuronas DA funcionan de forma autondma, debido en parte a la presencia de
canales de Ca* tipc L en su membrana citoplasmatica (Chan et al., 2009). Ademas, los
niveles de Ca”* intracelular se mantienen bajo un control muy fino debido la regulacion que
ejercen sobre enzimas implicadas en los procesos de apoptosis {(hrenius et al., 2003). De
hecho, cualquier modulacién o desajuste brusco en la concentracion de Ca” intracelular
puede tener un efecto decisivo en la supervivencia de las neuronas DA {Chan et al., 2009).
Hoy en dfa, 1a hipdtesis tradicional que defiende que altas concentraciones de Ca™ en el
cltoplasma conducen nmemediablemente a fendmenos apoptoticos, no se acepta totalmente y
esta siendo revisada. Existen numerosas evidencias que evidencian la implicacién decisiva de
algunos factores en el desencadenamiento de la apoptosis mediada por CazJ".i) la importancia
del almacenamiento del Ca’®* en compartimentos celulares (reticulo endoplismeco vy
mitocondria), 11) el trafico de Ca® entre estos compartimentos, y 11} el estrés del reticulo
endoplasmco {Orrenius et al., 2003; Paschen y Frysen, 2001). Sin embargo, se ha observado
que el dano neuronal puede ser inducido por el incremento pero también por el descenso de
los niveles citosélicos de Ca’* (Paschen y Frysen, 2001). Aungque no estd ampliamente
documentado, parece que los GCs pueden influir positiva o negativamente en la funcidn
neuronal mediante la afectacidn de procesos que dependen de Ca®*. Por ejemplo, se ha
descrito que la apoptosis inducida por GCs en los timocitos esta asoclada a un aumento
sostenido de los niveles de Ca®* citosdlico {Bian et al.,, 1997; McConkey et al., [989), debido
a la liberacion de éste desde el reticulo endoplasmico, via receptor inositol trifosfato (IP3R),
un canal de calcio presente en la membrana de esta organela (Khan et al., 1596). 5in embargo,
recientes estudios describen efectos opuestos en el contexto de la activacion de linfocitos T,

dependiendo de la duracidn del tratamiento con GCs, y ademas no defienden la participacion
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de los canales IP3R en estos efectos {Davis et al.,, 2008; Harr et al., 2009). Por otra parte,
otros estudios implican a otro tipo de canal de Ca™ presente en la membrana del reticulo
endoplasmico, los receptores de rianodina {RyR), en la reprogramacidn intracelular de Ca™
gque puede favorecer la plasticidad neuronal {Ziviani et al., 201 1}. Esta elevacion moderada de
los niveles de Ca®* citosdlico via RyR estd mediada por un tratamiento con nicotina, cafefna y
productos derivados, y puede ejercer un efecto neuroprotector en cultivos en los que ocurre
una muerte neuronal DA selectiva {Guerreiro et al., 2008). Sin embargo, los efectos de los
GCs sobre estos receptores RyR eran hasta la fecha desconocidos. Nuestros resultados
muestran que ¢l tratamiento con GCs gjerce un efecto sobre la homeostasis del Ca™ en las
neuronas, resultando en una elevacién moderada de los niveles de Ca®* citosdlico en presencia
de MPP* in vitro. Este aumento de Ca®* ocurre via RyR y resulta precisamente en un efecto

neuroprotector sobre las neuronas DA (Fig. 23).

Como conclusién de este capitulo, podemos afirmar que los GCs, a través de la
activacion de GR ejercen un efecto neuroprotector directamente sobre las neurcnas DA en
modelos de parkinsonismo. Este proceso de activacién de GR en las neuronas DA, conflere
neuroproteccion directa a traves de la modulacion de Ca®" a través de los canales de Ry¥R enel

reticulo endoplasmico.

3.5 Usos clinicos de los GCs. Nuevas direcciones terapéuticas

Muy frecuentemente se recurre al tratamientc con GCs exdgenos debido
principalmente a sus efectos Inmunosupresores ¥ a su fuerte potencial antiinflamatorio. Asi,
por ejemple, se utilizan en ¢l tratamiento de enfermedades como la artritis reumatoide, asma,
enfermedad de Crohn, colitis, eczemas y psorlasis, lupus eritematose y esclerosis maltiple.
Ademas, se utilizan para evitar el rechazo de Srganos transplantados, en el tratamiento de

guimicterapéutico de ciertos tumores y para reestablecer un equilibrio en las insuficiencias
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suprarrenal primaria {enfermedad de Adisson) o secundaria (hiperplasia suprarrenal

congenita) { Berlin, 201{; De Bosscher y Haegeman, 2009).

Sin embargo, su uso en clinica se ve comprometido debido a la aparicidén de un amplio
abanico de efectos secundarios, debide fundamentalmente a la capacidad del GR {activado
por GCs) de modular la expresién de genes implicados en €l metabolisme de los azicares,
proteinas, grasas, miscule y hueso {como vimos en la revision bibliografica;. En este
contexto, algunos de los efectos secundarios que pueden padecerse por consecuencia de
tratamientos prolongados y con dosis elevadas de GCs son trastormos asoclados con un
desequilibrio en la actividad del eje HPA, como desarrollo de diabetes, hipertension,
miopatias, y de forma mas frecuente osteoporosis, obesidad centripeta, retraso del crecimiento
normal en ninos, alteracion de la cicatrizacion de heridas y riesgo de infeccidn elevado, entre
otros {Smoak y Cidlowski, 2008). Estos efectos secundarios pueden entenderse como
respuestas fisioldgicas que llegan a ser extremas, como consecuencia de altas concentraclones
de GCs sintéticos (mas potentes que los naturales) en el organismo o largos periodos de
tratamiento {Clark, 2007). Principalmente la aparicién de estos efectos secundarios es
atribuida a mecanismos de transactivacion de GR {De Bosscher y Haegeman, 2009, Schacke
et al., 2002), aungque en menor medida también pueden originarse como consecuencia de

mecanismos de transrepresion o combinacion de ambos {Beck et al., 2009).

Durante la altima década, la iInvestigacion en este campeo ha apostado por la produccion
de agonistas selectivos de GR o GCs disoclados, capaces de favorecer los mecanismos de
transrepresion en detrimento de los mecanismos de transactivacion. El propoésito era consegulr
agentes terapféuticos que egjerciesen los efectos antiinflamatorios e Inmunosupresores
disminuyende los efectos secundarios (Beck et al., 2009, Berlin, 2010, Clark, 2007). Esta idea

. . - di -
se basa en las observaciones obtenidas a partir de ratones GR®™, cuyo GR es incapaz de
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formar dimeros, perturbando la transactivacion de clertos genes que presentan sitios GRE,
pero sin afectar los efectos antiinflamatorios mediados por la represion de AP-1 o NF-«B
{Reichardt et al., 2001 ). Sin embargo, considerando la complejidad de las rutas reguladas por
GR es dificil imaginar que pueda desarrollarse un modulador exdgenc de GR que desarrolle
una funcidn especifica sin presentar efectos en otros sistemas. De hecho, estudios mas
recientes en esta linea de ratones muestran que, aunque €n menor grado, siguen presentando
efectos secundarios en respuesta a GCs, ya que no todos estos efectos estan controlados por el
mecanismo de transactivacion clasico {De Bosscher y Haegeman, 2009, Kleiman ¥
Tuckermann, 2007). Estos trabajos han hecho reflexionar sobre nuevas ideas para la bisqueda
de estrateglas terapéuticas mediante el uso de GCs, como son la confeccién de nuevos
agonistas o moduladores disociados, la  combinacién de distintos compuestos
antiinflamatorios {para obtener efectos antiinflamatorios similares, utilizande dosis mas
bajas), el uso de microARN para modular la trascripcion de GR y el use de drogas con efectos
epigenéticos sobre GR (Beck et al., 2009). En esta linea, y teniendo en cuenta nuestros
resultados, €l wuso de Inductores de la liberacion de GCs enddgenos, ¥y mas
recomendablemente, €] diseno de moduladores exdgenos especificos para el GR presente en

las neuronas DA podria constituir una potencial via terapéutica para el tratamiento de la EP.
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Capitulo 2

“Estadio de lus veciones del receptor de ghicocorticoides en los procesos de inflamucion

agisdos en el sistemu nervioso central”

154



Capitulo 2

Aunque existe amplia literatura sobre las acclones de los GCs a través de GR {GCs-
GR) en la reaccion inflamatoria mediada por las células inmunes periféricas, estd menos

dilucidado codme controlan los procesos inflamatorios en el SNC.

El uso de ratones transgénicos con el GR Inactivado de forma especifica en las c€lulas
iInmues del SNC, nos permite determinar el nivel de implicacion de estas células en la

regulacién de larespuesta inflamatoria por medio de las acciones de GR.

En este capitule hemos utilizado la linea de ratones GREyHEme

que presenta GR
Inactivado en la microglia. Asi, hemos podido caracterizar la respuesta inflamatoria vy el danc
tisular inducido por una Inyeccion Intraparengquimal de LPS, comparandola con la
desarrollada en ratones silvestres. Al mismo tiempo hemos contribuido al estudio del papel de

GR en diferentes funciones microgliales como la motilidad, proliferacion y diferenciacion

celular a estados activos.
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1. Materiales v métodos

1.1 Procedimientos experimentales para los estudios realizados con animales

1.1.1 Ratones GR™*M™ (con GR blogueado en la microglia)

Los ratones GR™™™E® fueron generados gracias al cruzamiento de los ratones
GR™=F (Tronche et al., 1999) con la linea de ratones transgénicos LysMCre, que expresan
la recombinasa Cre bajo el control del promotor de la lisozima M {Clausen et al., 19959). La

LyshCre

linea de ratones GR era congénita a los ratones C37BL/6J al comienze de los

. : . Ly sMC
experimentos, y fue mantenida por apareamientos de machos mutantes GR™™-™

con
hembras GR"****®, Para distinguir si los ratones obtenidos eran o no mutantes {GR™*M5™®) se
realizaron de forma habitual genotipajes mediante la técnica de Dot-Blot, determinando si el
individuo portaba el gen Cre {mutantes) o no {controles). Esta técnica fue corroborada en
todos los casos con PCR convenclonal para determinar la presencia del gen Cre. El ADN para
ambas técnicas se extrajo de una pequena porcion de la cola de los individuos como ha sido
descrito previamente {De Gendt et al., 2004, Raskin et al., 2009). La ausencia de GR en las

LyshC -
R*™% <e corrobord antes de comenzar nuestros

c€lulas microgliales de los ratones G
experimentos mediante doble-inmunofluorescencia para GR y F4/80, asf como con westem

blot para GR a partir de cultivos microgliales extraidos de estos ratones (Fig.24).

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron ratones macho con edad
comprendida entre 12 ¥ 16 semanas, que fueron mantenidos en pequenos grupos en ¢l
animalario, bajo un fotoperiodo controlado y estable {ciclos de 12 horas luz-oscuridad), v a
temperatura constante de 22°C. Los animales no tenian restringido €l acceso a comida y agua.
Todos los experimentos se llevaron a cabo teniendo en cuenta las normas europeas para la

proteccion de animales de experimentacion de la declaracion de Helsinki y la Guidelines of
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Figura 24. Los ratones GR Y presentan ausencia selectiva de GR en la microglia. (4) La
doble inmunofluorecencia para GR ¥ F4/30 (marcador microglial} sobre culiivos primarios de
los F s P LysMCra
microglia extrafda del corex de neonaios GR (control} o GR ’ (muiante), muestra la

ausencia de GR en las células microgliales de los mutantes. Barra=20pm. B. Andlisis por western-blot
de la proteina GR en dos animales control ¥ 2 animales muiantes, utilizando como control de carga la

proteina actina.
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the European Convention for the protection of Vertebrate Animals used for Experimental ¥
other scientific purposes (Council of Europe of 2006). Los grupos experimentales para los

distintos experimentos estaban formados por 4 o 5 ratones mutantes o control {Tabla 1).

1.1.2 Cirugia estereotixica y tratamientos con RU486 y BrdU

Para realizar la cirugia esterotixica, los animales fueron anestesiados mediante
Inyecclon intraperitoneal {1.p.) de tribromoetancl {avertina) en una dosis de 0.5mg/g. A
continuacidon, €l cuerc cabelludo fue rasurade y, una vez fijade el animal en el marco
estereotactico, se realizd una mcision en la piel para visualizar el craneo, se determind el
punto de inyeccidn superficial ¥ se realizé un pequenc orificio con un microtaladro
{DREMEL@® 300 Series). Las coordenadas utilizadas para alcanzar el estriado derecho
respecto a bregma fueron: +1.3 mm anteroposterior, +2 mm lateral y -2.9 mm dorsoventral de
acuerdo con el atlas de Paxinos (Paxinos y Franklin, 2001). Los ratones recibleron una
Inyeccion intraparenquimal de 1l de volumen conteniendo 1.51g de lipopolisacarido {LFP5)
{Escherichia coli, serotype 055:B53; Sigma Aldrich, St (Juentin Fallavier, France) o vehiculo
{salino) para los grupos control; para ello se utilizéd una microjeringa Halminton de 10pl] de

yolumen total.

Los grupos que recibleron el antagonista de GR RU486 fueron inyectados 1.p. 16 horas
antes de la Inyeccion esterotaxica de LPS. Se utilizd una dosis de 30mg/Kg de RU486 o 1004

de DMSO comoe vehiculo.

Los animales utilizados para los estudios de proliferacion glial, fueron inyectados 1.p.

durante 3 dias con 3-bromoe-2"-deoxliuridina (Brdll; ref: HPLC, 51gma-3002), recibiendo una
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Experimentos Grupos Grupos | nporgrupo
GRIm:F.-' oxP GRL-}fs MCre

1. Inveccion esex. LPS + estudio | 1 3
inmunocitoquimico (FIB, CV,LFB)

2. Inveccion esix. LPS + medida | 1 4
nmveles plasmaticos de CORT

3. Pre-inveccion RU486 + inyeccion | | 4
estx. LPS + estudio inmunocitoquimico

(FIB, CV, LFB)

4, Pre-tratamiento BedU + inyeccion | | >

estx. LPS + estudio inmunocitoquimico
(Iba-1;F4/80-GR ; GFAP-GR)

3. Inveccion estx. LPS + estudios gPCR 2 2 4
(6 v 24 horas)
6. Estrés cronico + estudio 1 1 3

inmunocitoquimico (Iba-1) v medida
niveles plasmdatcos de CORT

7. Estrés cronico + inyeccion esix. LPS | 1 5
+ estudio inmunocitoquimico (FIB)

Abreviaturas: estx., estereotaxica; LPS, lipopolisacando; FIB, FluoroJade B; CV, cresil violeta; LFB, Lu xol
Fast Blue: CORT, cotticostetona

Tabla 1. Experimentos in vive vy grupos experimentales uftilizades en les estudics
correspondientes al ecapitulo 2. En la tabla se especifica cudntos grupos se utilizaron para cada
experimento, €] nimero de animales por cada grupo v el genotipo de los mismos.
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dosis diaria de 50mg/kg en tampén PBS % La primera inyeccidn se realizé el dia de la cirugfa

estereptixica.

1.1.3 Modelos de estrés

El protocolo de estrés utilizado constituye una variante del modelo descrite por de
Pablos y colaboradores {de Pablos et al., 2006). Segin este protocole, los animales de los
grupos de estrés, fueron sometidos a un paradigma que combinaba diferentes condiciones
estresantes durante 6 dias antes de la inyeccidn intraparenguimal con LPS o de la extraccion
de sangre. En la tabla de la Fig.3{0 se especifican los estresores utilizados {deprivacion de
comida y agua, uso de jaulas suclas o desorientadas y restriccion de espacio a temperatura
ambiente o a 4°C), asi como la duracién de cada uno. Para la restriccion de espacio, el raton se
ubicS en un tubo de plastico de 21x6 cm de tamano, tapado {para que no pudiera moverse),
pero con brechas para permitir la respiracién. Los agentes estresantes se aplicaron a diferentes

horas del dia para minimizar la predictibilidad.

1.1.4 Determinacion de los niveles de CORT en plasma

La determinacion de los niveles basales de CORT se utilizé como indice del grado de
estrés del animal. Un dia después de la realizacién del protocolo de estrés, dos grupos de
animales fueron utilizadados para los estudios de clrugia estereotaxica y otros dos grupos para
la extraccion de sangre por decapitacion, siempre entre las 7am. y las Pa.m.. A partir de la
sangre s¢ obtuvo el plasma por centrifugacién (una primera vez a 1600g, 4°C durante 10
minutos, ¥ una segunda vez a 2600g, 4°C durante 15 minutos) y se conservo a -80°C hasta su
analisis. Los niveles de CORT fueron determinados mediante radicinmunoensayo {RIA) (kit

ImmunochenTM Corticosterone- MP Biomedicals, Orangeburg, NY, USA).

* Bl BrdU es un nucledsido sintético, andlogo de 1atimidina, que se incorpora al ADN sintetizado de novo y por
tanto sirve como marcador de células en proliferacidn.
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1.1.5 Obtencién de las muestras de tejido cerebral y realizacion de tinciones

especificas

Tres dias después de la inyecclon estereotaxica de LPS, los animales fueron
anestesiados con C(; v perfundidos con PBS seguido de PFA al 4% {como se explica en la
seccion 1.1.2.4 del capitulo 1). A continuacidn, el cerebro fue cuidadosamente extraido, post-
fijado durante 48 horas en PFA al 4% y conservado en PBS (.1M con acida sédica 0.1%. Los
cerebros fueron cortados en su totalidad en secclones coronales rostrocaudales de 30pm de
grosor, utilizando un vibratomo {Leica VT 1000 5). Estas secciones fueron conservadas a 4°C

en PBS con acida sddica 0.1% hasta su procesamiento.

Las secciones a nivel de la lesidn fueron marcadas con las siguientes tinciones

histogquimicas o inmunchistequimicas:

- Tincion con Luxol-Fast-Blue {(LFB). Para tenir 1as fibras mielinicas las secciones
fueron lavadas en etanol al 70% durante 10 minutos e introducidas en una solucion
compuesta por 1% de Luxol Fast Blue, etanol al 95% y acide acético al 0.05%,
durante 6 horas a 36°C; posteriormente fueron lavadas en etanol al 55 %, carbonato
de litio al 3% (durante 30 minutos) vy etanol al 70%.

- Tincién de cresil-violeta. Para ¢l estudio de la citoarquitectura de las células
nerviosas y gliales., las secciones fueron tenidas con una solucién compuesta por
cresil violeta (Merck) al 0.5% mas acido acético 0.3%, durante 2-5 minutos
{controlando el viraje al microscopio). Posteriormente fueron deshidratadas.

- Tincion con FluoroladeB (Histo-Chem Inc., P.O. Box %3, Jefferson, AR 72079,
USA). Para evidenciar neuronas en proceso degenerative se realizd la técnica
especifica de FluoroJadeB. Esta técnica se basa en el protocolo de {Schmued et al.,

1997}, Las secciones fijadas fueron montadas en portas gelatinizados ¥ secadas en
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la estufa a 45°C. El tejide totalmente seco se band en etanol 100% (3 minutos),
etanol 70% (1 minuto) y agua destilada {1 minuto). Posteriormente se introdujo en
permanganato potasico al 0.06% durante |5 minutos en agitacion, se lavd en agua
destilada y se incubd durante 30 minutos en solucidn FluoroladeB (0.001% de
FluoroJadeB en acido acético (3.1% a partir de una solucion stock al 0.01% de
FluorcJadeB). Después las secciones fueron lavadas en agua destilada tres veces (1
minute cada vez), secadas en la estufa y lavadas en xilol antes de cubrirlas con el
medic de montaje. Esta tincidn es fluorescente y tiene su pico de emisién a 350
nm.

Inmunchistogquimica. Para la tincidn inmunchistoquimica para evidenciar la
microglia, las secclones fueron lavadas en PBS, tratadas con H;0; al 0.3% durante
15 min y con suero de cabra (Sigma-Aldrich) al 4% en PBST (PBS con 0.3% de
Triton X-1040) durante | hora, para bloquear los posibles marcajes inespecificos.
Posteriormente, las secciones fueron incubadas con el anticuerpo primaric
policlonal de conejo anti-lba-1 {Wako, Neuss, Germany), a una concentracion de
17750 en PB5S con suerc de cabra al 1%, 0.5% Triton X-100 y 0.01% de acida
sodica, durante 48 horas en agitacion y a 4°C. A continuacion, las secciones fueron
lavadas 3 veces con PBS e incubadas durante 4 horas con un anticuerpo
secundaric biotinilade anti-conejo (1:500; Vector Laboratories). La union del
anticuerpo  secundaric fue detectada mediante el sistema avidina-biotina
peroxidasa (kit ABC, Vectastain de Vector Laboratories), mediante la incubacidn
con solucion AB durante 3 horas v el revelade con diaminobenzidina (DAB;
Peroxidase Substrate Kit; Vector Laboratories). Finalmente, las secciones fueron

montadas en portas gelatinizados, deshidratadas utilizando etanol a concentracidn
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creciente { 50%-70%-80%-35%-100%), delipidadas en xilol y cubiertas con medio
de montaje {Eukitt; Labolan).

Inmunofluorescencia. Analogamente a la immunchistoguimica no fluorescente, las
secciones fueron lavadas en PBS y tratadas con suero de cabra {Sigma- Aldrich) al
4% en PB5-T (PB5 con (0.3% de Triton X- 100} durante 1 hora, para bloguear los
posibles marcajes inespecificos. Posterlormente, las secciones fueron incubadas
con los anticuerpos primarios adecuados durante 48 horas {a 4°C y en agitacion):
anticuerpe primario policlonal de congjo anti-GFAP (1:1000; Sigma-Aldrich) para
el marcaje de astrocitos, o anticuerpo primarie de rata policlonal anti-F4/80
{concentracion 1:400; Serotec, Oxford) para el marcaje de microglia efectora.
Seguidamente, fueron incubadas con anticuerpos secundarios marcados con
fluorocromos gque permiten su deteccidn mediante microscopia de fluorescencia.
Los anticuerpes utilizados fuerom: antl Iglh de conejo conjugado con clanina-3
(CY3, 1:500, Vector Lab) y Alexa 488 (1:1000, Molecular Probes)
respectivamente.

Para ¢l estudio de la proliferacion glial, se realizd deble iInmuneofluorescencia con
un anticuerpo anti-BrdU sobre las secclones ya marcadas para GFAP o F4/80. Para
ello, estas secciones fueron lavadas con PBS y tratadas con acide clorhidrico 2N a
37°C durante 30 minutos para desnaturalizar el ADN, seguide de tampon borato
0.1M {pH 8.5) durante 10 minutos, para neutralizar ¢l acido. Posteriormente y tras
lavar con PBS-T 0.1%, ¢l tejido fue blogqueado con gelatina al .25% en PBS-T
0.1% durante | hora € incubado con anticuerpo primaric de rata moclonal anti-
BrdU [1:20{0; BUI {ICRI}), Immunclogical Direct] durante 48h, a 4°C y en
agitacion. Finalmente, las secciones fueron lavadas con PBS-T ¢ incubadas con los

correspondientes  anticuerpos secundarios: para la doble-inmunofluorescencia
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GFAP-BrdU, las secciones fueron incubadas durante 4 horas con anti-rata
conjugado con Alexa 488 (1:400, Molecular Probes); mientras que para €l marcaje
F4/80-BrdU, las secciones fueron incubadas 4 horas con anticuerpo anti-rata
biotinilade {1:300; Vector), lavadas con PBS e incubadas con Streptavidin-Alexa

Fluor 546 {1:50{; Molecular Probes).

1.1.6 Andlisis microscopico: microscopia convencional, de Huorescencia y

confoeal

El volumen de lesion en el estriado fue determinado mediante el analisis de cinceo
secclones seriadas a nivel del estriado marcadas con tincion de cresil vicleta o Luxol Fast
Blue. Para su andlisis, se utilizd un microscoplo optico {Nikon) y las herramientas de
estereclogia proporcionadas por el software de analisis de imagen Mercator {Explora Nova,
La Rochelle, France), siguiendo el método de Cavalieri. La cuantificacién de neuronas
FluoroJadeB positivas se realizd mediante €l mismo microscopic vy software, pero utilizando
los filtros de fluorescencia. El resultado se expresd como niamerc de neuronas FluoroladeB

positivas por seccion.

Los marcajes con doble-inmunofluorescencia fueron analizados utilizando un
microscopio confocal TCS SP2 Leica. Se establecié un rango de series para cada seccion al
determinar un limite superior ¥ un limite inferior utilizando el eje de posicion 2/Y,
obteniendo una imagen espacial configurada por una serie o stack de sub-imagenes. El
nimero de células doble positivas fue contado para cada stack, a través de cada seccion Sptica
y descartando las c€lulas doble positivas contadas en la seccién optica precedente. Para esta
cuantificacion se utilizd el software LCS Lite {Leica). Las imagenes mostradas en las figuras
pueden ser 1llustradas como secclones Opticas simples (de O.3pum de grosor) o como
transparencia del stack conformado por una imagen de planos superpuestos.
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1.1.7 Anilisis por PCR cuantitativa (qPCR)

Se realizaron RT-PCR cuantitativas {reverse transcriptase PCR}), va que el material
utilizado fue ADN complementaric {ADNc), sintetizado a partir de ARN extraide de tejido.
Para ello, 6 & 24 horas tras la inyeccidn esterotaxica de LPS, el cerebro de los ratones fue
rapidamente extraide y la region estriatal fue diseccionada mediante punching. Todo ¢l
proceso se realizd en condiclones de temperatura entre -3 y -10°C y en condiciones de
esterilidad. El tejido fue conservado en tubos RNase free con solucion estabilizante de RN A
RNA Later ((Q1agen®) en hielo. A continuacidn, €l tejido fue triturado en una solucidn (hazol
{{Hagen®) con la ayuda de un homogenizador {Ultra-turrax®). La extraccion de ARN se
realizd sigulendo el protocoloe del kit comercial RMeasy lipid mimi kit ((hagen®); su
integridad y concentracion fueron determinadas mediante el perfil de migracion en pocille
utilizando chips para RNA (RN Nano LabChip®, Agilent Technelogies). El RIN (RNA
Integrity number) se situd entre 8 y 9 como valor medio para el total de las muestras.
Posteriormente, se utilizd 1pug de ARN para sintetizar €l ADNc mediante transcripcion
inversa, utilizande la enzima super-transcriptasa III {InVitrogen Superscript III). Finalmente,
se prepararon soluciones stock de Zng/ il de ADNc para su amplificacién mediante qPCR. Las
reacciones fueron optimizadas para un volumen final de 20pl, ¢con 2 pl de ¢cDNA v 1a mezcla
de reaccion conteniendo SYBR Green master mix (AB, Foster City, CA), oligonucledtidos
{directo y reverso) y agua DNase, RNase Free {MP Blomedicals) hasta completar €l volumen
final de la reaccion. Se utilizd un termociclador para PCR a tiempo real (Applied Biosysytem
Inc). Se realizaron triplicados de cada muestra y se utilizéd la media de los valores Ct
{threshold cycle) para el calculo de la cantidad relativa del producto amplificado, mediante el
software gBaseplus. El gen para la hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa {HPRT) se

utilizé come control intemo, también llamado housekeeping gene. Los genes analizados
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fueron: TNFw, prolL-1B, iINOS, COX-2, procaspasa-1, procaspasa-4, TLR-4, MyD8&E, todos
ellos 1mplicados en los procesos nflamatorios. Los experimentos fueron realizados por

triplicado.

1.2 Procedimientos experimentales para los estudios in vitro

1.2.1 Establecimiento de cultivos celulares de microglia

La técnica que se utilizd se basa en el protocolo descrito por €l grupe de Calvo y
colaboradores (Calve et al., 2005, Meme et al., 2006). Los cultivos primarios se establecieron
a partir del cortex extraido de ratones GR™*™5® o GR'*™**F neonatos (P1 o P2), con la ayuda
de instrumental esterilizado. Tras la disociacion y homoegenizacion del tejido {usando pipetas
Pasteur de vidrio}, las células fueron sembradas en placas de cultive de 10cm de diametro
{NUNC, Polylabo, Strasbourg, France), que habian sido preincubadas con poliomitina
{1.5mg/ml) para facilitar 1a adhesidn celular. Se utilizé una densidad de 0.3x10° cells/m] para
el sembrado, en medio esencial Dulbecco medificade (DMEM; D3523 Sigma-Aldrich),
suplementado con penicilina/streptavidina {Gibco), bicarbonate sédico {(Sigma-Aldrich) ¥
enriquecide con un 10% de suerco fetal bovino inactivado por calor {FCS, Abcys, Paris,
France). El medio de cultivo fue renovado los dias | y 3 tras el establecimiento del mismo. En
este tipo de cultivo, las células microgliales proliferan y se localizan por encima de los
astrocitos que quedan fuertemente adheridos a la placa. Para establecer cultivos de microglia
exclusivamente, en el dia 12 de cultivo se procedid a su separacion y recoleccion mediante
fuerte agitacion de las placas {durante 40 minutos), traspaso a tubos falcon de 15 ml v
centrifugacion de los mismos a 1000rpm, a 4°C, durante 13 minutos. Posteriormente, fueron
re-sembradas en nuevas placas de 12 pocillos (preincubadas con poliornitina), en medic

DMEM enriquecido con suere FCS al 4%.
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La videomicroscopia comenzd 50 minutos después de la incubacion a 37°C de los
nuevos cultivos puros de microglia. En este momento las cé€lulas fueron expuestas a distintos
agentes: LPS {100 ng/ml), ATP >0uM vy ATP oxidado {ox-ATP) 300uM (Sigma-Aldrich). El
tiempo de grabacion del cultive fue de 10 & 15 horas, y se capturaron imagenes cada 10
minutos, utilizando un microscopio Leica DM IRBE conectado a una camara. Durante ¢l
pericdo de grabacidn, las placas se mantuvieron recublertas por una cimara que mantenia

constantes las condiciones de temperatura {37°C) y de concentracion de CO; (0.5%).

1.2.2 Anilisis por qPCR

Para los estudios de expresion de citocinas y otra moléculas involucradas en los
procesos inflamatorios mediante analisis con QPCR, los cultives de microglia fueron tratados
con 10 ng/ml de LPS y/o dexametasona SpM {DEX, Sigma-Aldrich) durante | hora. Tras
este tiempo, se remplazo el medio de cultivo por medio fresco DMEM con 4% de suero FCS.
Tras | hora se retird el medio para proceder a la recoleccidn de las células con la ayuda de la
solucion RTL, procedente del kit RNeasy Mini Kit {(hagen®), y las muestras fueron
conservadas a -80°C, hasta la posterior extraccion del ARN utilizando el citade kit. A partir de
aqui, los pasos seguidos para la realizacion de los analisis de gPCR coinciden con los

expuestos en la seccion 1.1.6 de este capitulo.

1.3 Anilisiz estadisticos

Los resultados estan expresados como medias +£ SEM. El criterio utilizado para elegir
los distintos test estadisticos fue determinado por el tipo de comparacion requerida y el
namero de factores presentes en los experimentos. El test t Student’s se llevé a cabo para
experimentos en los gue se requerian comparaciones simples entre dos grupos. El test

ANOVA de una via, seguido por el test post-hoe Dunnett’s test, se utilizé para los
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experimentos que requerian miltiples comparaciones contra un grupe de referencia.
Finalmente, el test ANOV A de dos vias, seguido del test post-hoe Duncan’s test, se utilizé
para los experimentos en los que se comparaban dos factores. La hipotesis nula fue rechazada
con un riesgo de 3%. Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el software

SigmasStat 3.5 (Copyright 2005 SYSTAT Software).

2. Resultados

2.1 La ausencia de GR en la microglia agrava la lesion causada por la inyeccion

intraparenquimal de LPS

Con el objetive de estudiar el papel de GR en la respuesta inflamatoria en €l SNC, se
utilizd el medelo de inflamacion local por inyeccion esterotaxica con LPS en el estriado de
ratones GR*™**F (ratones control) y GR™*M™ (ratones mutantes). Inicialmente, se examind
la lesion del tejido tras la inyeccion. Para ello, se recurrio a la tincidn de cresil violeta que
permite estudiar la citoarquitectura celular y determinar las zonas de dano tisular. Los
resultados muestran que tres dias después de la inyeccion con saling, el volumen de la lesion
resulta minimo tanto en los ratones GR'“™F como en los GRY*M™™ (Fig. 25A), sin embargo,
el dano aumenta proporcionalmente con la dosis de LPS inyectada (1.5 mg/ml y 3 mg/ml},
siendo este aumento significative en los ratones mutantes con respecto a los controles, 1o que
sugiere que la presencia de GR en la microglia es importante para prevenir los danos tisulares.
Las imagenes muestran que la inyeccion de LPS provoca danos celulares alrededor de la

trayectoria seguida por la aguja, afectando tanto al cortex como al estriado (Fig. 25A).

Igualmente, se analiz el nivel de dafio neuronal que causa este modelo de inflamacion
en nuestros ratones. Para determinarlo, se realizd 1a cuantificacion del nimero de neuronas

FluorocJadeB positivas en ¢l area de la lesidn (Fig. 25B). Los resultados revelan que tres dias
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después de la inyeccién, el LPS induce un efecto neurodegenerativo en los ratones GREME™
pero no en los ratones GR'7*F, Sin embargo, siete dias después de la inyeccién, el nimero
de células FluorofadeB positivas en los ratones mutantes desciende hasta niveles similares a
los ratones control, lo que conduce a pensar que las neuronas dahadas han podido degenerar
completamente o bien parte de ellas ha podido recuperarse {(Fig. 25B). El hecho de que los
ratones GR™™©™ muestren una lesién agravada tras la inyeccidn intraparenquimal de LPS
sugiere que €l GR microglial debe tener un papel importante en la regulacion de la respuesta

inflamatoria en €]l SNC ¥ ¢l subsecuente dano neuronal causado por la inflamacidn aguda.

Como algunos estudios muestran gque los procesos inflamatorios en el cerebro
conllevan una desmielinizacion de fibras axonales {Nadeau y Rivest, 2003), para verificar la
implicacion del GR microglial en este tipo de alteraclones, se llevd a cabo la tincién con LFB
que pone de manifiesto las fibras mielinicas en azul, mientras que las desmielinizadas quedan
blancas (Fig. 25C). Mediante esta tincion se detectaron principios de desmielinizacion en el
cuerpo calloso (sustancia blanca), observando mayores niveles de desmielinizacidn en los

LysMC I Prln P .
R"" gue en los GR®™", Igualmente, se observd un aumento del volumen

ratones G
afectado proporcional a la dosis de LPS utilizada. FEstos resultados sugieren que el GR

microglial juega un papel importante en la proteccion de las fibras axonales en los procesos

de desmielinizacién que ocurren durante la inflamacion.

Finalmente, se sabe que cuando ocurre una reaccion inflamatoria, se induce la
liberacion de GCs desde las glandulas adrenales por activacion del eje HPA, con el objetivo
de controlar el proceso de inflamacion {Nadeau vy Rivest, 2002). Asi, la medida de los niveles
plasmaticos de CORT es indicativa del estado de estrés de los ratones. Esta medida se realizé

tres dias después de la inyeccidn intraparenguimal de LPS y reveld un aumento en los niveles

RL;SI\-'[Cre RImF‘s’ImF‘

de CORT tanto para los ratones como para los G , sin diferencias
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Figure 25. La ausencia de GR microglial exacerba el dafio causade por una inyeccion de LPS

. . LysMCre . . R . -
intraparenquimal en ratones GR . (&) Imigenes representativas de tincidn cresil violeta

después de 3 dias de 1a inyeccion de 1.5pg/u] LPS o salino. E] volumen de 1a Tesion es mavor en los
Lyehd Cre
ratones GR = en una forma dosis-dependienie. (B} lmigenes representativas de marcaje con

Fluorolade B en €] coriex de ratones inyeciados con 1.3pgf/ul LP5S o salino, después de 3 dias de 1a

inyeccion. La cuantificacidn del mimero de neuronas en proceso degenerativo rmuesira que €] LPS
} - LyshdCre }
induce dafio neuronal en los ratones OR mieniras gue los controles no se ven afectados. (C)

Imigenes representativas de marcaje con LFB después de 3 v 7 dias de 1a inyeccion con LPS. Be
observa desmielinizacion en el cuerpo calloso 3 dias después, sin embargo, la agregacion celular que
se produce en los sifios de 1a lesion iras 7 dias sugiere que podria producirse un proceso reparador. D
Niveles plasmiticos de CORT 3 dias después de la inyeccion, ** p = 0.02, * p = 0.05 ratones

loxFfloxF LysbdCrz
respecto a GR . Barra de escala = [00pm.
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significativas entre ellos, 1o que muestra que no existe una desregulacion en el proceso de

activacion y funcidn del eje HPA por ausencla de GR en la microglia {(Fig. 25D).

2.2 El pretratamiento con RU486 agrava la lesion inducida por la inyeccion

LysWCre loxP'loxF

intraparenquirmal de LPS tanto en ratones GR como en GR

Trabajos anteriores han descrito que un pretratamiento con RU486, antagonista de GR,
agrava la inflamacién producida por LP5 en el 5NC (Nadeau y Rivest, 2003) sin embargo, ¢l
grado de participacion de cada tipo celular en estos procesos es desconocido. Para determinar
s1 el GR presente en otros tipos celulares distintos a la microglia esta implicado en la
regulacion de la respuesta inflamatoria, se realizé un experimento en €l cual ratones control y
mutantes fueron pretratados con RU486 {inyeccion L.p. de 30mg/kg) disuelto en DMSO, 16
horas antes de la inyeccidn intraparenquimal de LPS. Los resultados obtenidos muestran un
mayor volumen de lesidn {visualizada con tincidon cresil violeta) en los ratones control vy
mutantes pretratados con RU486 respecto a los que recibleron vehiculo {DMSO) (Fig. 26 A).
Ademis, la lesién es mayor en los ratones GR™™E™ respecto a los GR™™'F tres dias

después de la inyeccidon con LPS. Aunngue los ratones GRDME=

pretratados con DMSO
presentan un importante volumen de lesion, resulta significativamente mayor cuando GR se
bloquea con RU486. Resultados similares se observan tanto al analizar €l volumen de lesion
como de desmielinizacidn mediante tincidn con LFB {Fig. 26 B). El hecho de que el grado de

. LysMC
lesién sea mayor en los ratones GR™*™-T

pretratados con RU486 que en los pretratados con
DMS, sugiere que el GR presente en otros tipos celulares implicados en la inflamacidn es

también importante en laregulacion de la respuesta inmune.

En cuanto a los procesos de dano neurconal, los resultados muestran un aumento de
cé€lulas FluoroJade B positivas en los ratones mutantes, como se apuntd en la secclon anterior

{Fig. 25B, 26C}); sin embargo, los ratones control pretratados con RU486 muestran también
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Figura 26. Los efectos del pretratamiento con RU486 sobre ¢l dafio producido por una inyeccion

imtraparenquimal de LPS sugieren un papel del GR de otros tipos celulares distintos a la
low Flos P LarehdCre

microglia. Ratones GR v GR recibieron una inyeccion ip. De RU486 o DMSO
(vehiculo) 16 horas antes de 1a inyeccion con LPS. (A) E] volumen de 1a lesion fue determinado en

secoiones teflidas con cresil violeta, 3 dias después de Ta inyeccidn de LPS, mosiryo una agravacion en
LysmiCre

los ratones GR que recibieron tratamiento con RU486 en comparacion con los que recibieron

tratarniento con €] vehiculo ¥ con los controles. (B} La desmielinizacidn en €] cuerpo calloso analizada
mediante tineion con LEB también resultd mayor en los ratones GRIWP”MP}' EERL:HMC"2 preiratados con
RU486. (C) Los ratones GR e presentaron un mayor nimero de nearonas en proceso degeneraiivo
en el cortex (marcadas con Fluorlade B) respecto a los ratones GRIMWIMP . 5in embargo no se

detectaron diferencias entre los dos grupos pretratados con RU4E6. ** p < 0.02, * p £ 0.05 ratones
los Rlas P Lye WlCre

GR respecio a GR

174



Capitulo 2

un aumento significativo al igual que ocurre con los ratones mutantes pretratados o no con
RU4864( Fig. 26C). Esto significa que aungue RU486 bloquee el GR de otros tipos celulares,
se obtiene el mismo tipo de respuesta que eliminando so6lo 1a accion de GR en la microglia, 1o

gue supone un papel preponderante de 1a microglia en este tipo de alteraciones.

