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1. Esclerosis Multiple: una  enfermedad neuroinflamatoria vy

neurodegenerativa.

La Esclerosis Multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria vy
desmielinizante del sistema nervioso central (SNC). Afecta a unos 2,5 millones
de personas en el mundo (Hauser y Oksenberg, 2006; Compston y Coles, 2008),
siendo la causa mas comun de discapacidad neuroldgica entre adultos jévenes.
Los primeros sintomas suelen aparecer entre los 20 y los 40 afios de edad,
incluyendo alteraciones sensoriales, neuritis déptica y debilidad en las
extremidades. Conforme la enfermedad progresa aparecen nuevos sintomas
como la fatiga, la necesidad del uso de silla de ruedas, disfuncién de la vejiga y

deterioro cognitivo.

En funcién de la progresidon de los sintomas clinicos pueden distinguirse
distintos subtipos de EM (figura 1). Un 80% de los pacientes sufren periodos
definidos de déficits neuroldgicos seguidos de periodos de recuperaciéon
(parcial), o EM remitente recurrente (EMRR) (Compston y Coles, 2008; Dutta y
Trapp, 2011). En un 65% de los pacientes con EMRR, la enfermedad evoluciona
a EM secundaria progresiva (EMSP) caracterizada por la acumulacién gradual
de déficits neuroldgicos. Por otro lado, aproximadamente un 20% de los
pacientes desarrollan una enfermedad caracterizada por un continuo declive
neuroldgico sin recuperaciones desde el comienzo de la misma, clasificada

como EM primaria progresiva (EMPP).

Se sabe que factores tanto genéticos como ambientales contribuyen
considerablemente a la susceptibilidad de padecer la enfermedad; sin embargo
todavia se desconocen las causas iniciales. Los estudios genéticos recientes han
conseguido identificar mas de 100 polimorfismos asociados con la EM,

principalmente genes que forman parte del complejo mayor de
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histocompatibilidad de clase Il, llamados HLA-DR15 y HLADQ6 (Hauser vy
Oksenberg, 2006; Beecham et al., 2013). Y respecto a factores ambientales, se
ha demostrado que fumar, los niveles de vitamina D e infecciones virales estan
directamente relacionados con la susceptibilidad de padecer la enfermedad

(Marrie 2004; DelLorenze et al., 2006), pero falta probar su papel patogénico.

Figura 1. Figura extraida de la pagina web http://www.drugdevelopment-

technology.com/projects/fingolimod/

Principales formas de la EM en funcién del desarrollo de déficits neuroldgicos y
discapacidad a lo largo del tiempo.
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Histopatoldgicamente, se pueden observar en los cerebros y médula
espinal de pacientes con EM lesiones focales (placas) desmielinizantes
predominantemente en sustancia blanca, pero también en sustancia gris de
ambas estructuras. Normalmente estas lesiones implican una ruptura de la
barrera hematoencefalica, inflamacidon, desmielinizacion y pérdida de
oligodendrocitos, gliosis y degeneracion axonal (Dutta y Trapp, 2007; Trapp y
Nave, 2008). La destruccion de la mielina y de los oligodendrocitos mediada
por el sistema inmune se considera el primer evento patoldgico de la EM. Sin
embargo, numerosos estudios demuestran que la principal causa de los déficits
neuroldgicos de los pacientes es la pérdida axonal, bien aguda durante los
brotes o bien progresiva a lo largo del transcurso de la enfermedad (Trapp et
al., 1998; Kuhlmann et al., 2002; Filippi et al., 2003; Bakshi et al., 2008;
Stadelmann et al., 2008).
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2. Mecanismos de degeneracion axonal en esclerosis multiple.

En los ultimos afios y gracias a diversos hallazgos, se ha vivido un
cambio de enfoque respecto a la EM, considerada inicialmente como una
enfermedad principalmente mediada por el sistema inmune. Actualmente, el
dano y posterior degeneracion axonal son considerados un evento temprano y
persistente a lo largo de la progresién de la patologia de la EM (Trapp et al.,
1998; Trapp et al., 1999). Los mecanismos que provocan el dano axonal son
muy diversos (mediadores inflamatorios, pérdida del soporte trofico que
constituye la mielina, alteracién de las concentraciones idnicas axonales, fallo
energético, etc.) y evolucionan a lo largo de la enfermedad y de los distintos

tipos de lesiones que aparecen en los pacientes.

Las lesiones que aparecen en la sustancia blanca se clasifican en funcién
del grado de desmielinizacién y de inflamacién (Van der Valk y De Groot, 2000).
Asi pues, lesiones con infiltrados de linfocitos y macréfagos, microglia activa y
demielinizacién en curso se denominan “lesiones agudas activas”. Suelen estar
acompafiadas por un gran estrés oxidativo (Van Horssen et al., 2008; Haider et
al., 2011). Estas lesiones evolucionan gradualmente hacia “lesiones crdénicas
activas” caracterizadas por poseer el centro completamente desmielinizado e
inflamacién en forma de macréfagos activados todavia en curso en los bordes.
Cuando la inflamacion desaparece, el area desmielinizada pasa a convertirse en
una “lesion crénica inactiva”. Una proporcién de las areas desmielinizadas se
remielinizan a lo largo de la enfermedad (placas fantasma), mientras que en las
areas no remielinizadas aparece una cicatriz gliética. Las lesiones se encuentran
rodeadas de tejido mielinizado conocido como “sustancia blanca de apariencia
normal”, aunque esta acepcién puede llevar a confusidon ya que también se
observa activacion microglial y degeneracion axonal en estas dreas (Ganter et

al., 1999; Bjartmar et al., 2001).
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Por lo anteriormente expuesto, es necesario diferenciar entre los
mecanismos que median el dafio axonal agudo y los mecanismos que subyacen

a la degeneracién axonal crénica.