2.3 Papel del GR microglial en la proliferacion y activacion glial tras la inyeccion

intraparenquimal de LPS

La reaccién inflamatoria en el SNC se caracteriza, entre otras cosas, por una
activacion micreglial y astroglial. Algunes estudios muestran que el GR puede tener un efecto
en la proliferacion ¥ activacion de este tipo de poblaciones celulares (Tanaka et al., 1997).
Para determinar si el GR microglial esta implicado en estos procesos, se analizd la astrogliosis
¥y microgliosls en ratones control ¥ mutantes, a través de marcaje de GFAP y F4/80
respectivamente, en las zonas afectadas por la inyeccidn de LPS tres dias después de la
misma. Los analisis muestran un aumento significativo de la superficie cublerta por microglia
activa en ratones GR™*™® respecto a los GR™™**" & igualmente 1a astrogliosis muestra una
tendencia a incrementar {Fig. 27B). 5¢ observaron mayores niveles de microgliosis que de
astrogliosis, siempre en €l lado ipsilateral ala lesién y no asi en el contralateral a la misma. El
area ocupada por la glia activada incluye las zonas afectadas por la trayectoria de la aguja
fcortex y estriado) {(Fig. 27A, C). La cuantificacion del porcentaje de c€lulas gliales que
Incorporan BrdU en su nicleo muestra un aumente de células microgliales F4/80-BrdU doble
positivas en los ratones GR™™E™ 15 que sugiere que el GR microglial podria estar implicado
en la regulacion de la proliferacion de este tipo celular. 5in embargo, no se observaron

diferencias significativas en la proliferacidn astroglial entre ambos grupes (Fig. 27D).
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2.4 La ausencia de GR microglial implica cambios en el patrén de expresion de genes

relacionados con la inflamacidn tanto in vivoe comoe in vitro

En ¢l contexto de un proceso inflamatorio en el cerebro, la microglia activada va a
liberar citocinas {TNFao, IL-1p o COX-2) y otras moléculas, como caspasas proinflamatorias
u &xide nitrico, que contribuyen a la amplificacion de 1a reaccidn inflamatoria {(Nguyen et al.,
2002). Con el objetivo de determinar s1 los efectos deletéreos en la supervivencia neuronal y
los dafios axonales producidos por la inyeccion intraparenquimal de LPS estan relacionados
con cambios en la expresion de genes inflamatorios, se analizaron los niveles de expresion de
genes proinflamatorios en el estriado ipsilateral a la inyeccion de LPS, tras 6 y 24 horas de la
misma. Los resultados muestran un marcado incremente en los niveles de expresion de pro-
IL-1B v COX-2 tras 6 y 24 horas en los animales mutantes respecto a los controles; esta
diferencia también se observa en los niveles de expresion de TNFx, resultando significativa
24 horas después de la inyeccion de LP5 (Fig. 28A). La medida de expresidn de 6xido nitrico
se realizd indirectamente por determinacion de los niveles de expresion de la enzima ox1do
nitrico sintasa inducible (INGS). Los resultados muestran una rapida induccion de su

LyshICre - .
GR™ 1 el nivel desclende

expresion 6 horas después de la inyeccion de LPS en ratones
hasta valores similares a los ratones contrel 24 horas después de la inyeccion (Fig. 28A). En
conclusion, los valores de ARNm de genes proinflamatorios estan incrementados en ratones
GR™ME™ respecto a los GR™P*P en el 4rea de la lesién. Ademids de este aumento en los
niveles de genes inflamatorios que se sabe estan medulados por GR, se detectaron aumentos
en los niveles de expresion de otras moléculas involucradas en la inflamacién como la
procaspasa | y 4 (Martinon y Tschopp, 2007), Incrementadas 24 horas después de la
inyeccidn, y dos miembros de la via del TLR4: el propio receptor TLR4 y la proteina
adaptadora MyD8E, cuyos niveles se encuentran aumentados tanto 6 como 24 horas después
de la inyeccion (Fig. 28B).
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Figura 27. Efectos del GR microglial sobre la activacién vy proliferacién glial producida por la
inyeccion intraparenquimal de LPS. En €] lado ipsilateral a la inyeccion de LPS se observd una
activacidn microglial ¥ astroglial. (A) Imdgenes representativas de microscopia confocal mosirando
doble-inmunofluorescencia para F4/80 ¥ BrdU en el coriex, septum y esiriado del lado ipsilateral a 1a

inyeccion. BrdU se detecta incorporado en muchas de las cflulas microgliales tanto en ratones

LyshiCre : . : A . .

GR como en controles. (B} Se observd un incremento del drea cubieria por microglia v astroglia
Ly siCre LoxPiLosF

reactiva en Jos niveles de 1a lesidn para los raiones GR respecio a los GR . 3 dias después
de la inyeccidn con LPS. Este andlisis se realizd sobre secciones procesadas con inmunohistoquimica
para F4/80 v OFAP reveladas mediante DAB. (C) Imigenes representativas de microscopia confocal
mostrando doble-inmunofluorescencia para GFAP v BrdU en ] cortex. (I¥) La cuaniificacion de las
células doble positivas FA/S0-BrdU v GFAP-BrdU mostrd un incremenio de la proliferacion

loxPilox P
microglial en los ratones muiantes con respecto a los confroles. * p = 0.05 ratones GR respecto a
LyshdCre
. Barra de escala= 20mm.
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Figura 28. La ausencia de GR microglial conlleva cambios en el patrén de expresion de genes
relacionados con los procesos inflamatorics tante in vive como in vitro. (A,B) Los niveles de
mRNA gue codifican protefnas inflamatorias, fueron analizados mediante qPCR, observindose un

LyshiCre bsPilos P
incremento en los ratones GR con respecio a los OR . El mRNA fue exiraido de 1a regidn

de 1a lesidn tras 6 ¥ 24 horas de 1a inyercidn de LP 8. Algunos genes para los cuales no se conocia su
regulacion por GR fueron analizados (procaspasas 1 ¥y 4, TLR4). (C) Los niveles de mRNA que

codifican profefnas inflamatorias exiraidos de cultivos establecidos a partir de ratones neonatos
Loy sl re low P los P . A o
y OR también fueron analizados. De forma similar, se delecid un aumenio en la
: A LyehCrz los K losF o
expresion de estos genes en los culiivos GR con respecio a los GR iras 1a exposicion a

LPS. Ademis, €] tratamiento con DEX afectd 1a induceidn de genes [groinﬂamatorins en los cultivos
lox Flox Lyl Cre

conirol pero no en los muiantes. ¥ p =0.05 rafones o culiivos GR respecio a GR

Tras el analisis realizado a partir del tejide de ratones mutantes y control inyectados
con LPS, quisimos verificar el efecto de la ausencia de GR en la expresion de algunas de estas
moléculas en cultivos primarios de microglia extraidos a partir de ratones neonatos (P1).
Igualmente, los resultados muestran un aumento pronunciado en los niveles de expresion de
TNFe, pro-IL-15, iINOS y COX-2, asi como TLR4 en cultivos microgliales procedentes de

RUEME® con respecto a los cultivos procedentes de ratones control (Fig 28C).

ratones G
Remarcablemente, este aumento no es inhibido en cultivos microgliales procedentes de
ratones mutantes por la exposicion a DEX; sin embargo, si se observa un cierto efecto de
inhibicidn en los cultivos controles, sobre todo para TN Fa, pro-IL-10 (Fig. 28C). Esto suglere
un papel crucial del GR microglial en ¢l control de los factores inflamatorios. Tanto los

resultados In vivo como In vitro indican también que el GR microglial ejerce un papel

importante en la regulacidn especifica de 1a via molecular de TLR4 activada por LPS.

2.5 Estudios in vitro revelan que la microglia desprovista de GR presenta una motilidad

reducida y una tendencia a la morfologia ameboide

Los continuos cambios conformacionales de la microglia estan en funcion de su estado
de activacion y/o vigilancia, y le permiten un movimiento continuo. Para determinar s1 GR
esta implicado en la regulacion de esta propiedades de la micreoglia, se analizaron las

trayectorias de células microgliales individiales, a través de imagenes de videomicroscopia
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tomadas de cultivos establecidos a partir del cortex de neonatos GR'“*P'%F o GRE™ME™ | |as

Imagenes fueron tomadas cada 10 min durante 10-15 horas y analizadas utilizando el software

Imagel. Ademais, los cultivos fueron tratados con el LPS {100ng/ml), ATP {30uM) u ox-ATP
{300 uM; un inhibidor del ATP que afecta la motilidad normal de la c€lula) (Fig. 29A). Los

resultados muestran que las c€lulas mutantes son significativamente menos méviles que las

provenientes de ratones control (Fig. 284 B). El movimiento de las células GRPIF o

depediente de ATP, ya que ¢l tratamiento con el inhibidor ox-ATP reduce significativamente

LyshCre

su motilidad, mientras que los cultivos GR no se afectan. {Fig.29B).

Las c€lulas microgliales cambian constantemente su tamano ¥ forma desde formas
tubulares unipolares, bipolares o tripolares hasta formas ameboides tipica de macréfagos. La
cuantificacion de las imagenes de videomicroscopia muestra una mayor proporcion de células
con morfologia amebolde en los cultivos mutantes respecto a los controles tras el tratamiento
con 10ng/ml de LPS {Fig. 25C). Ademas, las células parecen conservar esta morfologia alo

largo del periodo de cultivo.

2.6 El GR microglial regula la respuesta neurodegenerativa estimulada por la exposicion

a estrés cronico antes de la inyeccidn intraparenquimal de LPS

Esta demostrade que el estrés cronico ¥ agudo sensibilizan la respuesta neurcinflamatoria
inducida por LPS. Ademas, se ha visto que en este proceso estan implicados los GCs, al ser
mediadores de esta sensibilizacion {de Pablos et al., 2006, Frank et al., 201{; Johnson et al.,
2002; Munhoz et al., 2000). Para determinar en qué grado €l GR microglial estd implicado en

LyshCre lesPilosP
¥ y GR™"™ fueron expuestos a un

este proceso de sensibilizacion, ratones GR
protocolo de estrés crénico durante © dias {Fig. 30A). Los ratones fueron sacrificados 24

horas después vy se estudid la activacion microglial mediante la determinacion de cambios
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morfolégicos de las células Iba-1 positivas. Asi, los resultados mostraron un mayor ndmero

RL;SMCr&

de microglia hipertrofiada en la SNpc y en el hipocampo de los ratones G con

respecto a GR'“'**F (Fig. 30B).

LysME lenPlGsP 1 : o .
Ry GREMY recibieron una inyeccién intraparenquimal de

Ademas, ratones G
LPS 24 horas después de la finalizacion del protocolo de estrés. 3 dias después de esta

inyeccion con LPS, los ratones fueron sacrificados y se cuantificd el dafio neuronal mediante

marcaje con FluoroJadeB. La cuantificacion de c€lulas FluorcJadeB positivas muestra un
mayor nivel de dano neuronal en los ratones mutantes respecto a los controles (Fig. 30C3, 1o
que sugiere que el GR microglial es importante para la restriccidn de la respuesta
neurcdegenerativa inducida por LPS tras la sensibilizacidn con estrés. Es importante remarcar
que ¢l estrés por si solo no induce procesos de dano neuronal en nuestro modelo (Fig.30C),
aunque exacerba la inflamacidn producida por LPS. Ademais, €l aumento de los niveles de
CORT plasmaticos medidos tras la exposicion al estrés entre ratones mutantes y ratones

control es similar (Fig. 30D ).

3. Discusion

Comeo explicamos en la introduccion, ante las acclones de un estresor, el organismo va
a responder intentando restaurar la homeostasis, mediante las respuestas del sistema inmune,
del SNC ¥ del sistema endocrino que estan intercomunicados entre si. En nuestro caso, la
inyeccién de LPS constituye el estresor que va a desencadenar la respuesta de estos tres
sistemas. Existe por tanto el riesgo de que las respuestas de estos sistemnas sean Inapropladas o
prolongadas y se dejen de controlar correctamente los procesos de infeccidn o aparezcan

excesos en la respuesta inflamatoria que puedan conducir a danos tisulares y muerte neuronal
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Figura 29. Anilisis de la diferenciacion v de la motilidad de células microgliales en cultives
oxPiloxP

establecidos a partir de neonates GR ¥ GrR T, {A) Ejernplos representativos de imdgenes
de videomicroscopia tomadas a diferentes intervalos. El tiempo se designa como “hrs:mmsecd” o
“hrs:min”; la duracién total de grabacién fue de 10 6 15 horas. La mucroglia se encuentra en constante
cambio morfoldgico enire Tormas tubulares v formas ameboides tipicas de macrdfagos. Estos cambios

son menos Trecuentes en las células mutantes. (B) El andlisis del movimiento celular muesira que la
A . LyshiCre . A . losPflox P
microglia GR presenia una moiilidad reducida comparada con las células GR . Los

tratamientos con ATP v ox-ATP no afectan el movimiento de las c€lulas mutantes. (C) La grafica

muesira que 1os culfivos mutantes conservan un mayor poreeniaje de células con morfologia ameboide
s Filox P

alo ]ar%o del periodo de grabacion que los culiivos control. *** p = 0L01, cultivos GR respecto a
LyshiCe
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A
Dia de tratamiento Tipo de estrés Duracion
1 Privacion de alimento 24 h
2 Privacion de agua 24 h
3 Jaulas sucias 24 h
4 Restriccion de espacio 2h
5 Restriccion de espacio a 4°C 2h
6 Jaulas desorientadas 24h
Table 1. Agentes estresantes utilizados durante la exposicion a estrés cronico
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Figura 30. El estrés cronico agrava el dafe neuremal causade por una inyeccion

intraparenquimal de LPS. Papel del GR microglial. (A) Esquema del protocolo de estrés cronico al
loxFflox P Lasbd Cre
gque Tueron expuesios los ratones GR y GR ” . (B} Cuaniificacion del ndmero de microglia

con morfologfa hi gertnﬁﬁca 24 horas después de 1a finalizacion del protocolo de esirés. (C) Ratones
loxPiloxP LyehiliCre
¥ GR ’ recibieron una inyeceion intraparenguirmal de LPS 24 después de 1a finalizacidn

del protocolo de estrés. El ndmero de neuronas en proceso degenerativo €5 mayor en los ratones
LyshdCre los Filox P ; ; ; o .
GR que en los GR , 10 que denota que €] GR microglial reprime 12 sensibilizacion causada

por €] esirés. (D) Los niveles plasmiticos de CORT fueron medidos iras ] protocolo de esirés,
. LyehiCre low Filos P loxFilosF
mostrando un aumenio similar en ratones GR v GR L #% p £ 0.02, ratones GR
LysbdCrz
respecto a GR . C, control; M, mutanie; S, estresado; N5, no estresado.
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{Stemberg, 20060). Los resultados de este capitulo reflejan este hecho, al mostrar que en <l
modelo de ratdn descrito {con GR inactivo en la microglia), la induccién de una reaccidn
inflamatoria mediante el use de LPS5 produce efectos nefastos, debido a una regulacion
inadecuada de la respuesta inflamatoria. Asi, observamos que el GR microglial es esencial
para la regulacion y represion de la respuesta inflamatoria inducida por LP5S y se confirma la
idea de que la comunicacién entre el SNC, ¢l sistema endocrine e inmune es esencial para ¢l

control de una correcta homeostasis.

Se presenta asi una dicotomia sobre si los efectos de 1a inflamacidn en €l SNC resultan
positivos o negativos. Numerosos trabajos muestran que una respuesta Inflamatoria
controlada y rapida contribuye a la supervivencia neuronal y alarestauracidon de una situacion
de “equilibrio™; sin embargo un control inapropiado de la repuesta inflamatoria esta asociado
a un aumento de la sensibilidad de las neuronas a la neurodegeneracién {ampliamente

revisado en Neguyen et al., 2002; Simard y Rivest, 2007).

El modelo experimental utilizado en nuestro trabajo nos ha permitido conocer mejor
los mecanismos de accion de GR en la represion de la inflamacion en el SNC. Aungue esta
bien establecido que los GCs {a través de GR) son reguladores criticos de la inflamacion
sistémica, las acciones de GR en el SNC no estan bien caracterizadas. La mayoria de los
trabajos publicados que estudian las acciones de GCs y GR en el SNC han utilizado
herramientas farmacolégicas, como agonistas ¥ antagonistas de GR, o la deplecion de la
liberacion de GCs mediante adrenalectomia. Estas aproximaciones experimentales afectan a
todos los tipos celulares y, por tanto, los resultados son una suma de miltiples efectos ¥y no es
posible discriminar las funciones de los distintos tipos celulares. Por ello, y puesto que GR se
expresa de forma ubicua en todos los tipos celulares, en este capitulo de la tesis hemos

) .. ) i . . p LysMC
estudiado su funcién particular en la microglia mediante el uso del ratén GR™*™",
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En este caso, hemos elegideo la microglia porque constituye el principal tipo celular
implicado en el desencadenamiento de la respuesta iInmune innata en €l SNC, en parte por su
propiedad especifica de expresion de las moléculas TLR4 y CD14 (Lehnardt et al., 2003;
Takeda et al, 2003; Triantafilou y Triantafilou, 2002). En este contexto, la inyeccidon
Intraestriatal de LPS resulta 1dénea como mecanismo experimental, ya que va a mnducir la
respuesta inflamatoria por unidn y activacion de receptores especificos como TLR4, a través
del reconocimiento por parte de la molécula CD 14 (Jiang et al., 2000). Ademas, €l uso de la
Inyeccidn Intracstriatal de LPS presenta grandes wventajas, ya que simula la respuesta
inflamatoria ante una infeccion por bacterias Gram-negativas, sin necesidad de realizar una
Infeccién activa, y el método estereotaxico permite la reproductibilidad de la inyeccidn,
graclas a la utilizacidn de unas coordenadas especificas para determinar el punto diana en la
region de interés. Teniendo en cuenta que los niveles de GCs enddgenos estan sometidos a
ritmos circadianos, hemos realizado la cirugia estereotaxica y el sacrificio de todos los
animales dentro de una misma franja horaria, evitando asi las influencias de las oscilaciones

circadianas de los niveles de CORT.

3.1 Agravamiento de la lesién aseciada al proceso inflamatorio inducide por LPS en los
ratones GR™*M e

La Inyeccion intraestriatal de LPS produce una reaccion inflamatoria localizada
caracterizada por una activacion de la poblacion glial, asi como una infiltracidn de leucocitos

tanto en ¢l foco de inyeccidn como en las zonas adyacentes. Nuestros resultados muestran una

LyshCre

mayor sensibilidad de los ratones GR a la Inyeccion estereotaxica de LPS comparada

19xP1o%F Esta sensibilidad es ademas dependiente de la cantidad de

con los ratones intactos GR
LP5 inyectado {Fig.23A). Conjuntamente con una mayor irea necrtica provocada por la

Inyeccion {medida mediante la tincidn de cresil violeta), este daho tisular se refleja en un
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mayor ndmeroe de neuronas en proceso degenerative, identificadas mediante tincidn con
FluoroJade B (Fig. 25B). Actualmente existe clerta controversia sobre la especificidad del
marcaje de este compueste, ya que no se conoce con exactitud ni la molécula, ni el
mecanismo de unidn a ella. Algunos trabajos defienden la idea de que marca las neuronas en
proceso neurcdegenerative en un contexto de dano agudo, pero también podria marcar
algunas células gliales reactivas en los procesos neurodegenerativos cronicos {Damjanac et
al., 2007}, por 1o que su uso esta en ocasiones sujeto a cierta discusion. Sin embargo, la
mayoria de evidencias experimentales apuntan hacia la primera opcidn ¥ se acepta como un

marcador de neurodegeneracion {Schmued y Hopkins, 2000).

Aungue el LPS induce una fuerte respuesta inflamatoria, existe controversia sobre sl
su efecto directo puede conducir a procesos neurodegenerativos o no. Asi, clertos autores
defienden esta idea {Arimoto ¥ Bing, 2003; Castane et al., 1998; Kim et al., 2000), mientras
que otros no detectan neurcdegeneracion tras su aplicacion local {Nadeau y Rivest, 2003).
Estos dltimos explican que se debe a que la inyeccion de LPS produce un aumente de los
niveles sistémicos de GCs que son capaces de controlar el procese inflamatorio, preservando
a las neuronas de la muerte. Asumiendo que Fluorolade B marca las neuronas en proceso
degenerativo, nuestros resultados muestran que, tres dias después de la inyeccion, el LPS

- . P Ly shCre
ejerce un efecto neurodegenerativo exacerbando Gnicamente en los ratones GR™

¥ No en
sus controles (Fig.25B). El ndmero de celulas Fluorclade B positivas desciende hasta niveles
similares a los presentados por los ratones control transcurridos siete dias de la inyeccion,
indicando que las neuronas danadas o bien han podido degenerar completamente o bien han
dejado de ser positivas para FluorJade B vy parte se ha recuperado. Estos resultados corroboran
la hipdtesis propuesta por Nadeau v Rivest {Nadeau v Rivest, 2002, 2003) v demuestran de

forma fehaciente que la presencia de GR en la microglia es esencial para la comrecta

regulacion de la inflamacion en el SNC por parte de los GCs.
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Ademas de un aumento de necrosis y de células en proceso degenerativo, la Inyeccidn
Intraestriatal de LPS también produce una desmielininizacién de las fibras mielinicas del
cuerpe calloso gue resulta significativamente mas importante en los ratones GRUEME®
ademas, este proceso desmielinizante se acentida con €l aumento de la dosis de LPS {Fig.25C).
Estos datos se corresponden con los presentados por Nadeau y Rivest (Nadeau y Rivest,
20033, que observaron una desmielinizacion importante  en  ratones  inyectados
intraparenguimalmente con LP5 que recibleron ademas un pretratamiento con RU486. En
nuestro modelo, sin embargo, podemos concluir que especificamente €l GR microglial juega
un papel 1mportante en la proteccion de las fibras axomales en los procesos de

desmielinizacidn, ya que observamos la misma alteracién que utilizando RU486 {Fig. 26B),

lo que indica que la acciom sobre otros tipos celulares no es crucial en este tipo de procesos.

3.2 No hay evidencias de disfuncién del eje HPA que pueda contribuir al agravamiento

de los efectos producidos por la reaccion inflamatoria inducida por LPS en el SNC

Para Nadeau y Rivest era esperado que el pretratamiento con RU486 exacerbara la
respuesta immune innata en el cerebre inducida por una inyeccion de LPS, ya que los GCs
actian come los principales reguladores enddgenos de las vias moleculares y la transcripcidn
de genes invelucrados en la senalizacion proinflamatoria aguda (Nadeau y Rivest, 2003;
Webster et al., 2002). Sin embargo, el problema sobreviene cuando se producen altos niveles
de GCs, ya que este hecho puede conducir a un aumento de la sensibilidad de las neuronas a
la degeneracidn, sobretodo cuando ocurre durante periodos cronicos {Sapolsky, 15996). Por
este motivo, quisimos comprebar s la mayor sensibilidad al procese mnflamatorio v a la
neurcdegeneracion podia estar relacionado con variaciones en la regulacion del eje HPA en

LyshCre

los ratones GR . Asi, lamedida de los niveles de CORT plasmaticos tres dias después de

la inyeccion de LPS mostré un aumento significativo en los niveles circulantes de este GC en
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los ratones GR™™**F (como se preveia) y una tendencia a un mayor aumento en los GRE*ME®
(Fig. 25D), que, sin embargo, no resulté significativo con respecto a los ratones GR'&PF,
Por lo tanto, no parece existir una alteraciom en el proceso de activacion y en la funcidon del
eje HPA debida a la ausencia de GR en la microglia, lo que sostiene que las posibles
alteraciones en €l eje HPA son independientes de la accion del GR en la microglia v que la

LyshiC
ysMCme es

exacerbacion de los efectos de la inflamacién que observamos en los ratones GR
debida exclusivamente a la ausencia de GR en la microglia y no a una disfuncidn del eje

HPA.

3.3 El GR microglial es crucial en la respuesta inflamatoria inducida por LPS en el SNC,

aungue ¢l GR de otros tipos celulares también parece estar implicado en menor grado

El trabajo de Nadeau y Rivest anteriormente citado utiliza el pretratamiento con el
antagonista de GR RU486 para mostrar que afectando la funcion de GR se produce
exacerbacion de la respuesta inflamatoria y muerte neuronal causada por €l LPS en ¢l
parenguima cerebral. 5in embargo, este trabajo no pudo determinar qué tipo celular especifico
estad implicado en este efecto. En una primera observacion, nuestros resultados estin en
concordancia con los datos publicados previamente (Nadeau y Rivest, 2003), ya que cuando
administramos un pretratamiento con RU486 se agrava significativamente ¢l proceso de danc
celular en ratones intactos GR'™FP {(Fig. 26A). No obstante, nuestros resultados nos
informan ademas sobre la implicacion del GR microglial en este fendmeno;, concretamente, si
el GR microglial fuera el Gnico responsable de este efecto, €l nivel de daho tisular en ratones
GR"™M®™ (ras el pretratamiente con RU486 deberia ser similar al encontrado en ratones
control, sin embargo, es significativamente mayor (Fig. 26A); lo que sugiere que el GR

microglial es el principal efector de esta respuesta, aunque otros tipos celulares también

puedan estar implicados en buena parte de la regulacidn del proceso de inflamacidn. La
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cuantificacién del volumen de desmielinizacidn del cuerpo calloso para los ratones GR'®*7'e*F
y GR"™ME™ pretratados con DMSO (vehiculo) o RU486 confirma esta hipétesis, ya que
presenta los mismos patrones de varlacion que el cresil violeta {Fig. 26B), por lo que el GR de
otros tipos celulares también estaria implicado en la regulacion de este proceso. Sin embargo,
el GR microglial parece tener un papel especifico en prevenir el desencadenamiento de danos
neurcnales, ya que se produce un aumento practicamente 1déntico del ndmere de neuronas en

proceso degenerativo en los ratones GRUyeMECre pretratados o no con RU486 (Fig.260).

Con la finalidad de estudiar ¢l papel del GR de otras c€lulas implicadas en la respuesta
Inmune, hemos generade ademas un modelo de raton que no expresa GR especificamente en
astrocitos mediante el sistema Cre/LoxP inducide por tamoxifeno. Igualmente hemos

RLCKCHE

comenzado a realizar experimentos sobre la linea G gue no expresa GR en los

linfocitos. Sin embargo, estos resultados preliminares no se incluyen en la presente tesis.

Al igual que un pretratamiente con RU486 puede sensibilizar la respuesta iInmune
inducida por una inyeccion intraparenquimal de LPS, esta demostrado que someter al animal
a un estrés cromice puede producir este mismo efecto {de Pablos et al., 2006, Frank et al.,
201 Iohnson et al., 2002; Munhoz et al.,, 2006). Como comentamos en la seccion de

. - Ly shiCre
resultados, hemos guerido comprobar si los ratones GR™

muestran un patrén distinto de
sensibilizacién a la respuesta inmune por estrés con respecto a los ratones control. Nuestros
resultados muestran que la microglia del hipocampe y de la SNpc es particularmente sensible
al estrés, ya que la ausencia de GR microglial produce una elevacion del nimero de microglia
hipertrofiada en estas regiones (Fig. 30B). Ademas, podemos constatar que los ratones control
que fueron inyectados con LPS Intraparenquimalmente, tras haber sido sometidos al protocolo

de estrés cronico, muestran una exacerbacion de los efectos de la inflamacitn, ya que

presentan un aumentoe del ndmeroc de neuronas en proceso degenerativo positivas para
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FluorcladeB. Sin embargo, este aumente es muche mayor en los ratones GR CysMEre {(F1g.30C),
por lo que comprobamos nuevamente que €l GR microglial estd implicado de forma crucial en
la regulacion de la respuesta inmune del SNC, contribuyende a la restriccion de la respuesta
neurcdegenerativa inducida por LPS tras la sensibilizacién por estrés. Ademas, podemos
asegurar que el protocolo de estrés fue efective ya que las medidas de los niveles plasmaticos
de CORT, reflejaron valores elevados con respecto a los basales en ratones (10-20 ng/ml) a
esa hora del dia {Fig.30D). Este experimente nos confirma también gque la ausencia de GR
microglial parece no Influlr en €l funcionamiento del eje HPA, ya que los ratones GRUME
presentan los mismos niveles de CORT que los controles. Este resultado era previsto, puesto

que la ausencia de GR especifico de la microglia no afecta a otras c€lulas implicadas en los

feedback regulatorios del eje HPA.

34 El GR microglial regula los procesos de gliosis inducidos por LPS

En el SNC, la reaccién inflamatoria se caracteriza por un procesc de activacidn glial
{Block et al., 2007; Chen y Swanson, 2003; Gehrmann et al., 18953, Nguyen et al., 2002,
Wang et al., 2010). Sin embargo, la funcion de los GCs en este contexto continda poco
explorada; por ello, nuestro estudio pretende clarificar si la presencia y funcidn de GR
microglial regula este proceso de gliosls y sl tiene influencia sobre la proliferacion glial.
Nuestros resultados con marcadores de glia activos muestran un claro aumento de la
astrogliosis y microgliosis en la region ipsilateral a la inyeccion con LPS {Fig. 274, C). Cabe
destacar ademas que los niveles de microgliosis medidos después de tres dias de la inyeccidn
de LPS son mas elevados que los de astrogliosis; 1o cual concuerda con estudios previos sobre
la inflamacion en otros contextos experimentales como los modelos de Intoxicacién con
MFTPF, donde se observa un pico de microgliosis anterior al de astrogliosis, siendo este

segundo de menor relevancia (Hirsch y Hunot, 200%). Ademas, hemos podido constatar un
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aumento significative de la microgliosis, acompanado de una tendencia al incremento de la
astrogliosis, en los ratones GREysMEre {Fig.27B). Los efectos beneficiosos o nocivos de la
gliosis dependen de la cantidad de células y de la duracion del estado de activacion {Nadeau v
Rivest, 2003, Streit et al., 1999); asi, nuestros resultados confirman gque la ausencia de GR
microglial conlleva un exceseo de activacion glial que puede conducir a efectos nocivos y

deletérens.

Ademas, GR podria afectar a la diferenciacion de la microglia ¥ a los cambios
morfolégicos asoclados a este proceso. Esta 1dea sobreviene a partir de la observacion del
predominic de células microgliales con morfologia ameboide alrededor de la zonma de
inyeccién en el cortex de los ratones GRY™E™ Ademis, fijandonos en los experimentos in
vitro, la cuantificacién de las imagenes de videomicroscopia muestran una prevalencia de la
microglia con morfologia ameboide en los cultivos mutantes (Fig. 29C). Estos resultados
estan en concordancia con datos de nuestros trabajos previos que muestran la implicacion de
GR microglial en la regulacién de la activacion de este tipo celular tras la degeneracion
dopaminérgica inducida por MFTP (Ros-Bemnal et al., 2011; Anexol). Ademas, los analisis
de la videomicroscopia sugleren que GR podria estar implicado en 1la motilidad de las células
microgliales, en una forma dependiente de ATP, ya que los cultivos mutantes muestran una
significativa reduccion de la capacidad de movimiento, gque ademas no esti afectada por el
tratamiento con el inhibidor del ATP, ox-ATP (Fig. 29B). Estudios previos han descrito que
GR puede afectar las funciones mitocondriales {Du et al., 2009), por 1o que es posible que su
ausencia pudiera temer un efecto en la sintesis de ATP, lo gque contribuiria a afectar el

movimiento celular.

Aungue la literatura sobre la proliferacion glial {sobretodo astroglial) inducida por

Inyeccién intraparenguimal de LPS es muy limitada, algunos trabajos muestran que la
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exposiclion a LPS en ratones recién nacldos induce microgliogénesis {Bly et al., 2010).
Nuestros estudios mediante tratamiento con BrdU muestran que la inyeccidn de LPS en el
cerebro desencadena un proceso de proliferacion de astroglia y microglia (Fig. 27D), de
acuerdo con resultados anteriores (Monje et al, 2003). Ademas, este fendmeno de
proliferacion microglial es significativamente mayor en los ratones GRUEME™= 1 gue sugiere
que el GR de la microglia esta involucrado en la regulacidn de la proliferacidn de este mismo

tipo celular contribuyendo a la represién y control de la respuesta inflamatoria.

Ya que el BrdU fue inyectado durante tres dias desde la inyeccidon de LPS y hasta el
sacrificio de los ratones, las células F4/80-BrdU positivas deben corresponder tanto a
microglia que se ha dividido dentro del parénguima, como a monocitos que provienen de la
periferia. Por tanto, no podemos distinguir entre las células microgliales activadas residentes y
los macrdfagos que provienen de la periferia y llegan por infiltracién y extravasacion. Esta es
una de las razones que nos han conducido a estudiar el fenomeno de la extravasacion e
infiltracion fijandonos en los linfocitos, los cuales no se presentan masivamete en el cerebro

salvo en casos de inflamacidn {capitulo 3).

3.5 El GR microglial tiene un papel importante en la regulacion de la expresion de

citocinas y otras proteinas inflamatorias tanto in vivo como in vitro

La glia activada produce gran variedad de factores de crecimiento, citocinas {como
THNFe, IL-13, COX-2), NO, RO5 y neuropéptidos {como el glutamato) que pueden contribuir
a sus propledades neurotroficas o neurotoxicas {Chao et al., 1995, Garden y Moller, 2006,
Glezer et al., 2007; Simard y Rivest, 2007, Streit et al., 1999; Vitkovic et al., 2000). Como
explicamos en la intreduccidn, los GCs gracias a su receplor y a traves de la interacclon con
distintas vias moleculares, regulan la expresion y la liberacion de citocinas y otras moléculas
inflamatorias producidas por la glia, contribuyendo asi al control de la inflamacion {Beck et
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al., 2009, Marchetti et al., 2005, Stemmberg, 2006). Por estas razones, era esperable encontrar
cambios en los patrones de expresion de clertas citocinas y moléculas inflamatorias en los

LwshCre
ratones GR™

tras la inyeccion de LP5. En concreto, 1a ausencia de GR en la microglia se
traduce en la exacerbacion de la expresion de los genes estudiados {TINFo, IL-15, INOS,

COX-2, procaspasas-1 y 4 y también TLR4 y MyDG&8) (Fig. 284A), con diferencias en los

patrones de aumento para cada uno de ellos.

La ausencia de GR provoca la falta de represion de la sintesis de TNFo en la
microglia lo que supone un aumento de los niveles de ARNm de esta citocina detectados tras
24 horas de la inyeccion. Esta mayor produccion vy liberacion de TNFo por parte de la
microglia va a causar un aumente en la duracién de la respuesta Iimmune innata, potenciando
la activacion de las células microgliales y astrogliales vecinas, 1o que conlleva a su vez un
nuevo aumento de la expresion de citocinas. Esta inflamacién, sin un control por feedback
negativo {como la represion por GR), producira efectos toxicos en las células, lo que puede
explicar €l aumento de los procesos de dano tisular, neuronal y mielinico gque observamos en

LyshiCre
los ratones GR™

. De hecho, 1a liberacidn de citocinas, como IL-1 B, puede tener un efecto
similar al producide por bajas concentraciones de LPS (Schiltz y Sawchenko, 2002),
induciendo factores inflamatorios como la produccion de COX-2 v la consecuente liberacion
de prostraglandinas por parte de la microglia. En esta linea, nuestros resultados muestran una
tendencia a un gran aumento de los niveles de IL-1[, ya desde las 6 horas de la inyeccidn, con
un consecuente Incremento de los niveles de COX-2 (Fig.28A). La produccion de otros
factores come INOS también se induce mas rapidamente que en los ratones controles, por lo

que la liberacion de NO y sus subsecuentes efectos deletéreos se efectda también mas

rapidamente en ausencia de GR microglial.
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En la reaccion inflamatoria cerebral se produce una sobreexpresion del receptor TLR4,
por el cudl actda el LPS {Takeda et al., 2003). Hasta el momento no se conocen con exactitud
los efectos de los GCs sobre la expresion de TLR4 tras la inyeccion de LPS en las células
inmunes, aungue hay resultados que muestran efectos transcripcionales en células no
inmunes, como células del epitelio respiratorio {Hermoso et al., 2004, Stermberg, 2006).
Recientes trabajos de nuestro laboratorio, utilizando los ratones GR™™™ en modelos de EP
con MFTP, muestran un incremento en la expresion de TLRS y otros miembros de la familia
{Ros-Bemal et al., 2011). Estos resultados apuntan a que GR podria tambi€n tener un efecto
sobre la expresion de TLR4. El hecho de que se detecte una sobreexpresion tanto de TLR4
como de MyD88 {proteina adaptadora en la via de senalizacidén de TLR4) en los ratones
GREME™ (rag 1a inyeccion con LPS, indica que el GR microglial ejerce un papel importante
en la regulacién de activadores de la inflamacién en los primeros estadios de la senalizacidn
de la cascada mflamatoria. Esta idea se confirma ademas al observar un aumento en la
expresion de otros genes, también implicados en las fases tempranas de la inflamacion, como

son las procaspasas | v 4 (Fig. 28B).

El analisis de la expresion de estos genes in vitro en cultlvos primarios de microglia,

establecidos a partir del cortex de neonatos GRYME® 5 GRFIE

, confirma el importante
papel regulador del GR microglial, ya que tratamientos con DEX tienden a afectar la

induccion de la expresion de estos genes por LPS en cultivos controles, pere no en cultivos

GREME™ (Fig, 28C).

Aunque GR microglial no esta presente en los ratones GREME®

., €l GR de otros tipos
celulares como los astrocitos {también activos por induccidn de las citocinas liberadas por

microglia) puede contribuir a reprimir en parte los efectos de la expansion inflamatoria. De

hecho, las medidas de los niveles de expresion de estos genes en los cultivos primarios de
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microglia, muestra que en este modelo in vitro en €l que hay una ausencia total de GR se
produce un aumento desmesurado de la expresion de estos genes (Fi1g.28C), por lo que
podemos concluir que el GR de otras células iInmunes {o no Inmunes) también debe contribuir

a frenar esta reaccion inflamatoria descontrolada.

Con estos resultados podemos afirmar que los genes que codifican para TLR4,
MyD8SE y las procaspasas | ¥ 4 son diana de GR microglial y que €ste controla la expresion
de estas y de otras moléculas implicadas en la inflamacion, facilitando su represion y en

Gltima instancia la expansion de la respuesta inflamatoria.

157



GR: fendmenos mflamatorios ¥ neurode generacidn en parkinsonismo M.A. Carrillo

Capitulo 3

“Estudio de o implicacion de MCP-1/CCL2 en la infiltracién y extravasacion linfocitaria

en 1n modelo de inflanmucion agudu en el sisteru nervioso central”
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En el escenario inflamatorio provocado por una inyeccion intraparenguimal de LP5S,
ademas de ocurrir una microgliosis y astrogliosis {estudiados en ¢l capitulo anterior), entra en
Juego el procese de infiltracion de células inmunes hacia el foco del dano tisular. Los tipos
celulares que pueden Infiltrarse son principalmente los linfocitos y los monocitos
perivasculares o no residentes que se diferenciaran hasta macrdéfagos/microglia. Aungue en
este trabajo de tesis nos hemos interesado especlialmente en el papel de la microglia en la
reaccion  Inflamatoria, debide a la imposibilidad de diferenciar mediante técnicas
Inmunchistoquimicas entre microglia residente ¢ infiltrada, hemos decidido estudiar el
fenomeno de la infilracion fijandonos en los linfocitos T {ya gue no se encuentran
normalmente en el cerebro vy, por tanto, su deteccidn significa que se han producido
fenomenos de infiltracion y extravasacion). Ademas, nos hemos interesado en el estudio de la
guimiccina MCP-1/CCL2 {monocyte chemoattractant protein-1/Chemokine {C-C motif)
ligand 2} ya gue es una de las quimiocinas mas importantes en los procesos de inflamacion
cerebral y ademas el GR puede regular su expresion (Dhawan et al., 2007). Concretamente
nos hemos centrado en la identificacion del tipo celular que la expresa en el cerebio v el
estudio de su funcidn en la infiltracion celular; ya gque hasta €]l momento, estas cuestiones no

ha sido clarificadas de forma concluyente.