2.1. Mecanismos de dafio axonal agudo.
2.1.1. Evidencias de transeccidn axonal en etapas tempranas de la

enfermedad.

Existen numerosas evidencias de que el dafio axonal aparece en
estadios muy tempranos de la enfermedad. En diversos estudios se ha
identificado el dafo en axones desmielinizados mediante la deteccién de
neurofilamentos no fosforilados (Trapp et al., 1998), y de la acumulacion de
proteinas transportadas a través de los axones como la proteina precursora
amieloide (APP, Ferguson et al., 1997), subunidades formadoras de poro de
canales de calcio tipo-N (Kornek et al., 2001), y receptores metabotrdpicos de

glutamato (Geurts et al., 2003).

La proteina APP normalmente se transporta muy rapidamente a través
de los axones y solo se detecta cuando el transporte axonal se ve interrumpido
(Koo et al., 1990). Se han descrito acumulaciones de APP en axones localizados
en lesiones activas y en el borde de lesiones crdnicas activas en pacientes de
EM (Ferguson et al., 1997). Algunas de las estructuras APP positivas eran
terminales axonales abultados (bulbos axonales), es decir, axones
transectados. Ademads, el nimero de bubos axonales APP positivos estaba

correlacionado positivamente con el grado de inflamacién de las lesiones.

La fosforilacion de los neurofilamentos axonales incrementa la

extension de sus brazos laterales, incrementando el espacio entre filamentos y
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en consecuencia el didametro axonal (Sanchez et al., 1996; Kim et al., 2011). Se
ha demostrado la presencia de neurofilamentos no-fosforilados en lesiones
desmielinizadas activas en pacientes de EM, pertenecientes a estructuras
ovoidales de terminales axonales transectados (figura 2). El nimero de axones
transectados disminuia conforme se resolvia la inflamacion en lesiones crénicas
activas, lo que demostrd una correlacion positiva entre transeccién axonal y el
grado de inflamacidn en las lesiones desmielinizadas de la sustancia blanca.
Ademas, observaron la presencia de bulbos axonales en pacientes con una
duracién muy corta de la enfermedad, lo que demuestra que el dafio axonal

comienza en etapas muy tempranas de la EM (Trapp et al., 1998).

Figura 2. Figura extraida de la publicaciéon Trapp y Nave (2008) que muestra
como se desarrolla la transeccion axonal durante la inflamacién aguda. a)
Imagen extraida de la publicacién Trapp et al. (1998) de una lesidén aguda activa
(mielina en rojo, axones en verde). Se observan tres axones parcialmente
desmielinizados (puntas de flecha) y un bulbo axonal (flecha). b) Esquema de la
respuesta axonal durante la transeccién: axén mielinizado (1), células inmunes
que desmielinizan el axdn (2), axén transectado durante la desmielinizacion (3).
La parte distal degenera rapidamente mientras que la parte conectada al soma
sobrevive.
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2.1.2. Mecanismos de daio y degeneracion axonal agudos en

lesiones activas.

Dado que la frecuencia de axones transectados en lesiones agudas se
correlaciona positivamente con el grado de inflamacién (Ferguson et al., 1997;
Trapp et al., 1998) parece ser que el daifo axonal en estadios tempranos de la
enfermedad ocurre como consecuencia de la vulnerabilidad de los axones a la
inflamacién. Un microambiente inflamatorio contiene una amplia variedad de
sustancias que pueden dafiar a los axones, como enzimas proteoliticas,
citoquinas, sustancias oxidativas y radicales libres producidos por células
inmunes vy gliales activadas (Hohlfeld 1997; Nave y Trapp 2008). La enzima
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), una de la principales enzimas implicadas
en la sintesis de oxido nitrico (NO), esta sobre-expresada en lesiones
inflamatorias agudas de EM (B0 et al., 1994; Liu et al., 2001; Smith y Lassmann,
2002). Niveles elevados de NO afectan a la supervivencia axonal modificando la
accion de canales idnicos, transportadores y enzimas glicoliticas (McDonald y
Moss, 1993; Renganathan et al., 2002; Muriel et al., 2003). EI NO y su derivado,
el peroxinitrito, también inhiben la respiracion mitocondrial (Brown vy
Borutaite, 2002) limitando la capacidad de las mitocondrias axonales para

generar ATP.
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2.2. Mecanismos de degeneracion de axones crdénicamente
desmielinizados.

2.2.1. Mecanismos de compensacion del daiio agudo.

A pesar de la pérdida axonal que se produce en etapas iniciales de la
enfermedad, no aparecen grandes deficiencias asociadas en los pacientes
durante los primeros estadios de EMRR. Esto se debe a la plasticidad del SNC
que es capaz de activar numerosos mecanismos compensatorios de la pérdida

y disfuncién neuronal, tales como:

- La activacion de areas corticales que compensan la pérdida funcional
causada por las lesiones (Reddy et al., 2000; Rocca et al., 2005; Buckle
et al., 2005; Pantano et al., 2006).