158



GR: fendmenos mflamatorios ¥ neurode generacidn en parkinsonismo M.A. Carrillo

1. Materiales v métodos

1.1 Animales y tratamientos

En este estudio se utilizaron veintidn ratones macho C37BL/J6 de doce semanas de
edad (Janvier, France). En el dia 1, los ratones fueron anestesiados L.p. con una mezcla de
ketamina (30mg/kg) y medetomidina {Img/kg), e inyectados con 2pg/pul de LPS (n=14) o
salino {(n=7) en lul de volumen gracias al usoc de un aparato de microinyeccion (KD
Scientific, Holliston, MA)} ¥ una microjeringa Hamilton de 30ul. La inyeccion se realizd en el
estriado derecho siguiendo las siguientes coordenadas: +0.5 mm anteroposterior, +2.2 mm
lateral y -3.2 mm dorsoventral, de acuerdo con el atlas de cerebro de raton {Paxinos y
Franklin, 2001) y segin se describe en trabajos anteriores (Zirger ¢t al., 2006). Experimentos
preliminares mostraron una muy baja tasa de infiltracion linfocitaria en la zona inyectada
después de 3 dias de la inyeccion con LPS o salino. Por esta razon se dejaron transcurrir 4
dias para asegurar €l inicio de los procesos de infiltracidn en el cerebro, en concordancia con
trabajos anteriores gue describen este fendmeno en otros procesos inflamatorios cerebrales
{Thomas et al., 2000). Para entender el papel de CCL2 en la infiltracién de linfocitos en el
parénguima se utilizéd un anticuerpe blogueante de CCL2: anticuerpo neutralizante de CCL2
goat anti-ratdn (R&R Systems). 4 dias después de la inyeccidn de LPS, se inicid un
tratamiento con este anticuerpo blogueante de CCL2 (n=7) o con isotipo {suerc de cabra)
{n=7). El tratamiento consistid en una inyeccidn Lp. de 20ug, una vez al dia, durante 4 dias
hasta el sacrificio el dia 7. Se realizd una extensa revisidn bibliografica para tratar de
establecer la dosis 1ddneas para la inyeccidn Lp. de este anticuerpo bloqueante y ante la
escasez de trabajos que describan su use en €l SNC, nos basamos en las dosis utilizadas por

Frangogiannis y colaboradores (Frangoglannis et al., 2007).
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1.2 Procesamiento del tejido y marcajes especificos. Inmunchistoquimica e

inmunofluorescencia

Tras siete dias de la inyeccion de LPS o salino, los ratones fueron anestesiados con
una sobredosis de ketamina (30 mg/kg) vy perfundidos con PBS seguido de PFA al 4% {ver
apartado 1.1.2.4, capitulo 1). Después, el cerebro fue extraide cuidadosamente y postfijade en
PFA al 4% durante 48 horas. Los cerebros fueron cortados en su totalidad en secclones
coronales rostrocaudales de 30pm de grosor, utilizande un vibratome (Leica VT1000 5). Para
el analisis iInmunochistoquimice se utilizaron serles de secclones espaciadas de forma regular
correspondientes al area de inyeccidn. Se realizé inmunchistoquimica mediante deteccidn con
DAB {ver seccion 1.1.3.1, capitulo 1) para CCLZ, utilizando el anticuerpe de conejo anti-
CCL2Z {1:200; Serotec); para linfocitos CD4, mediante uso del anticuerpo de rata anti-CD4 de
raton {1:73;, Serotec), y linfocitos CD8, mediante el anticuerpo de rata anti-CD8& de ratdn
{1:500; Serotec). Ademas, se realizd inmunefluorescencia para la deteccion de linfocitos CD3
{ver seccion 1.1.3.2, capitulo 1), con el anticuerpo primario de hamster anti-CD3 de ratdn
{1:750; Serotec), y doble-iInmunofluorescencia para estudiar la colocalizacion de CCL2
{anticuerpeo citade anteriormente) y astrocitos, mediante marcaje de GFAP, con el anticuerpo

de ratén anti-GFAP {1:500; Chemicon, Millipore).

1.3 Cuantificacion y anilisis estereologico

Para los anilisis cuantitativos se utilizaron las secciones cerebrales que contenian el
tracto de la aguja de inyeccidn, ya que se corresponden con las zonas de mayor
Inmunoreactividad. La cuantificacion del ndmere de células CCL2 positivas y €l ndmero de
Iinfocites CD3, CD4 y CD8 infiltrados en la region de la inyeccion se llevd a cabo utilizando
campos de muestreo o fotografias que cubrian la totalidad de la region de interés. El patron de
toma de muestras se repitid idénticamente en cada una de las 5 secciones de cerebro,
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regularmente espaciadas, que se analizaron para cada raton. Las fotografias fueron tomadas
Con un microscopio optico {Zelss Axioplan 2) conectado a una camara digital, utilizando el
objetivo de 40x. Posteriormente, mediante el uso del seftware Image J, se delimitd una
reticula de 5.7x10° pixe]esz y s¢ cuantificaron 10 sub-campos correspondientes a un area total
de 2.5x10° pixclcsz, La cuantificacion se llevd a cabo tomando en cuenta los criterios de
inclusién y exclusion estereclégicos {ver seccidn 1.1.3.3 del capitule 1). Los datos se

expresan como ndmero de c€lulas positivas para cada marcador por campo (media £ SEM),

El area de infiltracidn linfocitaria para CD4 v CDE en ¢l estriado se delimitd mediante
el uso del software Image J. Los resultados se expresan como area ocupada por células
positivas para cada marcador o superficie de infiltracidn {media = SEM) por unidad de irea

{pixeles 2).

1.4 Andlisis de colocalizacion mediante microscopia confocal

Secciones marcadas mediante doble-inmunofluoescencia para CCL2 y GFAP fueron
analizadas con microscopia confocal {Leica DMIREZ2), utilizando el objetive de 63x. Un
rango de series para cada secclon fue establecido al determinar un Iimite superior y un limite
inferior utilizando el eje de posicion Z/Y, obteniendo una imagen especial configurada por

una serie de sub-imagenes (Barcla et al., 2006; Barcia et al., 2008).
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2. Resultados

2.1 La inflamacion aguda causada por una inyeccidn intraparenguimal de LPS provoca

un aumento de la expresion de CCL2

Mediante el analisis de la inmunocitequimica para CCL2, se comprobd que en los
ratones inyectados con LPS se produce un aumento significativo de su expresion en la zona
que rodea al tracto de la aguja de inyeccion (Fig. 31A, B). Esta expresion va descendiendo
segin nos alejamos de la zona de Inyeccion, por lo que podemos distinguir un gradiente de
Inmunoreactividad desde las zonas colindantes al tracto de la aguja hasta las zonas menos

afectadas por la inflamacion local (Fig. 31 A).

El tamano y la morfologia que presentan las células CCL2 positivas nos recuerda
especialmente a la presentada por los astrocitos. Para comprobar qué tipo celular expresaba
CCLZ2, se realizé un doble-inmunomarcaje con CCL2 y GFAP. Mediante microscopia
confocal se estudid la colocalizacion de estas dos moléculas, identificando a los astrocitos
como el principal tipo celular que expresa CCL2 en el area de inflamacién local inducida por

LPS (Fig. 31C).

2.2 Los astrocitos parecen contribuir a la extravasacion de linfocitos al SNC mediante la

produccién de CCL2

Paralelamente al aumento en la expresion de CCLZ, se produjo una infiltracion
especifica de linfocitos CD3, CDE y CD4 en la regidn de la inyeccion, mediante procesos de
extravasacion desde la periferia (Fig. 32A). Para determinar s1 CCL2 estaba invelucrado en
estos procesos de extravasacidn, un grupc de ratones Inyectade con LPS recibid un

tratamiento sistémico con un anticuerpo neutralizante de la actividad CCLZ durante 4 dias,
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comenzando ¢l cuarto dia tras la inyeccion de LPS y terminandoe €l dia del sacrificlo. Tante la
cuantificacién del ndmero de linfocitos CD3, CD4 y CDE positives, comoe la determinacion
del area ocupada por la infiltracion de linfocitos CD4 y CDS8 tras la inyecclon esterectaxica de
LPS, se ve reducida en los animales donde la actividad de CCLZ2 fue blequeada mediante
tratamiento con el anticuerpo blogueante {Fig. 32B, (). Estos resultados sugieren que los
astrocitos, mediante la expresion de CCL2, parecen estar implicados en la extravasacion de
linfocitos desde la circulacion periférica hasta el parénquima cerebral afectado por un proceso

de inflamacién local inducido por LPS.

3. Dhscusion

Los procesos inflamatorios comienzan con una respuesta innata temprana iniciada por
las cé€lulas presentadoras de antigenos, siendo la microglia el principal tipo en el cerebro. Sin
embargo, los sigulentes eventos requieren el desarrollo de una respuesta especifica o
adaptativa que incluye el procesc de infiltracién de linfocitos, 1a produccién de anticuerpos ¥
el desarrollo de memoria inmunologica {Nguyen et al., 2002; Stemberg, 2006). Asi, la
expresion de quimicocinas por parte de las c€lulas endoteliales y clertas c€lulas inmunes es
parte esencial en €l desarrollo y consecucion de una respuesta iInmune e inflamatoria eficaz.

Las quimiocinas inducen la extravasacién de los linfocitos hacia la zona danada.

Los experimentos descritos en este capitulo, junto con otros trabajos de nuestro
equipo, forman parte de un proyectc mas amplio, que estudia diferentes escenarios
inflamatorios en el SNC, {como puede ser el glioblastoma humane o la infeccidn viral en
paréngquima cerebral). En este contexto, nos hemos interesado en el estudic de la quimiocina
MCP-1/CCL2, una de las quimioccinas mas importantes en los procesos de inflamacion
cerebral y cuya expresion puede ser regulada por GR {Dhawan et al., 2007). Concretamente

nos hemos centrade en la identificacion del tipo celular que 1a expresa en el cerebio y el
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Figura 31. Aumente de la expresién de CCL2 tras inyeccion esterectixica de LPS. (A) Imagen
representativa de la inmunoreactividad de CCLZ en €] area gue rodea al tracio de la aguja de
inyeccidon. Se observa un gradiente de expresion de CCLZ desde las zonas mds proximas a la
inyeccion, donde se producen fendmenos de inflamacion local inducidos por LPS, hacia 1as zonas mids
alejadas. (B) La cuantificacion del ndmero de cflulas CCLZ positivas en €] drea de la inyeccion
muestra un aumento significativo en el grupo inyectado con LPS con respecto al gropo inyectado con
salino (¥P<0.05; T-siudent). {C} Imigenes de doble inmunofluorecencia para GFAP (asirocitos; en
verde) y CCLZ (rojo) mosirando la colocalizacidn de ambas moléculas. En azul se muesiran los
micleos tefiidos con DAPL Barra de escala = 200umen A v 15pmen C.
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Figura 32. CCL2 estid implicade en la extravasacidn linfocitaria al CNS. (A) Imdgenes
representaiivas de la inmunoreactividad de CD3, CD4 y CDE en el drea de inyeccidn para cada una de
las condiciones experimeniales. (B) La cuaniificacion del ndmero de células CD3, CDd vy CDS
positivas en el drea de la inyeccion muesira un aumento en el grpo inyectado con LP5S con respecto &l
grupo salino; este aumento se ve reducido en €] grupo invectado con LPS gue recibid tratamiento con
un anticuerpo neuiralizanie de CCL2. () La determinacidn de 1a superficie de infiliracidn de CD4 v
CDE muestra el mismo pairdn de variacidn de infiltracion (*P«<0.05; ANOVA de una via seguido de
Dunnett’ s test). Barra de escala = 100pwm en A.
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estudio de su funcidn en la infiltracion celular; ya gque hasta €]l momento, estas cuestiones no

ha sido clarificadas de forma concluyente.

3.1 Aumento de la expresion de CCL2 por parte de los astrocitos presentes en la zona de

inflamacidon

Nuestros resultados, en el contexto de una inyeccion intraparenguimal de LPS,
muestran un aumento del nimero de células que expresan CCLZ de forma especifica en el
area de inyeccion (Fig. 31A). Este aumento de CCL2 se puede observar en otros fendmenos
neurcinflamatorios como en tejide procedentes de muestras de glioblastoma humano, asi
como en el parénquima cerebral de monos que recibleron Inyecciones esterotixicas con
adenovirus, realizados recientemente en nuestro laboratorio { Anexo 2). Estos resultados estin
en concordancia con estudios previos que describen un aumento de quimiocinas asoclade al
desarrollo de algunas enfermedades y que destacan la implicacion de CCL2 en los procesos
neurcinflamatorios que ocurren en la epilepsia (Fabene et al., 2010), los traumatismos
cerebrales (Semple et al., 201409, el dolor neuropatico {(Zhang et al., 2007), algunos tumores
cerebrales (Flatten et al., 2003}, y enfermedades neurodegenerativas como en la enfermedad
de Alzheimer {Hickman y El Khoury, 2010) o en la esclerosis maltiple {Gerard y Rollins,

2001).

En la actualidad, existe clerta controversia sobre el tipo celular que expresa CCLZ2 en
el cerebro. La bibliografia apunta hacia una inespecificidad de expresion, indicando como
potenciales productoras de CCL2 tanto a las células gliales {astrocitos y microglia), como a
las neuronas {Babcock et al., 2003; Conductier et al., 2010; Yao et al,, 2010; Zhang v De
Koninck, 2006; Zhang et al., 20{0/7). §In embargo, no existen estudios que muestren una clara
colocalizacidn en la expresidn de CCL2 con marcadores microgliales o neuronales. Por ¢l

contrario, un gran namerc de trabajos senala a los astrocitos residentes y en estado activo
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como los principales productores de CCL2 tanto in vive {g). tras danos cerebrales en ratones,
y en tejido de pacientes con esclerosis miltiple o en encefalitis autoinmune experimental)
como In vitro {g]. celulas gliales humanas expuestas a estimulos inflamatorios) {Croitoru-
Lamoury ¢t al., 2003, Gao y Ji, 2010, Gao et al., 2009; Glabinski et al., 1996; Ransoheff et
al.,, 1993; Simpson et al., 1998, Tanuma et al., 2006, Van Der Voom et al, 1599). Sin
embarge, no  existen claras  evidenclas de colocalizacidn  mediante  estudios
inmunchistoguimicos entre CCLZ y células astrociticas. Nuestros rtesultados ademas de
mostrar que las células CCL2 positivas tienen una morfologia y tamano similar a los
astrocitos, muestran por primera vez una clara colocalizacion de c€lulas CCL2 positivas con
células positivas para el marcador astrocitico GFAP, mediante el anilisis de imagenes
tomadas con microscopia confocal {Fig.31B). Ademas, también hemos detectado esta
colocalizacién en tejido procedente de muestras de glioblastoma humano, asi como en el
parénguima cerebral de monos inyectados con adenovirus (Anexo 2). Estos resultados que
muestran la colocalizacion de GFAP con CCL2 en tres especies diferentes, con tres
situaciones de Infiltracién linfocltaria vinculadas a procesos inflamatorios distintos vy
mediante el uso de dos anticuerpos diferentes, confirman la hipétesis de que los astrocitos

perivasculares y presentes en la zona de inyeccion son responsables de la expresion de CCL2.

32 Los astrocitos estian implicados en los fendmenos de infiltracion linfocitaria gracias a

la expresion de CCL2

Ademas, nuestros resultados demuestran que la expresion de CCL2 por los astrocitos
induce especificamente la extravasacion de linfocitos al parénquima cerebral. Como hemos
descrito en la seccion de resultados, 7 dias después de la inyeccidn estereotaxica de LPS
podemos observar un importante proceso de infiltracion de linfocitos, reflejado en una

importante entrada de células CD3, CD4 y CD8& positivas en el parénquima, asi como una
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mayor extension del area de infiltracion en el parénguima (Fig. 32). Este aumento de CCL2 es
anterior a la infiltracidn, ya que en ensayos previos en los que realizamos el sacrificio de los
animales 3 dias después de la myeccion de LPS5, se observo un aumento del nimero de células
CCL2 positivas perc una escasa infiltracion de linfocltos, de acuerdo con publicaciones
previas {Babcock et al., 2003}, 5in embargo, al esperar 7 dias tras la inyeccion, momento en
el que esperabamos apreciar el pice de Infiltracidn como ocurre en Otros Procesos
neurcinflamatorios (Barcia et al., 2007; Hirsch ¥ Hunot, 2009, Thomas et al., 2000),

observamos una infiltracion masiva de linfocitos.

Trabajos previos ya muestran una implicacion de CCL2 en la infiltracidn de leucocitos
en los lugares de dahe cerebral {(Babcock et al., 2003; Desbaillets et al., 1994, Zhang y De
Koninck, 2006). 5in embargo, la mayoria de estos trabajos se centran en el estudic de la
infiltracion de macrdfagos periféricos {precedente ala infiltracion de linfocitos). El estudio de
la infiltracion de macrdfagos periféricos en el cerebro esta normalmente sesgado ¥ conlleva
algunas dificultades técnicas respecto a los marcadores especificos, ya que las células
microgliales comparten el % de sus marcadores de superficie ¥y es imposible
diferenciarlos. Por ejemplo, no podemos asumir de forma totalmente fiable diferenclas con ¢l
marcaje de CD45 entre micreglia‘macrofagos residentes y macrofagos infiltrados, ya que
CD45 esta expresado en ambos tipos celulares {Babcock et al., 2003, Sedgwick et al,, 1958).
Sin embargo, para realizar una diferenciacion fiable entre estos tipos celulares, se debe
utilizar un modelo animal quimera gque reciba cé€lulas mieloides indiferenciadas de la médula
osea de animales gque expresen GFP en todos sus tipos celulares o en los macrdfagos
especificamente (Zhang et al., 2007). Para evitar el problema de la identificacion de
macrofagos, en nuestro trabaje hemos gqueride centramos en el papel de CCL2 en la
infiltracion de linfocitos, ya que la presencia masiva de estas c€lulas en ¢l tejido cerebral

ocurre exclusivamente durante procesos inflamatorios pateldgicos. Es de resaltar que cuando
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los ratones inyectados con LPS reciben un tratamiento con un anticuerpe bloqueante de CCL2
se atenda la infiltracion de linfocitos y, de forma mas destacada, se reduce el area de
infiltracion, lo que sugiere que CCL2, expresado por los astrocitos, es clave para la induccion
de la intemalizacién de las células T en la zona afectada por la inyeccion (Fig.32). En
conclusion, nuestros resultados demuestran que la extravasacion de linfocitos al parénguima
cerebral estd mediada de forma importante por la quimiocina CCL2 producida por los

astrocitos.

Por otra parte, aunque la funcion de CCL2 ha sido descrita principalmente como
quimiotactica, resultados de nuestro grupe muestran que en tejido de glioblastoma humane
existen contactos entre las células T que estin en procese de infiltracidn y los astrocitos
perivasculares que expresan CCL2. Todo elle sugiere que los astrocitos median la
intermalizacidn de los linfocitos al paréquima tras los fendmenos de rodamiento y adhesion,
contribuyendo al fenomenc de diapedesis, mediante la formacion del uropodio v penetracion

a través del endotelio vascular {Anexo 2).

En principio, los procesos de infiltracion de macrdfagos y células T en el SNC
contribuyen a regular los procesos inflamatorios y reparar los danos, ejerciendo un efecto
neuroprotector {Schwartz et al., 1999); sin embargo, cuande los procesos inflamatorios se
hacen crénicos, estos fendmenos pueden contribuir a la exacerbacion de las respuestas
inmunes conduciendo a procesos de neurodegencracion o neurctoxicidad {Nguyen et al.,
2002). De hecho, en procesos neuroinflamatorios en el SNC, por ejemple los asoclados a
traumas ¥ a hemorragias cerebrales, asi como en afecciones crdnicas {e). esclerosis maltple o
entermedad de Alzheimer), una inflamacién prolongada mediada por CCL2, entre otros
factores, podria contribuir a agravar la enfermedad {Conductier et al., 2010). Por tanto, desde

un punto de vista terap€utic o, la manipulacion de la expresion de CCL2 podria ser beneficiosa
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para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, al limitar la infiltraclion de
macrifagos y linfocitos. De hecho, se ha sugerido el uso de anticuerpos neutralizantes de
CCL2 como posibles estrategias para el tratamiento de glioma {Zhu et al., 2010, con lo que
se conseguiria modular su agresividad (Platten et al., 2003). Ademas, se han propuesto estas
terapias como potencial tratamiento de otras enfermedades del SNC come la esclerosis
multiple {Sorensen et al., 2004), neuropatias periféricas como la enfermedad de Charcot-
Marie-Tooth {Greh et al., 2010, Kohl et al., 200%9) y otros procesos patologicos como el dolor
neurcpatico causado por danos en los nervios periféricos (Zhang <t al., 2007). Por tanto, la
actuacion contra la expresion de CCL2, especificamente en los astrocitos perivasculares,
podria tener importantes perspectivas terapéuticas para €l tratamiento de procesos ligados a la

neurcinflamacion.
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Preambulo conclusivo

Los trabajos realizados en esta tesis han permitide avanzar en el conocimiento de las
funciones de los GCs y del receptor de GCs tanto en los procesos de neurodegeneracion como
en los procesos Inflamatorios asociados que tienen lugar en el SNC. Ademas, la obtencion de
resultados novedosos junto con el Interés por explorar nuevos conceptos en ¢l campe de la
Inmunclogia en el SNC, nos ha permitido ampliar el campe de trabajo e investigar sobre
procesos especificos que ocurren durante una respuesta inflamatoria come la infiltracién

celular en el SNC.

Para la realizacion de esta tesis hemos utilizado una metodologia experimental de
amplio espectro que nos ha permitide abordar la problematica de trabajo desde distinto
angulos, y obtener resultados solidos y coherentes. Concretamente, hemos utilizado modelos
experimentales en los que se han inducido reacciones Inflamatorias agudas y localizadas
{fcomo por elemple la inyeccion estereotaxica de LPS en el cerebro), asi come modelos de
neurcdegeneracion dopaminérgica con distinte grado de cronicidad {como son los modelos de
parkinsonisme experimental mediante intoxicacion con MPTP). Ademas, hemos podido
llevar a cabo tanto aproximaciones In vitro, mediante uso de cultivos primarios de microglia y
mesencefdlicos de rata, como in vivo, mediante ¢l uso de ratones y monos come animales de
experimentacion. El uso de ratones con GR inactivado mediante mutagénesis condicional en
los tipos celulares implicados en los procesos inflamatorios en el SNC, o en neuronas DA, ha
proporcionado una herramienta muy Gtil para clarificar las respuestas del sistema GC-GR en
la neurodegeneracion de la via dopaminérgica en el parkinsonismo y la respuesta inflamatoria

mediada por la microglia.

Uno de nuestros trabajos recientemente publicado muestra que el sistema GC-GR esta

alterado en los pacientes con EP (Ros-Bemal et al., 2011, Anexo 1). Ademas, ha sido descrito
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que los GCs median el efecto neuroprotector en parkinsonisme experimental, el cual esta en
parte causado por la inhibicién de la activacion glial (Marchetti et al., 2005, Morale et al.,
2004, Ros-Bermal et al, 2011). De hecho, €] GR microglial contribuye al efecto
neuroprotector mediante el control v la recepcion de los procesos inflamatorios asociados al

parkinsonismo {Ros-Bemal et al., 2011).

Ademas, en el primer capitulo de este manuscrito mostramos gque los GCs también
pueden producir un efecto protector en el parkinsonismo directamente a través del GR
localizado en las neuronas DA, Este efecto protector no se produce en ratones intoxicados con
MPTP que carecen de GR en las neuronas DA y persiste en cultivos mesencefalicos
deprivados de células gliales. Tomando en consideracion todos los resultados, podemos
postular que los GCs gjercen un efecto neuroprotector sobre 1as neuronas DA a través de dos
vias: directamente, por activacion de GR en las neuronas DA o indirectamente, por inhibicion
de la respuesta inflamatoria mediada por la microglia. Por lo tanto, varlaciones en los niveles
y en la liberacion de GCs gque puedan producirse en el parkinsonisme deben conducir a la
activacion y translocacién de GR al nicleo de las neuronas DA, confiriendoles
neuroproteccion. Finalmente, hemos demestrade que el mecanismo por el cual GR ejerce su
efecto neuroprotector parece implicar la modulacidn de la homeostasis de Ca** de las

neuronas DA, a traves de los canales RyR localizados en la membrana del RE.

En ¢l segundo capitulo mostramos que el GR microglial tiene un papel esencial en la
regulacion de la inflamacion aguda que se desencadena tras la inyeccion de LPS en el

LowshiTre .
Y muestren un dano exacerbado

parénguima cercbral. El hecho de que los ratones GR
después de la inyeccion de LPS sugiere gque la ausencia de GR microglial conlleva una

inadecuada regulacion de los procesos inflamatorios. Ademas, la ausencia de GR en este tipo

celular desencadena una mayor activacion microglial, que contribuye a agravar los efectos
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deletéreos desencadenados por la inyeccion de LPS y potenciar de eventos de proliferacion o
infiltracion de macrofagos/microglia, asi como a la produccion de citocinas y otras moléculas

pro-inflamatorias.

En un dltime enfoque mas amplio de los procesos inflamatorios que tienen lugar en el
SNC y fijAndonos especificamente en los fendmenos de infiltracién, hemos estudiado €l papel
de los astrocitos en los procesos de infiltracidn linfocitaria que se producen desde la
circulacion periférica hacia el paréquima cerebral. Nuestro trabajo evidencia que los astrocitos
estan implicados en los fendmenos de extravasacidn linfocitaria hacla los focos de

Inflamacién mediante la expresidn de la quimiocina CCL2/MCP-1.

Conclusiones

1. La expresion y activacion del receptor de glucocorticoides confiere proteccién a las
neuronas dopaminérgicas tras la degeneracion inducida por MPTP en modelos
animales de enfermedad de Parkinson.

2. El tratamiento con glucocorticoides previene la neurodegeneracion dopaminérgica en
modelos de parkinsonismo tanto 1n vive comoe in vitro.

3. La presencia y funcién del receptor de glucocorticoides en la microglia limita el daho
producido por la Inyeccidn Intraparenguimal de LPS previniendo la degeneracion
neuronal y de fibras mielinicas. Por tante, el receptor de glucocorticoides microglial
resulta esencial para el control de la respuesta inflamatoria en el sistema nervioso
central.

4. El receptor de glucocorticoides en la microglia regula la respuesta inflamatoria al
reprimir no solamente cltocinas pro-inflamatorias sine también otras moléculas
pertenecientes a la via de senalizacidn de TLR4 (como el receptor TLR4 ¥ la proteina

adptadora MyDZ&8) y caspasas pro-inflamatorias {concretamente tipo | v 4).
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En ausencia del receptor de glucocorticoldes en 1a microglia se produce un aumento de
celulas microgliales en proliferacion, lo que sugiere que el receptor de
glucocorticoides: 1) puede estar implicado en la regulacion de la proliferacidn y la
diferenciacion de las células gliales; 1) permite la entrada de macrofagos periféricos
de forma mas evidente, 111) podria estar implicado en la regulacidon de la activacion-
motilidad de la microglia.

Los astrocitos promueven la extravasacion de linfocitos hacia €] foco de inflamacidn
mediante la expresion de la quimieguina CCL2Z/MCP-1.

La prevencion de la neurodegeneracion ejercida por GR sobre las neuronas DA
implica un mecanismo de meodulacion de la homeostasis del Ca** intracelular,
mediante la accidn de los canales RyR del reticulo endoplasmico.

Los efectos neuroprotectores de los glucocorticoides pueden ser tanto indirectos
mediante la activacion del receptor de glucocorticoides microglial, lo que conduce a la
inhibicion de la respuesta inflamatoria asociada a la enfermedad de Parkinson, como
directos mediante la activacion del receptor de glucocorticoides en las neuronas
dopaminérgicas, lo que conduce a su proteccion. Ambos mecanismos no son
incompatibles, sino que actian en sinergla reforzando €l efecto neuroprotector.

Estos resultados contribuyen a la comprension de la posible implicacion del receptor
de glucocorticoides en los procesos neurcinflamatorios en neurcdegeneracitn, y
sugleren nuevas dianas terapedticas para ralentizar la progresion de enfermedades del

sistema nervioso y, por tanto, contribulr a mejorar la calidad de vida de los pacientes.
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L INTRODUCTION

1. Glucocorticeids, their receptors and their roles in the central nervous system

1.1 Glucocorticoids

Glucocorticoids (GCs) were first 1dentified in studies conceming glucose metabolism,
their name resulting by the fusion of the words: gluco- for glucose and —cortico, as they are
synthesized In the cortex of the adrenal glands. In his pioneering work in 1936, Hans Selye
described for the first time the critical rele GCs in both stress and adaptation, and formulated
the now famous “pendulum hypothesis™ (Selye, 1952). In 1948, Hench and Kendall used for

the first time cortisone as a treatment for arthritis with promising results {Hench et al., 19507,

Endeogenous GCs, cortisol in human and corticosterone (CORT) in rodents, are
synthesized from cholesterol by a series of cytochrome p430-catalyzed reactions in the cortex
of the adrenal glands as well as in the gonads by a process called “steroidogenesis™ during
which other hormones are alse synthesized {Fig. 1A). GCs are small lipophilic molecules able
to cross the plasma membrane. The intracellular concentration of GCs are determined by
several factors: 1) their levels in the circulation and, as they travel linked to corticosteroid-
binding globulin protein {CBG), the relative concentration of CBG 1s also important; 11) levels

of their metabolizing enzymes, 1 1-B-hydroxysteroid dehydrogenase | {(11-B-HSD-1 increases
synthesis) and 2 {increases degradation). 11p—HSD-1 is widely expressed at high levels in
liver, brain and lungs, whereas |1p-HSD-2 i1s predominantly expressed in aldosterone-

containing tissues, to prevent GC binding to mineralocorticold receptors {MR); 111) efficiency
of the multi-drug resistance (MDR) efflux pump In the CNS at the level of the blood brain

barrier (BBB), in kidneys and liver (Brien, 198 1; de Kloet et al., 1990, Uhr ¢t al., 2002).
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Figure 1. (A) Stercidogenesis. By this biological process steroids are generated from cholesterol and
transformed into oiher steroids (androgens, esirogens, GCs and mineralocorticoids), in the coriex of
adrenal glands. (B) HPA axis. Activation of HPA axis lead to production and release of GCs to
systernic circulation from adrenal glands. GCs exert confrol of HPA axis at different levels and
regulate different physiological process.
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1.2 GC release regulated by HPA axis

GCs are released into the systemic circulation from the adrenal cortex in response to
stress stimull {e.g. emotions, pathogen invasion, cellular injury) upon activation of the
Hypothalamus-Pituitary-Adrenal (HPA) axis. Briefly, the HPA axis is activated by the
stimulation of neurons in the paraventricular nucleus {(PYN) of the hypothalamus. This results
in the release of the neuropeptides Corticotropin Release Factor {CRF) and Arginin
Yasopressin Peptide {AVP) Into the portal hypophysary system. Both neuropetides can
stimulate the synthesis of AdrenoCorticoTrophic Hormone {ACTH) in the anterior lobe of the
hypophysis. ACTH secreted into the systemic circulation stimulates the synthesis of GCs in
the cortical area of the adrenal glands {Herman and Cullinan, 1997, Tsigos and Chrousos,
2002) {(Fig. 1B). Synthesis and secretion of GCs 1s principally regulated by neuronal circultry
in bramn {e.g. at the level of hippocampus, prefrontal cortex, amygdala, stria terminalis) that
exerts a feedback control on the HPA axis at the level of CRH and ACTH synthesis (De Kloet

and Reul, 1987},

GC secretion occurs either as a tonic secretory process with an amplitude that varles
according to the circadian cycle, or as a phasic response to an acute stressor. The circadian
rhythm of ACTH and GCs secretion (high at the onset of the active phase and low at the
Inactive, or rest phases) which anticipates awakening and cycles of activity is a basic
characteristic of the HPA axis activity {Keller-Wood and Dallman, 1984). In addition to
diumal variation, detailed 24 hr anal ysis revealed an oscillatory pattern of GC secretion with
an hourly ultradian rthythm. Both these patterns {circadian and ultradian) provide the basis for
a process of continuous dynamic equilibrium, a mechanism fundamental in the maintenance
of homeostasis and allostasis {see also below) {Lightman and Conway-Campbell, 2010).

Importantly, oscillating levels of GCs are cruclal for the maintenance of stress responsivity,
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providing the flexibility neccesary to respond to, and recover from, stress {(McEwen, 2007).
Deregulation of the pulsatile pattern of GCs secretion 1s associated with various disease states,

such as depression and affective disorders (Young et al., 2004).

1.3 GCs act via their cognate receptors

GCs act via two related receptors: receptor type 1, or glucocorticoid receptor {GR) and
receptor type II, or mineralocorticoid receptor (MR). GR and MR are members of a nuclear
receptor superfamily, which also include progesterone (PR}, androgen {AR) and estrogen
(ER) receptors {Kumar and Thompson, 159%). MR expression is relatively restricted to the
periphery, such as kidneys, salivary glands and colon, and in brain in the circumventricular
organs {the organum vasculosum of the lamina terminalis, the subfomical organ, the median
eminence and the area postrema) and the limbic system {hippocampus and hypothalamus)
{Joels et al., 2008). At the periphery, the MR is known to regulate the electrolytic balance
upon binding to aldosterone; differently, in brain the MR binds to GCs (Pippal and Fuller,
2008). The GR, on the other hand, 1s ubiquitously expressed both in the periphery and in the
CNS {Nicolaides et al., 2013). In the CNS the affinity of the MR for GCs is significantly
higher {Ka{MR}=0.5nM) compared to the GR {K«(GR)= 5nM) in basal conditions. Therefore,
it is believed that the GCs tonic activities are exerted through the MR, whereas the GRs are

activated only in response to high levels of circulating GCs {de Kloet et al., 1590, 1998).

Structurally, GR is characterized by: a) an N-terminal domain, which comprise a
transcriptional activation region crucial for binding to co-regulators and a PEST (Pro-Glu-5er-
Thr) domain for GR degradation; &) a DNA binding domain {DBD), which is responsible for
the Interaction with specific DNA sequences {GR responsive elements) present in the

promoters of target genes. This region also contains nuclear localization and dimerization
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sequences {with itself or with other transcription factors); <) a C-terminal domain, which a

ligand {hormone)-binding domain (Fig. 2A).

In the classical model, in the absence of hormone, the cytoplasmic GR 1s similar to
other members of nuclear receptor family, as it 1s inactive, bound to a complex formed by
large number of proteins including HSP30 and immunophilin {Beck et al., 2009). The binding
with GCs results in a conformational change, whereby the GR dissociates from the
proteinaceous complex and translocates into the nucleus, where it regulates gene transcription.
In the nucleus, GR exerts either a trans-activation or a trans-repression of target genes by
different mechanisms, which could be dependent or independent of GR binding to DNA.
Consequently, GE could either bind to the “glucocorticoid response elements” (GRE)
sequences present in the promoters of target genes, or modulate the activity of other
transcriptional factors {Beck et al., 2009} {Fig.2B). These genomic effects are slow and are
seen hours after exposure to GCs, however, GCs are also able to exert faster effects by non-
transcriptional mechanisms (Buttgereit and Scheffold, 2002). GR activity itself is also
modified by post-translational mechanisms, e.g. by phosphorylation, SUMOvylation,

acetylation, nitrosylation, redox regulation, and ubiquitination {Beck et al., 2009).

1.4 GCs-GR actions in CNS

GC-GRs exert a wide variety of regulatory actions that range from embryonic
developmental, metabolic {e.g. gluconeogenesis), cardiovascular and immune system
activities to behavioral modifications {Tasker, 2006). Importantly, these roles are intrinsic part
of the organism’®s responses to external cues at the aim to maintain homeostasis, a process
also called “allostasis” (the process of maintaining homeostasis by active means). This
adaptation process 1s normally beneficial for the organism. However, malfunction of the HPA

axis {such that the GC-GR actions are not sufficiently turned on, or are not properly tumed
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Figure 2. (A) Structure of Glucocerticoid Receptor (GR). Human GR is constituted by 3 domain.
N-terminal dornain (NTD) contains phosphorylation sites, AFl fransactivation sequence and a PEST
sequence Tor degradation process. Portions of DNA binding domain (DBD) are critical for ligand-
dependent nuclear translocation of the recepior (NL region) and receptor dimerization. Finally, ligand
binding domain (LB} contains two transactivation sequences (AF2 and TAZ) as well as another
nuclear localization sequence (NLZ). P, phosphorylation sikes; Sumo, sumoylation sites. (Modified
from Lo and Cidlowski, 2004 ). (B) Activation and muclear actions of the GR. The inactivated
cytoplasmmic OR is complexed with chaperone proteins. Binding of GCs to the OR instigates the
nuclear iranslocation of GR. The binding of dimeric, activated GR onto GREs, DNA binding of GR in
a concerted manner with another iranscripiion facior, or binding of GR onio a transcription Tacior via a
tethering mechanism can all resuli in GCdirected promoter activation. This transactivation resulis in
the expression of metabolic gene producis and anii-inflamrmatory proteins. The anti-inflarmmatory
effects of GCs are predominantly mediated via interference of monomeric GR with the transactivation
capacity of transcription Tactors such as NF-KE, via a tethering mechanism.
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off) has been observed in anumber of different pathological conditions, €.g. impaired immune

responses, obesity or behavioral disorders {e.g. anxiety, depression or cognitive decline) (de

Kloet et al., 2005).

Behavioral and electrophysiological studies in conjunction with pharmacological
approaches, 1.e. administration of GR antagonists, radicactive corticosterone binding assays
and adrenalectomy haves helped in 1dentifing some of the GC-GR actions in the brain.
Notably in the hippocampus, basal or acutely elevated GCs levels were found to Increase
synaptic plasticity and improve hippocampal-dependent cognition (de Kloet et al., 2008;
McEwen and Magarinos, 2001). To understand the precise molecular actions of the GR, the
creation of GR-knock-out mice was not a helpful approach, because of early lethality of mice
due to insufficient lung development {Cole et al., 1995). In recent years, genetically modified
mice models have been generated by: a) erelloxP technology (detailed in “Experimental
Approaches™) to inactivate GE; b) tetracyeline system (tTA/TetQ), to over-express GR 1n
desired cell populations {Gossen and Bujard, 1992). Studies using these mouse models led to
a greater comprehension of GR activity in the CNS, conceming its role in behavioral
abnormalities, such as addiction, anxilety, depression and memory dysfunction. Therefore,
working in mice with pan-inactivation of GR gene in neurons and glia, forebrain neuron-
specific inactivation of GR gene {GRNESC"E), forebrain GR knockout mice (FBGRKO), GR
inactivation in dopaminoceptive and dopaminergic neurons (GRY'F™ GRPYT™™) has
unraveled the essential roles of GR In the development of anxiety, depression or addictive-
like behaviors {Ambroggl et al., 2009, Deroche-Gamonet et al.,, 2003, Howell and Muglia,

2006; Tronche et al., 1999, Wel et al., 2004).

GC-GRs system 1s known to regulate neuronal survival. Chronically high circulating

levels of GCs as well as clinical use of GCs to reduce CNS inflammation have unraveled the
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deleterious effects that GCs can have on neuronal survival. The developing nervous system
can be particularly sensitive to exogenous GCs, as it was shown that a single injection of GCs
induces apoptotic cell death of developing granule cells of the cerebellum {Noguchi et al,,
2008). Moreover, chronic exposure to GCs 1s known to injure hippocampal neurons, which
are especially enriched in GR, exacerbating the excitotoxic glutamate-calcium-reactive
oxygen specles cascade. This has been observed particularly in the neurclogical setting of
stroke and epileptic seizures, when a massive release of GCs also occurs {Kaufer et al., 2004).
It 15 believed that, in the hippocampus low doses of GCs may exert pro-survival effects
through the MR whereas prolonged GR activation induces neuronal death. It was also recently
demonstrated in cortical neurons, that activation of GR by low doses of GCs results in GR
binding to the anti-apoptotic protein Bcl-2 and, thelr translocation into mitochondria,
Increasing Ca™ uptake efficiency into mitechondria and reducing the formation of reactive
oxygen species. In response to high doses of GCs the binding of GR to Bcl-2 is inhibited
resulting In an increased vulnerability of these neurons to cell death {(Du et al., 2009;

Sapolsky, 1556, 1959).

Another means by which GC-GRs can regulate neuronal survival is, indirectly,
through thelr regulation of the inflammatory responses mediated by glial cells. Systemic pre-
treatment with RU486 {or mifepristone, a GR receptor antagonist) was reported to exacerbate
the inflammatory reaction triggered by Intraparenchymal injections of lipopolysaccharide
{LP5}, leading to neuronal degeneration and suggesting an important tole of the GR In
neurcnal survival {Nadeau and Rivest, 2003). On the other hand, systemic pre-treatment with
LP5 was found to reduce mmnate immune response triggered by this intraparenchymal
injection of LPS, due to an increase In plasmatic levels of GCs {Nadeau and Rivest, 2002).

Dexamethasone {DEX) was shown to prevent dopaminergic neurodegeneration triggered by

LPS injection in the Substantia Nigra {(SN) {Castano et al., 2002).
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2. The inflammatory response in the CNS: role of GC-GR

2.1 Inflammation and innate immune response

Inflammation 1s, fundamentally, an adaptive response to noxious conditions. It is
triggered by tissue injury or an infection as a protective response of an organism and its
function is to repalr damage and restore homeostasis. A typical inflammatory response 1s
regulated by four classes of components: a) the inflammatory inducers; b) the sensors that
detect them, c} the inflammatory mediators induced by the sensors; d) the target tissues
affected by the mediators. The inflammatory reaction is initiated when cells of the nnate
Immune system {e.g. macrophages, dendritic cells or microglia) use Invariant receptors to
detect a signal from a pathogen {pathogen-associated molecular pattermns, or PAMPs), or
damaged tissue {damage-associated molecular pattemns, or DAMPs) triggers intracelluarly a
so-called “inflammatory cascade™, which is directed to: a) contain the damage or infection
and b) activate the components of the adaptive immune system {lymphocyte infiltration,
antibody production, development of an immunclogical memory). The hall marks of
Inflammation €.g. redness, swelling, heat or pain are mediated and resolved by innate immune
cells. The recognition of highly conserved PAMPs by specific receptors expressed in innate
immune cells {called pattern recognition receptors or PRRs) led to the elucidation of the
molecular players iInvolved In the triggering of the inflammatory cascade {(Han and Ulevitch,
2005, Henson, 2005%). The best characterized receptors are the Toll-like receptors (TLRs),
which have been highly conserved through evolution. The list of TLR ligands include:
peptidoglycan, lipoteichoic acid and Zymosan (TLR2Z), double-stranded RNA {TLR3),
lipopolysaccharide or LP5S {TLR4), flagellin {TLR3)}, single-stranded RNA (TLR7, TLRE),
and non-methylated CpG motifs in DNA {TLRS) (Han and Ulevitch, 2005) {Fig.3). The

stimulation of intracellular signaling cascade by these receptors results in the activation of
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Figure 3. {A) Receptors of the innate immune system. TLRs recognize different structural
components of microbes and act through selected adapior molecules to initiate intracellular signaling.
(B) TLR4 signaling pathway. LPS binds to CD14 and TLR4 inducing signaling pathways MyD88
dependent or independent. Finally, transcription factor 1ike NF-KB, IRF-3 v AP-1 are aciivated leading
to an inflammatory response. (Modified from Dauphinee and Karsan, 2006 and from Han, 2003).
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transcriptional factors, NF-«B, interferon-regulatory factor (IRF) and Activated-Protein |
{APl). These transcription factors orchestrate the inflammatory reaction by regulating the
expression of mediators, such as vasoactive peptides, some of the components of the
complement system, lipid mediators, cytokines, chemokines and proteolytic enzymes.
Among these factors, the cytokines and chemokines are crucial players in the inflammatory
cascade (Luster, 15983, The cytokines Tumor Necrosis Factor oo {TNFa) and Interleukine-6
{IL-63 can activate the brain endothelium to produce prostaglandins, in particular
prostaglandin PGEZ2 that induces hypothalamic neurons to promote a sickness-assoclated

behavior: fever, anorexla, fatigue, sleepiness and social withdrawal.

2.2 Inflammatory regulation. Role of GC-GR

The inflammatory process is tightly regulated, however all the regulatory mechanisms
have not be fully uncovered yet. One hurdle is the great complexity and diversity in of the
types inflammatory mediators, as well as their effects on target tissue. A major mode of
regulation is the activation of anti-inflammatory signals that includes cytokines {1.e. IL-10},
growth factors {1.e. TGF-f or BDNF}) and GCs. These factors act on target tissues through
receptors and by reversing the effects of pro-inflammatory mediators they can also regulate

the duration of the inflammatory response.

GCs exert potent anti-inflammatory actions, however, their activity also dependent on
the context of the inflammatory activation. GCs, by binding to GR, exert both transcriptional
{trans-repression and trans-activation) and post-transcriptional actions (Beck et al., 2005;
Clark, 2007, De Bosscher et al., 1997). By inhibiting the activity of transcription factors that
orchestrate inflammation, namely NF-«B and AP-1 or IRF, GC-GR can profoundly inhibit the
inflammatory process. GC-GRs can inhibit genes activated through the TLR4 pathway by

binding to pod NF-xB subunit {Ogawa et al.,, 2003) and modulate the expression of
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molecules, which regulate and mediate inflammation. GR positively regulates positively the
MAPK kinase pathway by up-regulating the expression of the DUSP! {MKP-1} phosphatase
that 1s expressed by macrophages/microglia and that dephosphorylates p38 kinase, thereby
terminating JNK activation and AP-1 transcriptional activity {Abraham et al., 2006; Clark,
2007, Kassel et al., 2001). Its targets, which are inflammatory mediators, include cytokines
{e.g. TNFwo, IL-1}, chemokines {e.g. RANTES and MCP-1/CCL2) and adhesion molecules

(e.g. ICAM-1 or VCAM) (Barnes, 1998) (Fig. 44).

At cellular levels GCs are able to induce apoptosis of immune cells like mast cells,
eosinophils, macrophages, denditric cells and T-lymphocytes (Smoak and Cidlowski, 2008}
or decrease apoptosis in neutrophils and others cells of epithelial origin {Bames, 1998) (Fig.
4B). This cell dependent regulation could be due to the existence of different GR 1soforms, as
well as to a variable genetic regulation specific for each cell type (Beck et al., 2009). GCs can
induce clearance of apoptotic debris by increasing the phagocytic capacity of macrophages
and inhibit immune cell trafficking by reducing the expression of cell adhesion molecules

{iles et al., 2001; Smoak and Cidlowskl, 2008} (Fig.4B).

2.3 Acute versus chronic inflammatory reaction

There has been a considerable progress in understanding the molecular events
involved In acute inflammatory reaction, particularly due to infection and, to a lesser extent to
from tissue damage {Henson, 2005). In sterile tissue Injury, acute inflammation promotes
tissue repair and helps to prevent colonization of damaged tissue by opportunistic pathogens.
The molecular triggers involved In sterile tissue Injury have not been wholly characterized,
although melecules from dying cells, chaperone proteins, extracellular matrix proteins have

been suggested as candidates. The acute inflammatory reaction 1s terminated and the
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Figure 4. Effects of GCs on gene transcription and immume-cell populations. GC: inhibit
transcription of inflammatory genes such as certain cytokines, chermokines and adhesion molecules,
producing effecis in fagocytosis, guimiotaxis and cellular differentiation. Moreover GRs promote
apopiosis of T-lymphocyies, eosinophils, macrophages and dendritic cells. (A ) Summary table of GCs
transcriptional effect over inflammatory genes. (B) Nusiraied diagram of GCs effects on immune-cell
populations (From Barnes et al., 2006 and Sternberg et al., 2006).

235



GR: fendmenos mflamatorios ¥ neurode generacidn en parkinsonismo M.A. Carrillo

transition to homeostasis occurs once the initiatng insult is eliminated and the damaged tissue
1s repaired. This termination process 1s highly regulated and is known as resolution of
inflammation. If the inflammatory insult is not eliminated or the resolution phase does not
function comrectly chronic inflammatory state may occur which may be the result of chronic
infections or persistent tissue damage {Nguyen et al., 2002). Nevertheless, there 1s a growing
awareness that chronic inflammation may also occur when there is no an obvious infectious
agent or a tissue damage. This is observed in diseases, the incidence of which is Increasing
such as obesity, type 2 diabetes, cancer and neurodegenerative diseases. In these pathologies,
there 1s a viclous cycle between inflammation and pathological process, where the chronic
inflammatory state 1s often damaging the surrounding tissue {Perry et al., 2007). So far, little

1s known concerning the mechanisms that are involved in this type of chronic inflammation.

2.4 Resident microglia and astroglia are major effectors of innate immune responses in

CNS

Classically, CNS is regarded as “immune-privileged” due to its particular anatomical
location Le. its special protection by the BBB {Stemberg, 2006). Although a linkage between
immune system and CNS 1s known since long time, the first evidence of a way of
communication between them was the description of the immune-HPA axis {Besedovsky and
Rey, 2007). IL-1 was the first cytokine shown to activate the HPA axis, a characteristic shared
by other cytokines, like IL-6. These are intimately involved with the neurcnal populations that
regulate the sickness-associated behavior. Another route by which iImmune activity in the
periphery communicates with the brain is the afferent vagus nerve {Stemberg, 2006). By
activating the HPA axis, the brain modulates immune cell responses through the release of
GCs, which constitutes the main hormonal negative-feedback loop for CNS regulation of

immunity {Stemberg, 2006).
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In the brain, the resident microglia {brain macrophages) and astroglia form the first
line of defense against any type of cell imury, or entry of an infectious agent. Microglia cells
were first described in 1919 by Rio-Hortega as a cell population distinct from the other brain
cells. Indeed, they have a myeloid origin and invade the CN5 early in development as
primitive macrophage. However, in the brain, we can differentiate between parenchymal
microglia and perivascular microglia, which are continually renewed from the systemic
monocytes (Hickey and Kimura, 1988; Hickey et al., 1992), being very abundant in highly
vascularized brain areas. These perivascular macrophages have different phenotypes when
compared to parenchymal microglia and appear differentially constrained by their local
microenvironment {Ranschoff and Perry, 2009). Parenchymal microglia are distributed
throughout the CNS and vary in density and morphology in different regions {Lawson et al.,
1990). A “stranger” or “danger” signal rapidly leads to microglial activation, as can be
appreclated by the characteristic morphological changes, from a resting state, with ramified
maorphology, to varlous activated forms, including amoeboid, rod-like or phagocytic
morphelogy. However, this concept 1s changing because recent new studies, in particular in
vive imaging experiments of microglia expressing GFP {(Nimmerjahn et al., 2005), indicate
that in the healthy CNS, microglia should be regarded as "surveying” {and not "resting™). It is
believed that, in normal conditions, microglia continucusly act to maintain the homeostasis of
the CNS environment; the exact roles in these conditions are not fully understood, except for
their “surveillant” role, whereby their processes could be engulfing neuronal or glial debris. In
response to changes in thelr microenvironment, the microglia can engage in various modes of
progression, from the surveillant to the innate immune effector state {(Ransohoff and Perry,
20093, The balance between positive and negative effects of activated/effector microglia
depends on the activation conditions, the microenvironment changes, the molecules released

by the microglia themselves or expressed at their cell surface and, not ultimately, how
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microglia are recelving signals from neighboring cells {Hanisch and Kettenmann, 2007).

Several evidences suggest that also astrocytes have a role in the regulation of the local
immune response (Farina et al., 2007). They form the glia limitans around blood vessels,
limiting the access of immune cells to the brain parenchyma. TLR3 is the predominant PRR
expressed In astrocytes and 1ts activation results in the expression of cytokines {e.g. TNF, IL-
6, GM-C5F, TGF-) and chemokines {e.g. CCL-2, CCL-5, CCL-§, CCL-1{) (Bsibsi et al.,
2002). This activation results in the disturbance of connexins and, thus, in the gap-junction-

mediated communication between astrocytes.

During an inflammatory reaction, both microglia and astrocytes can contribute to brain
injury through the release of cytokines and chemokines. Moreover, cytokines and chemokines
are good candidates to be directly involved in the activation of adjacent glial cells in the brain,
e.g. TNF seems to activate parenchymal microglia in a paracrine manner during

endotoxaemia {Nguyen et al., 2002).

2.5 Chronic inflammation in neurodegenerative diseases

(Glial activation 1s a histological hallmark of most neurodegenerative diseases. The
presence of activated microglia have been described in brain of patients with Alzheimer,
Parkinson’s and Huntington diseases, as well as multiple sclerosis, suggesting that neuronal
degeneration 1s associated with inflammatory events {(McGeer et al., 1558, Nguyen et al.,
2002). Moreover, high levels of inflammatory cytokines, such as IL-6, IL-1 and TNF have
been found in serum and cercbrospinal fluid of patients with some of these neurodegenerative
diseases {Mogl et al.,, 19%94b; Mount et al., 2007, Nguyen et al., 2002, Reale et al., 2009). It 1s
believed that chronic inflammatory process in the affected brain regions increases the

susceptibility to cell death of specific neurons (Barcia et al., 2004; McGeer et al., 1988,
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McGeer et al., 2003). In this scenario, use of anti-inflammatory drugs like GCs, apart form
neutralizing antibodies and non-steroidal anti-inflammatory {(NSAIDs), constitute a potential

therapeutic tool {Allan and Rothwell, 2001).

3. Role of GC-GR in neurodeseneration: Parkinson’s Disease

Parkinson’s Disease (PD) is characterized by the loss of dopaminergic neurons (DNs)
in the SN, which is responsible of striatal dopamine deficlency and subsequent alteration of
basal ganglia circuitry. This phenomenon is the origin of the major motor symptoms of this
neurcdegenerative disease: akinesia/bradykinesia, tremor, rigidity and postural instability
{Agid, 1991, Micheli, 2006). Although, non-motor fluctuations, like dysautonomic, mental

and cognitive fluctuations, may also appear {Witjas et al., 2002).

3.1 The canses of Parkinson's Disease

About 30% of PD cases are sporadic forms and their appearance is determined by
genetic and environmental factors. Only 0% of the cases belong to familiar forms, caused by
mutations in key genes such as -synuclein, parkin, PINK1, DJ-1 and LRRK?Z {Bonifati et al.,
2003; Hamza et al., 201{;, Mata et al., 2004, Moore et al., 25, Paisan-Ruiz et al., 2{{4,
Singleton et al., 2003; Valente et al., 2004). The identification and study of genes involved in
familial forms of PD has led to a greater comprehension of the molecular pathogenesis of PD,
In particular of the involvement of oxidative stress, proteln misfolding, impairment of the
ubiquitin-proteasome system and inflammation (Fig. 3). Recently, and quite important for the
present work of thesis, it has been described that sporadic PD may be related with
polymorphism of the HLADR gene, involved n the development of inflammatory responses

{Hamza et al., 20107,

On the other hand, in order to understand the pathogenesis of PD, many experimental
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Figure 5. Pathogenesis of PD. MMutations in genes encoding a-synuclein, parkin, UCH-LI1, PINKI,
and -1 are associaked with farmilial forms of PD through pathogenic pathways that may commonly
lead to deficits in mitochondrial and UPS function. PINK I, parkin, and -1 may play a role in normal
mitochondrial Tunction, whereas parkin, UCH-L1, and DJ-1 may be involved in normal UPS Tunciion.
a-synuclein fibrillization and aggregation is promoted by pathogenic mmuitations, oxidative siress, and
oxidation of cytosolic dopamine (DA), leading to impaired UPS funciion and possibly mitochondrial
darmage. o-synuclein may normally be degraded by the UPS. Some environmental toxins and
pesticides can inhibit complex-]1 and lead to mitochondrial dysfunciion, whereas alterations in
mitochondrial DN A (miDN A) may influence mitochondrial function. Impaired mitochondrial funciion
leads to cxidative stress, deficits in ATP synthesis, and a-synuclein aggregation, which may contribute
to UPS dysfunction. Red lines indicate inhibitory effects, green arrows depict defined relationships
between components or sysierns, and blue dashed arrows indicate proposed or putative relationships.
(From Moore et al., 2005).

240



Introduction (English Section)

animal models have been developed. They are either toxin-administered animal models,
which induce degeneration of DNs in the SNpc {e.g. 6-hydroxydopamine, rotenone,
paraquant, trichloroethylene, MPTP), or transgenic mice, harboring the genes mutated in
familial PD {Beal, 2010} The best characterized toxin-based model of PD is the intoxication
with MPTP, which in primates replicates almost all of the cardinal clinical signs of PD. The
use of these amimal models of PD has allowed to establish different mechanisms, like
oxldative stress, deficit in neurconal excitability and neurcinflammation, which may contribute
to dopaminergic neurodegeneration in parkinsonism. The brains of animals intoxicated with
MPTP show increased levels of reactive oxygen, accumulation of iron and nitrogen species,
deficit in antioxidant processes, Increasing oxidative stress and, finally, activation of apoptotic
pathways. Similar alterations are seen in brains of PD patients {Hartmarm and Hirsch, 2001;
Jenner, 2003, Moore et al, 2003). Furthermore, as the disease progresses, deficit in
excitability could also contribute to neurcdegeneration,. In fact, DNs survival require proper
electrical stimulation and a decrease in electrophysiclogical activity may be detrimental. ROS
production, accumulation of parkin and UCHL-1 protein dysfunction may result in a decrease
of the excitatory activity in DNs {Michel et al., 2007). Ca** metabolism is another important
factor for DN electrical activity and its alteration may be implicated in thelr vulnerability.
Actually, 1t has been demonstrated that high cytoplasmic levels of Ca’*, as well as Ca™*
Inappropriate compartmentalization, can Induce cytotoxicity, leading to DNs death by

apoptosis or necrosis {Orrenius et al., 2003).

Both PD patients and human and monkeys parkinsonized with MPTP, show a
dramatic mesencephalic dopaminergic loss, but, importantly, they present similar regional
susceptibility to degeneration of the different dopaminergic populations. The SNpc is the
most vulnerable region, followed by VTA, periretrorubral area and periacueductal area.

Moreover, the subregions In the SNpc also show different degrees of susceptibility: the
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ventrolateral (SNo+[) area is the most affected, followed by dorsal (SNy) and lateral area
{lat) {(Damier et al,, 1999k, Herrerc et al., 1993b; Olszewskl and Baxter, 1934) {(Fig. | from
study 1). The cause of this regional susceptibility is not completely known, but there are
several hypotheses. For instance, the differential expression and post-transcriptional
regulation of the dopamine transporter {(DAT) and vesicular monoamine tranporter (VMAT)
{Afonso-Oramas et al., 2009, Miller et al., 1999, Uhl <t al., 1994), the differential expression
of proteasome activators {McNaught et al., 201{)}, as well as the glial reaction {Kanaan et al.,
2008 and the presence of calbindin {a calcium binding protein) (Damier et al., 199%9a;

Yamada et al., 1990) have been proposed as possible reasons for this regional susceptibility.

32 Neuroinflammation in Parkinson’s Disease

Among other factors, neurcinflammatory mechanisms have emerged as important
contributors to the cascade of events leading to neuronal degeneration in PD. Post mortem
histopathology of brains from patients with PD show activation of microglial cells and
astrocytes, which suggests that the neuronal degeneration is associated with inflammatory
responses {Mcheer et al., 1988). However, 1t is still unclear whether glial activation precedes,
or 1s secondary, to neurodegenceration. Previous studies In experimental parkinsonism have
shown that exacerbated microglial activation lead to the degeneration of DNs {Barcia et al.,

2004; Mount et al., 2007).

Besides local inflammation m damaged dopaminergic areas, characterized by
activation of glial cells and infiltration of T cells {Barcia et al., 2011, Brochard et al., 2009;
Fomo et al., 1592, Mceer et al., 1998), in PD patients biochemical markers of the
inflammatory response, such as certain cytokines, are also increased systemically (Hirsch and
Hunot, 2009). 5Similarly, animal models of parkinsonism also show increased level of

cytokines that may contribute to dopaminergic neurcdegeneration {Barcia et al.,, 2011). In line
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with this, epidemiological studies have shown that people who regularly use anti-
inflammatory drugs have less risk of developing clinical PD (Chen et al., 2005, Chen et al.,
2003). However, other studies only found a slight trend {Bower et al., 2006), or even no
correlation, between the use of non-steroidal anti-inflammatory drugs and PD { Bomebroek et
al., 2007, Hancock et al., 2007; Ton et al., 2006). These controversial evidences have led to
test the neuroprotective role of anti-inflammatory drugs in Parkinsonism. A variety of non-
sterold anti-inflammatory drugs {NSAIDs) has been tested in experimental Parkinsonism and
many of them appear to be neuroprotective for DNs, being a potential therapeutic approach
for PD {Bomebroek et al., 2007; Chen ¢t al., 20035, Schiess, 2003; Wahner et al., 2007) Drugs,
such as aspirin or ibuprofen, protect against induced dopaminergic degeneration {Aubin et al.,
1598, Casper et al., 2000). The anti-inflammatory mechanisms may be diverse, but mainly
N5AIDs act by inhibiting the enzyme cyclooxygenase-! and -2 (COX-1 and COX-Z2)
{Telsmann and Ferger, 2001). In particularly, in experimental Parkinsonism it has been
established that COX-2, but not COX-1, 1s specifically involved in DN degeneration
{Telsmann et al., 2003). As the inflammatory response in Parkinsonism 1s not only observed
locally in the brain, but also systemically, it has been suggested that other systems may be
affected in response to inflammation. Cytokines may stimulate the release of other factors,
such as acute phase protein or GCs, and may participate in the neurodegenerative disorder. In
fact, alteration in HPA function has been described in PD patients {Stypula et al., 19%6; Volpi
et al.,, 1991}, which suggest that dopaminergic degeneration may have an effect on GC
metabolism, or vice-versa. We have recently demonstrated an increase in cortisol levels in PD
patients (Ros-Bernal et al., 2011; Addendum-1) and, in experimental animals rendered
parkinsonian with MPTP, a systemic increase in cortisol has also been reported {Mizobuchi et
al., 1993; Ros-Bernal et al., 2011). This response could represent an attempt of the organism

to protect, or rescue, damaged DNs.
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In responses to neuronal damage, GCs mediate complex mechanisms, which are
dependent on the status of the HPA axis and the levels of circulating GCs. Several reports
{including studies performed in our laboratory) have shown that GC administration exerts a
protective effect on DNs survival caused by the inhibition of the glial-mediated local
inflammation (Kurkowska-Jastrzebska et al., 2004; Ros-Bemal et al.,, 2011}, demonstrating
the role of GC as modulator of the inflammatory response on glial cells (Marchetti et al.,
2005, Morale et al., 2004; Ros-Bemnal et al., 201 1). However, GCs-GR signal is cell-type
dependent (Herr et al., 2007; Sorrells et al., 2009}, and even if GR 1s expressed at relatively
high levels in most Tyrosine Hidroxilase {TH)-positive neurons of the mesencephalon
{Ambroge et al., 2009, Turault et al., 2007}, it remains unknown the direct effect that GCs-
GR may exert on these neurons. To address this 1ssue, one of the experimental sections of this
thesis is focused on the direct role of GCs on DNs by using different models of Parkinsonism,
both in vivo and in vitro. Our results demonstrate that GCs elicit a direct protecting effect on
DNs, showing that not only the GR on microglia cells, but also that on dopaminergic neurons
1s essential for DNs survival (Fig.6). Therefore, therapies making use of GCs may contribute
to the control of the neuroinflammatory process at different levels (Somrells et al., 2009),
directly on the inflammatory cells, as well as on the endogenous mechanisms of neuron

survival.
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Figure 6. Role of cytokines and GCs in dopaminergic degeneration. MPTP or an unknown
insult 15 able to induce cell death in DNs. This degeneration induces microglial activation
characterized by cytokine release. Cytokine release may induce GCs release by HPA axis
activation. GCs by their anti-inflammatory effects may indirectly protect DNs by microglial
activation inhibition; however, GCS may also protect directly DNs trough GR in these cells
{From Barcia et al., 2009),
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II. OBJECTIVES

Main objective of my research has been to examine the mechanisms by which
glucocorticoids (GCs) and their receptors {(GRs) regulate: a) dopaminergic neuronal survival

in PD, and b} inflammation in the brain.

Although there is an extensive literature on the role of GCs-GR in inflammatory
reactions mediated by peripheral immune cells, relatively less is known on how they govem
inflammatory processes In the CNS, especially regarding the activation and the mmate
immune response of microglia and astroglia. This activation 1s known to promote elther
neurconal survival or neurcnal injury; the cutcome possibly depending on different factors,
such as the state of the HPA axis and the levels of circulating GCs, which can affect GRs
activation, the nature of insult and the Intracellular signaling pathways triggered and the cell

typels) involved.

One of my objectives has been to examine the expression of GRs in DNs and in
activated glia in parkinsonian animal models developed in the laboratory at the University of
Murcia {Campus Espinardo, Murcia). As previously specified, the evolution of motor
symptoms in MPTP-intoxicated animal models resembles those observed in PD patients and
so far it temains the drug-dependent model that is closest to PD. Therefore, to examine the
role of GRs in inflammatory processes and neuron survival in the CNS, the objective
persecuted in the laboratory in Paris, at the University Pierre et Marie Curle, has been to
develop inflammatory and experimental PD models in mice, in which the GR gene has been

selectivel y inactivated in cell type of interest. Specifically, principal aims were:

13 Determine GR expression pattern in the DNs of SNpc in non-human primate model

of PD.
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2)

3)

4)

3)

Identify cells implicated in the neuroprotective role of GCs in PD by the use of
parkimsonized mice, in which the GR is selectively mmactivated in DNs {GRDMCN:
mice) and mesencephalic cultures.

Study the mechanisms through which the GR exerts its neuroprotective effects in
Parkinsonism.

Characterize LPS-induced nflammation In a mouse line In which the GR is

LwshfCre - - .
d mice) with respect to control mice

inactivated in microglia {GR
Study the potential role of the GR in microglia cell functions, as: proliferation,

motility, and differentiation from an active to a phagocytic state.
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III. EXPERIMENTAL APPROACHES

3.1 Murine models genetically modified in the GR gene: Cre/LoxP system

The use of genetically modified murine models is a very useful tool for a better
understanding of the In vive processes ruled by the complexity of GCs as active agents and
the mechanisms of action of their GR. The GR i1s ubiguitously expressed in almost all kind of
cells In the organism, showing different levels of expression In a tissue-dependent pattem:
high levels are found in the liver, kidneys, spleen and certain brain areas, as the hippocampus
(De Kloet et al., 1998, Pujols et al., 2002). This ublquitous distribution makes impossible a
study on the GR activity in adult animals by means of total-body gene knock-out, since the
complete nactivation of the GR gene produces premature death. In order to solve this
problem, previous works on GCs and the GR have used altemative pharmacological tools,
such as GR agonists {DEX), GR antagonists {RU486) or the GCs depletion by adrenelectomy.
However, these approaches equally resulted not efficacious, since they affect all cell types

presenting the GR and produce mixed outcomes due to the sum of multiple changes.

At the aim to understand the effect of GCs-GR activity on each cell type and how they
are Involved In neurodegenerative diseases, we generated mouse lines in which GR is
selectively Inactivated in specific cell types by using the Cre/loxP system. This system uses
the recombinase activity of the integrase Cre {Cyclisation recombination), which catal yzes the
recombination of DNA between specific sites, known as loxP sequences, that flank specific
binding sites for Cre. Then, the result of the recombination process depends on the
localization of the loxP sites (Tronche et al., 2002). For GR gene, a GR'F allele was

generated by inserting loxP sites flanking exon 3. GRFe?

mice are phenotipycally similar
to wild type mice {Tronche et al, 1998). Crossbreeding these mice with mouse lines

presenting Cre under the control of the promoter region of a specific tissue or cell type, we
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obtained mice devoid of the GR in these tissue, or cell type (Fig. 7). In the present work, we

used GRDATCre

mice, which have the GR gene specifically inactivated in DNs. These mice are
generated by crossbreeding GR'*™*F mice with DAT-iCre mice, which express the Cre
recombinase under the control of the regulatory elements of the dopamine transporter {DAT)

gene (Ambroggl et al., 2009; Turiault et al., 2007). In addition, we used GREyeMire mice,

which have a specific inactivation of the GR gene in the monocyte/macrophages cell line

lesPllox P LyshICre

{therefore, also In microglia), generated by crossbreeding the GR mice with
transgenic mice, which express the Cre recombinase under the control of the lysozyme M
promoter {Clausen et al., 1999, Cross et al., 1 588; Tuckermann et al., 2007). The experimental
work of this thesis was based on the study of the specific role of the GR in microglia

{GRL’”MC“’: mice) and DNs (GRDATD"E mice) In an inflammatory and neurcdegenerative animal

model.

3.2 Experimental model of Parkinsonism: MPTP intoxication

UOne of the most accepted experimental models for studying the etiopathogenesis of
PD is the intoxication with 1-methyl-4-phenyl-1,2,3 6-tetrahydropyridine {MPTP), an
analogue of the opioid drug MPPP, as described by Langston {Langston et al., 1283). MPTP
Induces selective dopaminergic neuron loss not only in humans, but also in several animal
models, as non-human primates, in which MPTP produces an irreversible and severe
Parkinsonism that mimics the clinical symptoms of PD {Herrero et al., 1993a; Herrero et al,,
1993b; Przedborskl et al., 2004). Moreover, MPTP treated monkeys significantly respond to

L-DOPA treatments and develop dyskinesias {Herrero et al., 1996; Jenner, 2008).
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Figure 7. Genetically modified murine models by conditional mutagenesis with Cre/LoxP
system. Crossing GR'™™* mice with LysMCre or DATere mice result in generation of GRZ*MC™
(with GR gene invalidated in monocytes/macrophages, therefore in microglia) or GRP*™" (with GR
gene invalidated in DNs) respectively.
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MPTP itself is not toxic and, as any lipophilic compound, can cross the BBB. Once
mnside the brain, MPTP is metabolized to MPDP+ by the enzyme monoamine oxidase B
present in glial and serotoninergic cells and, finally, it i1s oxidized to MPP+, which is the
active and neurctoxic compound. MPP+ is released into the extracellular space and captured
by the dopamine transporter {DAT) present on the DNs membrane {(Dauer and Przedborski,
2003) (Fig. 8). The main neurctoxical action of MPP+ is its capacity to inhibit the complex [
of the mitochondrial electron transport chain. This effect alters ATP production, leading to

toxic effects, as the production of reactive oxygen species {Przedborskl and Vila, 2003).

In the experimental work of this thesis, we used the MPTP model of Parkinsonism for
our In vive and in vitro studies {see M&M study 1). Briefly, for the in vivo studies, we used
brain tissue from: 1) chronic parkinsonian macaques, which recelved MPTP injections during

3 months until they developed a stable Parkimsonism; 11) C57BL/6J and GRPATE®

mice, which
were Intoxicated with a subchronic MPTP administration {30 mg/kg/day during 5 day and
sacrificed 7 days after last injection) {Jackson-Lewis and Przedborski, 2007). The in vito

studies were established on mesencephalic cultures from rat embryos, exposed to low doses of

MPP+, which was partially and selectively toxic for DNs {Escobar-Khondiker et al., 2008).

3.3 Model of acute inflammation: intraparenchymal injection of LPS

The reaction to the endotoxin LPS 1s the best-characterized example of innate immune
recognition, which leads to an acute inflammatory response characterized by a dramatic
accumulation of antigen presenting cells, that in the brain are represented by the microglia,
surrounding the Injected area {Nadeau and Rivest, 2002). As our objective was to analyze the

role of the GCs-GR in the acute inflammatory processes In the brain, we performed a single

LyshCre

LP5 mjection {1.5 g/1} in the striatum of the GR mice and their controls littermates, by

LyshiCre

using a sterotoxic apparatus {see M&M study 2). LPS striatal injections in GR mice
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Blood brain

Dopamine
NBLTons

Figure 8. MPTP metabolisin and intracellular pathways. (A} After systemic administration, MPTP
crosses the blood-brain barrier. Once in the brain, MPTP is converted io MPDP+ by MAO-B in glial
cells and serotonergic neurons and then to MPP+ by an unknown mechanism. Thereafter, MPP+ is
released, again by an unknown mechanis into the extracellular space. MPP+ is concentrated into DNs
via the dopamine transporier (DAT). (C) Inside DNs, MPP+ can go into the mitochondria and blocks
complex 1 (X}, which interrupis the itransfer of electrons from complex 1 to ubiguinone ((}). This
periurbation enhances the production of reactive oxygen species and decreases the synihesis of ATP.
(B} Molecular stracture of MPTP and its meabolites (From Dauver and Przedborski, 2003).
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represent a reproducible model for studying the role of the inflammatory response mediated

by GR activation.

IV. RESULTS

Summary manuscript 1

The rele of glucocorticoids and glucocorticoid receptors in neuronal survival in
Parkinsonism

Parkinson’s disease (PD) 1s characterized by a slow and progressive degeneration of
dopaminergic neurons {DNs) in the Substantia Nigra pars compacta {(SNpc). This neuronal
loss is responsible for a striatal dopamine deficiency, which leads to the development of
representative motor symptoms of PD. Nowadays, although the cause of neuronal loss in PD
1s poorly understood, the discovery of genes assoclated with rare monogenic forms of the
disease, designed as familial forms {10% of the total of cases), together with the intensive
research using experimental animals models {1.e. MFTP intoxication}, has allowed to identify
factors and mechanisms, such as oxidative stress, exocitotoxicity, protein misfolding,
impairment of the ubiquitin-protecsome system and inflammation, as contributors to the

molecular pathogenesis of the disease {Moore et al., 2005).

Numerous evidences from post-morten and in vive studies in PD suggest that
neurcinflammatory processes are involved in dopaminergic neurons degeneration {Hirsch and
Hunot, 2009). The primary immune response Invelves a glial-mediated response characterized
by the release of pro-inflammatory cytokines and other factors. In line with this, glial
{microglia and astroglia) activation has been described in the brain of PD patients and of
subjects intoxicated with MPTP (Fomo et al., 1992; Langston et al., 1999, McGeer et al.,

198&). Along with this gliosis, CD8& and CD4 T lymphocytes have also been detected in the
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brain of PD patients {Brochard et al., 2009). Moreover, serum and cerebrospinal fluid of
patients with PD contain high levels of inflammatory cytokines, such as IL-6, IL-1, IFN and
TNF (Mogi et al., 19%94a; Mount et al., 2007, Reale et al., 2009). This inflamed environment
may cause the interplay and cross-talk with endogenous anti-inflammatory compounds, such
glucocorticoids {GCs), which may also participate in this response and, more importantly,
confer neuroprotection. In fact, it has been previously shown that GCs mediate
neuroprotective effects in experimental parkinsonism which is in part caused by inhibition of
glial cell activation {Kurkowska-Jastrzebska et al., 2004, Marchetti et al., 2005; Morale et al.,,
2004). Moreover, In a previous study conduced in our laboratory on mice, which specifically
lacked the glucocorticold receptor (GR) in microglial cells {GRL”SMC“:), we demonstrated that
the GCs-GR signaling is indeed modulated in PD and that its deregulation can lead to a

sustained mflammatory reaction and subsequent DNs imjury {Addendum-1).

In the present study, our objective is to demonstrate that GCs confer dopaminergic
neuroprotection, acting at different levels, not only by controlling the repression of glial cell
activation and the release of pro-inflammatory melecule, but also by a direct activation of the
R residing in DNs. Our study on a chronic model of parkinsonism in primates has revealed
that, after MPTP treatment, the survived DNs in the SNpc have higher levels of GR-
activation, suggesting that the stimulation of activated GR may induce neuroprotection in
parkinsonism. Moreover, we corroborate the neuroprotective effect of GCs in dopaminergic
neurodegeneration n in vitre and in vivoe parkinsonian models, showing that the absence of
glial cells In vitro does not abolish the GC-mediated protection exerted over DNs and,
importantly, that this effect is eliminated in the presence of the GR antagonist RU4846, Our
studies in vivoe demonstrate that the specific silencing of the GR in DNs eliminates GC-
mediated neuroprotection after MPTP administration. The neuroprotective role of GCs 1s not

explained by their limited action by Inhibiting the dopamine transporter present in DNs, but it
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seems to be a consequence of the Ca” homeostasis modulation mediated by GR signaling in

these neurons.

All together, these results demonstrate that the specific activation of the GR in DNs,
both by endogencus or artificially administered GCs, may be beneficial for DNs and may
contribute to neuronal survival in Parkinsonism. In conclusion, we establish that GCs exert a
neuroprotective effect on dopaminergic neurodegeneration by activating the GR directly In
DNs. Our results open up innovative therapeutic perspectives, since new approaches for PD

treatment may be developed specifically targeting the neuronal GR.
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ABSTRACT

Patients with Parkinson’s disease (PD)) present a plethora of aliered pro-inflammatory compounds
which may coniribuie to dopaminergic nenrodegeneration. The primary imrmune response of the
dopaminergic degenerating areas involves a glial -mediated response characierized by the release of
pro-inflammatory cytokines and other factors. This inflamed environment may cause the interplay and
cross-talk with endogenous anti-inflammaiory compounds such Glucocoriicoids (GCs) which may
also participate in this response and, irmporianily, confer neuroproteciion. It has been previously
reporied thai GCs mediaie a neuroproteciive effect in experimenial Parkinsonism, in pari through
inhibition of glial cell activation. In this study, we demonsirate that GCs elicit a proteciive role in
experimental Parkinsonism also by directly stimulating the OCs recepior (GR) located in
dopaminergic neurons even without the intervention of glial cells. We show that the absence of glial
cells in vitro does not abolish the GCs-mediated proiection exeried over dopaminergic neurons and
importantly this effect is suppressed by the presence of the GR antagonist RU484. Importantly, studies
in ¥ivo demonsiraie that the specific silencing of GR, exclusively in dopaminergic neurons, eliminates
ihe GC-mediaied neuroproiection afier sub—chronic MPTP adminisiration. Finally, in a chronic model
of MPTP-induced Parkinsonism in primates, we show that survived dopaminergic neurons in the SNpc
have higher levels of GR-activaiion respeci o control monkeys, suggesiing that the intracellular
signaling derived from activated GRs may promote neuroprotection. All together, these resulis
dernonstrate that the specific activation of the GR in dopaminergic neurons, by either endogenous or
artificial administration of GCs, may be beneficial for dopaminergic neurons and may coniribute to

neuron survival in parkinsonisrm.
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INTRODUCTION

Parkinson s disease (PD) is a progressive neurodegenerative disorder, prevalent in aged
population, characterized by a subsiantial loss of the neuro-melanized dopaminergic neurons (DNs) of
the subsiantia nigra pars compacia (SNpe) (70-30%) and by dopamine levels depletion in the siriatum.
This loss is the primary canse of the cardinal motor symptoms that characterize PD: resting trermor,
rigidity, bradykinesia and posiural instability (Agid, 1991; Redgrave et al 2010). Previous siudies have
suggested thai subsiantial DN loss and siriatal dopamine depletion oceurs in the 5-10 vears preceding

the clinical signs, representing the | acute® phase of the disease, which is followed by a slower phase

of progressive Tunciional decline of the nigro-siriatal pathway (Gibb and Lees, 1958; Nandhagopal ei

al., 200%; Redgrave et al, 2010).