- Neurogénesis en lesiones crénicas (Chang et al., 2008).

- Remielinizacién (Franklin y Ffrench-Constant, 2008).

- Redistribucion de canales de sodio en los axones desmielinizados
(Waxman, 2006; Smith, 2007).

- Expresion de factores neurotroficos por células inmunes y por células
del SNC (Stadelmann et al., 2002; Martino, 2004; Villoslada y Genain,
2004; Nave y Trapp, 2008; Nave, 2010).

Sin embargo, la mayor parte de los pacientes con EMRR sufren un
declive neuroldgico progresivo hacia EMSP en ausencia de tratamiento. Esta
transicién ocurre cuando se llega a un punto en el que el SNC no puede
compensar la progresiva pérdida axonal y neuronal. Analisis postmortem de
lesiones crdnicas inactivas han revelado una extensa degeneracion de axones
cronicamente desmielinizados (Kornek et al., 2000) y otros estudios estiman la
pérdida axonal en médula espinal y corpus callosum en torno al 70% (Ganter et

al., 1999; Lovas et al., 2000; Bjartmar et al., 2000).
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En etapas mas tardias de la enfermedad esta degeneracién se produce
en ausencia de inflamacidn, por lo que los mecanismos subyacentes deben ser
distintos a los implicados en la degeneracidon axonal durante la inflamacién

aguda.
2.2.2. Mecanismos de degeneracidn axonal crdnica.

La degeneracién de axones crénicamente desmielinizados se postula
como consecuencia de un desequilibrio entre una excesiva demanda
energética y un escaso suministro. En axones normalmente mielinizados, los
canales de sodio (Na®) se concentran en los nodos de Ranvier, permitiendo la
conduccidon saltatoria del impulso nervioso. Cuando el Na' entra en el
axoplasma de los nodos, la bomba sodio-potasio ATPasa (Na’/K" ATPasa) lo
intercambia rapidamente por K* extracelular, consumiendo una gran cantidad
del ATP del SNC (Ames, 2000). Este intercambio i6nico completamente
dependiente del ATP disponible es necesario para mantener la polarizacién

axonal y la repetitiva transmisidon de potenciales de accién.

En los axones crénicamente desmielinizados, los canales de sodio se
redistribuyen a lo largo de los mismos para intentar reestablecer la transmisién
del impulso nervioso (Waxman, 2006). Esto implica un aumento considerable
del consumo de ATP por parte de la bomba Na*/K* ATPasa para extraer el Na*
durante la repolarizacion del axolema. Llega un momento en el que la
demanda energética excede la capacidad de las mitocondrias axonales para
producir ATP, impidiendo el correcto funcionamiento de la bomba Na*/K*
ATPasa. Esto provoca el incremento de la concentracién intra-axonal de Na“,
que a su vez revierte el funcionamiento del intercambiador de Na*/Ca®" (que

actla sin consumir ATP) que comienza a extraer el exceso de Na* intra-axonal

por Ca’" extracelular (Stys et al., 1992; Li et al., 2000). De esta forma, el Ca** se
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acumula en el axoplasma y se inicia un ciclo vicioso de activacion de enzimas
degradativas, disfuncion mitocondrial, reducida producciéon de ATP,
paralizacion del transporte axonal y un aumento todavia mayor de la
concentracion de Ca®' intra-axonal, con una consecuente activacion de
calpainas que activan procesos de apoptosis, autofagia y probablemente de

dafio axonal.
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3. Funcion mitocondrial en el sistema nervioso central.

3.1. La importancia de las mitocondrias en el SNC.

La mitocondria es un orgdnulo citoplasmatico cuya principal funcién
consiste en llevar a cabo la respiracion aerobia y la sintesis de ATP. Estd
constituida por una doble membrana y dividida en dos compartimentos: la
matriz y el espacio intermembrana. La membrana mitocondrial externa
contiene porinas que permiten la libre difusion de moléculas de hasta 5000 Da,
y translocasas para el transporte de moléculas mayores. La membrana
mitocondrial interna se invagina en la matriz formando las crestas
mitocondriales. Contiene diversas proteinas incluyendo la cadena
transportadora de electrones, la ATP sintasa, translocasas y el poro de
permeabilidad transitora (PTP). Los electrones derivados de la oxidacién de
diversos sustratos son transportados a través de la cadena transportadora de
electrones (complejos | al IV, junto con la coenzima Q10 y el citocromo C), al
mismo tiempo que los protones son bombeados al espacio intermembrana a
través de los complejos |, Il y IV. Este proceso redox genera un potencial de
membrana que es utilizado por el complejo V o ATP sintasa para la sintesis de
ATP. Ambos procesos juntos, el transporte de electrones y la sintesis de ATP,

reciben el nombre de fosforilacion oxidativa (OXPHOS).