Extensive siudies on PD patients, as well as on experimental models based on the use of either
anirmals (mice, monkeys) injected with neurotoxing, e.g. MPTP (l-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
ietrahydropyridine), specifically affecting DNs or transgenic mice harboring ruiated genes as
identified in farnilial forms of PLY, have shown the nigro-striatal degeneration results from the
involvement of multiple molecular processes. Oxidative stress, mitochondria malfunctioning, altered
protein degradation, Joss of intracellular Ca* homeostasis and glia activation can all contribute to DN
loss (Chan et al., 2009; Moore et al.,, 2005). MPTP administration in both mice and non-haman
primaies, specifically affects DINs of the SNpe and their nerve endings in the striatum, as well as
tyrosine hydroxylase (TH)-containing neurons in mesencephalic cell cultures, by inhibiting the
complex 1 of the electron transport chain in mitochondria (Przedborski and Vila, 2003}, Mechanistic
studies on DN deaih cansed by MPTP, revealed activation of apopiotic, or programmed cell death,
pathways during degeneration (Matison, 2000). Indeed, presence of apopiosis and modualation of the
expression of its regulaiors and effectors, e.g. Bl-Z, Belx], Bax and aciivated caspases, was
dermonstrated in the SN and siriatum of parkinsonian posi-rmortern brains (Fiskum et al., 2003;
Harirnann et al., 2000; Hartmann et al, 2001; Vila et al,, 2001). The deleterious effects of pro-

inflarmmatory mediators released by activated microglia, asiroglia and T cells during MPTP-induced

258



Results, Manuscript 1 (English Section)

DN degeneration (Hirsch and Hunot, 2009} suggest thai boih apopioiic and necroiic effeciors may be
responsible Tor DN deaith. Moreover, it is well documenied that pro-survival Tactors, such as GDNF or
BDNFE, as well as anti-apopiotic molecules can be promising therapeutic approaches in PD (Hou «t al.,
1996; Hyman et al., 1921). In this respect, it has been recenily reported that the horeobox -containing
iranscription factors play a role in both mainiaining dopaminergic neurotransmission and promoting,

DN survival (Haubenberger et al., 2011},

Glucocorticoids (GCs) are poteniial regulators of DN survival. GCs released in response io
siress activate their receptors, the glucocorticoid receptors (GRs). GRs are members of a large family
of nuclear receptor transcription factors, ubiquitously expressed, with wide range of actions (De Kloet
et al., 1998; Elenkov and Chrousos, 2002). The anti-inflarmmatory role of GCs and their recepiors was
investigated in experimental MPTP animal models of PD, showing that inhibition of GRs down
regulated glia-induced inflammation and protecied DNs againsi MPTP intoxicaiion {(Marchetii et al.,
2005, Morale et al, 2004). We recenily reporied, by using iransgenic mice harboring selective
inactivation of the GR gene in either microglia or DNs, thai microglial GRs aciivaied by endogenous
GCs play a crocial role in DN survival in the MPTP model of PD (Ros-Bernal et al., 2011 ). In addition
o their aciivity on glial cells, GC-GRs are also reporied o concur to protective effecis on neurons.
Moderate levels of GCs were shown to exert their neuroprotective role via GR by different
mechanisms: e.g. activating the tyrosine kinase B receptor (TrkB) or binding to Bel-2 and therefore
regulating mitochondrial Ca* levels (Benkovic et al., 2009; Du et al., 2009; Jeanneteau et al., 2008).
However, GC-GR are also known io induce directly neuronal death in selected brain regions, as the
striaiurm, hippocampus and prefronial cortex (Almeida ei al., 2000; Crochemore ei al., 2005; Haynes ei
al., 2001; Haynes et al,, 2003; Kaufer et al., 2004). In addition to this regional sensitivity, the pro-
survival role of GRs 15 also dependeni on the circulaiing levels of GCs, which are sircily regulaied by
the Hypothalamus Pititary (HPA)} axis. Therefore, in conditions of chronically high levels of
endogenous GCs, the GR acifivy can be deirimenial Tor boith neurons and glial cells (Sorrells ef al.,
2009}, In P} patients, several studies, including our recent work, found significanily high levels of

circulating cortisol, as well as changes in its 24 hr secrefory pattern (Harimann et al., 1997; Stypula et
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al., 1996; Volpi et al., 1991). In MPTP-treated animals, sysiemic levels of GCs were also increased,
however, unlike in PD patients, this increase was not sustained (Barcia et al., 2003; Hineno et al,,
1992; Mizobuchi et al., 1993), suggesting that changes in the HPA function in PD may be directly
caused by the ongoing pathogenic processes, or be part of the disease itself. In addition to high cortisol
levels, we also showed, in boith PD patienis and in MPTP-treated mice, that total GR levels are

modulated (Ros-Bermal et al., 2011

To explore the hypothesis that GR activity may play a role in DNs during PD}, we examined
their expression in macaque monkeys chronically treated with low doses of MPTP. Our resulis reveal
that a high percentage of DNs in SNpe, which survive intoxication, express GRs, implying thai these
receptors may be important in sustaining DN survival. Moreover, we show that GRs activaied by
dexamethasone (DEX) exert a direct survival action on TH-positive neurons in vitro in mesecephalic
cultures treated with MPTP. These in viiro resulis have been corroborated in in vivo siudies, using
transgenic mice in which the GR is specifically knocked out in the DNs. In vivo, the protective acitivy
of the GR on DNs afier sub-chronic MPTP ireaimeni was found o occur only with supra-
physiological levels of corticosterone (CORT). The resulis on potential neuroprotective mechanisms
iriggered by the GR aciivation in DNs reveales that these recpiors are most likely involved in
maintaining the physiological levels of cytoplasmic Ca™ by modulating the activity of ryanodine

I‘ECEpIDI‘S.

MATERIALS AND METHODS

Experimental procedures for animal studies

Parkinsonian monkeys

The brain tissue used in the present study was obtained from chronic parkinsonian and control
macagues (Macaca fascicularis), which have been sindied along the years in the Primate Unit of the
University of Murcia. All studies were carried out in accordance with the Guidelines of the European

Convention for the protection of Veriebrate Animals used for Experimental and other Scientific
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Purposes of the Council of Europe of 2006, the Helsinki Declaration, the International Primatological
Society Guidelines and the Ouide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Guide, revised

1996),

MPTP ireatrment. Four young aduli animals of both sexes were injected weekly with low doses
of 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP; 0.3 mg/Kg) through ihe saphenous vein for a
period of 3 months (Barcia et al., 2003 Herrero et al., 1993}, Ciher four untreated monkeys were used
as conirols. No animal was ireated with L-DOPA or other dopaminergic agonisis. Parkinsonian
sympioms were assessed using a previously described rating scale (Herrero et al., 1993; Luquin et al.,

1992),

Tissue preparation and immunostaining. The monkeys were sacrificed with a lethal injection of
pentobarbital after ketamine anaesthesia, two years afier the last MPTP administration. The brains were
removed and fixed for 3 days in 4% paraformaldehyde (PFA) dissolved in 0.1 M phosphate buffer (PE),
after which the mesencephalon was sectioned into 40 pm thick coronal serial sections at a vibratome
(Microm, HM400). Series of sections regularly spaced at intervals of 1440 pm were immunolabeled for
tyrosine hydroxylase (TH) (sheep polyclonal antibody, diluted 1:300; Chemicon, Temecula, CA, USA),
in order to guaniify the loss of DNs, and for the GR {monse monoclonal aniibody, diluked 1:100; 305
ab9568, Abcam, Cambridge, UK), in order to determine the expression pattern of the GR in the

population of mesencephalic DNs.

Parkinsenian mice

Twelve-week-old male C57BLAG) mice (Charles River, France) and fourteen-week-old male
GR"*™" mice and their littermates, generated in F. Tronche’s laboratory (Turiault et al., 2007), were
used in the present siudy. Mice were group-housed under a controlled photoperiod (12h day-night
cycles), al constant room temperature (22°C) and had access (o Tood and water ad libitam. GROUATCe

mice were genotyped for the presence of the Cre transgene either by dot- blot or polymerase chain

reaction (PCR) analysis. All studies were performed in accordance with the Guidelines of the European
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Convention for the proteciion of Veriebrate Animals used for Experimenial and other Scieniific

Purposes of the Council of Europe of 2006, the Helsinki Declaration.

MPTP ireatment. Mice received a daily injection of MPTP (30 mg/kg), or ithe same volume of
saline, for five consecutive days as previously described {Jackson-Lewis and Przedborski, 2007), and
were sacrificed seven days afier the last injection (n = 6 per group for the C57BL/G] mice, n = 5 per

DATCre

group Tor the GR mice b,

Corticosierone treatment. For the corticosierone (CORT) treaimeni, we used the proiocol by
David et al (David et al.,, 2009). Brefly, CORT (35 pg/ml equivaleni io 3 mg/kg/day) was dissolved ina
solution of 0.45% P-cyclodextrine (B-CD (boih from Sigma-Aldrich) by bath sonication. Mice were
given ad libitarn either B-CD or CORTHE-CD ad libiturn in drinking water administered in opague
drinking botfles. For C37BL/6] mice, we established four different groups: 1) Saline injected/non-
CORT treated-mice (to which B-CD was given); 2) Saline/CORT treated mice, which received CORT
treatrment during both saline injections and the following week uniil the sacrifice; 3) MPTP injected
mon-CORT treated-mice (to which B-CD were given); 4) MPTP/CORT treated mice, which received

DATC e rice

CORT during both MPTP adminisiraiion and the following week uniil the sacrifice. For GR
and their control littermaies we established six different groups: 1) GR'™ ™' *F/Saline/Non-treated mice,
2)  GR™M™"  /MPTP/Non-treated mice, 3) GR™™™F  /Saline/CORT treated mice, 4)
GRE*T®/Saline/Non-treated mice, 5) GRUT"/MPTP/Non-treated mice, 6) GR™"/Saline/CORT

ireated mice. Drinking botiles were weighed every three days in order to coniro] the drinking aciivity of

the animals.

Plasma CORT levels analysis. Blood from GR™ ™ and GR™""™F mice was collected from the
tail vein in chilled tubes containing an EDTA solution, within 120 seconds after starting mouse
manipulaiing ithe mice, at day 1 and 7 afier MPTP adminisiraiion. The blood was ceninfuged (a first
tirne at 1600g, at 4°C, for 10 minutes and then at 2600g, at 4°C, forl Smin) and the plasma collected and

stored at —830°C for later analysis. Basal CORT levels were always determined in the blood taken
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beiween 7 a.m. and 2 a.m. CORT levels were deiermined by using a highly specific CORT aniiserum

kit ImmunochenTM Corticosierone- MP Biomedicals, Orangeburg, NY, USA).

Tissue preparaiion and immunosiaining. Seven days afier MPTP injections the mice were
anesthetized with an intraperitoneal overdose of Ketamine (30 mg/kg) and perfused with PBE5
Tollowed by 4% PFA in 0.1 M PE. Brain tissue was removed and posi-Tixed in 4% PFA Tor 48 hours.
The mesencephalon and the striabum were sectioned into 40 pm-thick coronal serizl sections
(Vibraiome, Leica), immunolabeled for either TH (mouse monoclonal antibody, diluied 1:1000;
Chemicon, Temecula, CA, USA)} or GR, by using the same aniibody as for monkeys. And then

couniersiained with cresyl violet.

Immunohistochemistry and immunoefluerescence conmmon procedures

Immunohistochemistry. Sections of the SMNpe and siriaium (40 pm) were incubated in 0.3% HaO,
o inhibii endogenous peroxidase activity and sucrcessively, in 10% horse serum, to clock non-specific
Fc binding sites were blocked with. Seciions were, therefore, incubaied Tor 458 hours (at 4°C, under
constant shaking) with either of the primary antibodies (see above) diluted in PBS containing 1% horse
serum, 0.5% Tnrion X-100, and 0.01% sodium azide. Afier a thorough rinse in pBS, seciions were
incubated for 4 hours in the appropriate secondary antibody, diluted 1:7530 in the same solution as
above. Aniigen-aniibody binding sites were detecied with the avidin-bioiin peroxidase sysiermn (ABC ki,
Vectastain, Vector Labs). Sections were mounted on gelatincoated slides and dehydrated in a graded

ethanol series and xylene before being coverslipped.

Immunofluorescence. Sections of the SNpe and striatum were treated with 0.5% citraie buffer
fat 65°C, under constant shaking) for 30 minutes to maximize antibody penetration into the tissue. Non-
specific Fe binding sites were blocked with 10% horse serum and sections were then incubated Tor 43
hours (at 4°C, under constant shaking) with either of the primary antibodies diluted in PBS containing
1% horse serum, 0.5% Triton X-100, and L0 1% sodium azide. After several rinses in PBS, the sections

were incubated for 4 hours in the appropriate fluorescence-labeled secondary antibody, Alexa 433-
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conjugated and Alexa 5% -conjugaied (Molecular Probes), diluted 1:1000, rinsed again, and then
incubated with the DAPI nuclear staining, diluted 1:1000 in 1X PES, for 30 minuies. Afier a Tinal rinse
in PBS, sections were mounted and viewed under either a conventional fluorescence microscope (Zeiss

Axioplan 2) or a confoeal microscope (Leica DMIREZ) for quantitative analysis.

Quaniificaiion and sterological analysis. SNpc was defined according o the Monkey and
Mouse Brain Aflas (Paxinos and Franklin, 2001; Paxinos and Huang, 2000). (mantification of
immunopositive cells was performed on serial coronal sections analysed ai brighi-field microscopy
(Nikon) equipped with a camera and the Mercator image analysis software (Explora Nova, La Rochelle,
France). The guaniification was performed blindly for the researcher. The mumber of cells was
quantified stereologically on evenly spaced sections covering the whole SNpe. Data were expressed as
the absoluie number of positive cells in each anatomical region analyzed. As previously described
(Barcia et al., 2004}, the loss of dopaminergic Tibers in the sifaium was analyzed by measuring the
optical density of the TH immunoreaciivity with Imagel software. Resulis were expressed as the mean £

standard error of the mean (SEM).

Fluorescence microscopy and confocal analysis. Both analysis, with conventional fluorescence
and confocal microscope were done. In order o gquaniify TH immunopositive (TH+) cells containing
GR immunopositive profiles in the SNpe, a conventional microscope, connected to a digital camera,
was used. Images taken with either one of fluorophores were combined and guaniified using the Imagel
software. In order to conduct a more precise analysis of the different sub-regions of the SNpe, brain
sections were examined ai a Leica DMIREZ confocal microscope. Samples were scanned with the 40 x
oil objective and processed with the Leica Confocal Software (Leica Microsysterns). A series range for
each section was sef, determining an upper and a lower threshold wsing the Z7Y position, obiaining a
Spatial Image Series setting [for further details see previous publications (Barcia et al., 2006; Barcia et
al., 2008}]. Images can be illusirated as they appear thronghout the stack of sections as a simple (L5 um
layer or as a transparency of all layers merged together. Over the stacks of images we quantified more

than two hundred neurons for each monkey and two piciures Tor each mouse SNpe.
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Experimental procedures for in vitro studies

Establishrment of midbrain culiures and treatments. Cultures were prepared from the ventral
mesencephalon of Wisiar rat embryos, at 15.5 days of gesiation (Janvier Breeding Center, Le Genesi St
Izle, France) using a protoco] previously described (Toulorge et al, 2010). The cultures were maintained
in N5 medium supplemenied with 5 mM glucose, 5% horse serum and 0.5% fetal calf serum, excepi for
the first 3 days in vitro (DY), when the conceniraiion of feial calf serum was 2.5% to favor inifial
maturation {Guerreiro et al.,, 2008). The culiares were additionally exposed to 30 mM K™ and 1phd WE-
801 to stop the spontaneous death of DNs oceurring in this experimental seiting (Couhou et al., 2001).
TH+ neurons, which represented ~ 2% of the total neuron number ai the time of plating, were

exclusively dopaminergic (Traver et al., 2006).

Treatmenis paradigms to evaluaie GR-mediated neuroproiection. The neuroproteciive poieniial
of GR agonisis was evaluated using a paradigm in which the death of DNs was triggered by ireating the
cultures from DIV 3 to DIV 7 with 3 pM MPP™ followed by a washout of 3 days before assessment of
neuronal survival (Guerreiro et al., 2008). 3uM MPP* concentration was chosen to produce a loss of
TH™ neurons, which was only partial. Except when mentioned, treatments with GR agonists were

initiated one day before adding MPP™ and terminated at 10 D1V,

Immunofluorescent detection protocols. The cells were fixed with 4% PFA in Dulbecco™s

phosphate-buffered saline (PBES) and processed for immunofluorescence. DNs were immunolocalized
with a rabbit ployelonal anti-TH antibody (diluted 1:1000; Pelfreeze, Rogers, AR, USA), astrocyies
with a rabbit glial fibrillary acidic proiein (GFAP) antibody (diluted 1:100; Dako France, Glosirup,
Denmark) and microglia with either a rabbit anti-ionized calcium binding adapier-1 (Iba-1} aniibody
(diluted 1:300; Wako, Neuss, Germany} or a monse anti-OX42 antibody (diluted 1:30; clone MRC O
42; Serotec, Oxford, England). & monoclonal anti-vimentin antibody (diluted 1:100; Clone V%; Dako,
France) was utilized to label all glial cells, regardless of their phenotype. In some of the experiments,
detection of TH, lba-1 and GFAP, was followed by that of GR using a monoclonal antibody (305

ab9568, Abcam, Cambridge, UK), at a dilution of 1:100. All antibodies were diluted in PBS containing
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0.2% Triion X-100, except Tor the anii-lba-1 aniibody, which was diluied in PBS only. Deieciion of
primary antibodies was performed with a cyanin-3 (Cy3)—wonjugated anti-mouse 1g0 aniibody, for OR,
vimentin and OX 42 (diluted 1:300; Sigma-Aldrich) and an Alexa Fluor 438 conjugate anti-rabbit 1gG
antibody, for TH, GFAP and Iba-1 (diluted 1:300; lnvitrogen, Carlsbad, CA, USA). Cell counting was
petformed at a 200X, using a 20X objective maiched with a 10X ocular. The number of TH positive
cells in each culture well was estimated after counting 20 visual fields distributed along the X- and Y-
axes. Counts of glial cells were performed in five visual fields randomly distribuied in the whole surface

area of each culture well.

GR immunobloi. The expression of GR in our culiures was also verified by immunobloi.
Proteins were extracted from cultures treated with DEX at DIV 10, using AllPrep RNAProtein Kit
((Hagen group), and their conceniration measured using the BCA protein assay (Thermo Scientific). 10g
of total protein were loaded onio a 10% polyacrylamide gel and iransferred onio a nitrocellulose
membranes. The membrane was blocked with 5% low-fat milk in PBS + 0L1% Tween-20 at mom
termperature for 2 hours, in order to inhibit non-specific binding sites. The membrane was incubated for
43 h at 4°C with the mouse anti-GR aniibody (diluted 1:300), rinsed in buffer and incubated for Zh with
an anii-mouse peroxidaseconjugated secondary aniibody, diluied 1:3000 (Amersham Biosciences).
Antibody binding sites were revealed using the Super Signal enhanced chemiluminescence Kit (Pierce,

Rockford, 1L).

Quaniification and identification of proliferating cells. [Methyl-3H]-thymidine, a marker of
DNA synthesis, was used o 1abel and quaniify proliferaiing cells, as previously described (Mourlevai et
al., 2003). Mesencephalic cell cultures, maintained up to 7 DNV in the presence of test treatments, were
exposed to 1Ci of [methyl-3H]thymidine (40 Cifrmmol; GE Healthcare) for 2 h, at 37°C, in the serum-
free N5 medium supplemented with 5 mM of glucose. After three rapid washes, the cells were allowed
to recoverfor | h in the same culiure medium to remove unincorporated radioactivity. The culiures were
Tixed in 4% PFA for 15 min and, when necessary, subsequenily processed for ihe deteciion of TH by
immunofluorescence. The culiures were finally dehydrated in ethanol alcoho] and exposed to Hypercoat

LM-1 emulsion (GE Healihcare) Tor 4 days at 4°C to detect tritiaied labeling in the cell nuclel.
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Quantification of dopamine uptake. The uptake of dopamine was evaluated with ["H]-DA (40
Ci/ mmol) as described before (Guerreiro et al. 2008). Blank values were obtained in the presence of |

pM GER 12509,

Calcium measuremenis. Cytoplasmic free calcium (Ca”m} levels were measured in individual
neurons using ithe cell permeant Fluo-4 (Invitrogen; 10 pM), according o a previously described
protocol (Guerreiro et al. 2008). Fluorescent images of randomly chosen fields (6-10 in each culture
condition) were acguired with a 40X fluorescent objeciive. Fraciional fluorescence (F/F0) was
evaluated by dividing the average fluorescence intensity of the neurons in each collected image of
ircated cultures by the average fluorescence levels of corresponding underground. A rminimum of 300

neurons was analyzed for each test condition.

Statistical Analysis

Resulis are expressed as the mean + 5EM. The criteria used to choose the statistical iest to
analyze the data were determined by ihe comparison required and the number of Tactors present in the
experiments. Student’s t test was performed in experiments where simple comparisons bebween two
groups were required. Cne-way ANOV A followed by the post hoc test Dunnett s test, was performed
in experiments where multiple comparisons against a single reference group were required. Finally,
two-way ANOVA was performed, and the post hoc tests were carried out with Duncan’s method, when
there were two factors to compare. The null hypothesis was rejected Tor a sk equal to 5%. All
stafistical analyses were performed using the SigmaStat 3.5 software (Copyrighi 2005 SYSTAT

Software).
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RESULTS

GR nuclear expression is associated with surviving dopaminergic neurons in vulnerable regions

of SNpc in MPTP-treated monkeys

In our previous smdy, we showed that the overall GR is reduced in the SN of PD patients, as
well as of MPTP-treated mice (Ros-Bernal et al.,, 2011). To evaluaie the hypothesis thai GR levels
may be moduolated, and/or they may specific act on DNs after injury, we examined GR patiern of
expression in brain fissue from macague monkeys that had been chronically injected with Tow doses
(0.3 mg/kg) of MPTP for a period of 3 months and sacrificed 2 years later. These animals developed a
stable Parkinsonian syndrome, which mimicked the human PD (Barcia ei al., 2004). The analysis of
the nurmber of TH positive neurons in the SNpc of these monkeys revealed a significant loss compared
to non-treated monkeys (Fig.1 &, B). Series of sections at the level of the SNpe and VT A& flnorescently
immunolabeled for TH and GR were analyzed by confocal microscopy. GR immunolabeling was
mainly localized in the nucleus of some TH+ DNz in mesencephalic sections (Fig. 1), which
suggests the presence of active GR. The guantification of the percentage of DNs expressing nuclear
GR (calculated as % of nuclear GR+ TH+ neuronsfiotal TH+ neurons) in the whole SNpe showed that
2 years after MPTP exposure, the proporiion of double TH+/nuclear GR+ remaining neurons was
significantly higher (Fig. 1D} than in the control group, suggesting that expression of the OR in the

muclens 1s a factor that confers DNs of resistance to MPTP intoxication.

In primates (hurman and non-human), a differeniial vulnerability of DNs to neurodegeneration
is Tound within the SNpc, and, thus, this area is divided inio subregions (Fig. 1E}). The highesi
dopaminergic neurodegeneration is observed in the ventrolateral subregion (c+f3), followed by the
latera] (lat) and the dorsal subregions (v). Differenily, by comparison, the VT is poorly affected
(Agid, 1991; Darnier ef al., 199%9; Fearnley and Lees, 1991; Herrero et al., 1993; Hirsch ef al., 1988).
We, therefore, determined whether there is a regional variability in DNs expressing nuclear GR among
these 3 sub-regions of the SNpe and the VT A, The resulis show that in MPTP intoxicated monkeys,

the proporiion of surviving DNs with nuclear GR labeling in the + area is statistically higher compared
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io conirol group (Fig.1 F). Interesiingly, in untreated animals, VT A has the highest perceniage of GR+
DNs compared to all the sub-regions of the SNpc, and the proporiion of neurons expressing or not GR

remains unaltered in MPTP-ireated animals compared to controls (Fig. 1F).

Crverall, these resulis suggest thai regions in which the GR is expressed within the nucleus of

DNs are less vulnerable to the neurotox ic effects of MPTP.

The fact that activation of the GR confers protection o DNs suggests a potential effect of GCs

irough the GR as neuroprotector agent in Parkinsonism.

Corticosterone and dexamethasone protect DNs in midbrain cell cultures via a mechanism

requiring GR activation

To examine the effect of the GR activity in DNs, we adminisiered two GR agonisis, either
dexamethasone (DEX) or corticosterone (CORT), to MPP*- treated rat mesencephalic neuron culiures,
as well as CORT treatrment to wild type C57/BIG mice and to mice in which the GR was inactivated

out specifically in DNs.

For the in vitro smdies, culures were incubated with 3 pbf MEP* (the active metabolite of
MPTP} between 5-7 DIV (days in vitro), Tollowed by a washoui period of 3 days in the absence of
toxin, and then the number of survived dopaminergic cell was assessed. Consistent with previous
reports, we found that ~50-60 9% of the DNs were killed by MPP* treatrment (Guerreiro et al., 2008),
evaluated by couniing the number of TH+ cells (Fig.2B). Addition of the o GR agonisis DEX and
CORT provided protection to vulnerable DNs in a conceniration-dependent manner (Fig.24). The two
GR agonists had similar efficacies, although DEX was much more potent than CORT. The EC30s for
DEX and CORT, graphically estimated in 10 DIV culfures, were 0.26 and 81 nM, respectively.
Moreover, we observed that the GR antagonist RU486 (mifepristone) (1 uhvi) was highly effective in
preventing the proteciive effects provided by 10 nM DEX and 100 nM CORT, used at optimal
concentrations, indicating that the effects of the two agonisis are mediated via OR activation (Fig. ZB)L

RU486 had no effect per se on dopaminergic cell survival in contro] cultures.
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It should be izken into account ithai in the following seis of experimenis we used DEX as
preferential Tigand for the GR because of iis higher effectiveness respect to CORT in promoting TH+

neuron survival.

The neuroprotective effect on dopaminergic neurens of the GR against MPP" is not mediated

indirectly via glia or no-DNs in midbrain cell cultures

Considering that the GR activity can protect DNg against MPP™ toxicity by inhibiting the
potent pro-inflammatory mediators secreied by glia, especially microglia (Morale ei al., 2004; Ros-
Bernal et al., 201 1; Sugama et al., 200%), we verified whether the neuroprotective effect exeried by the
GR agonists, pariicularly DEX, could be explained by iis repressive effecis on aciive glial cell. Double
immunofluorescence labeling revealed the presence of the GR in both microglial (Iba-1+) and
astroglial (GFAP+) cells in midbrain cell culiures. The immunolabeling was diffuse within the cyiosol
in control conditions (not shown) and confined to the nuelens after a 24 hr ireatment with DEX (Fig.
34, Tefi panel) or CORT (not shown). The GR was also ubiguitously expressed in neuronal cells and,
more specifically, within the nuclei of DNs (Fig. 34, left panel). The GR expression in these culiures
was also assessed by immunoblot analysis on proiein extracis from DEX-ireated neuron/glia
mesencephalic culiures. Molecular mass markers allowed deniification of GR at a molecular mass of

%7 kDa (Fig. 34, right panel).

DEX exerted a potent repressive effects on dividing glial cells co-labeled with ¥imentin and
tritiated thymidine and, more specifically, on cells expressing the microglial marker OX-42 (Fig. 3B,
C}). Al a concenirafion of 10 nM, DEX was slightly more efficacious in reducing the number of
microglial cell (-73%) than that of general dividing glial cells (-65 %) (Fig. 3C), which was
represented for the most part by astrocyies and their precursor cells (Toulorge et al., 2010). To
determine whether the GR in glial cells was required Tor DEX -mediated neuroprotection, we evaluated
the survival-promoting effect of DEX in the presence of ARA-C (3D, which reduces glial cell

number to < 5% of control values. In this condifion, DEX (10nM) stil] refained iis protective Tunction
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on DNs, indicating thai glial repression s not esseniial Tor neuronal rescue (Fig. 3D). Noiably, the

neuroprotective effect of DEX was abolished by RU486 in ARA-C-treated cultures (Fig.3D).

We, therefore, deiermined whether DEX-mediated neuroproteciion was mediated by an
autocrine/paracrine process using midbrain cell culiures in which glial cells were eliminated by the
ARA-C treatment. When the culiure medium of donor culiures was supplemenied with DEX and then
transferred onto receiving cultures treated with MPP', loss of DNs caused by the toxin was
subsianiially reduced. This suggested that DEX-ireated midbrain neurons may release a soluble
molecule which is protective for DNs. This protective effect was neuntralized by addition of RU486 to
receiving culiures, suggesting that it was uniguely due to the presence of DEX inio the conditioned

medarm (Fig. 3E).

The in vivo inhibition of dopaminergic neurcn loss by corticosterone treatment in mice during

and following subchronic MP TP intoxication is mediated by GR expressed in DNs

DATCne

In our previous work, acute MPTP treatment in GR mice, in which GR is selectively

inactivated in DNs, did not modulate DN death, whereas a significant decrease in the number of DNs

was observed in mice in which GR was specifically inactivated in microglia (GR M)

(Ros-Bernal
et al., 201 1). This result indicated thai the GR in DNs, i activated by endogenons GCs, does not affect

neuron survival. We also showed that exogenous CORT treatment significanily protecied the control

s Fiflos yimiCre
GR bsFlox P RL hC

mice but not G mice indicating that microglial GR activated by either endogenous

GC or exogenous CORT treatment protects DNs againsi MPTP.

To examine whether supra-physiological levels of GCs have an effect on GR in DNs, wild
type CS7/BLG mice received either CORT added to their drinking water (35 pg/ml) or vehicle B-
cyclodexirine (-CDY) (David et al., 2009) at the start of subchronic MPTP intoxication until their
sacrifice 12 days later. Significantly protecietion of DNs against subchroic MPTP intoxication was
observed (Fig. 4 A, B). In addition, to evaluaie whether there was also a high proporiion of DNs

expressing GR in the nucleus after MPTP intoxication, we guaniified the number of TH+ neurons
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expressing nuclear GR in mice, which received either vehicle B-CD or CORT treatment. Similarly to
what observed in MPTP inioxicated monkeys, we found a high proportion of surviving DNs
expressing nuclear OR respect to control, CORT treatment not significanily affeciing the nuclear

localization of GR (Fig 403},

To establish whether the activity of CORT on cell survival is mediated by the GR Tocalized in
the DNs and io examine the effecis of this GR afier exogenous CORT treatment, we used the sub-
chronic MPTP intoxication paradigm in mice in which GR gene is selectively inactivated in DNs
(Turiault et al., 2007). MPTP-treated GR™™"® mice administered with vehicle B-CD in their drinking

losPilosF . S
" mice. This result s similar

water showed a decrease in TH+ neurons similar o their control GR
io what we observed afier acuie MPTP treaiment (Ros-Bemal ei al, 201 1), thus validating that the GR
in DNs has no effect on dopaminergic neuron survival when activated by endogenous GC levels.
Measurement of CORT levels in the vehicle group paradigm showed that they were slighily higher |
day but not 7 days after MPTP intoxication (Fig. 3E). Interestingly, exogenous CORT treatment,

low Fflos P

whilst protecting DNs of GR mice from sub-chronic MPTP intoxication, did not protect

GR™T™ mice (Fig 54, B), indicaiing that GR aciivaied by exogenous CORT levels can affect
dopaminergic neuronal survival (Fig 34, B). Measurement of CORT levels in the CORT group

showed that they were 5-10 fold higher in GR™""™* and GR"*™"™ mice compared to saline injected

mice.

We also examined ithe effects of CORT treaiment on the nerve ierminals of DNs in the
striafurn afier sub-chronic MPTP intoxication by measuring the optical density of TH immunostaining.
As expected, TH immunolabeling in the striatumn of both C5WBL6 and GR™™™ mice was
significantly reduced in -CD} mice injecied with MPTP, indicating loss of dopaminergic fibers (Fig.
44, C; Fig. 5A,C). MPTP intoxicated C57/BLS mice treated with CORT, instead, showed less
dopaminergic Tibers affecied respect to the MPTP group without CORT treatment (Fig. 44, C),

DATC e

although a variability between anirmals was observed. In GR mice, dopaminergic fibers were not

protected at all by the CORT treatment (Fig. 54, C).
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Inhibition of the dopamine transporter accounts only wmarginally for GR-mediated

neurcprotection

To undersiand the mechanisms through which the GR acis in DNs againsi MPTP toxicity, we
hypothesized that GR activation may result in a reduced uptake of MPP™ by DNs through inhibition of
DAT. To explore this possibility, we measured the uptake of [3H]-dopamine in MPP*-treated midbrain
cell cultures after 5 DIV, in which DEX was applied at different concentrations 1 day before. In
parallel, we evaluaied the effeci of GBR 129%0% a non-competiiive and poient inhibitor of this
transport system, on TH+ neuron viability after MPP' treatment. As expected, GBR 12909 produced a
concentration-dependent inhibition of doparnine transport (Fig. 6). In a range of concentrations
comprised between 1-100 nM, there was a sirong correlation between inhibition of the dopamine
upiake and the extent of dopaminergic cell rescue. Graphical interpolations allowed us to reveal thai,
at similar concenirations, DEX 13 more neuroproieciive than GBR 129%0%, by reducing DA upiake
inhibition, suggesting that DA transport inhibition accounts only marginally for GR-mediated

neuroprotection.

GR-mediated neurcprotection occurs through ryanodine receptor channel activation

GCs can affect Ca®™ dependent processes, which are involved in neuronal function (Bian et al.,
1997 Du et al., 2009). Therefore, activated GR could enhance dopaminergic survival by regulating
Ca* -dependent neuronal survival processes. In light of our recent findings, indicating that the
mobilization of Ca™ from its storage in the endoplasmic reticulum play a key role in the conirol of
dopaminergic cell survival (Guerreiro et al., 2008, Toulorge et al., 2010}, we examined whether
ryanodine recepior (RyR) channels, or inosiiol triphospate (1P3) recepiors, are involved in medialing
DEX-GR activity in midbrain cell culiures. The 1P3 recepior inhibitor, 2-APB (10 phd), failed to
inhibit the effect of DEX (data not shown), whereas inhibition of REyEs by dantrolene (30 D)
completely abolished DEX protective action (Fig. 7A). In parallel, we performed a Cal"m
measurernents in 5 DIV cultures exposed to MPP' in the presence or not of other test compounds. In

this particular context, we incubated cell culiures with MPP™ for 6 hr, as we wished to detect signs of
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neuron suffering in the early phase of the death process. Furthermore, MPP® was used ai a
concentration of 50 phd in order to generate toxic effects and, thus, perturbations in calcium

homeostasis that could be detectable in all midbrain neurons, regardless of the neurotransmitters”

phenotypes. Using this experimenial seifing, we found ihai Caz".m levels were reduced of
approximately 30% respect to control 6 hr afier MPP" addition to the cultures. When DEX was applied
glone {not shown), or in the presence of MPP, Ca“m levels increased above control levels, an effect
prevented by dantrolene (Fig. 7B). These data strongly suggest that GR acitvation by DEX resulis in

an increase in Caﬂ".::,1 levels that is dependent on the activity of RyR channels.

DISCUSSION

Cur resulis in MPTP intoxXicated monkeys, verified also in mice, showed that most of the
surviving DA neurons in the vulnerable region of SNpe expressed nuclear GR suggesting that GR may
have a role in survival of DA newrons. Further experimentis in viiro and in vivo indicated that GR, in
the presence of sustained GCs, could exert proteciive actions on D& neurons againsi MPTP

neurotoxiciiy.

The direct role of GR in DA neurons wag analyzed in MPP” intoxicated mesencephalic cultures
by treatment with DEX or CORT. Dose response curves of TH+ neurons after MPP' intoxication
showed that at low concentrations (0.1-10 nM), DEX was significanily more poient than CORT (the
EC30 value aboui x300 lower than CORT) in proteciing DA neurons. This can be explained by both a
higher binding affinity of DEX for GR and its slower dissociation from the receptor than CORT. The
survival effect of DEX or CORT was abolished with GR antagonist RU486 and ocourred only when
the culiures were pretreated for 24 hrs with DEX or CORT before MPP” intoxication. These results
indicated that a likely prerequisite for GR actions might be sustained ligand binding. Experiments on
treatrment with an anti-mitotic agent, AraC, that destroyved most of microglia and astroglia, as well as
the transfer of conditioned medium from treated cells to fresh culiures riled out the possibilities that
activaied GR protecis DA neurons through iis ani-inflammatory actions on glia or acis via release of

survival Tactors from neighboring neurons.
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In vivo, gquaniificaiion of GR expression in DA neurons of SNpc revealed thai bwo thirds of DA
neurons in SN have nuclear GR labeling in saline injected monkeys or mice. Even greater percentage
DA neurons of YT A exhibited nuclear expression of GR and this proporiion remained unchanged by
MPTP treatrnent. Previous published reports on GR-IR in brain have also nuclear labeling in almosi all
of the neuronal populations examined (Cinira et al., 1994; van Sieensel et al., 1995). This observed
localization in neurons differs from glial cells (Cintra et al, 19%4), thus for example, we previously
observed nuclear GR in 30% of microglia in SN and siriatum in basal conditions which increased to
30-20% upon MPTP treatmeni suggesiing cyioplasmic to nuclear iranslocation of GR upon increase in
endogenous GC levels (Ros-Bernal ef al.,, 2011). Recent detailed analyses of pattern of GCs release
and GR aciivaiion indicates that a pulsafile uliradian fluciuations in the release of GCs resulis in
distinctive pulsatile GR activation and that unliganded GR can remain in the nucleus (unless cells are
completely depleted of GCs) and be reaciivaied by GC in the nucleus (Conway-Campbell et al., 2010).
It is likely that glial versus neuronal localization is related to disparate functions of GR in these cell
iypes. The iranscriptional regulation by GR during an inflamrmaiory reaction mediated has been
reported e.g. LPS injection (Glezer et al., 2007}, in microglia in MPTP intoxicated mice (Ros-Bernal

et al., 2011),

In acute MPTP intoxication paradigm, DD neuronal lToss has a non-apopiotic component and 1s
greater compared to sub-chronic paradigm in which DA neurons die by apoptosis (Jackson-Lewis et
al., 1995; Jackson-Lewis and Przedborski, 2007). The difference may reside in the fact that, in acuie
intoxication, glial contribution in D4 neuronal demise is greater compared o sub-chronic paradigm
(Alvarez-Fischer et al.,, 2008; Furuya ei al.,, 2004; Liberatore ef al, 199%). Thus, in sub-chronic
paradigm, most neuronal deaih may result from inhibition of mitochondrial complex 1 by MPP+. Our

. . s DATEC
resulis showing no change in DA neuronal survival in GR "

mice sub-chronically inioxicated with
MPTP suggests that in response to acule increase in endogenous GC levels GR does not affect DA
neuronal survival. However, CORT treatment, given throughoui the 5 days intoxication period uniil
their sacrifice 7 days later, significantly protected DA neurons of SN in both wild type C57/B16 and

low Fflox P

conirol GR mice against sub-chronic intoXication of MPTP. By conirast, CORT treatment did
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not protect DA neurons in GR™™™"™ mice. Measurement of endogenous GC levels in CORT-treated
GR™™F and GR™™® groups showed x10 fold increase 1 day after MPTP intoxication, which
remained elevated uniil their sacrifice at 7 days. Thus sustained GR activation by supra-physiological

levels of GC promotes survival of DA neurons.