La fosforilacion oxidativa produce aproximadamente 15 veces mas ATP
desde la glucosa que la via glucolitica. Por tanto, las células con una gran
demanda metabdlica como el tejido muscular, el higado o el cerebro, son
particularmente dependientes de la funcidon mitocondrial. El cerebro humano
consume en reposo un 20% de la energia metabdlica corporal, constituyendo
tan sélo un 2% de la masa corporal total (Silver y Erecinska, 1998). Las
mitocondrias producen el 95% del ATP utilizado por el cerebro (Erecinska y

Silver, 1994). La generacion, procesamiento y transmision de los impulsos
25



nerviosos dependen de los gradientes iénicos de Na*, K* y Ca®" a través de la
membrana plasmatica. De hecho, entre un 50% y un 60% del ATP cerebral se
utiliza en mantener estos gradientes, especialmente a través de las bombas de
Na‘/K" (Erecinska y Silver, 1994). Dentro de las neuronas, las mitocondrias se
distribuyen a las regiones con una alta demanda energética como las sinapsis o
los nodos de Ranvier (Berthold et al., 1993; Rowland et al., 2000; Bristow et al.,
2002).

Las mitocondrias son cruciales para la supervivencia de las células, no
solo por ser las principales generadoras de energia celular, sino también
porque intervienen en la homeostasis idnica celular y en la regulacion de la
apoptosis. Juegan un importante papel en la regulacidon de la homeostasis del
calcio intracelular (Werth y Thayer, 1994; Jouaville et al., 1995; Budd y Nicholls,
1996; Babcock et al., 1997). El calcio regula quinasas, fosfatasas, factores de
transcripcion, canales idnicos y sirve como mensajero intracelular para
excitabilidad, exocitosis, trafico de vesiculas, proliferacidn celular, metabolismo
y apoptosis (Carafoli et al., 2001). Ademas, deshidrogenasas sensibles al Ca®*
pueden regular la fosforilacién oxidativa y la sintesis de ATP en momentos de
alta demanda energética (McCormack y Denton, 1980). Las mitocondrias
regulan la concentracién del calcio intracelular en asociacién con el reticulo
endoplasmatico y la membrana plasmatica (Saris y Carafoli, 2005). A partir de
una concentracién intracelular de calcio entre 400-500 nM, las mitocondrias
son capaces de almacenarlo de forma electroquimicamente favorable, gracias a
su potencial de membrana negativamente cargado y unas bajas
concentraciones de calcio en la matriz, introduciéndolo a través del
transportador de Ca®". Este almacenamiento es reversible, ya que el calcio

puede volver al citosol a través del intercambiador Na*/Ca®* mitocondrial
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(Crompton et al.,, 1978), prolongando la elevacion de la concentracion

intracelular de calcio.

3.2. El ciclo vital de las mitocondrias neuronales.

Las mitocondrias neuronales tienen un tiempo de vida limitado (unos
24-30 dias en ratas) pero su numero y funcion se preservan a lo largo de la vida
de una neurona sana (Chang y Reynolds, 2006). Esto implica varios procesos: la
destruccién de mitocondrias dafiadas no funcionales (mitofagia), la generacién
de nuevas mitocondrias (biogénesis) y procesos de fusion-fision entre las
mitocondrias ya existentes (dindmica mitocondrial). La coordinacion entre
todos estos procesos recibe el nombre de “control de calidad mitocondrial”

(Fischer et al., 2012).

Las mitocondrias dafiadas, no funcionales y productoras de especies
reactivas de oxigeno (ROS), son eliminadas mediante un tipo selectivo de
autofagia denominado mitofagia. Consiste en la envoltura de la mitocondria
dafiada mediante un autofagosoma que posteriormente se fusiona a un
lisosoma para la degradacién proteolitica de la mitocondria. Normalmente los
lisosomas se encuentran en el soma neuronal, por lo que la mitofagia requiere
transporte retréogrado de las mitocondrias dafiadas hacia el soma (Miller y
Sheetz, 2004). Las principales proteinas implicadas en el proceso son PINK1
(una serin/treonin quinasa) y Parkin (E3 ubiquitin ligasa) (Narendra et al.,
2008). En mitocondrias sanas, PINK1 se transporta preferentemente hacia la
membrana interna mitocondrial donde es secuestrada por PARL, vy
posteriormente degradada. Cuando una mitocondria estd dafiada, se disipa su
potencial de membrana, lo que provoca que PINK1 se acumule en la membrana

mitocondrial externa impidiendo su degradacion a través de PARL (Jin et al.,
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2010) y reclutando a Parkin hacia la mitocondria (Vives-Bauza et al., 2010).
Parkin poli-ubiquitina proteinas de la membrana mitocondrial externa como las
mitofusinas 1y 2 (Mfnl y Mfn2) (Gegg et al., 2010) que posteriormente son
degradadas por la ATPasa p97 y el proteasoma (Tanaka et al., 2010). La
inhibicidn del proceso de fision mitocondrial mediado por Drpl paraliza la
mitofagia (Tanaka et al., 2010), demostrando que los procesos implicados en la
dinamica mitocondrial (fusidn y fisidon) estan intimamente relacionados con la

mitofagia.

La biogénesis de nuevas mitocondrias tiene lugar en el soma neuronal,
cerca de la maquinaria de transcripcion y traduccion del ADN nuclear (Davis y
Clayton, 1996), por lo que la maquinaria de transporte axonal anterdgrado esta
involucrada en la correcta localizaciéon de las nuevas mitocondrias tras su
formacién. Uno de los principales reguladores de la biogénesis mitocondrial es
el factor de transcripcion PGCla (Austin y St-Pierre, 2012), ademas de regular
también otros procesos metabdlicos como la gluconeogénesis (Handschin y
Spiegelman, 2006) y regular la expresion de numerosas enzimas

neutralizadoras de especies reactivas de oxigeno (Austin y St-Pierre, 2012).

3.3. Dinamica mitocondrial: procesos de fusion y fision.

Los procesos de fusién y fisidn mitocondrial controlan la longitud,
tamafio, forma y numero de las mitocondrias, y también el correcto
funcionamiento de las mismas. Normalmente, existe un balance entre ambos

procesos que esta regulado por diversas proteinas.

La fusion mitocondrial depende fundamentalmente de tres proteinas.

Dos de ellas son las mitofusinas 1y 2 (Mfnl y Mfn2), GTPasas localizadas en la
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membrana externa mitocondrial (Chen et al., 2003). La delecién de una o
ambas provoca la fragmentacion de las mitocondrias celulares (Koshiba et al.,
2004). Las mitofusinas forman complejos homo-oligoméricos o hetero-
oligoméricos en trans entre mitocondrias adyacentes para fusionarlas. La
tercera proteina requerida para la fusién es OPA1 (Cipolat et al., 2004). Se
localiza en el espacio intermembrana, anclada a la membrana mitocondrial
interna y es esencial para la organizacion y la fusién de las membranas internas

(Olichon et al., 2002; Satoh et al., 2003).

La proteina OPA1 tiene otra funcién importante, regular la estructura
de las crestas mitocondriales. Se pueden distinguir tres zonas dentro de la
membrana mitocondrial interna (figura 3c): la membrana de las crestas (CM), la
membrana proxima a la membrana mitocondrial externa (IBM) y la zona de
unién entre las dos (CJ). Esta distincion no sélo es morfoldgica, sino también
funcional (Vogel et al., 2006). Las zonas de la membrana interna que estan mas
proximas a la membrana externa (IBM) contienen proteinas traslocadoras,
como el complejo TIM23, para el transporte de otras proteinas. Las zonas de
union (CJ) son como cuellos estrechos, y estan implicados en la liberacion de
determinadas proteinas del espacio intermembrana (IMS) durante la apoptosis,
como el citocromo C (Scorrano et al., 2002). Y la membrana de las crestas (CM)
contiene todos los complejos mitocondriales implicados en la fosforilacién

oxidativa.

La estructura de las membranas mitocondriales esta ligada al estado
metabdlico de la mitocondria (figura 3c). Mitocondrias purificadas colocadas en
condiciones de baja concentracion de ADP, tienen respiracion limitada y una
morfologia “ortodoxa” caracterizada por crestas estrechas y pequefias, y pocas
uniones por cada compartimento de crestas. Cuando esas mismas mitocondrias

se colocan en condiciones de alta concentracion de ADP vy sustratos, tienen alta
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actividad respiratoria y una morfologia “condensada” caracterizada por crestas
mas largas y muchas uniones por cada compartimento de crestas (Mannella,
2006). Por tanto, la morfologia de la membrana mitocondrial interna y de las
crestas mitocondriales estd intimamente relacionada con el estado

bioenergético y respiratorio de la mitocondria.

Figura 3. Figura extraida del articulo Detmer y Chan, 2007. Muestra distintos
procesos de la dindmica mitocondrial. a) Procesos de fusidn u fisién
mitocondrial. b) Transporte mitocondrial. ¢) Dindmica de la membrana
mitocondrial interna.
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La fisidn mitocondrial requiere el reclutamiento de la proteina citosdlica
DRP1, que se ancla sobre la mitocondria formando anillos y espirales que la
rodean y se estrechan. El reclutamiento de DRP1 a los sitios de fisidn requiere
la accion de las proteinas adaptadoras FIS1 y MFF. Ambas proteinas se
encuentran en la membrana mitocondrial externa formando distintos
complejos: MFF recluta DRP1 a la mitocondria, mientras que FIS1 modula el
ensamblaje del aparato de fisidon (Otera et al., 2010). Diversas modificaciones
postraduccionales (ubiquitinacién, sumoilacion y fosforilacion) regulan la

funcién de DRP1 y por tanto la fisidn mitocondrial.

El balance entre fusidén y fision mitocondrial contribuye al control de
calidad mitocondrial mencionado en el apartado anterior y tiene importantes
consecuencias morfoldgicas y funcionales (Detmer y Chan, 2007). En primer
lugar, los procesos de la dinamica mitocondrial controlan la forma, el tamafio,
la longitud y el nimero de mitocondrias. En segundo lugar, estos procesos
permiten el intercambio de componentes mitocondriales como complejos de la
cadena respiratoria o ADN mitocondrial entre mitocondrias sanas y danadas, lo
gue mantiene una poblacién funcional de mitocondrias en la célula. En tercer
lugar, la forma de las mitocondrias afecta a la posibilidad de transportarlas a
localizaciones subcelulares especificas, siendo este punto especialmente
importante en las neuronas ya que las mitocondrias deben ser transportadas a
través de largas distancias. Y por ultimo, la fision mitocondrial facilita la
apoptosis, ya que regula la liberacién al citosol de determinadas proteinas del

espacio intermembrana (Youle y Karbowski, 2005).
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3.4. Transporte axonal de mitocondrias.