As vet, litfle is known on the precise aciions of GR in the DA neurons of VT A and SNpc. The
resulis of behavioral tests perfaining to anxiety, depression or addiction in GR"™® mice did not
reveal modulations in the absence of GR in DA neurons (Ambroggi e al., 200%; Turiaunli ei al., 2007).
The deleterious effects of chronic siress or high doses of CORT ftreatrment on motor performance as
well as DA newronal loss in VTA and SN in 6-OH DA lesioned rats have been described (Smith et al.,
2003}, however, Tactors such as glial activation and excitotoXicity could also be involved in this
model. 1t was shown that acute CORT treatment increased exiracellular DA levels in nucleus
acurmbens and locomoior aciivity of rats indicaiing that CORT stimulaies DA nearoiransmission

(Piazza et al., 19946).

As GCs have been reported to stimulate TH transcription in PC12 cells (Goodman et al., 1978},
we verified by thionine staining that the guantification of TH-IR in our experirments with CORT were
noi affecied by modulations in TH. The ioial number of thionine+ neurons of SMpc replicaied the

quantification of TH-1R neurons, thus the proteciive effect is not related to TH (data not shown).

To elucidate the putative mechanisms by which GR acis to regulate survival of DA neurons, we
first verified in mesencephalic neuronal cultures that the effects of DEX are mediated or not by
inhibition of DAT activity. Inhibiting DAT activity in a dose-dependeni manner by ireaimeni with
irreversible inhibitor GBR 125909 revealed a progressive rescue of TH+ neuron: from MPP+
intoxication. Thus total inhibition of DAT rescued 30% of TH+ newrons. In similar manner, DEX
treatrent rescned 50-60% TH+ neurons, however only about 30% of DAT activity was inhibited. As
the survival action of GR cannot be explained by inhibition of DAT, we hypothesized that CORT may
affect of DA neurons considering that acute CORT can stimulate DA transmission. The importance of

Ca™* dependent processes in DA neurons 1s illusirated by their antonomouns pacemaker activity that is
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independent of synaptic input. This continuous activity is dependent on Ca, 1.3 Ca™ channels and a
high metabolic demand (Chan et al., 2009). Boih endoplasmic reticulum and mitochondria play
imporiant roles in the regulation of Ca’ homeostasis (Crrenius et al., 2003). GCs ih rough GRs induce
T cell apoptosis by rise in intracellular Ca™ levels (Bian et al, 1997; McConkey et al., 198%). Cur
results of mesecephalic culiures showed that MPP™ significantly decreased cytosolic Ca® levels, DEX
acted to maintain cytosolic Ca™ in neurons treated with MPP*, This could explain the pro-survival
effect of GR. We have previously shown that activations of RyRs by methyxanthines e.g. caffeine
increased cytosolic Ca® levels and prevented DA neuronal death in mesecephalic cultures (Guerreiro et
al., 2008). Thus, treatment of cultures with danirolene, an inhibitor of RyRs, abolished ithe proiective
effect of DEX on D'A neurons afier MPP+ inioxicaiion and in paralle] inhibited the rise in cyiosolic

Ca’ induced by DEX.

In conclusion, sustained activaiion of GR was found o protect DA neurons againsi MPTP
toxicity. Our resulis suggest that high GCs levels in P} may not be deleterions for DA nenron funciion
and viability, nevertheless further is needed io elucidate the precise mode of GR activation and iis

functions in the mesencephalic DA neurons.
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Figure 1. The surviving DNs after MPTP treatment display a higher proportion of GR
expression in the SNpe compared with intact anfmals, suggesting a protective effect of GR in
neurons. (4) Photographs illustrating TH expression from series of brain sections at the SNpc level.
(B} The nurmber of TH positive cells was quantified by stereological methods (optical fractionator) in
ithe SNpc. A significant loss of DNs was observed in the SNpe of parkinsonian monkeys iwo years
after the MPTP intoxication. (C1) Series of sections at the level of the SNpe were immunosiained for
TH and GR and analyzed in detail with confocal microscope. Representative confocal pictures from a
control monkey are showed. Immunoreactivity for GR is highly expressed in the nucleus of 60% of
the DNs. (C2) Small phoiographs on the right show a characieristic example of a DN wiith no GR

expression in the nucleus (TH+fNuc]ear GR cell) and a DNs expressing GR in the nucleus

(TH+fNuc]ear GR+ cell). (D) Quantification of the percentage of GRexpressing DNs shovwed that the
surviving DNs afier MPTP ireaiment display a higher proporiion of nuclear GR expression in the
SNpe compared with intact animals, suggesting a protective effect in GR expressing neurons. (E)
Monkey mesencephalon diagram showing the different SNpe subregions and adjacent struciures:
SNpe, substantia nigra pars compacta; VTA, veniral tegmental area; RN, red nucleus; SMa+b,
venirolateral subregion of the SNpc; SNg, dorsalis subregion of the SNpo; SN1at, lateralis subregion of
theSNpc: D, dorsal; L, lateral. (F) Detailed analysis by confocal microscopy of the different
subregions in the SNpe shows higher percentage of nuclear OR -expressing DNs after MPTP treatment
in ventrolaieral subregion (the mosi affected in parkinsonism). However, percentage of GR expressing
DNs is higher in VT A (less affecied region) in coniro] monkeys, suggesiing thai regions where DNs
express GR are less vulnerable io MPTP effect (*P<0.05 relative to the control group: student-T test;
for B, D'y F). Scale bar = 0.5mm for & and 30 rmm for C.
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Figure 2. Neurcoprotective effects of DEX and CORT for DNs in midbrain cultures. (A)
Protection of TH+ neurons against ]'*wllz'l:'+ (3uM) as a funciion of the concentrations of DEX (0.01-100

nh} or CORT (1-1000 nM]). (B} Number of TH+ neurons in culiures exposed to MF‘P+ (3uM} in the
absence or the presence of DEX (10 nM) or CORT (100 nM), applied or not with the GR antagonisi
RU 486 (1 uM). Note that RU 486 had no effect in itself on TH+ cell survival. (* P<0.03, increased

compared to MPP -treated culiures; # P<0.05, reduced compared to corresponding culiures exposed to
MPP+ and GR agonisis).
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Figure 3. Neurcprotective effects of GCs against MPP+-induced dopaminer gic cell death persist
n the absence of glial cells. (A) GR is expressed in DNs (TH+), microglia (Ibal+), and astroglia
(GPAP+). The expression of GOR was also tested by western-bloi analysis of extracts from
mesencephalic cultures. (B) Representative images showing microglial (OX-42+) and glial cells in
proliferation (Vim+/Thym+) under different culture conditions. Note differences in the nurmber and
morphology of microglial cells, as well as the number of proliferating glial cells. (C) (Quantification of
Vim+/ Thym+ cells and OX-42+ cells was performied in control mesencephalic cultures and cultures
ireated with DEX (10 nM) or ARA-C (3puM). Note that the treatment with ARA-C eliminates almosi
completely glial cells populaiions. (I} Mesencephalic culiures ireated with 3pM ARA-C, were

exposed to IpM MPP from DIVS fo DIV7 inducing DNsal loss. However, caliures treated with DEX

from DIV4 to DIV 10 were partially proiected againsi MPP effect even in the absence of glial cells. In
addition the neuroprotective effect was abolished when cultures were exposed to RU456 treatment. (E)
Conditioned medium, obtained from donor coniro]l culiures (D) and transferred to the receiving

culiures (R}, does not interfere in MPP -induced dopaminergic cell death. Conditioned medium
obtained from culiures treated with 10nM DEX exeris protection io the DNs in receiving culiures

exposed o MPP . The protective effect is abolished when receiving culiures are exposed to 1M
RU486. ((+) provided by conditioned medium; *P<0.05 relative o the contro] culture; ** P«<0.05

relative to MPP+ culture, # P<0.05 relaiive o MPP /DEX culiure; one way ANOVA followed by
Dunnett’s test). Scale bar = 10pm for A and 15pm for B.
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Figure 4. Neuroprotective effects of GCs against MPTP-induced dopaminergic cell death in
C57BL/6) mice. (A) Representative images illustrating TH expression Trom series of mice brain
sections at SNpe and Stratum level from Saline, MPTP and MPTP+CORT groups. (B} A significant
DNsal loss was observed in the SNpe of MPTP injected mice. However, no decrease of TH positive
neurons was seen in the animals treated with MPTP plus CORT compared with their conirols (saline
or CORT), indicating a neuroproteciive effect of CORT against MPTP-induced dopaminergic cell
death (*P<0.05 relative to the control group; #P<0.05 relative to the MPTP group: two way ANOVA
follow ed by Duncan’s testy. (C) A significant loss of dopaminergic fibers in MPTF group was seer. In
conirast doparminergic fibers seerm to be less affected in MPTP group ireated wiith CORT (*P<0.03
relative to the control group; two way ANOVA followed by Duncan’s test). (D) Series of sections at
the level of the SNpc were immunostained for TH and GR and analyzed in detail with confoeal
microscope. Representative confocal piciures from a control mouse are showed. Quantification of the
percentage of GR-expressing DNs showed that the surviving DNs afier MPTP treatment display a
higher proportion of nuclear GR expression in the SNpe compared with intact animals, suggesting a
protective effect in GR expressing neurons (¥P<0.05 number TH+ cells relaiive io the conirol group;
one way ANOVA followed by Dunnett’s test, # P<0.05 number TH+/nuclear GE+ cells relative to
control group; test student-T ikest). Scale bar = 40pum for small panels, 100pum for left big panels and
lram for right big panels in &, and 100pm for D.
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Figure 5. Absence of neuroprotective effect of GCs against MPTP-induced depaminergic cell

DATCre
death in mice lacking GR in INs (GR mice). (A) Representative images of TH expression
DATC re

from series of OR mice brain sections at SNpe and siriatum level. One representative example
from saline, MPTP or MPTP treated with CORT group areDAsFrl‘J:{?ewn, (B)}A significani DN%EEP}&SPS Was
observed in the SNpc of MPTP injected mice in both GR and their littermates GR . The
neuroprotective effect of CORT was abolished in GRDMcrE mice injected with MPTP. (C) A
significant loss of dopaminergic fibers in MPTP group, in both GRDR " and GRIWP”MP. was observed.

dopaminergic fibers do not seem io be protecied in mice that received CORT treatment (*¥P<0.05

relative to the control group; two way ANOV A followed by Duncan’s test for B and C). (D) Measure
DATCre
of CORT levels | and 7 days after MPTP treatment show not differents beiween OR and
losPlosP
mice under different treatments (¥P<0.05 relative to the conirol and MPTP group; two way

ANOVA followed by Duncan’s test). Scale bar = 40pm for small panels, 100pm Tor left big panels
and Imm for right big panels in A,
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Figure #. GR-mediated neuroprotection is not correlated to mhibition of dopamine uptake.

Efficacy of the DAT inhibitor GBR 1290% or of the GR agonisi DEX to rescue TH ' neurons in MPP
(3uM) -ireated culiures plotied againsi the inhibitory effects of these compounds on dopamine
accumulation. DEX and GRT 1290% conceniration are indicated in brackets. Dopamine uptake was

estimated at 3 DIV upon MPP intoxication and dopaminergic cell survival ai 10 DIV. Different
concentrations of DEX administered in 4 DY were tested. Otherwise GBR 12809 treatments were

applied jusi before uptake measurement. The survival of DNs in MPP -treated culfures was 38.1
+2,9% in this particular experiment.
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Figure 7. Role of ryanodine receptor channels in GR-mediated neuroprotection. (A) The
protective effects of DEX (10 nM} for MPP -treated DNs are prevented by blockade of RyR with
dantrolene (30 pM). (B} Measurement of intracellular Cai::ft levels in culiures exposed to MPP for &
hr in the presence of not of DEX applied alone or in combination with danirolene. MPP was used at 3
and 30 uM in A and B, respectively. * P< 0.05, relative to control group; ** P<0.05 relative to MPP
group; # P<0.05 relative to MPP treated with DEX group.
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Summary manuscrip 2

Glucocorticoid receptor inactivation in microglia reveals its multiple actions during

inflammation triggered by LPS

Inflammatory response in the brain 1s characterized by an early innate response initiated
by the activation of resident microglial and astrocytes, as well as by the infiltration of
granulocytes and monocytes into the brain parenchyma. Subsequent events may require the
establishment of a specific response, referred as adaptive immunity, including lymphocytes
infiltration, antibody production and development of an Immunological memory. The
Inflammatory reaction can be initiated by pathogen-associated molecular patterns {PAMPs),
recognized by specific receptors expressed at the surface of magrophages and microglia, the
most representativeof which are the members of the Toll-like receptors {TLR). The reaction to
the endotoxin lipopolysaccharide (LPS), an important component of the outer membranes of
gram-negative bacteria, is the best-characterized example of innate regulation, which leads to a
robust inflammatory response by microglia {Nguyen et al., 2002). LPS 1s recognized by TLR4
expressed on macrophages and microglia and triggers intracellular molecular pathways, which
lead to the production of pro-inflammatory molecules such as cytokines, chemokines, growth

factors and adhesion molecules, but also anti-inflammatory factors such as GCs.

Glucocorticoids {GCs) are released upon activation of the HPA axis by stressfull
conditions, infection and disease. Their actions are mediated by glucocorticoid receptor {GR), a
member of the nuclear receptor superfamily ubiquitously expressed. Activated GR 15 known to
exert Immunosuppressant and anti-inflammatory effects by complex mechanisms: direct or
Indirect trans-activation and trans-repression of target genes and non-genomic effects
{Goulding, 2004). GR actions are important for development, suppression and resolution of

Inflammatory processes. For instance, GR activation can Inhibit the expression of cytokines
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and others pro-inflammatory moelecules such as TNF, IL-1, COX-2 and nitric oxide {NO)
{Bames, 1998). Moreover, recent studies from our group have revealed that the GR may also

modulate the expression of TLR receptors {(Ros-Bemal et al., 201 1; Addendum-1).

This section of the thesis is part of a larger project that studies the role of the GR in the
cell types involved 1n the inflammatory process within the CNS, associated to infection, stress
or neurodegenerati ve processes. To ascertain the relative involvement in vive of each of these
cell type {microglia, astroglia, neurons and endothelial cells), which are targets of GCs, the Dr.
Tronche’s laboratory has generated murine models genetically modified by the CrefloxP
system (see Experimental Approaches Section), in which the GR is inactivated in a specific cell
type, without affecting the others. In the present section of the thesis, we study the role and
mechanism of action of GR in the inflammatory processes in the CNS, analyzing its particular
role in microglia during acute inflammation triggered by the lipopolysacaride {(LP5). At this
aim, we used mice in which the GR gene is inactivated in macrophages/microglia (GR=*M&™)
{Clausen et al., 1993}, We, therefore, compared the lesion caused by sterotaxic injections of
LPS in GRY™*M"™® mice {mutant mice) and GR"™*¥*F mice {control mice), and observed that
both lesion’s volume and neuronal damage are significantly greater in mutant mice than in
control. Similarly, demyelination of axons, triggered by the inflammatory reaction in the
Injection site, was exacerbated In mutant mice, indicating that microglial GR may have an
important role in controlling the inflammatory events leading to axonal demyelination.

Moreover, our results show that the LPS-induced neuronal damage is amplified by a chronic

stress and 1s higher in mutant mice respect to control mice.

On the other hand, we also analyzed the state of activation of glial cells after LP5
injection, showing a significantly greater microgliosis In mutant mice respect to control mice.

Moreover, a higher number of reactive microglia with incorporated BrdU in their nucleus is
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seen In mutant mice, suggesting a higher microglial proliferation. This reactive state is
accompanied by an exacerbated increase in the expression of pro-inflammatory genes in both in

RL}-SMCm

vivo (In the striatum) and In vitro {in microglial cell cultures established from G or

GR'™P1F mice). Concretely, in mutant mice, gPCR analysis shows higher level of activation,
respect to control, of GR target genes (TNF, IL-1 INGOS, COX-2), but also of other genes

codif ying important molecules involved in the innate immune response, such as pro-caspases |

and 4, TLR4 and MyD8&8.

In this study we demonstrate that microglial GR play an essential role in the regulation
of acute inflammatory events after a single LPS injection in the brain parenchyma. The fact that
GR™*M™™ mice showed an exacerbated mnjury after LPS intraparenchymal injection suggests
that microglial GR may have an important role in the regulation of the inflammatory response
in the CN5 and, consequently, in the damage caused by acute inflammation. Absence of the
microglial GR triggers a higher glial activation, amplifying the deleterious effects, and a higher

microglial infiltration/proliferation respect to control, as well as the production of cytokines

and other pro-inflammatory molecules.

In conclusion, we suggests that the absence of a negative feedback exerted by
microglial GR on the expression of cytokines and other activators of innate 1mmunity
contributes to microglia activation, tissue damage and neuronal and myelin injury. In line with
this, microglial GR activation may be considered as a potential therapeutic approach, in order
to limit the inflammatory response in the CNS5, reduce tissue Injury and the neurodegenerative

process occurring in a deregulated or exacerbated response Iin neuropathological processes.
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ABSTRACT

The molecular mechanisms by which glucocorioids (GCs), acting through their receptors (GR), affect

neuronal integrity and viability, particulardy in pathological simations, are not well defined. We used

CrefloxP-engineered macrophage/microglial-specific GR mutant (GR=MC

} mice to study the precise
actions of GC-GRs in inflammatory process triggered by LPS-activated TLR4. Size of the necrotic
lesion and white matier damage in the corpus callosum induced by intra-parenchymal LPS injection

LyebdCre

was greater in the GR muiant compared o coniro] mice. LPS also iriggered neuronal

degeneration in muiani, bui not in control, mice. Analysis of microgliosis and astrogliosis revealed

Ly hiCre

increased microglial activation and proliferation in the GR muiant compared to control mice. An

increased expression ol poieni  pro-inflammatory molecules (TNF-, pro-1L-1, iINOS TLR4,

procaspases) was also observed in mutant GR™*""

mice, underlining their role in the exacerbated
inflammatory reaction and neuronal death. Pre-treatrment of these mice with the GR antagonist RU 486
revealed that GR in other cell types plays a role in regulating inflammatory lesion produced by LPS
and that microglial GR specifically regulates neuronal death. Furthermore, in vivo and in vitro analysis
revealed that microglial GR also regulates microglial differeniiation and motility. Siress and aging are

LyehdiZ
PSR muatants

both known to “prime” microglia that, in tumn, increases microglial neurotoxicity. In GR
chronic mild unprediciable siress resulied in increased number of hyperirophied microglia in the
subsiantia nigra and hippocampus, and significant neuronal degeneration Tollowing inira-parenchymal

LPS injeciion. Overall our resulis show that the GR is a critical regulaior of diverse microglial actions

Tollowing its activation.
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INTRODUCTION

Inflammatory reaction triggered by nerve injury, brain trauma, ischemia or pathogen invasion
is characterisiically associated with deleterious consequences Tor brain parenchyma. However,
inflammation is fundamenially proteciive for the organism. Experimenial evidences suggesi thai
regulatory controls at muliiple levels act not only ko prevent inappropriate tissue damage but also o
stirmulate tissue repair processes (e.g. phagocyiosis of cell debris, neovascularization, siimulaiion of
neurogenesis and synaptic plasticity) (Fearon and Locksley, 1996). In the CNS, microglia, as initial
sensors of danger signals and of aliered microenvironmeni, plays a ceniral role not only in mediaiing
all aspects of inflammation, but also in influencing asirocyie activation and T cell recruitment
(Nguyen et al., 2002). Changes in microglial morphology from the resting to the aciivated phenotype,
often a signafure of pro-inflammatory siate, 13 observed in most CNS pathologies (Hanisch and
Kettenrmann, 2007). Whereas in acute inflammatory reactions (e.g. afier acute nerve injury) microglia
reveri to resiing phenotype, in neurodegeneraiive diseases, a chronically activated phenoiype is
observed, suggestive of a sustained inflammatory process (Ransohoff and Perry, 200%). Although
mechanisms, such as itranscriptional repression, expression of aniti-inflammatory molecules and
inhibitors of signaling pathways, are known to atienuate the active pro-inflammatory siate of
microglia, it is not precisely undersiood how microglia regulates the different modes of its aciions,

such as swiiching on and off the resting, inflammatory or reparative states.

Glucocoriicoids (GCs) are well known Tor their anti-inflammatory properiies. They are
released Trom adrenal glands upon cellular injury, or pathogen invasion, and regulaie the inflarmatory
response by binding o and activaie the cognate glucocortiocoid receptors {GRs) expressed in all
immune cell types (De Bosscher et al,, 2000). Their well-documented control of inflammatory gene
expression is complex and mulii-faceted; for example, they modulaie transcriptional activities of NF-
kB, AP-1 (Activated protein-1) or IRF (IFN responsive factor) and can also bind direcily to GRE
sequences, present In promoters of target genes, to stirmulate transcription of anti-inflammatory genes,

such as MKP-1 (Clark, 2007). Therefore, GCs act o prevent inflammatory reaction from overshooting
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through their binding to GR. In the CNS, administration of the GR antagonist RU486 was shown to
exacerbaie the damage caused by an inflammatory reaction triggered by a single injection of LPS
{Nadeau and Rivest, 2003). Although ithis report dernonstrated the ceniral role of the GR in controlling
inflammation in the CNS, its role in specific cells cannot be elucidated when globally inhibited. The
GR iz also activaied by other stressors, padiculady psychological, following activation of the HPA
axis, (de Kloet et al., 2005). As these siressors can modulate the GC-GR actions during inflammation,
in the early phase of stress response the GR is reported to be pro-inflammatory (De Kloet et al., 1995).
Moreover, the activiiies of the GR are highly dependent on the iime of permanence of high circulaiing
levels of OCs and on the correct Tunctioning of the HPA axis. Therefore, chronic stress, leading to
proiracied increase in GC levels, is known o cause dysfunciion of the immune systemn (de Kloet et al,,
2005; Munhoz et al., 2006) and, in the brain, an exacerbation of the inflarmmatory response (de Pablos

et al., 2006).

To siudy the activities of the GR specifically in microglia, we generated mice with conditional
inactivation of GR gene in macrophages (GR™M®). We verified the specilic absence of the GR in
microglia and recently reporied the cricial role of microglial GR in the survival of dopaminergic
neurons (DNs) Tollowing treaimeni of these mice with the neuroioxin MPTP (1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine)} (Ros-Bernal et al,, 2011). In the present study, we have explored varjious
roles of GR in microglia following its aciivation by LPS that specifically activate the TLR4. By
intraparenchymal injection of LPS, we showed that microglial GR is critical in containing the
inflammatory-induced damage. Although GRs in other cell types also play a role in regulating
inflammatory-induced damages, GR in microglia specifically prevenis neuronal degeneraiion triggered
by active microglia. Results from in vivo and in vitro siudies show that the GR regnlaies microglia
proliferation, activation and moiility. Moreover, GR plays an imporiani role in inhibiting the increased

capacity of activated microglia to inflict damage after chronic stress and in aging.
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MATERIALS AND METHODS
Mice

Mice with conditional inactivation of GR gene. The GR™™"

mice were generated by crossing
GR™7**F mice (Tronche et al., 1999) with ™™ transgenic mice, which express Cre recombinase
under the control of lysozyme M promoter (Clausen et al., 1999 Tuckermann et al.,, 2007). The mice

Lye bCre

were congenic to C37TBL/G) at the start of the experiments. GR line was mainiained by crossing

GRY™MC™ mutant males with GR'™ 2% ferpales.

Mice were group-housed under a conirolled phoioperiod (12h day-night cycles), at consiant

LreMCrE hice were

room temperature (22°C) and had access to food and water ad libitum. Both GR
genotyped Tor the presence of Cre transgene either by PCR or dot-blot analysis. All siudies were
petformed in accordance with the Guidelines of the European Convention for the protection of

Veriebraie Animals used for Experimental and other scientific purposes of the Council of Europe of

20006, the Helsinki Declaration.

Lo tCre low A los P

Treatments. For stereotaxic surgery, GR muiants mice and GR conirol littermates
were anesthetised by an intra-peritoneal (1.p.) injection of averiin at a dose of 0.5mgfg. The scalp was
shaved and a small hole was made at the surface for injection into the right sirfatum (David Kopf
insirurmenis} using the following siereoiaxic co-ordinaies (Paxinos and Franklin, 2001): from Bregma
+1,1 mm anteroposterior, +2 mrm lateral, and -2,%9 mm dorsoveniral. 1.5pg/u] LPS (LPS Escherichia
coli, serofype 055:B5; Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France) dissolved in PBS was injected

using a 10yl Hamilton syringe inio the right siriaium over a 5 min period.

GR™M" and GR™™™F mice were pre-treated by 1.p. injection of 30mg/kg RU48E dissolved
in dimethy] sulfoxide (DMSC) or 100 pl DMS0O alone as vehicle, 16 hrs before stereotaxic injection

of LPS. GR™™" and GR™™*" mice used for the experiments to examine glial cell proliferation
were injected (ip.) with 30mgfkg BrdU (HPLC, Sigma-B3002) once every 24 hours during a 3 day

period, siariing immediately afier stereoiaxic injection of LPS. In experimenis on the effecis of
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systernic LPS injection on microglial reactivity, young (3-5 monihs of age) and old (15-30 months of
agey GRZ™MT™ and GR™™*F mice were injected 1.p. with a low dose of 0.5mg/kg LPS or saline

vehicle and sacrificed 24 hours after.

Chronic unpredictable mild stress paradigm Chronic variant stress was adapied from siress
paradigm described in de Pablos et al. {de Pablos et al., 2006) with modifications. For GRY*™" and
GR"™*"™* mice that received stress, a 6 days variant-stressor paradigm was used before LPS injection
on the 7" day. Individual siressors and length of time applied each day are listed in Fig.6A. The
following siressors were used: food deprivation, water deprivation and acule restraint at room
termperature and at 4°C. Application of siress started at different time everyday ito minimize
prediciability. Acute resiraint stress was performied by placing a mouse in a plastic tube (50 ml Nalgen
21%6 cm tubes) that had holes in the caps and a slit on the side, and adjusting the tail with plaster tape

on the opuiside so that the animal was unable to move.

Ly ehil - - -
Y mice and their contro] littermates was

Analysis of corticosterone lewels. Blood from GR
collected by decapitation. The blood was centrifuged (first tirme at 1600g, 4°C, for 10 minutes and a
second time at 2600 g, 4°C, for 15min) and the plasma stored at —80°C until analysis. Basal
corficosterone (CORT) levels were always determined using the plasma obiained from blood iaken
between 7 am. and % a.m. CORT levels in plasma samples were determined by radioimmunoassay

using a highly specific CORT aniiserum (kit ImmunochenTM Coriicosterone- MP Biomedicals,

Orangeburg, NY, USA).

Tissue preparation and specific staining

Three days after stereotaxic injections of LPS, GRY™™® and GR™™**" mice, both treated and
not with either BrdU or RU456, were anesthetized with CO2 and rapidly perfused transcardially with
0.1M sodium phosphate buffer (PBS) followed by 4% paraformaldehyde (PFA) in 0.1 M sodum

phosphate buffer. Brains were removed from the skull and posifixed for 24 hours in 4% PFA. The entire
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brain was sliced into 30 mm-ihick coronal sections (Vibratome, Leica), and stored in PBS with 0.1%

sodium azide.

Sections ai the leve] of the lesion were siained for: i) luxol fast bleu (LFB) siaining (1% LFB,
95% ethanol, 0.05% acetic acid) for & hours at 56°C, followed by 95% ethanol, 0.05%, lithium
carbonate and 70% ethanol rinses; i) cresyl violei siaining (0.5% cresyl violei, 0.3% acefic acid,
MERCK}) for 2 min., followed by dehydration; 1ii) Fluorolade B (Histo-Chem Inc., Jefferson, AR} as

described elsewhere (Schimmed et al., 1997).

Irmrmunohistoche misiry. The sections were rinsed in PES, treated with 0.3% H202 /PES for 15 minuies
and blocked in 4% goat serum (Sigma-Aldrich) in PBS-T (PESA.3% Triton X-100), sections were
incubated with either a rabbit polyclonal anti-lbal (diluted 1:750; Wako Chemicals, Germany) or a
rabbit polyclonal GFAP (dilated 1: 1000, Sigma-Aldrich, France} primary antibody for 48 hrs (at 4°C,
under constant shaking). Successively, sections were incubated for 4 hours in an anti-rabbit biotinylated
secondary antibody (dilaied 1:300; Vector Laboratories). Antigen-antibody binding sites were detected
with the avidin-biotin peroxidase complex (ABC) kit (Vectastain, Vector Labs). Sections were mounted

on superfrost plus slides, dehydrated in graded ethanol series and xylene and coverslipped.

Irmrmunofluorescence. Non-specific Fe binding sites were blocked with 4% goat serum and sections were
incubated for 48 hours (at 4°C, constant shaking) with one of the Tollowing primary aniibodies: rabbit
polyclonal anti-GFAP (1:1000) and rat polyclonal anti-F4H30 (1:400 Seroiec, Oxford). Sections were
incubated for 4 hours in the appropriate fluorescence-labeled secondary antibody and, afier several
washes in PBS, mounied and examined Tor gquaniification ai a confocal microscope. Appropriaie
secondary antibodies were used: anti-rat Alexa 4838-conjugated (diluted 1:1000, Molecular Probes) and
eyanin-3 (CY3)-conjugated anti-mouse 1gG anitibody (diluted 1:500, Vector Lab). For double-staining
with Brdl, the same sections were denatured with hydrochlorie acid 2N at 37°C and neutralized with
borate buffer 0.1M; after washes in PES, the tissue was blocked with 0.25% gelatin and incubated for
48 hours (at 4°C, constant shaking) with a rat anti-BrdU (1:200; BU] (ICRI), Immunological Direct).

For the GFAP-BrdU double labeling, sections were incubaied for 4 hours with anti rat Alexa 488-
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conjugated (diluied 1:400, Molecular Probes). For the F4/80-BrdU double labeling, seciions were
incubated for 4 hours with anti rat biotinylated secondary antibody (diluted 1:500), washed in PBES, and

incubated with Streptavidin-Alexa Fluor 346 (1:500; Molecular Probes).

Quantification of the lesion, cell count, flucrescence microscopy and confocal analysis

FluoroladeB positive cells, as well as the lesioned area stained with cresyl violet, or LFE, at the
level of the coriex, corpus callosum and siriatum were analyzed by bright -field microscopy (Nikon).
Images were acquired with a camera and analyzed using the Mercator image analysis sofiware (Explora
Nova, La Rochelle, France). For quantification of activated microglia and astroglia, the Imagel sofitware

was used. The genotype of mice was unknown io the investigator ai the iime of quaniification.

Double labeling of BrDU with microglia and astroglia cell markers was analyzed at a Leica
TCS 5P2 confocal microscope. A series range Tor each field in the section was set by determining an
upper and lower threshold using the Z/Y position obitained from a Spatial lmage Series setting [Tor
further details see (Barcia et al., 2006; Barcia et al., 2008)]. lmages can be illustrated as they appear
throughout the stack of sections as a simple 0.5 mm layer or as a transparency of all layers merged
together. Over the sizcks of the images, GFAP-BrdU positive and F4/80-BrdU positive cells were

guantified using LCS Lite software (Leica).

In vitro experiments on primary microglial cells from P1 GR""* and GR™""* pups

Cerebral hemispheres were dissected and the cortex exiracted from newborn mice after rermoval
of meninges. After dissociation and homogenization, cells were seeded into culiure dishes (NUNC,
Polylabo, Strasbourg, France) ai 0.3x10° cell¥m] in DMEM containing 10% heat-inactivaied FCS
(Abcys, Paris, France). Medium was changed at days 1 and 3, and microglial cells were collected at day

12 by shaking culiure dishes to detach cells adhering o the asirocyie monolayer, as described (Meme et

al., 20086).
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For time-lapse video-microscopy sindies, freshly collecied microglia was seeded in DMEM
containing 4% FCS. After 90 min of incubation at 37°C, the video-microscopy staried up, with cells
under different treatments: LPS (Sigma-Aldrich), 30 pM ATP, 300 pM oxidized ATP (ox-ATP) or
without treatrment (all products were purchased from Sigma-Aldrich). The 12-well culture dish was put
under microscopy stage in a 37°C heated chamber, with 5% CO°. The images were capiured every 10
minutes using Lecia DM IRBE microscope and camera. The treatments were initiated ai the start of

recording,

For gPCR smdies, freshly collected microglia was seeded in DMEM containing 4% FCS and
ireated with 100 ngfml LPS andfor 100 pM dexamethasone (DEX, Sigma-Aldrich) for 1 h. After this
treairmeni, LPS medium was replaced by Tresh medium during 1 h. Then microglial cells were collecied

in RLT buffer from RNeasy Mini Kit ((}agen) and stored at -30°C.

gPCR analysis

6 or 24 hr after LPS stereotactic injection, striata region was rapidly dissected by a punching at -
5 to -10°C, in sterile conditions, and tissues were Kept in RNA Later ({Yagen). Toial RNA was prepared
using the RNeasy lipid mini kit ({dagen). The RNA integrity and concentration was determined by
using Agilent gel and Agilent apparaius, on average the RIN values were between of 8-%. 1pg of total
RMNA was used for cDNA synthesis (InVitrogen Superscripilll) and QPCR experiments were carried out

on Biorad leycler. HPRT gene was used as an iniernal conirol.

Statistical Analysis

Results are expressed as mean * standar error of the mean (SEM). The criteria used to choose
the statistical test to analyze the data were determined by the comparison required and the number of
factors present in the experiments. Student's t test was performed in experiments where simple
comparizons beiween two groups were required. One-way ANOVA, followed by the post hoc iest
Tunnett’s test, was performed in experiments where multiple comparisons agamst a single reference

group were required. Finally, two-way ANOV A& was performed, and the posi hoc tests were carried out
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with Duncan’ s method, when there were two factors to compare The null hypothesis was rejected for a
risk equal to 5%. All statistical analyses were performed using software SigmaSiat 3.5 (Copyright 2005

SYSTAT Software).

RESULTS

The absence of GR in micreglia exacerbates inflammmatery lesion and induces neurcenal

degeneration following a single intraparenchymal injection of LPS

We used mice in which GR gene is inactivated in microglia o examine iis role during an acute
inflammatory response in the parenchyma CME triggered by a LPS mnjection. Lesion’s wvolume,
measured by creys] violet staining, was evaluated 3 days afier a unilateral injection of LPS, following

ihe irack of the needle, being more prominent in the cortex. 1n the conirol GRFHFIF

mice, little damage
was observed in the siatum. On the conirary, muiani mice Trequenily displayed a siriatal lesion.
Analysis of lesion after administration of either a low (1.5pg/ul) or high (5 pgful) dose of LPS injecied

loxPflosF and GRL}rsMCr\e

in the right parenchymal region of both GR mice, showed a significantly greater

Lowehd Crz

darmage in the GR muiants compared to contro] (Fig.1 &) To examine whether microglial GR has
a specific role in regulating neuronal damage, fluorojade B positive degenerating neurons, present
mostly in the cortical area, were guantified 3 days after injection. Injection of saline resulted in the
degeneration of neurons around ihe siie where the needle pierced the cortex and ihis number was
comparable between control and mutant mice. lmporiantly, a further increase in the number of
fluorojade B positive neurons after 1.5 pg/ul LPS injection was not observed in control GR'™F'™F mice,

whereas a 2-3 fold increase in GRZ™M®™®

muiant mice was found (Fig. 1B). 7 days afier LPS injection,
ihe number of FluoroladeB positive neurons were comparable with the saline-injected mice (Fig.1B),

suggesting that there may be an increase in the enguliment of degenerating neurons in the mutanis.

LPS induced inflammation in the CNS can result in 2 damage io axonal fibers and
dernyelination (Madeau and Rivest, 2003). To examine the implication of microglial GR in axonal

damage, the seciions were stained with Luxol Fasi Blue (LFB). The resulis of LFB 3 days afier 1.5 or 3
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peful LPS injection suggested that demyelination may be ocourring in the corpus callosum of the
GRY*= but not in contro] GR'™™*F mice. Quantification of lesion at the level of corpus callosum
showed a significant damage in muiants compared to conirols (Fig.1Ch. CORT levels were analysed
after intraparenchymal LPS or saline injection to verify Tor any differences in the levels between control
and rmuiant mice. An increased of 4-5 folds in ihe levels of CORT was observed in both control and
rmuiant mice 3 days after LPS compared to saline injection, indicating that there is not a de-regulation of
the HPA axis in mutants. 1t is also likely that ongoing CNS inflammatory processes rmaintain high the
CORT levels and that the resultani activation of the GR would affect the LPS-induced innate immune

response (Madeau and Rivest, 2002) (Fig.1D).

RU4RA pre-treatinent reveals the rele of GR in cell types other than wmicroglia in causing

mflammatory lesion, however microglial GRs are the principal regulators of neuron degeneration

RU486, an antagonist of the GR, was shown to aggravate inflammatory-induced lesion
iriggered by LPS in the CNS (Nadeau and Rivest, 2003). To determine whether the GR expressed in
other cell types ranther than microglia plays a role in the LP5-induced innate immune response, we pre-
treated GR™™™ and GR™™*F mice with RU486 (30 mg/kg) in DMSO 16 h before LPS intrastriatal
injection. Both the toial lesion guantified on cresy] violet siained sections and the lesion of the corpus
callosurn, evaluated 3 days after LPS injection, were significanfly greater in pre-treated RU48S
compared with vehicle DMSO-treated conirol GR"™"™*F mige, in accordance with the results reporied

by Madean and Rivest (MWadeau and Rivest, 2003) (Fig. 24, B). Inierestingly, an increase in the lesion

Lzl Cre

was also observed in mutant GR mice sirongly suggesting that, in addition to microglia, the GR

present in other cell types regulates the inflammatory process. Imporiantly, although pre-treatemt with

losFflosP

the RU486 augments neuronal degeneration in control GR mice, there s no further increase in

Laretd Cre

rmuiant GR mice indicating that microglial GR specifically regulates LPS-induced neuronal death

(Fig. 2C).
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Microglial GR regulates microglia proliferation and activation after intra-parenchymal injection

of LPS

Both microglial and astroglial reaciivity were evaluated by F4/80 and GFAP immunolabeling,
respectively, in GR™™" and GR™™" mice 3 days after LPS injection. In addition, we also analyzed
ihe proliferaiion of these cells by injections of BrdU and verified their ideniity by double-labelling anii-
specific cell markers and BrdU antibodies. Both reactive microglia and astroglia were present in the
coriical and sepial areas of the ipsilateral side of LPS injection, surrounding, the needle trajeciory, and in

the siriafurn (Fig. 3A). Morphologically, a greater number of F4/80 positive cells exhibiting an

LysbdCre

amoeboid morphology were observed in the cortical and septal areas in GR mice compared to

GR"™*"*F mice (Fig. 3B). Measurement of the surface area occupied by these cells using DAB-labeled

LysbACre

sections showed that the area covered by reactive microglia was almost double in the GR muianis

compared to control GR'™=F

mice (Fig 3B). Significani differences in reactive asiroglial morphology,
or the area covered by these cells, in GRY™M® and GR'™*F mice were not observed (Fig. 3 B and C).
Quaniification of the reaciive microglia and asiroglia thai had incorporaied BrdU showed that microglial

proliferation was almost 3 times greater than that of astroglia and, notably, in GR ™"

mice microglial
proliferation was significanily greater compared to GR'™™°* mice (Fig. 3D), suggesting ihat the

microglial GR likely regulates genes ruling cell eyele following the aciivation of the TLR4 signaling

pathway.