Las mitocondrias neuronales son transportadas desde el soma neuronal
a lo largo de los microtubulos mediante proteinas motoras hacia zonas de alta
demanda energética o con necesidades de regulacién de calcio como los nodos
de Ranvier, ramas axonales, conos de crecimiento activos y las sinapsis (Morris
y Hollenbeck, 1993; Mutsaers y Carroll, 1998; Ruthel y Hollenbeck, 2003; Zhang
et al.,, 2010). Normalmente, las proteinas motoras kinesinas se encargan del
transporte anterégrado de las mitocondrias y las dineinas se encargan del
transporte retrégrado. Sin embargo, las mitocondrias de forma individual, no
suelen moverse en una Unica direccion a lo largo de los axones. Suelen hacer
paradas de mayor o menor duracidn y cambios de sentido. Esto indica que toda
la maquinaria de transporte (kinesinas, dineinas y la maquinaria de anclaje) se
encuentra unida a cada mitocondria. Ademas de las proteinas motoras,
también intervienen en el transporte axonal mitocondrial el citoesqueleto

axonal y proteinas adaptadoras.

3.4.1. Citoesqueleto axonal.

Dos componentes del citoesqueleto neuronal entran en juego dentro
del transporte mitocondrial: los microtubulos y los filamentos de actina. Cada
uno de ellos se encarga de un tipo de transporte diferente, sobre los
microtubulos se produce el transporte a largas distancias de los axones y sobre
los filamentos de actina el transporte de corta distancia de los terminales
sinapticos, espinas dendriticas y conos de crecimiento. Las proteinas motoras
encargadas del transporte sobre los filamentos de actina son las miosinas
(Langford, 2002), pero nos centraremos en describir la maquinaria encargada

del transporte axonal.
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Los microtubulos axonales estdn organizados polarmente, los
terminales positivos estan dirigidos hacia la parte distal de los axones y los
terminales negativos estdn dirigidos hacia el soma neuronal. Esta organizacion
resulta critica para el transporte dirigido de las mitocondrias, ya que las
proteinas motoras kinesinas se dirigen hacia los terminales positivos
(transporte anterdgrado), mientras que las proteinas motoras dineinas se

dirigen hacia los terminales negativos (transporte retrégrado) (figura 4).

Figura 4. Transporte mitocondrial en neuronas. Figura extraida del articulo
Sheng vy Cail, 2012. a) Distintos dominios funcionales y estructurales de la
neurona. b) Movimiento mitocondrial axonal y acumulacién en un nodo de
Ranvier.
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3.4.2. Proteinas motoras.

Las proteinas motoras encargadas del transporte mitocondrial axonal
anterogrado son las kinesinas ATP-dependientes. Desde que la kinesina-1 (KIF5)
fue descubierta, se han identificado al menos 45 genes humanos y murinos que
codifican kinesinas (Hirokawa y Takemura, 2004). Los mamiferos poseen dos
KIF5 especificas de las neuronas, KIF5A y KIF5C (Kanai et al., 2000). El terminal
amino de cada KIF5 contiene un dominio de unién a la proteina motora,
mientras que el terminal carboxilo se une a las proteinas adaptadoras que

cargan las mitocondrias a la proteina motora (Glater et al., 2006).

Las dineinas son las proteinas transportadoras encargadas del
transporte mitocondrial axonal retrogrado (Pilling et al., 2006). La
heterogeneidad en la familia de las dineinas es menor que la de la familia de las
kinesinas, por lo que las proteinas adaptadoras juegan un papel esencial en la

especificidad de la carga a transportar.

Kinesinas y dineinas se coordinan durante los complicados patrones de
transporte de cada mitocondria. Se ha observado que las proteinas
adaptadoras como dMiro en Drosophila, son fundamentales en la regulacién de
transporte anterdgrado-retrégrado de las mitocondrias axonales (Russo et al.,

2009).

3.4.3. Proteinas adaptadoras.

Existen multiples proteinas que sirven de adaptadoras entre las
proteinas motoras y la carga, en este caso, las mitocondrias. El complejo mas
estudiado, sin duda, es el formado por dMiro y Milton en Drosophila para el
acoplamiento a KIF5. dMiro es una proteina de la membrana mitocondrial

externa que interacciona directamente con la proteina adaptadora Milton, la
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cual a su vez posee dos dominios de unién a Ca®*, que permiten la regulacién
del transporte mitocondrial en respuesta a los niveles de calcio intracelular
(Fransson et al., 2003). Los homdlogos en mamiferos son Mirol y Miro2 para
dMiro, que forman complejos con los homdlogos de Milton, TRAK1 y TRAK2

(Fransson et al., 2003).

Se han identificado otras proteinas que también funcionan como
adaptadoras en el transporte mitocondrial axonal. Una de ellas, la sintabulina,
conecta KIF5 con vesiculas que contienen sintaxina y poseen un dominio
transmembrana carboxi-terminal que se une a las mitocondrias (Cai et al.,
2005). Otra de ellas es FEZ1, necesaria para el transporte mitocondrial axonal

anterégrado en neuronas del hipocampo (lkuta et al., 2007).
3.4.4. Proteinas de anclaje.