Microglial GR regulates in vivo and in vitro the mnate immune response initiated by the TLR4

following LPS treatment

Proinflammaiory molecules such TNF, iINOE, 1L-1 or COX-2 released from activated microglia

can induce fissue damage and neuronal injury. To examine whether the exacerbated inflammatory

Lyehd Cre

darmage observed in GR mice was the result of modulations in the expression of inflammatory

genes, we analyzed the expression levels of some of the known GR ifargei genes by gPCR in the

lesioned cortical and siriatal areas, & and 24 hrs after intra-parenchymal LPS injection. The relative

LyehdC rz losFflox P

guaniitative values obtained in GR mice were compared o those obtained in GR mice (Fig.
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4 A and B). An increase in the expression of TNF, iNGS, prolL-1 and COX-2 was already evident 6 hrs
after LPS injection. However, the expression levels between animals were gquiie variable, so that
statistical significance was only found for the TNF mRNA afier 24 hrs (Fig. 44). The genes coding for
upstreamn activators of the innake immune response were also analyzed: among TLRs, only the TLR4

. o . Ly M
showed an increase in its mRNA level in GR™"

muiant mice compared to control. Interestingly, an
increase in the procaspase | and 4 mREN As, although with an inkernal anirmal variability, was found after

24 hr (Fig. 4B)

To verify whether microglial GR indeed regulaies the expression of these pro-inflammatory
genes, we analyzed their mRNA levels in primary microglial culiures prepared from the coriices of
GR™FPF and GRY™ME™ P pups. Microglial cultures were treated with 100 ng/m) of LPS or pre-treated
with 100 M DEX, for lhr, before ireatrnent with LP5S plus DEX. The obtained resulis indicates that in

control GRloxPﬂmP

culiures the expression of TNF- prolL-1 and COX-2 is DEX-sensitive. However, in
GRY*MC® cultures, there was a considerable increase in the expression of these genes and, notably, their

expression was noi sensitive to DEX (Fig. 4C). An increase in the expression of TLR4 was found only

in the GR™™M" cultures, suggesting that the GR most likely tighily regulate its ex pression (Fig. 4C).

In vitre microglia exhibit reduced motility and increased amoeeboid morphology in the absence of

the GR

To examine whether the GR regulates any other properiies of microglia, we performed video-
microscopy analysis of microglia cultures frorm GR'™ ™ and GR™™M™ pups, treated with either 50 M
ATP or 300 M Ox-ATP. Upon ATP ireatment, mffling of the microglial membrane was observed in
both GR"*™*F and GRY™ME® cultures (Fig SA). From the video-microscopic images taken every 10
minutes for 10-13 hrs, cells were tracked at the beginning of the experiment uniil the end and the mean
distance was calenlated by using lmagel sofiware from 4 fields, in each condition in duplicaies. This
analysis showed that mutant GR*M"® cells have a drastically reduced capacity of motility compared to
the control GR™™*" cells (Fig. SB). The movernent of the GR™™" cells is dependent on ATP, as

LwebdCrz

treatrment of cells with the ATP inhibitor Ox-ATP, significantly reduced their moiility. GR
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culiures were unaffecied by Cx-ATP treatment. The majority of the microglial cells in culiures exhibii
either rod-like or amoeboid morphology. (Juantification from the video-microscopic images showed a

LyshdCre

greater percentage of muiant GR culiures exhibiting amoeboid morphology compared to

GR"™"F"™F cultures and this featre remained unchanged with time in culture (Fig. 5C).

GR regulates the activation state of microglia during chronic unpredictable mild stress (CUMS)

and in aging, its consequences on neurenal integrity

Acute or chronic stress is reported to sensitize or ”prime” mucroglia for activation that can
subsequently affect their responses to an inflammatory insull. The role of GCs in this regard has been
evoked previously in stress-induced sensitizaiion of neuro-inflammatory processes (de Pablos ei al,,
2006; Frank et al., 2010; Johnson et al., 2002; Munhoz et al., 2006). Additionally, the brains of aged
rodents or human display a greater number of hypertrophic microglia than those of young animals,
suggesting that the aging process may also sensitize microglia. To see whether microglial GR regulates
this sensitization, young 3-5 month old GR™™F and GRY™™ mice were subjected to CUMS for &
days (Fig.6A). The mice were sacrificed 24 hr later and the brains treated for Iba-l
immunohisiochemisiry. The resulis showed that among all the regions analyzed, substaniia nigra and

LyebCre

hippocampus had an greater number of hyperirophic microglia in GR muiant mice compared to

R osPlosP

control G mice (Fig.6B), indicating that microglial GR in these regions normally regulates

microglia aciivaiion induced by siress.

GR™FF and GRY™™ mice, either subjected to CUMS or left unstressed, were injected intra-
parenchymally with 1.5g/1 LPS 24 hrs laie The mice were sacrificed 3 days later and analyzed for
neuronal degeneration by fluorojade B staining. Fluorojade B positive neurons were not observed in any
brain region of un-injecied animals, indicating that there is no spontaneous neuronal degeneration. The
nmumber of fluorojade B positive neurons in un-stressed GR™™" and GR™™"™ mice were similar to
ihe results shown in Fig. 1B, however an increase of about 2-3 fold in degenerating neurons in the

GR"™"® mutant rice was observed, suggesting an imporiant role of the GR in restraining microglia
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activation during stress (Fig. 6C). Analysis of the CORT levels after stress in contro] and mutant mice

showed that stress increased CORT levels to comparable levels in both mice genotypes (Fig. 6D).

DISCUSSION

Signaling beiween imrmune cells, endocrine system and the CNE coniributes to restore
homeosiaiic siate after an inflammatory insuli. If the reaciion of these sysiemns is inappropriate, the
inflarmmatory response can becorme excessive, triggering neuronal injury and cell death (Sternberg,
2006). Indeed, our resulis show that inflammatory reaction triggered by the TLR4 signaling in
microglia lacking GR resulis in neuronal and axonal damage, as well as increased necrotic lesion due
o an inadeqguate inflammatory regulaiion. GCs released in response to siress siimuli exert diverse
effects in immune cells through the activation of GR. Their precise role in neuronal survival is not
well undersiood. To dwell with this issue, previons works on GCs and the GR have used
pharmacological tools, such as GR agonists or antagonists and depletion of GCs by adreneleciomy.
However, these approaches affect all cell types and the resulis are thus the sum of rmultiple changes.
To understand precisely how the GR acts in microglia, we used mice in which the GR gene is

selectively inactivated in macrophages/microglia by the CrefloxP systern (GR ™),

In brain, microglia are the principal innate immune responsive cells that express the TLR4 and,
thus, constitute the main effectors of LPS-induced inflammatory response (Lehnardt et al.,, 2003).
Intra-parenchyrmal injection of LP5 triggered a localized inflammatory response characterized by
necrotic lesion and significant glial activation along the trajeciory of injection. Iniriguingly, as also
reported by Madeau and Rivest (2003} necroiic lesion in the striatum was less evideni than in the
cottex, particuladly in control GR'™ ™" mice, It is possible that blood born monocyte infiltration had
occurred at the surface of the coriex, which resulied in an increase in the proinflammatory mediators,
andfor that there may be Tunctional differences of the rmicroglia localized in these two regions, for
exarmple in their expression of TLR4. We did not observe cells positively stained for Gr-1, suggesiing
that neutrophil infiliration had likely not occurred (daia not shown). "The lesion caused by saline

injection was similar beitween control and rutant mice, with insignificant F4/80 labeled cells,
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suggesting that microglial activaiion was minimal. However, necrotic lesion was significanily larger

LyetiCre

following LPS injection in GR mice. Moreover, demyelination and damage to the carpus
callosum ai the site of injection trajectory was also greater in the mutanis. 1t is possible thai pro-
inflammaotory mediators secreted by microglia in the corpus callosum directly affects axons and
resident glia, e.g. oligodendrocyies, in this area. LP5, while Trom one side does not induce neuronal
death, as demonstrated by fluorojade B staining in control GR'™**F mice, on the other side caused a

. - - - LyehdC
significant neuronal degeneration in the GR"

mice. LPS was shown o have regional specificity
with regard o neuronal damage, being the DNs neurons in the SN sensifive, and the corfical and
hippocampal neurons resistant, to LPS (Arimoto and Bing, 2003; Castano ef al., 2002; Kim et al,,
2000, Nadeau and Rivest, 2003). At this regard, our resuli clearly demonsirates that GR in microglia
acis to prevent LPS-activated microglia from killing neurons. The similar systemic increases in the
levels of CORT after LPS injection between GR™™F and GRY*™M™™ mice implies that GR
inactivation in macrophages/microglia does not alter the HPA axis and that increased CORT levels

activaies the GR. In this respect, we previously showed that upon MPTP treatment in mice, there is a

dramatic increase in nuclear the labeling for GR in microglia (Ros-Bemal et al., 2011).

Increased necrotic lesion by LPS in both GR"™™*F and GR™*™M™ mice after pre-treatment with RU486
implies an involvement of other cells (e.g. astroglia, infiltrating T cells, oligodendrocytes) that also
express TLR4. GR inhibition in these cells could result in increased lewels of pro-inflammatory
mediators. Asirocytes are known to express little, 1T any, TLR4 (Farina et al., 2007, Lehnardt et al.,
2003). However, astrocytic reactivity is increased by microglia-secreted cyiokines, e.g. TNF- or 1L-1
(Nguven ei al,, 2002), raising the possibility thai the GR in ihese cells act as a brake in iheir pro-
inflammatory response. It s also plausible that the GR in these cells play a role in their viability; in
ihis respect, a pro-survival role of the GR has been described in oligodendrocytes (Glezer and Rivest,
2010). Interestingly, RU486 pre-treatment does not further affect neuronal degeneration in GRMEE

mice strongly indicating that GR specifically Tocalized in the microglia is crucial in regulating LPS-

iriggered neuronal damage.
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Glial activafion characierizes the inflammaiory reaciion in the CNS (Block et al., 2007; Chen
and Swanson, 2003; Gehrmann et al,, 1995; Nguyen et al., 2002; Wang et al., 2010). The analysis of

microgliosis and astrogliosis after intraparechymal LPS injection showed an increased in microglial

Lyehl Cre s Pilox P

proliferation and activation in GOR compared o GR mice. The GR likely affects the

morphological differentiation of microglia from resting to hyperirophic to ameboid, as we observed
numerous ameboid-shaped microglia around the trace of the needle at the cortical surface of GR2*MC™
mice. This finding was cormoborated by quaniification of video-microscopic images of ameboid-
shaped microglia in culture. This likely consiituies an imporiani aciion of GR in microglia, as we
showed ifs regulation of activation following injury of the DNs of SN by MPTP (Ros-Bemal et al.,
2011}). Video-microscopy analysis also revealed thai GR likely regulates ATP-dependeni microglial

rotility. gPCR analysis of GR™™*F and GRY"

microglia cultures did not reveal any differences in
the expression of purinergic receptors P2Y 12, P2Y6 and P2X4 (data not shown) known to be involved

in microglial movement {(Gyoneva et al.,, 2009). However, GR iz known to affect mitochondrial

functions (Du et al., 200%) and it is possible that it plays a role in ATP synthesis,

The inflammatory reaction mediated by microglia is characterized by production of both pro-
inflammatory and anii-inflammatory Tfaciors, including growih factors, cyiokines and
neurotransrmitters, which determine either neurotrophic or neurotoxic effects (Chao et al, 1995
Garden and Moller, 2006: Glezer ef al., 2007: Simard and Rivest, 2007; Streit ef al., 199% Vitkovic ef
al., 2000}, To identify genes modulaied by the GR after TLR4 activation in microglia, we analyzed the
expression of several pro- and anti-inflammatory genes by gPCR in vivo and in vitro. Among the
cytokines, enzymes and growth factors (TNF-, IL-1, -6, 1L-9, IL-10, 1FN-, iNGS, COX-2, BDNF)
analyzed, TNE-, IL-1, ING5, COX-Z were up-regulated. The analysis of upstreamn activators of the
inflammatory response, 1.e. TLRs and pro—caspases, showed that GR specifically modulaies TLR4 and
pro-caspases 1 and 4. & wide variety of genes including multiple TLRs were modulaied by the GR
Tollowing MPTP inioxicaiion (Ros-Bernal ei al, 2011} compared to the modulation paitern seen after
LPS intoxication. Although a more comprehensive analysis is necessary, these results suggest that

gene regulation by the GR is dependent on the initiating signal. The increases in poient pro-
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inflammatory mediaiors, iogether with a Teed-forward inflammaiory state induced by higher TLR4 and
pro—caspases levels, suggest that they likely exacerbate necrotic lesion and induce neuronal damage in
GR"™M* rmutant mice. It has been shown that a preceeding stress can “prime” microglia in various
brain regions and exacerbate the inflarmmatory response triggered by LP5S, resulting in neuronal death,
whereas LPS ireatment alone has no effect on neuronal viability (Espinosa-Oliva et al., 2009; Sugama
et al., 2007). GCs may mediate stress-induced sensitization of these neuroinflammatory processes (de
Pablos et al., 2006 Frank et al., 2010: Johnson et al., 2002; Munhoz et al., 2006). Cur results on
CUMS suggest thai micorglia in subsianiia nigra and hippocampus are particular]y sensitive io siress,
since in the absence of fnctional microglial GR there is an up-regulation of hypertrophic microglia in
these regions. exacerbated neuronal degeneration was also observed in stressed GR™ "™ mice
injected with LP5. This effect was not the result of a de-regulation of the HPA axis activity in
GRY™ME™ mice, as the CORT levels were similarly high after siress in both GR "*™F and GR¥*MCe

mice. The molecular changes, which occur in microglia in response to siress are not known, but it is

plausible that GCs may act in a pro-inflammatory manner as previously evoked (Sorrells et al., 2009).

In conclusion, GR in microglia regulaies, in addition fo well-known inhibition of pro-
inflammatory mediators, other imporiant Tunciions of microglia such as iis  proliferation,
differentiation and motility in esponse o an inflammatory insuli. This activity 13 dependent on the
type of insult and further molecular characterization of its actions in “priming” the mechanisms of
microglia during stress could help in understanding the rmles of microglia in neurodegenerative

diseases and neurological disorders, e.g. stroke.
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Figure 1. The absence of GR in microglia exacerbates injury im GR mice injected with a

single mtraparenchymal injection of LPS. (A) Panels depict representative examples of cresyl violet
staining 3 days after a single injection of either 1pl saline or 1.3pgfu] LPS. The lesion volume is

LyehiCre
higher in GR ! mice than liitermaites in a dose dependent way. (B} Panels showing represeniaiive

examples of Fluorolade B staininN%g in the cortex 3 days after saline or 1.5pg/ul LPS injection in
il LyshiCre
control GR and mutant GR mice. The guantification of the number of damaged neurons
LyshiCre
shows that LPS induces a significant neurodegeneration in GR ! mice Whereas it has no effect in

controls. (C) Panels showing examples of LEB staining 3 or 7 days following 1.3ug/p] LPS injeciion.
LarshCre

Dermyelination in corpus callosurm is evident in GR mice at 3 days, however, aggregation of
cells at injured sites in both controls and mutants at 7 days suggesis an ongoing reparalive proces ses.
D. Plasmatic CORT levels measured afier 3 days of injection (n=4-3fgroup. ** p < 0.02, * p = 0.05

losPlosP LyshiCre
vs GR mice). Scale bar = 100pm.
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Figure 2. The effects of RU4%6 pre-treatment on injury triggered by a single intraparenchymal
low Pflos P

injection of 1.5g/pl LPS showing the role of GR in other cell types than microglia. GR and

LyshCre
! mice were either given a single 1.p injection of DMSC or RU486 16 hrs prior to single LPS
injection. (A4) The volurme of the lesion was determined in cresyl violet stained sections 3 days after

LPS injection in DMSQO or RU486 pre-treated mice. The lesion mediated by LPS is significantly
LarehiCre

exacerbaied in GR mice receiving RU486 treatment. (B) Injury to corpus callosum analysed by
Ly Wi re

low FlosF
LFE staining is significantly greater in RU486 pre-treated GR and GOR mice. (C)
Quaniification of Fluorolade B positive cells in the corfex 3 days afier LPS injection in DMSC or

RU486 pre-treated mice. RU486 pre-treatment significantly augments the number of darnage neurons
losFlos P
in GR conirol mice, however there is no effect in mutants. n=4group. ** p = 0.02, * p = 0.05

losPllosF LyshiCre
vs OR mice.
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Figure 3. The effects of microglial GR on the activation and proliferation of microglia and
astroglia triggered by a single intraparenchymal injection of LPS. The reactive microglia and
astroglia were only observed on the ipsilateral side of injection. (A) Panels showing representative
examples of confocal micrographs of double immuno-fluorescence of F4A/80 and BrdU in the coriex,
sepiurn and the sirjatum. Note BrdU is incorporaied in many reactive microglia in both conirol and
mutant rmice. In the cortex at the site of injection microglia show a typical amoeboid/ macrophagic

A LyshCre A } A A j
morphology in GR rmuiants. (B} An increase in the area covered by reactive microglia and
Letil loxFiosP

Cne
astroglia ai lesion level was observed in GR respect to GR mice. This analysis was done
in sections processed Tor DDAB using anti-F4/30 and GFAP antibodies, 3 days after 1.5mg/m] LPS

injection. (C) Confocal micrographs of double immunolabeling of BrdU and GFAP positive astrocyles
low P los P

in the cortex. D Quantification of F4/80+ BrdU+ microglia and GFAP+ BrdU+ asiroglia in GR
LyehiCre LyehiCre
and GR mice shows increased proliferation of microglia in GR ! muianis compared to
losFflox P oxFflosP Loy ehdiC rz

I
GR control mice. n=4group. * p =0.05 GR vs GR mice. Scale bar = 20pm.
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Figure 4. Microglial GR absence entails changes in the expression pattern of genes related with

inflaimmation in vive and in vitro. (A, B) mRNA levels of pro-inflammatory genes in lesion area
LyehiCre
were analyzed by gPCR 6 and 24 hrs after LPS injection and greater increased in GR ! mice than
losPiloxP

in GR mice in lesion area were detected. Moreover some pro-inflammatory genes not Known to
be regulaied by GR were analyzed. (C) mRNA levels of pro-inflammaiory genes extracied Trom

Lyehd Cre loxPflox P
microglial culiures and established from GR ” and GR were also analyzed: similary,
LyehdiC ne bsPloxP
greater increased in OR ” ithan in GR culiures were detecied afier LPS treatment. Straighily,

DEX ireatment prevents LPS induction of pro-inflammatory genes transcription in GR™™*F but not
Lys bACre Fflox P LysbdCre

o
in GR culiures. n=3/group. * p = 0.05 GR vs GR mice.
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Figure 5. In vitro analysis of the wmicroglial differentiation in primary microglia cultures
LysMCre
prepared from P1 GR*"*® and GR pups. (A} Representative examples of time-lapse video
LyetiCre
microscopy images of cortical microglia cells from GR'™"'** and GR pups. The images

represent examples of frames at time points “hrsminised” or “hrsmm” from the beginning of
recording until the end at 10 or 15 hrs. The micoglial cells constantly change their shape from mbular
unipolar, biolar and iripolar shape to an amoeboid macropahgic morphology, however the changes
were less Trequent in mutant cells. (B) The analysis of microglial cell movement showed mmiant

LyshiCr kosFlosP
GR ' cells have reduced capacity Tor motility compared to the contro]l GR cells. ATP and ox-
ATP do not affect the movement of muiant cells (C) Graphs depiciing the percentage of microglial

LyshiCrz
cells from GR™*'** and GR pups displaying amoeboid morphology in the Tields imaged at time
poinis indicated with no treatrment or in the presence of 100ng/m] LPS. The resulis are mean = SEM of
3 separate experiments.
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A

Day of treatment Agent used Duration
1 Food deprivation 24 h

z Water deprivation 24 h

3 Dirty Cages 24 h

4 Restraint 2h

5 Restraint at 4°C 2h

6 Disoriented Cages 2dh

Table 1. Schedule of stressing agents used during the chronic stress treatment
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Figure 6. Microglial GR regulate neurodegenerative response primmed by chronic stress prior to
xFflox P LyshiCre

(=]
LPS. (4) GR and OR mice received either a chronic unpredictable mild stress (CUMS)
during 6 days. (B). Quantification of hypertrophied microglia 24 hrs. after CUMS reveals an increase

loxPilos P LaehiCre

in substantia nigra and hippocampus. (C) GR and GR mice to either CUMS or left
unsiressed, and 24 hrs Tater they were injected intra-parenchymally with L3ug/pl LPS. The number of

L A Ly biCre A los Fflox P } } A o
darmaged neurons is increase in GR comparate with OR mice in animal receiving siress

protocol. (D) Plasmatic CORT levels were measured after protocol] siress showing not differences.
b PiloxP LyehdCre
n=>3/group. ** p = 0.02, OR vsGR mice. prior to single LP5 injection
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V. CONCLUDING REMARKS

The experimental work of this thesis has allowed to reach a better understanding of the
role of GCs and GRs in neurodegenerative diseases and associated inflammatory processes 1n
the CNS. The use of mice in which the GR is inactivated by conditional mutagenesis in either
microglia, a cell type particularly implicated in inflammatory process in the CNS, or in DNs,
has provided a useful tool to elucidate the specific role of the GC-GR response In the
degeneration of the dopaminergic pathway in Parkinsonism and in microglia’s inflammatory

TESPONSE.

We recently showed that the GC-GR system is altered In patients with Parkinson
Disease {Ros-Bemal et al., 2011; Addendum-1}. Moreover, it was previously reported by
others and ourselves that GCs mediate a neuroprotective effect in experimental Parkinsonism,
which 1s in part caused by the inhibition of glial cell activation {Marchetti et al., 2005; Morale
et al., 2({; Ros-Bemal et al., 2011}, Moreover, we demonstrated that in MPTP-intoxicated
mice, lacking the GR selectively in microglial cells, the neuroprotective effect of GCs 1s
abolished, suggesting a crucial role of microglial GR in DN survival (Ros-Bemal et al., 201 1).
In fact, microglial GR contributes to the neuroprotective effect by controlling and repressing
the inflammatory process assoclated with Parkinsonism. However, In the first section of the
present thesis, we showed that GCs also elicit a protective effect in experimental

Parkinsonism, directly stimulating the GR localized in DNs.

In the present work we corroborate the idea that GCs exerts protective effects against
DN degeneration in experimental Parkinsonism trough the GR activation. Notably, this
protective effect is abolished in MPTP-intoxicated mice lacking the GR in DNs and remains
in mesencephalic cell cultures deprived of glial cells. All together our results suggest that GCs

exert a neuroprotective effect on DNs by two pathways: directly, activating GRs i DNs,
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and/or indirectly, by inhibiting the inflammatory response mediated by microglia. We propose
that the expression of the GR may protect DNs after MPTP-induced intoxication in non-
human primates and in mice. Therefore, changes in the release of GCs in Parkinsonism may
reactivate/translocate GRs in DNs, conferring neuroprotection. Finally, we demonstrated that
the mechanism by which the GR exerts a protective effect in DNs seems to implicate

modulation of Ca®* homeostasis via RyR channels localized on the endoplasmic reticulum.

In the second part of this thesis, our results demonstrate that the inflammatory reaction
in mice lacking the microglial GR {(GR™*™"™® mice) triggers exacerbated harmful effect in the

RL}-SMCre:

CNS, probably due to an inadequate regulation of the inflammatory process. G mice

are more sensitive to intra-parenchymal LPS Injection than their littermates GR™* mice.
This include higher levels of microglia activation and proliferation and, therefore, a greater

production and release of pro-inflammatory molecules. These events may drive to the

neurcdegeneration, tissue damage and axon demyelination.

We demonstrated that the microglial GR is essential for the regulation and repression
of the inflammatory response induced by LPS. Considering LPS as a stressor agent, our
results suggest that a correct communication between the immune system, the endocrine
system and the CNS is necessary to restore homeostasis after the activity of different
stressors. The conclusion we can draw 1s that the microglial GR has an essential role in
regulating microglial-mediated inflammatory response In the CNS. We specifically conclude
that: 1) microglial GR function i1s crucial in regulating the expression, not only of pro-
Inflammatory cytokines, but also of TLR4, MyD8&8 and pro-inflammatory caspases; 11) the GR
regulates microglial/macrophages functions such as mobility, differentiation and/or
parenchymal extravasation; 111) microglial GR limits the damage triggered by intra-

parenchymal LPS injections, preventing neuronal and white matter injury.
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In conclusion the results presented in this thesls demonstrate that the GR plays
essential roles mn regulating both acute and chronic inflammation, assoclated to a punctual
injury in the CNS or a neurodegenerative process. In particular, GR seems to exert a
neuroprotective effect in Parkinsonism independently of the anti-inflammatory pathways,
such as the regulation of Ca+2 homeostasis. Thus, the understanding in-depth of the actions of
the glial and neuronal GR may open innovative therapeutic perspectives to control the
inflammatory response In the CNS. Both microglial and dopaminergic GR could be
considered as potential targets to develop specific treatments for inflammatory -associated and

dopaminergic neurodegenerative disorders respectively.
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Microglial glucocorticoid receptors play a pivotal role
in requlating dopaminergic neurodegeneration

in parkinsonism
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Amecng the pathogenic processes contributing to dopaminergic
neuron (DN} death in Parkinson diseass (PD), evidence points to
non-cell-autonomous mechanisms, particular'y chronic inflamma-
tien mounted by activated microgia. Yet little is known about
endogenous regalatory processes  that detennioe micoglial
actions in pathological states. We examined the role of glucocor
ticoid receptors (GRs), activated by gluzocorticoids released in
response o stress and known o reyulaie inflammation, in
DN survival. Overall GR lavel was decreased in substantia nigra
of PD patients and 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTPRintoitated mice. GR changes, specilically in the microglia
after MFTP treatrrent. revealed a rapid augmantation in tha nune
ber of micreglia dizplaying nuciear localization of GR. Mice with
seledive inectivation of the GR gere in macrophs ges/microg lia
(GRW™=} but not in DNs (GE“*'“"™) showed increased ‘oss of
DMs after MPTP intoxicaton. This DM loss in GRY™M™™ mice was
not prevented by corticosterome e tment, in contast Lo the pro-
tection observed in control litermates. Moreover, sbsence of
micraglial GRe augmented microglal reactivity and led to their
persstent activaton Analysis of inflammatony genes reveahed
an up-regulation of Tolklike receptors (TERs) by MPTP treatment
particularby TLRS, the level of which was high in postmortem par-
kinsomian brains. The regulatory comrol of GR was refieced
by higher expression of proinflammatory genes leg. THF-x
with a eoncemitant decraase in anti-inflammatary genes (eq., IL-
1R2) In GRUMC™ mica, Indeed, in GRY™ mice, alterations in
phosphorylated NF-sB levels indicted its protacted actvation. Te-
gether, our data indicote that GR is impartant in curtailing mice
glial reactivity, and its dereguiation in PD culd l2ad to sustained
inflarmation-mediated DN injury.

major hallmark of Parkinson disease [FD) is the loss of do-

paminergic neurons (DMNe) of the substantia nigra (SN),
whidh resulis i seve pe Cepletion ol steiatal dopsmine (DAY leveb
with ensung cardinal moior symptoms. includmg resting tremor,
rigicity, and hradykinesia {1). The etinlogy of the sporadic fomm of
I'D that eccounts for the majority of cases remains unknown.
Substentizl evidence indicates that among the pathogenic mech-
anisms concncive fo degensration of DINs iz an ongaing chronie
inflammatory response mounted by actiated microglia and
astrogiia as well as infilreting peripheral T cells (2-4 ). Activated
microglia can coniribute to neuronal oxicity through secretion of
proinflammatory mediatcrs that can inerease cxadative stress, di-
rectly trigger neuronzl cell-death mochanisms, or act to cmplify
the mtammatory response. In PLY. the expermental evicence for

s pnad orgicg ol 0 1 pa ., 1D TTEI0T08

the mle of microglia inclndes postrrortem and PET stddies that
revealed the presence of reactive microgha both in the drintum
anc in the 3V (3). an elevated expression of proinflamma tory
movecules such as | NF-a. IL-13. and 1FN-y, inducible mitncoxnde
symthase (iINOS), and cwlocsygenase 2 (COX.2) in the affected
regions The deleterious role of these inflammatory mediators on
DN survivel has been demonstrated in various experimentel ani-
mal and mon-humar primate models of PD as well as in vitro
mesencephalic cell alture stodes wsing 1-methd-1-phem]-
123 peetalydiopyridine (MPTF) intosication that selocively
desirovs DINs (rel. 6 and refs. therein).

The mechanisms that trigger microglial adivation and, mone
importanthy, muintnin i in a chronically setivated state throughout
disease progresiom i PR e pody seowe, However, i G be
postulated that the extent of DN injury inflicted by a chronic in-
flammatory recction is likely to be determined by factors such as
the intensity of the im MNC FESPONSC A% wellzs the actvabon of the
mechanizms that canresolve i One endogenous mechanism that
is stimulated torestrictanc terminate an inflamme tory reectionis
an activation of the hypothelamic-pituitary-sdrenzl (HEA) ame
that results in a risc in the systemiclevel of glucocorticoids ( GOs),
which are produced and released by acrenal glands (7). As well as
being rezleased in response to an inflammatory reaction. GCs are
relonsed asa response tostress, end, inboth coses. they exert their
activnes mmostly eowgl Ll].lil.]llih}u.\:’}' capressed fype I gluaoco -
coid recepiors [GRs|(8).

GO-GR respemees tn nenmnal inury arwe compley, for ine
stamce, an excess of GO [such s occurs in chronic stress) was
found 10 exzcerhate neamnal i injury in experimental ischemia
(%), while an important neurcnal sanvival effect of GE was
demcnstrated m an acute lipopolysaccharide (LPS)-induced in-
flammatory leson model (10). Several reports heve suggested
that the GC-GR responses might be crucially linked to FPD
pathogenesis. Thas, chromicelly high levels of GUs were shown to
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exacerbate motor deficits in S-hydroxy-DA-treated mts (11).
This experimental observation corroborates clinical data showing
that siress can trigger or worsen motor symptoms in PD patients
(12}, The imvolvement of GC-GR in DN survival after MPTP
intoxication was suggested previously in adrenalectomized mice
(13} as well as in transgenic mice harboring antisense GR (14).
In these experimental approaches, GR activity is compromised
in most tissues and. therefore do not allow a precise dissection of
the molecular actions of GR in cell types involved in PD path-
ogenesis. Moreover, it remains to be established whether GC-GR
activity is altered in PD patients.

Im this study, we: examined the role of GR in PD both by an-
alyzing the levels of GCs and GR in parkimsonian patients and by
using MPTP treatment paradigms in mice that were ge nerated
for selective GR pgene inactivation either in macrophages/
microglia or in DNs by CrefloxP technology. Owr results show
that GR is modulated in P'D and highlight the cmcial regulatory
actions of GR in microglia for DN survival,

Results

GR and Cortisol Levels Are Modulated in PD and in MPTP-Intoxicated
Mice. The level of GR mRNA analyred by quantitative PCR
{qPCR) was lower in SN of parkinsonian patients compared with
controls (P = 0.012) and, as expected, a redoction in frosine hy-

drosylase (TH) mBNA (P = 0.014) was also found (Fig. 11). By
conirast, an increase, notstatistically significant (F = 0.14),inGR
mRNA was observed in the putamen of parkinsonian patients
{Fig. 1B). Because of the greateravailability of stnatal postmorte m:
tissue, we were able to analyze GR protein levels in the putamen of
parkinsonian patients and control subjects. An increase in GR
protein level was found (P = 0.049) (Fig. 1C). Toexamine whether
GC levels are modulated in PD, we measured plasma cortisol
fevels in nine healthy controls and 20 PD patients. Consistent with
a previous report (15), our single-time point amalysis revealed
a twofold higher cortisol level in the PIY group (Fg. 1D, P =
(L.00016). These alterations in cortizol levels do not correlate with
disease duration (P = 0.517, comelation coefficient r = —0.154)
or the Unified Parkinson's Disease Rating Scale (UPDRS)
score indicative of the severity of motor dysfunction (P = 0L.652,
r=—0.107; ponparametric Spearmantest) { Table 51). Altogether.
data from human patients suggest that GC-GRresponses are most
likely altered during PT.

To ascertan whether GR levels are similady affected m the
well-established MPTP mouse model of PD, RNAs extracted
from SN of C57/BLA mice killed at different time points (12 h to
21 d) after acute MPTP intoxication were analyzed. A decrease
in GR. mBNA (P = 0.027) was observed at day 21, whereas a
diminution in TH mRENA (P = 0:014) was already evident after
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GR expression in SN and striaturn in PD and in MPTP-treated mice. RT-gPCR of human (h) GR and TH mRMA from SN (4} and putarmen (8} of control

and PD {n = S=6). (C) Western blot analwsis of human striatal GR protein of two groups of PD and control subjects. The results were quantified with actin as
leading control, a.u., arbitrary units. (0% Plasma cortisol levek of control subjects {n = 9) and PD patients (n = 20). (£) Time course of mouse (m) GR and TH
mRMA levels in SN after saline (5) or acute MPTP treatment. GR mRMA levels in striatum after saline (5) or 1 or 2 d after MPTP treatment. (F} A epresentative

experiment of Westerm blot analysis of striatal GR: protein levels in mice injected

with saline (S) or 7 d after MPTP. {G) Percentage of microglia showing nuclear

GR loxcalization quantified from confocal images of GR, 1ba-1, and DAPI immiunofluorescence in SM and striatum of saline control and MPTP-intoxicated mice
killed at indic ated days. (n=3-5 for saline group, and n = 4-5 for each MPTP group.) =P < 0.05, **P < 0.01, ***P = 0.001 (human control sutyects vs. PD; saline

. MPTP-injected mice, Mann-Whitney test).
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1 d (Fig. 1E). Striatal GR mRNA levels showed a tendency to
increase after MPTP treatment (P = 0.077) and, in line with
strigtal PD results, an increase (P = 0.048) in protein level was
seen 7 d after MPTP intoxcation (Fig. 1 E and F). We next took
advantage of this experimental mouse mode | to examine whether
there were intracellular changes ocourring in GR. specifically in
microglia after MFTP intoxication. Double immunofluorescence
labeling of GR and microglial marker Tha-1 was performed on
SN and striatal sections from mice either injected with salire or
3.7, and 21 d after MPTP injections. Although GR labeling was
not detected in the cytoplasm of microglia as previously reported
(16, it was easily discemible in nuclei. Results of quantificetion
of microglia with nuclear GR staining in SN and sinztum
revealed a sharp rise 3 d after MPTP treatment that subsequently
declined at 7 and 21 d, mising the possibility that nuclear activity
of GR is increased in microglia upon MPTP treatment (Fig. 167).
Collectively, our resulis indicate that MPTP-induced nigros-
triatal pathway imjury in mouse is associated with significant
changes in the GG-GR. system. To elucidate precisely the neu-
ronal versus glial role of GR in DN injury, we produced mice by
CrelexP technology that carried selective imactivation of GR
gene_cither in macrophages (GR™™M©™ mice) (17) or in DNs
(GRPMTC™ mice) (18).

Selective Absence of GR in the Microglia of GRY™™ Mice and
Resultant GR Levels After Acute MPTP Treatment. We first venfied
the efficiency of Cre recombination and microglial specificity of
GR gene inactivation in GR™™ mice. Although 80-835% of
microglial cells were positive for GR in primary cultures prepared
from control GRIePAeF pewhorn pup brain cortices, only 15-209%
of these cells expressed GR in cultures from GR™™"™ pups (Fig.
51A4}. This recombination efficiency s similar to that reported
macrophages (70%) (19). Additionally, Western blot analysis
revealed an almost complete absence of GR protein in cultured
mutant GRY*M™ microglia (Fig. 51B). Finally, although GR was
expressed in both TH4 DNs and Thal 4 microglial cells in the SN
of control GR™™F mice it was almost completely abseat in
microglia from GR™M%= mutants (Fig. S1C).

We examined whe ther the absence of microglial GRimpacts the
overall levels of GR after nigrosiriatal pathway m']vlilg,f (5T Reselis)
and found they were not overtly altered in GR™™™ 5 mice,

DN Loss Is Inhibited by Microglial GR and Not by GR in DA Neurons
After Acrte MPTP Treatment. The number of TH-immunoreactive
{TR) DNs in SN after saline injections in control GR™ " gnd
GRUL=MCe mice was similar. MPTP triggered a loss of TH-IR
neurons in SN of GR™M=F controls (P < 0.0001, saline s,
MFTP, (_Ensi hoc Bonferroni/Dunn  test); however, in the
GRE=ME= muganis, a greater decrease was observed at all time
points (P = 0001, 3d; P = 0.0007, 7 d; P = 0.001, 21 d, GR"#Mt=
mutants vs. controls, post hoe Bonferroni/Dunn test) [FE;. 24).
The analysis of DA nerve terminal parameters in GRFMGCe
mutants and controls (5T Reswls and Fig. 52) showed similar
neuropathological aggravation except for delayed diminuticn in
[FH]DA uptake in mutants.

To rule out the possibility that the increased DN los in
mutants was not a result of an altered HPA ads and thus a dif-
ference in GC levels, basal corticosterone (CS) plasma levels
were measured 1 and 7 d after MPTP treatment. A three- to
fourfold rse in C3 level after 1 d of MPTP freatment and & de-
cline to pretreatment level at day 7 was of compamble magni-
tude in GR™™™ mutant and GR"™" control mice (Fig. 2B).
Also, differences in MPTP metabolism do not contnbute to an
increased susceptibility of mutant mice because stnatal 1-methyl-
4-phenyipyridinium (MPP+) levels were identical between
mutants and control animals (Fig. 334). Finally, the increased
DN loss seen in GR™™™ mutants i unlikely through a direct
activating effect of MPP4 on mutant microglia because TNF-u
mBENA expression was not induced by treatment of microglial
cultures with MPP+. whereas significant induction was found
with LPS (Fig. 538).
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Fig. 2. Microglial GR protects DNs after acute MPTP intoxication. (4) TH
immunohistachemistry in SN of GRY™C™ and GR™™™" mica 7 d after either
saline (sal) or MPTF freatment. (Bar = 100 pm.} Quantification of the number
of TH-R neurons in 5N shows a signiticant reduction in GRY™S™ mutants
compared with GR*™" controls after MPTP injections. Two-way ANOVA
analysis followed by post hoc Bonferroni/Dunn test showed statistical sig-
nificance for genotype on MFTP treatment at all time points and significance
of P = 0.01 with F = 9.3, degrees of freedom = 1 at 7 d for genotype =
treatment. a, b = ***F < 0.001 saline vs. MFTP for GRO®™F gng GRir#cs
mice. ***F = 0,001, **F < 0.01 MPTP GR=F™" y5, GR¥™MCT* pMPTP mice.
{BY Basal C5 levels in saline-injected (S) and MPTP-treated control and mutant
mice at imes indicated. (C} GR™™™" and GR "™ were treated with
foyclodextrin or €5 + p-oyclodextrin for 7 d after saline or acute MPTP in-
taxication. The results show number of TH-IR neurons in SW. ***F < 0.001.
(D} THAR gells in SN in contrel GR™™* and GR ™" mice after saline (5) or
MPTP. {n = 5-7 mice per group and per time point.)

To show functionally that GR activation in microglia protects
DNs against MPTP intoxication, GR'™"F and GR2MU
mice were given 5 in drinking water starting immediately af-
ter the last saline or MPTP injection until their death 7 d later.
Ouantification of TH-IR neurons in SN showed that CS treat-
ment has a significant protective effect on DNs in GR™™"**" but
FeMITE mice (Fig, 2C, P < 00001, GR™F MPTP vs
GRIEFAF MPTP + S mice. post hoe Bonferroni/Dunn test).
DN loss was also analyzed after acute MPTP treatment in
mice selectively inactivated for the GR gene in DNs (GRPATC™),
The cre recombination and GR inactivation in these mice has
been previously reported (18, 20). No significant difference in
the number of TH-IR neurons between G R™F"F controls and
GRPATC™ mice was observed (Fig. 20).
Owerall, our data suggest that CS-stimulated GR nuclear lo-
calization and its activity in microglia are critical for maintaining
the survival of DNs under PD-like neurodegeneration.

Microglial GR Gene Inactivation Exacerbates both Microglial and
Astroglial Reactivity After Acute MPTP Treatment. To examine
whether microglial GRs have a role in determining the magni-
tude of ghal activation after acute MPTP treatment, microglial
and astroglial reactivity in strintum and in SN were analyzed by
Iba-1 and GFAP staining. respectively. At day 3 after MPTP
treatment, Iba-1 labeling revealed hyperirophied activated
microglia. in both SN and striatum of GR!™T conimls and
GRY™MC= mutants and, by day 7, this activation had declined
(Fig. 544). Cuantification of hypertrophied microglia at day 3
after MPTF treatment revealed an increase in SN and striatum
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A, P = 00M) Anmalysis of microglial soma size in the SN
showed that 27.9 + 5.0% of acthated microglia in GR2MO
mutants had a surface area >200 pm” [ie., a cell body width =16
pm, normally hypertrophied cell body being =16 pm (21)] com-
pared with 129 + 38% in GR™™ wontrol mice (P = 0.04;
one-way AMOWVA). In addition, a significant difference was
found in the number of GFAP-IR asirocytes between genotypes
after MPTP treatment (Fig. 548). Cuantification of GFAP+
cells at day T after MPTP treatment showed a two- and eightfold
increase in SN and striatum, respectively, in GRYP™M™ mutants
compared with GR™F1F somtrols. This result is in concordance
with increased GFAP protein levels at day 7 in the striatum,
which remaimed high at day 21 in mutants (Fig. S4C).

Subchronic MPTP Treatment in GRY™™® Mutants Leads to an
Increased DN Vulnerability Associated with Sustained Activation of
Microglia. The substantial loss of nigral TH-IR. neurons in the
acute MPTP paradigm is known to be, at least in part, attributable
to a strong activation of microglia (22). By contrmst, the evidence
for a similar microglial activation and its putative role i inducing
DN death after moderate subchronic MPTP intoxication death
i5 less well documented (19, 23). We therefore examined micno-
ghal GE activity in a subchronic MPTP pamdigm. Analysis of
nigral TH-IR neurons 7 d after the last MFTF injection showed
a siﬂgni&:am diminution in GR™™M™ mutants compared with
GR=FeF cqntrols (P = 0.0019, post hoc Borferroni/Dunn test).
Moreover, this decrease in DN was sostained, as revealed by the
analysis of mice 10wk after the last MPTP mjection (7 = 0.0012,
GRIEFIF M PTP vs, GRYMEE MPTP mice) (Fig. 34). Analysis
of striatal levels of DA, its metabolites, and other monoamines 7d
after MPTP treatment showed a decrease in DA in GRMMEr
mutants compared with GR¥ % controls (P = 0.049) (Fig. 38)
and asmall mcrease im the dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC)/
DA ratio (0.366 in mutants vs. 0,255 in controls ).

Strikingly, 7 d after the last MPTP injection. a threefold increase
in the number of Tha-l1-positive hypertrophied microglia was
found in GR™™“™ mumnts in both the striatum and SN. This
activa ion was sustained in both E_&gi(mﬁ even at 10 wk after MPTFP
reatment (Fig 3C). In GRI=M controls, microglial activation
in the SN and striabum was megligible at day 7 but slightly in-
creased in the SN at 10 wk postintoxication. I'n contrast to the
results showing a strong astroglial response in mutants after
acute MPTP freatme nt, no difference in the number of GFAP+
astroglia was found either in SN or stiatum between controls
and GR™™M% mytants 7 d after subchronic MPTP imjections
(Fig. 3D). At 10 whk, the number of GFAP + astrocytes in the SN
was alko similar in contmols and mutants; however, GFAP+
astrocytes were absent in the siriatum.

Leveds of Pro- and Anti-Inflammatory Genes and Upstream Activators
of Innate Immunity Are Modulated by Mieroglial GR After MPTP-
Indueed DN Injury. GR regulates the expression of awide variety of
inflammatory mediators and does o in part by restraining the
transcriptional activation potential of NF-xB, activator protein 1
(AP-1), or [FN regulatory factor (TRF) (24). To gain insight into
the identity of genes modulated by microglial GR in response to
MPTP-tnggered neurotoxicity, the nigral and striatal expressions
of different classes of 'mﬂa.m:natm]‘y ' gemes were analyzed by RT-
gPCR and compared between GR™PF contnol and G RHMO
mutant mice (Fig. S6.-1-C). Additionally, changes in the expression
of these genes resulting from MPTP intoxication relative to saline
treatment im GR™F1SF contml mice were also examined (57
Resselts and Fig. 55). Overall, our data indicate that absence of
mictoglial GR results in higher expression of proinflammatory
factors[e.g.. TNF- and intracellular ad hesionm olecule 1 (TCAM-
1)] concomitantly with lower expression of anti-inflammatory
mediators [e.g., IL-1R2 and MAFPK phosphatase 1 (MEP-1)] in
the injured mesencephalon after MPTP exposure.

We observed an increased expression of p-mtarf&m-l (%2
and procaspase-4 ;I:-:'i.S) only in the SN in GR™® mutants
relative to GR™"™ controls 48 h after MPTP intoxication,
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of GR™™™ mutants compared with GR™ ¥ controls (Fig. A " B
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Fig.3. Absence of GR increases loss of TH-R neurons in SM and chronically
activates microglia in GRUME® o bant mice after subchronic MPTP trest-
ment. {4} Quantfication of TH-R neurcns in 5N of saline (5} or subchroni-
cally MPTP-intoxicated comtrol GRS and GRY™M5 My tant mice, 1wk or
10wk atter |ast injection. Two-way ANOVA followed by post hoo Bonferroni
Dunn test showed genotype = MPTP treatment effect: P = 0.02, F =047,
degrees of freedom = 2 {n = 4-5). (B) DA levels 1 wk after MPTP or saline
injections. The results are calculated as percentage change from values
cbtained in comesponding mline-injected mice. (€} Immunchistochemistry
with anti-lba-1 antibody in SN 1 and 10 wk after MPTP treatment shows
strong microglial activation in the GR "™ mutants. (Bar = 50 gm.) The
hypertrophied 1bal+ cells were guantified both in SN and striatum; the ac-
tivation persists in GRS mukants 2t 10 wh (D) Quantification of GEAP:
astrocytes in the SN and striatum show no difference between GRE=Me?
control and GRY™M™ mutants. Note that GFAP= cells are absent in stristum
in controls and mutants 10 wk after MPTP treatment. *P < 0.05 (n = 5).

indicating that GR controlks their expression (Fig. 44). Toll-like
receptors (TL.Rs) were the other major class of core innate-
immunity components examine d because GR is known to regu-
late the expression of some family members (25). MPTP treat-
ment itself resulted in a strong induction of several TLEs (TLR3,
TLR4, TLR7. and TLR?) and MyDE&E, a key adaptor in the TLR
signaling pathway (Fig. 55). The levels of TLRE3, TLR4, TLRO,
and MyDS8S in GRMM5™ mutant mice showed a further up-
regulation, in the SN, 48 h after MPTP trcatment (Fig. 44).
These results mdicate that microghal GRs regulate important
upstream activators of innate immunity during DN injury.

To test the relevance of these findings to PD, we examined
TLRY expression in human striatal homogenates. Our results
showed a dramatic two- to threefold increase in TLRY Eevel in
striatal lysates from PD patients compared with control subjects
(Fig. 48). Moreover, a significant increase in TLRY level in the
strigfum_was alo seen in MPTP-treated GR™F%F apd
GR™™™ mice (Fig. 4C), suggesting that glial cells trigger an
innate immune response upon stimulation by endogenous signaks
produced by degenerating DA nerve terminals.

Absence of Microglial GR Alters NF-wB Activity. To gain insights into
the mechanistic actions of microglial GR. we examined its effect

Ros-Bermal et al
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Fig. 4. GR regulation of upstream activators of innate immune response and
relevance to PD. (A) gPCR results show up-regulation in the mRNA levels in SN
of proinflammatory caspases and TLRs in GRY™™ mutant mice compared
with controls after MPTP. *F < 0.05, **F < 0.01, MPTP-treated GR™™" yg
GRY™ME™ mice (= 4). (8) TLRY protein levels in strigtum of human control
subjects (C} and parkinsonian patients (PD). **P < 0.01, control subjects vs. PD
{rr=5).{C) A representative Western blot expe riment showing striatal protein
levels of TLRS in GR¥™MF cantrol and GRY™C mutant mice 7 d after eithe
saline (sal) or acute MPTP treatment. The signak were guantified inrelationto
actin. **P < 0.01, saline vs. MPFTP treatment (n= 5).

on NF-kB because GR negatively regulates NF-xB-induced ex-
pression of proinflammatory genes like TNF-o, iNOS, and
ICAM, which are also up-regulated in PD. We observed that GR
immunoprecipitated from nuclear extracts of microglia cells &
associated with p6S NF-xB (Fig. 574). To show that NFxB
transcriptional activity in microgha is regulated by GR activation,
primary microglia prepared from control and GR™™M© pupg
were transiently transfected with pGL4. Huc2p/NF-«B-RE vector
comprising the lucife mse reporter gene under the control of kB
enhancer clements. Measurement of lucife rase activity after LPS
or LPS plus dexamethasone treatment in these cells showed that
dexamethasone inhibits luciferase activity in control but not in
mutant microghia (P = 0.033; Fg. 578).

To test the possibility that microglial GR inactivation results in
sistained NF-xB tmnscripional function, we analyzed the phos-
phonylated NF-kB levels. p65 NF-«xB phosphonation at Ser?™ i
associated with mduction of proinflammatory genes (26). The
results showed that in both GR¥™F™F gnd GRM™MY microglial
cell cultures, [PS treatment induces phosho-Ser™© p6S and phos-
pho-Ser™ pl05 NF-xB levels (Fig S7C). However, in the dexa-
methasone pretreatment condidon, the magnitude of reduction of
these phosphoryated subunits was greater in GR™™™F control
compared with mutant cultures. (Fig. 57C). At 2 d after MPTP
intoxication. phosho-Ser”” p6S and phospho-Ser™” pl05 NF-kER
levels were higher in SN and stratum of GR™™™ mice than in

controls (Fig. STD). Next, we imestigated the Ser”™ -phosphory:

Ros-Bernal et al.

lated p6i3 NF-xB. In macrophages, Ser™® phosphorylation by TKK
has been evoked in the clearance of p65 NF-xB from inflammatory
target geme pPromoters 2;{}. In vitro, we observed a strong in-
duction of phospho-Ser™ NF-«xB n LPS wure of
GREEE ]:ﬂPJEHEIE GR -"‘MGE?!SlEcmg]Ea .:F‘E‘;f’ 57C). Thﬁduminn
was not observed in dexamethasone-pretreated GR™MF micro.
glia cultures, indicating that it is sensitive to GR. Interestingly, the
level of phosho-Ser™s was reduced in GR™™°™ compared with
GReFPAF miee after MPTP intoxication (Fig 57D). Thus
mechanisms invobed in the resohation of NF-«B activaion at
target genes are compromised in the absence of microglid GR.

Discussion

In this study, we appraised the role of GC-GR in DN de-
generation in PD), Overall GR transcnipt level was lower in the
SN of PD paticnts compared with control subjects. Our data
obtained in humans revealed twofold higher cortisol levels im PD
patients compared with control subjects. Although our study is
imited because plasma cortisol levels were analyzed at one
single time point, which obvicusly cannot reflect 24-h cortisol
status, a study by Hartmann et al. (15} on the 24-h cortisol se-
cretory pattern also showed a significantly high overall cortisol
concentration in PD patients and. interestingly, a diminution of
the normal diumal changes. Because chronically high Ievels of
GCs are known to compromise immune functions, in part by
downregulating GR (28). we have studied the consequences of
GR inactivation for the survival of DNs by using mouse models
in which GR is specifically ablated in microglia or in DNs,

In the absence of microglial GR (GRI»=MUr mice ), DN loss in
the SN was significantly higher after both acute and subchronic
MPTP intoxication compared with control mice. In contrast,
MPTP-induced nigrostriatal pathway injury was not affected by
GR ablation in DNs. The increased cell death of DNs observed
in GR™™" mutants was also correlated with reductions in DA
pptake and DA levels in the striatum. The exacerbation of
neuropathological parameters in GR™M%™ mutants are not
linked to altered MPTP metabolism, HPA axis, or receptiveness
of mutant microglial cells to MPP+. Therefore, we suggest that
microglial GR is a key determinant of DN survival. Additional
evidence supporting this view is our finding that, although CS
treatment immediately after acute MPTP intoxication signifi-
cantly protected nigral DNs of GR™™™ control mice, it was
ineffective in the GR™MY™ mutants, Although we observed
a significant increase in the mumber of microglia displaying nu-
clear localization of GR after MPTP, suggesting stimulation of
transcriptional control of GR. the results of CS treatment un-
derscore the point that endogenous CS rise after MPTP treat-
ment i probably not of sufficient magnitude or rapid enough to
enable GR to suppress microglial neurotoxicity.

GRs were found to regulate the magmtude of microghial acti-
vation, Thus, 3 d after acute MPTP intoxication, the number
and size of hypertrophied microgha, particularly in the SN of
GRMME™ mutants, was augmented compared with controks.
However, by day 7, this activation had declined (in mutants and
controls), an observafion in accordance with past studies (22). Our
work on GR extends the findings reported by Sugama et al. (13)
on the time course of exacerbation of microghal activation in
adrenalectomized mice acutely intoxicated with MPTP. They also
showed that CS treatment suppressed this activation and in par-
allel mcreased DN survival. Yet the short duration of activation by
acute MPTP towicity does not mimror the known chromic in-
flammatory response described in PD and in MPTP-intoxicated
monkeys (6). Srikingly, however, our results obtained with the
subchronic MPTP paradigm. in which overall MPTP toxicity is
maoderate, revealed ségz:iﬁcani microglial activaion in the SN and
striatum in GR"* ™ mice 7 d after treatment, with almost
negligible activation in GR™"™F controls. Importandy, this ac-
tivation was still present at 10 wk suggesting that it was chronic in
naure. LPS injections in the nigral area have demonstrated that
DN survival & particularly sensitive to the activation state of
microghia. It is therefore concenable that the actons of GR
in regulating microglial activation in response to environmental
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chanmges around DNs are vital. The: importance of controlling the
magnitude of microghal activation durmg DN injury was also il-
Iustrated in mice lacking the myelvid-specific chemokine receptor
CX3CR1 and work on nuclear hommone receptor Nurrl (29, 30).
Molecular analysis of gene levels of potent proinflammatory
mediators after acute MPTP treatment revealed a clear increase
in TWF-c¢ mRNA as well as comparatively smaller increases in
iNOS and pro-TL-1f mBNA in the GR"™M"™ mutants. In-
terestingly, significant up-regulation of IL-1R2 and MKP-1 ex-
pression was observed after MPTP treatment in control mice,
mdicating that there i a tight control of proinflammato
reaction. By contrast, their levels were lower in GR™™
mutants, suggesting that the gene induction action of GR is
equally as important as its tmnsrepressive action. MPTP treat-
ment led to strong stimulation of genes coding for upstream core
components of innate immunity, particularly TLRY, TLR3, TLR4,
MyD&S, and procaspase-1, indicating that they are involved in
cross-talk between microglia and injured DA neurons. TLRs
most likely play a role in PD because a strong up-regulation of
TLRY levels was observed in the stratum of PD paticnts. In
MPTP-treated GR™™™ mutant mice, there was further up-
regulation in SN of procaspases-1 and <4, TLR3, TLR4, TLRY,
and the adaptor protein MyDE8R, suggesting that they are targets
of microglial GR and have a role in sustaining a positive feed-
forward proinflammatory process that & likely to be deleterious
for DNs or for cracial steps of phagocytic process of dying DNs.
Orur results linking neuroinflammation in PD pathogenesis and
the mechanistic actions of GR reveal that GR associates with the
po5 subunit of NF«B in microghia nuclei and regulates the wans-
activation potentizl of NF-kB, Selective inhibition of NF-xB activity
was found to inhibit glial-associated neuminflammation and DN
loss in MPTP-treated mice (31); thus, NF-xB may be crucially in-
volved in PDe-associated neurodegeneration. Phosphorylaion of
Ser” " pfis NF-xB is essential for NF-«B oligomerization and DNA
binding at promoter regions of inflammatory genes (26). Con-
versely, phosphorylation of Ser™ piS NF-B by IKKo was shown to
be required for NF-xB tumover in macrophagic nuclei (27). Thus,
our_result in MPTP-treated mice showing increased phospho-
Ser” ™ p65 NF-B levels in the ahsence of microglial GR indicate
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prolongation of NF-kB transcriptional activity. Also, down-regula-
tion of phospho-Ser™ p65 MF-kB in the absence of microglial GR
suggests that termination of NF-xB activity is compromised in
mutant microglial cells. Collectively, our data strongly sugpgest that
GR-dependent re gulation of NF-xB activity m microglial cells plays
a key role in determining the intensity, pattern, and chronicity of
inflammatory processes in the lesioned nigrostriatal pathway, which
consequently influence the meurodegenerative outcome.

In conclusion, our results show that the GC-GR system is
modulated in PD and that this may adversely affect DN survival.
GR dysfunction in PD may result in a chronic inflammatony
reaction, and further in-depth work on its glial actions might
open innovative therapeutic perspectives.

Materials and Methods

All methods used in this article are routinely used in our laboratories except
for the production of the mice, which are referenced (8, 24) and described in
detail in 5 Materials and Methoeds.

GRUFMOE and GRUA™® Mice and Genotyping. The GRU™® mouse line was
produced by crossing Nr3c? =" (designated GRYF**") mice with LysMCre
mice (17, 32). Mice wem backcrosed to 10 generations on C57/BLE back-
ground at the start of experime nts. The 2- to 4-mo-old male GRM™ and
GR™™ mice wsed were generated by crossing male GRY™M5 mica with
female GRE*MeF Foneration of DATere (Tg BAC-DATICreftn) and GRDAT&e
mice is described in Turiauk et al. (20) and Ambroggi et al. (18). The animals
weme genotyped for the presence of Cre transgene either by dot blot or
PCR analysis.
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Abstract

CCL2 is a chemokine involved in brain inflammation, bui the way in which it coniribuies o the
entrance of lymphocyies in the parenchyma is unclear. Imaging of the cell type responsible for this
task and details on how the process takes place in vivo remain elusive. Herein, we analyze the cell type
that overexpresses CCL2 in multiple scenarios of T-zell infiliration in the brain and in three differeni
species. We observe that CCL2" astrocytes mediate the infiltration of T-cells in the brain and our
analysis shows thai the contact of T-ells with perivascular asirocyies may be crucial for lymphocyie

extravasation.

Introduction

Lymphocyte infiliration is an important phenomenon in ihe inflamrmatory response and is an eveni
involved in many degenerative scenarios of the CN5. Many brain tissue diseases, such as brain tamors
and viral or bacterial infections, among many others, show infiltrated T cell subsets. The effect of such
T cell infiliration may vary in different CN5 diseases, but conirolling the entrance of blood cells may
have imporiant clinical and therapeutic implications. The phenomenon of exiravasation is regulated by
a cascade of molecular evenis that involves the adhesion of lymphocyies to the endothelium Tollowing
their migraiion into tissue [1,2,3]. Selectin-mediated interaciions cause Tymphocytes to roll over the
endothelial cells, at the same time coming into contact differeni Tactors. The adhesion molecules
involved in the recruitment of lymphocyies into the tissue (such as ICAM-1, VCAM or LEA-1} are
well defined but less is known about the factors that trigger the adhesion and direct the extravasation.
It has been proposed that chemokines or chernoattractive cytokines irigger the adhesion and migration
of lymphocyies either as soluble chemoatiracianis or as immobilized molecules bound to
proteoglyeans of the endothelial surface [4]. CCLZ (formerly MCP-1) is one of the most important
chernokines involved in the recruitment of blood cells, especially macrophages [3], into the tissues but
less is known about its effect on T Iymphocytes, Significanily, CCL2Z induces the Tormaiion of the
uropod in T cells [1], a cellular formation cracial for the cell’s entrance into the parenchyma.
However, identification of the brain cells in charge of this phase of extravasation in the CNS and data

on how the process fakes place remain elusive. In the present work we analyze the cellular expression
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of CCL2 in three independent scenarios of T cell infiltration in the brain in vivo. We observe thai the
perivaseular astrocytes highly express CCL2Z, independently of the species and the inflammatory
situafion, anatormically facilitating the entrance of lymphocyies into the brain. CCLZ-expressing
astrocyles are specifically localized in the T cell-infiliration areas independently of the inflammatory
scenario. Importantly, blocking CCL2 aitenuates the penetration of T cell infiltration in the brain,
while physical contact between T cells and CCL2" astrocytes seems to be crucial for lymphocyte

internalization.

Material and Methods

Patients and Samples

Fourteen patienis from the Oeneral Hospital of Valencia (Spain) were diagnosed with glioma of
different degrees and were cited for intracranial surgery. The fourteen cases showed the typical
feamres of astrocyioma, with the ¢lassic clinical evolution, neuroimaging, spectroscopy, and anatomo-
pathological examination. The situdy was carried out according to the approved proiocols of all the
institutions involved (General Hospital of Yalencia and University of Murcia). The approval from the
IRE of the University of Murcia was received regarding the project (RYC-2010-06729) and a written
informed consent was obtained from all participanis involved in the study (General Hospital Permits #
07 BOD02707 -09B0010238; University of Murcia Project 1Dx RYC-2010-0672%). The brain tumors
presented characieristic glioma morphology. Tumors were excised and processed with a previously

published protocol [6].
Adenovirally injecied monkeys

All primate samples were collecied Tor previously published sindies [7]. In the present work, we
analyzed the brain fissue sections from seven aduli (either male or Ternale) cynomolgus monkeys
({Macaca fascicularis) (5 kg body weight) that were processed in preceding siudies [7]. Brefly, the
animals were injected bilaterally with 1 x 107 infective units of Ad-mCMV -Pgal adenovims (Kindly
provided by Dr. P.R. Lowenstein and Dr. MG, Casiro} in six brain coordinates, including cortex and
white matter and the tissue was processed as described previously [7]. The referenced smdy was
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carried out according to the approved proiocols of the University of Murcia (Project 13 FEDER
FD1/27-1931) and all the experiments were conducied in zccordance with the Guidelines of the
European Convention for the protection of Veriebrate Animals used for Experimental and other
scientific purposes of the Council of Europe of 2006, the Helsinki Declaration, the International
Primaiological Society Guidelines and the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (N1IH

Guide, revised 1996).

Mice

Twenty-one adult male C37BLG mice were used to test the role of CCL2 in the infiltration of
Ilymphocytes in the brain. For this purpose the CCLZ action was blocked using a goat anti-rmouse
CCLZ2 neutralizing antibody (R&D Systerns). On day 0, mice were anesthetized using ketamine (50
mgfkg) and medetomidine (1 mgkg) and either 2 pg/pl of LPS (n=14) or saline (n=7) in 1pl of
volume was injected into the right siriatum as previously described [2]. Four days were allowed io
pass waiting Tor the immune response to be stimulated, afier which time the animals were treated daily
with an iniraperitoneal injection of either 20ug of a goat anti-mouse CCLZ neutralizing antibody
(R&D Systems)} (n=7) or goal serurm as isotype (n=7} for 5 days uniil sacrifice on day 7, at the peak of
the poitential T cell response as has been previously described [9]. Mice were anesthetized with an
overdose of ketamine/Xylacine for perfusion-fixation (with PBS followed by 4% PEFA). Brain fissue
was then removed and posi-fixed in PFA for 48 hours. The siudy was carried out according to the
approved protocols of the University of Murcia (Project 1D: FIS/PI10/02827). All the experiments
were conducied in accordance with the Guidelines of ihe European Conveniion for the protection of
Veriebraie Animals used for Experimenial and other scientific purposes of the Council of Europe of
2006, the Helsinki Declaration and the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (N1H

Guide, revised 1996).

Irmrmunocytochemical procedures.

Brain tumor sections (60 ) were cut serially through the entire sample, and immunofluorescence or

diaminobenzidine (DAB) detection was performed as described previously [6]. Coronal monkey brain
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sections (30 pLm) were cul serially through the entire brain, and DAB detection or immunofluorescence
was performed as deseribed previously [7]. For hurman or monkey tissue the following primary
antibodies were used: anti-human CCL2 (MCP-1} (1:40, mouse 1gGZ2b: R&D), anti-human CD3
(1:100, Rabbii; Dako), anti-hurman CD20 (1:300, mouse, 1gG2a; Dako), anti-GFAP (1:500, Rabbit;
Chemicon), anti LFA-1 (1:50, Rabbit: Abcarm), anti-human KCAM-1 (1: 100, Mouse, 1gG1; Sigma-
Aldrich), and anti-human YCAM-1 (1:30, mouse, 1gG1k; Dako). Mouse brains was sectioned in 30
pm serial sections using a vibratome (Leica), and were siained for immunofluorescence or DAR
detection using previously published protocols [3]. The following antibodies were used: anii-mouse
CCL2 (1:200, Rabbit, Serotec), anti-rmouse T4 (1:750, Rat; Serotec), anti- mouse T (1:750, Rat;

Serotec), and anii-GFAP (1:300; mouse, Chemicon, Millipore).

Quaniification and sterological analysis.

The mamber of labeled cells was quantified as previously described [10]. The area of CD4 and CDR
lymphocyte infiliration in mouse siriatum was analyzed using image-] software. Resulis were
expressed as the mean £ SEM.

Confocal imaging.

Brain sections from human biopsies, monkey and mouse brain were examined by confocal microscopy

as described previously [7].

Results

All biopsies of patients with glioma presented high expression of CCL2 in mmorigenic areas (Figure
1A). Irmmportantly, all the cases stadied showed CCL2 immunoreactive cells, while the shape of the
areas of immunoreactivity differed according to the structure of the tmmor (Figure 1A, fimages 1-24).
Areas far from the tumorigenic center, putatively healthy tissue, did not show CCLZ immunoreactivity
(Figure 1A, image 3) and a gradient of immunoreactivity from non tumorigenic to morigenic areas
could be clearly seen in most cases (Figure 1A, image 10). CCL2 was especially high around blood
vessels’ lumen (Figure 1A, images 16-19) and single cells showed star shape structures (Figure 1A,

images 20-24) similar to astrocyte-specific GFAP staining (Figure 1B). Blood wvessels, inside and
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close to lumorigenic areas, sirongly expressed CCLZ, bui did not do so ouiside the iumorigenic areas
(Figure 1C). lmportanily, confocal co-localization analysis revealed that astrocytes were the CCL2-

expressing cells in the tumor area (Figure 2A).

These CCL2" areas were seen to present the specific infiltration of CD3" T cells in brain
tumors (Figure 2B). However, in order to understand the role of CCL2 in the specific extravasation of
CD3" lymphocytes, the correlaiion between the number of tumor infilirating CD3" T cells and the
nmumber of expressing CCLZ cells in the glioma samples was calculated. Importanily, we divided the T
cells into two different populaiions: T cells inside the blood wvessel lumen and those ithai were
extravasated. Interestingly, we Tound that the amount of T cells circulating in the blood vesse] Tumen
was independent of CCL2 expression and no correlation was observed (Figure 2C). Conversely, a
significant correlation was seen between the expression of CCL2 and the infiltration of T cells in the
mmorigenic parenchyma (Figure 2C), suggesting that the presence of CCL2" cells is crucial for the

extravasation of lyrmphocyies and not for the chemotaxis induced in the blood circulation.

To investigaie the role and cell type of CCLZ in other inflammatory scenarios two animal
experimental models of inflammation and T cell infiliration were studied, Tirst using brain tissue from
monkeys that had been infected stereotactically in the cerebral corex with artificially engineered
adenoviral vectors. Previous published analyses have shown that adenoviral injections in the CN§
elicit a specific infiliration of lymphocyies restricted o the injection areas [V]. We analyzed the
presence of lymphocytes in the areas of injection, which were seen to express ICAM-1, VCAM and
LFA-1 {(Supplementary figures 1, 2 and 3). Moreover, these areas of viral injection showed a
particular expression of CCLZ2 limited to the injection area (Figure 3A). lmportanily, confocal
analysis of the infiltrated areas showed highly immunoreaciive CCLZ2Z-expressing cells around blood
vessels that were not present in intact (non-injected) areas (Figure 3B). 1n addition, detailed analysis

of the virally injected areas demonstrated co-localization of CCL2" and GFAP® cells (Figure 3C).

In order to undersiand the funciionality of CCL2Z we induced lymphocyite infiliration into the brain

with ihe siereotaxic injection of LP5 in the coriex and striatum of mice. The specific infiliration of
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CD& and CD4 T cells in the brain afier LPS was observed concomitanily with an increase in CCL2
expression in the injection areas (Supplementary Figure 4). Importantly, the infiltration of CD8 and
CD4 T cells diminished with the systemic adminisiration of a neuiralizing antibody against CCL2. In
fact, the most important reduction was observed in the area of infiltration, which suggesis that the
CCL2 expression is important for penetration into the brain parenchyma {Figure 4A). Furthermore,
detailed confocal co-localization analysis demonstrated that the CCL2" cells were also astrocytes in

LPS-induced infiltration in mice (Figure 4B).

Our resulis suggesi that asirocyies may coniribuie o the specific extravasation of
lymphocytes, producing CCL2Z, but the physical contact, unlike simple chemotaxis, seems to be
imporiant for this phenomenon. To explore these possible contact evenis, a deiailed high-resoluiion
confocal analysis of the anatomical location of infilirating T cells in the blood vessels and in the brain
parenchyma of inflammatory areas was carried out. Iraportantly, specific contacts between CCL2"
cells and CD3" lymphocytes were found in the peripheral boundaries of blood vessels (Figure 5),
suggesting that the specific attachment of T cells to the perivascular astrocytes may be a crucial event

in the extravasation of T cells in the inflamed brain.

DMscussion

In ihe present work, we show that, independently of the species and of the CNS inflammatory
scenario, the extravasation of lymphocyies is crucially mediaked by CCLZ-expressing asirocytes. In
the three inflammatory situations illustrated, we found a specific increase of CCL2" cells in the
affected areas with a concomitant T cell infiliration. Imporiantly, our conforal images demonsirate
that perivascular astrocyies are responsible for the expression of CCLZ in the three analyzed T cell-
infiltration situations in the brain, in the three different species and with rmliiple antibodies specific
for CCLZ. Cur results demonsirate that the expression of CCL2 by astrocyies specifically mediates the
entrance of lymphocyies in the brain parenchyma. In the experiments performed in mice, the blocking
of CCL2Z by a specific neutralizing aniibody atienated the infiltration of lymphocyies but imporianily,

there was a clear reduction of the area of infiliration which suggests that CCL2, expressed by
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asirocyies, mediates the anatomical inkernalization of the T cells into the parenchyma. Furthermore,
the fact that the level of CCLZ expression correlaies with the T cell infiliration proper and not with the
nurnber of Tyraphocytes circulating in the blood vessels, strongly suggests that the presence of CCL2Y
astrocytes mediates the process of lymphocyie extravasation and directly mediates the cellular
entrance. In addition, our data dermonsirate that the anatomical conizct bebween Iymphocytes and
CCL2" astrocytes takes place in the internal wall of BY and seerns to have a crucial role in the actual

infiliration o the brain parenchyma.

Our resulis also narrow down the coniroversy regarding the cell iype thai is responsible of
CCL2Z expression in the brain. Previous siudies in biopsies of patients with multiple sclerosis and after
brain injury in mice have suggested thai CCL2 is expressed by asirocyies bui no co-localization
analysis of the proteins was conducted [11,12]. In the present work, we show that CCL2 co-localizes
with GFAP in three different species, with bwo different antibodies, and in three different situations of

inflarmmatory-mediated lymphocyie infiltration.

Irmportantly, our study strongly suggests that the anatomical apposition of T cells and CCL2"
asfrocytes 15 an important event in the internalization of lymphocyies in the brain parenchyma. The
CCL2 function was thought to be mainly chemotactic, but our resulis suggest that the physical contact
between T cells and asirocytes mediate the actual internalization into the brain parenchyma proper,
after the fwo phenomena of rolling and adhesion, which is coherent with the induetion of the uropod

formation by CCL2 and penetration through the endothelinm, contributing to diapedesis (Figure 5C).

From a therapeutic point of view, the manipulation of CCLZ may have beneficial effect in
neurodegenerative diseases, CCLZ expression has been related with the aggressiveness of the glioma
[13] and, in fact, the use of CCL2 neniralizing antibodies has been suggesied as a possible sirategy for
their treatment [14]. However, research into CCLZ-mediated infiltration has mainly focused on the
role of umor-infiltrated macrophages but not other cell types [15]. Our present work suggests thai,
like macrophages, the CCL2 may also mediate lymphocyie infiltration in the glioma, and contribuie o

the leve] of aggressiveness. In Tact, in a previous report, we demonsirated that T cells infilirate gliomas
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to contact tumorigenic cells although a very low percentage shows cytolitic features [6]. This suggesis
that the rmost iumor-infiltrated Tyrmphocytes are regulatory, reducing the activity of the cytolific cells
and allowing the tumor to grow. Therefore, the manipulation of CCL2 may be one of the particular
therapeutic targets to control the infiltration of Tyrphocyies in brain umors. Accordingly, in other
neuroinflammatory processes, such as acute brain trauma, stroke, as well as during chronic affections
like multiple sclerosis or Alzheimer's disease, prolonged and sustained inflammation mediated by
CCL2 may have cytotoxic effects, aggravating the incidence and the severity of the disease [16].
Therefore, targeiing CCLZ2, more specifically in perivascular astrocyies, in CNS inflammaiory

scenarios may be particnlaly imporiant frorm a therapeutic perspective.
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Figure Legends

Figure 1. (A} The 14 cases of gliorma analyzed show CCL2 expression in the turnorigenic areas.
Samples of gliomas were immunostained o deiect the expression of CCL2Z. All 14 cases analyzed
showed expression of CCL2 in the neoplasic areas. CCLZ2-expressing cells are localized in the brain
parenchyma iiself and their number and intensity increase towards the necrotic areas. CCL2-
expressing cells can also be seen around blood vessels. Scale bar; 1-21: 400 pm, 22-24: 60 um. (B)
Tumor cells present high immunoreactivity for OFAP in tumor areas, dernonsirating the typical
astrocytic origin of the tumors, CCL2" cells show a characteristic astrocytic morphology. Scale bar: 30

prm (C) Blood vessels in, or close o the putative morigenic areas show high immunoreactivity Tor

CCL2 in conirast to normal tissue. Scale bar: 100 pm.

Figure 2. (I} Confocal images show co-localization of CCL2-expressing cells (red) with GFAP
(green). Scale bar: 30pm. (E) Deiail of a single CCLZ2-expressing cell (red) co-localizing with GFAP
fereen) and counierstained with DAPI (blue). (F) Areas of infiltration of CD3" T cells (green) coincide
with the areas of CCLZ2-expressing cells (red). Detailed confocal analysis of samples of gliomas,
revealed that the areas with CCL2-expressing cells are infilirated with CD3" T cells. Confocal images
show a turmorigenic area, infiltrated with CD3" T cells (green), together with CCL2-expressing cells
(red}), combined with a counterstaining with DAPI to detect the nueleus (blue). Scale bar: 30 wm. (G)
CCL2 15 highly expressed in perivascular asirocyies where T cells infiliraie the brain tumor. Deiailed
confocal analysis of samples of gliomas revealed thai blood vessels in tumorigenic areas show CCL2-
expressing astrocytes (red) with infiltration of CD3™ T cells (green). Nuclei are stained with DAP]
(blue). CCLZ expression correlates with the infiltration of T cells in the tumor areas. The
quantification of the marnber of T cells, either infiliraied or located in the blood vessel Tumen, revealed
that the level of infiliration of CD3" T cells (green) is positively correlated with the Tevel of CCL2

ex pression (BV; blood vessel lumen).

Figure 3. (A) lmmunofluorescence shows the specific CCL2 expression located at the area of

adenoviral injection in the macague brain. Drawing on the right shows the anatornical location of the
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stereotaxic injection in the brain coriex. (B) Confocal images of blood vessels in an intact area and an
injecied area of the monkey brain. Perivascular astrocytes marked with GFAP (green) show CCLZ2
expression (red) in the adenoviral-injected areas. DAP] (blue) was used as a nuclear counierstaing. (C)
CCLZ is expressed by astrocytes. The staining of CCL2 (red) colocalizes with the astrocyte marker

GFAP (green) in monkey coriex.

Figure 4. {A) Systemic injection of anti-CCL2 antibodies attenuates the LPS-induced infiltration of
Iymphocytes in the mouse brain parenchyma. Graphs show the surface occupied by infilirated CDR
and CD4 T cells (higher graphs) and the density of CD8 and CD4 T cells (lower graphs) in the brain
parenchyma. (B} Astrocytes express CCLZ after LP5 injection in mouse brain. Confocal images show
the co-localization of GFAP* astrocyies (green) and CCL2 (red) in mouse brain. DAP] (blue) was used

as a muclear countersiaing.,

Figure 5. (A} Perivascular expression of CCL2 s the driving force behind the entrance of
I¥vmphocytes in the parenchyma. Confocal images of a blood vessel in a human fumorigenic biopsy
(BV) with CCL2-expressing perivascular astrocytes (red), infiltration of CD3™ T cells (green). (B)
Infiliration of T cells occurs throughout muliiple anatormnical contacis between T cells and CCL2-
expressing astrocytes. lmage Gl shows numerous CD3' T cells (green) establishing specific contacts
with CCL2" cells (red) in the internal wall of a blood vessel (BV). In pictures G2, 3 and 4, a detail of T
cells (green) in contact with CCLZ perivaseular asirocytes in the internal wall of BY is shown. Image
G4 shows a specific detail of a CD3/ZCL2 contact on the xy axis and the two lateral views on the z
axis. Details of CD3" T cells in contact with CCL2-expressing astrocytes. (C) Diagram showing how
T cells may come into contact with CCLZ2-exXpressing asirocytes in the edge of blood vessels

suggesting that CCL2" astrocytes direct the extravasation of T cells in the brain parenchyma.
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Supplementary figure lepends

Supplementary figure 1. ICAM-1 expression in blood vessels in areas of infiltration after viral
injection in monkey brain. Top panel shows over-expression of KCAM-1 (red) in perivascular areas,
where T cells (green) infiltrate the brain parenchyma. DAP] was used to stain the nuclel (blue).
Bottorn pane]l shows different putative steps (from 1 to 6) of T ¢ell infiltration in the brain. (1, 2) T
cells (green) rolling through the ICAM-17 endoihelial wall (red). Picture 2 shows a rolling T cell
displaying a putative uropod (white arrow). (3, 4) T cells (green) in the adhesion process. (3, 6) T cells

in the exiravasaiion process.

Supplementary figure 2. VCAM-1 expression in blood vessels in areas of infiltration after viral
injection in monkey brain. Top pane]l shows over-expression of VCAM-1 (red) in perivascular areas,
where T cells (green) infiliraie in the brain parenchyma. DAP] was used to stain the nuclel (blue).

Bottom panel show a detail of the area of infiltration.

Supplementary figure 3. LFA-1 expression in Tymphocytes in areas of infiltration after viral injection
in monkey brain. Top panel shows over-expression of LFA-1 (magenia) in perivascular areas, where T
cells (green) and B cells (red) infilirate the brain parenchyma. DAP] was used to stain the nuclel
(blue). Bottom panel shows a detall of the area of infiltration of T and B Iymphocyies co-localizing

with LFA-1.

Supplementary figure 4. Increaze in the number of CCL2 cells in the mouse brain after LPS
intrastriatal injection. (A) Representative picture of CCL2" cells in the mouse striatum after LPS
injection. (B) Quantification of CCL2" cells in the injected striatim in a group of mice injected with
saline compared with a group of mice injected with LPS. A dramatic increase of CCL2" cells can be

observed in the LP5 injected mice. *p<0.05 Student T test.
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Figure 4
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Figure 5
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Supplementary Figure 3
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