Las proteinas de anclaje permiten la correcta distribucion de las
mitocondrias axonales en respuesta a las necesidades energéticas. La proteina
especifica que se encarga de esta funcidn en las neuronas es la sintafilina. Su
extremo carboxilo se une especificamente a las mitocondrias axonales,

anclandolas a los microtubulos y evitando su movimiento (Kang et al., 2008).
3.4.5. Regulacidn del transporte mitocondrial axonal.

El ratio entre la poblacién de mitocondrias moéviles y la poblacion de
mitocondrias estacionarias es dindamico y responde fundamentalmente a dos
estimulos: la disponibilidad de ATP y los niveles de calcio intracelular. Una
disminucion local de ATP por la aplicacion de glutamato reduce la velocidad
media de transporte mitocondrial (Mironov 2007), mientras que, una elevacion
de los niveles de ADP por un alto consumo de ATP recluta mitocondrias hacia

las sinapsis (Mironov 2009). Por otro lado, el grado de reduccion del transporte
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mitocondrial se correlaciona con la duracidon de una concentracion elevada de

calcio intracelular (Mironov 2006).

El mecanismo de regulacion del transporte mitocondrial axonal a través
de los niveles de calcio intracelular se ha elucidado gracias al estudio del
complejo formado por KIF5-Milton-Miro (Wang y Schwarz, 2009; Macaskill et
al., 2009). Se han propuesto dos modelos diferentes, pero en ambos Miro
actia como un sensor del calcio intracelular que paraliza el movimiento
mitocondrial. El primer modelo propone que en ausencia de calcio, el extremo
C-terminal de KIF5 se une a la mitocondria via Milton-Miro y su extremo N-
terminal se une a los microtubulos. Sin embargo, cuando los niveles de calcio
aumentan, éste se une a Miro provocando un cambio conformacional en KIF5
cuyo extremo N-terminal pasa a unirse a Miro (Wang y Schwarz, 2009). El
segundo modelo propone que cuando los niveles de calcio aumentan y se
ocupan los dominios de unién a calcio de Miro, se suelta la unién del extremo
C-terminal de KIF5 al complejo formado por Milton-Miro y la mitocondria

(Macaskill et al., 2009).
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4. Implicaciones mitocondriales en la degeneraciéon axonal en la esclerosis

multiple.

En este capitulo se revisa cual es la implicacién concreta de las
mitocondrias axonales en los mecanismos de degeneracidn axonal de la
esclerosis multiple. Ya que en el capitulo 2 se ha hecho una distincion entre los
mecanismos que dirigen el dafo axonal agudo en las primeras etapas
inflamatorias de la enfermedad, y los mecanismos que subyacen a la
degeneracion de los axones créonicamente desmielinizados en ausencia de
inflamacién en etapas mas tardias de la enfermedad; dicha distincién se

mantendra a lo largo del presente capitulo.

4.1. Implicaciones mitocondriales durante el dafio axonal agudo.

Como ya se ha dicho anteriormente, en las lesiones desmielinizadas
inflamatorias de la sustancia blanca en fases agudas de la enfermedad, el
alcance de la degeneracidn axonal se correlaciona con la severidad de la
inflamacién (Trapp et al.,, 1998). En un subtipo de lesiones agudas,
denominadas lesiones de patrén Il o lesiones similares a hipoxia, se han
observado defectos funcionales de la cadena respiratoria mitocondrial,
concretamente del complejo IV, en axones, oligodendrocitos y astrocitos
(Mahad et al., 2008). En otro estudio en el que utilizaban el modelo animal de
EM mas utilizado, la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), se
detectd dafio mitocondrial agudo dentro de axones que posteriormente sufrian
degeneracion focal, como paso patolégico previo a los cambios morfoldgicos
axonales (Nikic et al., 2010). Las especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno
(ROS y RNS), generadas por microglia y macréfagos activados son los culpables

mas probables de este dafio axonal. De hecho, la eliminacion de ROS revertia la
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patologia mitocondrial y rescataba a los axones de la degeneracidon en el
modelo de EAE (Nikic et al., 2010). En un tercer estudio, observaron la nitracién
de proteinas mitocondriales en axones todavia sanos de ratones con EAE,

incluso antes de la infiltracion de leucocitos (Qi et al., 2006).

Durante un ataque inflamatorio agudo, las células T activadas inician
una respuesta inflamatoria caracterizada por la produccién de citoquinas
proinflamatorias como TNF-a e IFN-y. Estas citoquinas estimulan la expresidn
de iNOS en microglia y macréfagos, produciéndose gran cantidad de NO
(Bogdan, 2001). El complejo IV de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial (o citocromo C oxidasa) posee un sitio de unién de O, (el aceptor
final de la cadena) y cataliza la oxidacién del citocromo C acoplada a la
reduccion del O, a H,0. Cuando el NO estd muy elevado, compite con el O, por
su posicién de unidn en la citocromo C oxidasa, impidiendo la unién del mismo
y bloqueando el flujo normal de electrones y la respiracién mitocondrial
(Cleeter et al., 1994). En consecuencia, se paraliza el bombeo de protones al

espacio intermembrana dificultando la sintesis de ATP.

Al mismo tiempo, la interrupcién de la cadena transportadora de
electrones provocada por la unién del NO al complejo IV incrementa la salida
de electrones del sistema, aumentando los niveles de superdxido, una especie
reactiva de oxigeno (Beckman y Koppenol, 1996). Normalmente, los niveles de
superoéxido estan regulados por sistemas antioxidantes, que lo convierten en
peroxido de hidrégeno y posteriormente éste en agua y oxigeno. El superdxido
gue escapa de esta regulacidn causa estrés oxidativo y puede combinarse con
el NO para formar un especie mas toxica, el peroxinitrito, capaz de reaccionar e
inactivar lipidos, proteinas, ADN y carbohidratos (Beckman y Koppenol, 1996).
Ademas, el peroxinitrito tiene un efecto directo en las mitocondrias

provocando la peroxidacion de sus lipidos de membrana, danando los
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complejos de la cadena transportadora de electrones y el ADN mitocondrial y
provocando la apertura del poro de permeabilidad transitoria (PTP),
liberandose citocromo C de la mitocondria, sefial iniciadora de la cascada

apoptatica.

Por ultimo, los bajos niveles de ATP inhiben el transporte axonal,
incluyendo el transporte de mitocondrias (Rintoul et al., 2006). A su vez, la
inflamacidén a través de moléculas como TNF-a y el estrés oxidativo a través del
NO inhiben el transporte de mitocondrias y vesiculas sindpticas mediante la

activacion de la c-Jun N-terminal kinasa (JNK) (Stagi et al., 2006).

Por tanto, durante la inflamacién aguda en las placas se producen un
conjunto de mecanismos que pueden producir alteracién de la funcidn y
biologia mitocondrial, déficit energético y dafio estructural y funcional de
macromoléculas por el estrés oxidativo que pueden conducir al dafio axonal
agudo. En toda esta cascada, la mitocondria estd en el centro. Por dicho
motivo, conocer cdmo las mitocondrias axonales se ven afectadas por la
inflamacién aguda permitird conocer mejor los mecanismos implicados en la
transeccion axonal aguda e identificar dianas terapéuticas para reducir el dafio

axonal durante los brotes de EM (neuroproteccion).

4.2. Implicaciones mitocondriales durante la degeneracion de axones

cronicamente desmielinizados.

Muchos axones sobreviven a la desmielinizacion durante el ataque
inflamatorio y se convierten en axones cronicamente desmielinizados. Ciertas
observaciones indican que las mitocondrias axonales desarrollan mecanismos

compensatorios a la falta prolongada de mielina. En axones desmielinizados de

39



lesiones cronicas inactivas de pacientes de EM se observé un aumento de la
actividad del complejo IV mitocondrial y un aumento de la proteina de anclaje
sintafilina (Mahad et al., 2009). En otro estudio en el que utilizaban un modelo
in vitro de desmielinizacién (co-cultivos de neuronas de la raiz del ganglio
dorsal y células de Schwann tratados con lisolecitina) observaron que la
desmielinizacion provocaba un aumento de la velocidad de las mitocondrias
moviles, tanto anterdgradas como retrégradas (Kiryu-Seo et al., 2010). En
axones desmielinizados de lesiones cronicas, se observd un incremento del

contenido mitocondrial axonal (Zambonin et al., 2011).

Sin embargo, los axones de las lesiones crénicas de pacientes con EM
van degenerando progresivamente. Como se menciond en el apartado 2.2, en
ausencia de mielina, se produce una redistribucién de los canales de Na* para
mantener la transmisién del impulso nervioso lo que incrementa mucho la
demanda energética, credndose una situacién de “hipoxia virtual” (Trapp y
Stys, 2009). En un momento determinado, la demanda excede la capacidad de
las mitocondrias axonales para producir ATP, lo cual acaba provocando un
aumento de la concentraciéon de Ca?* intra-axonal (explicado en el apartado
2.2.2.). Cuando la concentracion de Ca®* aumenta, las mitocondrias bombean
parte de este calcio al interior de su matriz (Gunter y Sheu, 2009), y los
prolongados niveles elevados de calcio intra-mitocondrial acaban provocando
la apertura del poro PTP, la ruptura de la membrana externa mitocondrial y la

salida de citocromo C al citosol desencadenando la cascada apoptética.

é¢Pero qué ocurre exactamente para que las mitocondrias axonales se
vean sobrepasadas por la demanda energética axonal? Los axones acaban
siendo incapaces de mantener la respuesta mitocondrial a la desmielinizacién
como resultado de la incapacidad del soma neuronal para suministrar

mitocondrias sanas. Un analisis postmortem por microarray de cértex motor
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no-mielinizado procedente de pacientes con EM, revelé una disminucién de la
expresion de 26 subunidades de la cadena respiratoria mitocondrial codificadas
en el nucleo (Dutta et al., 2006), que coincidia con una reduccién de la
actividad de los complejos |, lll y IV. Las neuronas con respiracion deficiente se
encontraban en lesiones corticales y en sustancia gris de apariencia normal, y
presentaban niveles elevados de deleciones en el ADN mitocondrial (lo cual
también contribuye a la reducida actividad de los complejos mitocondriales ya

gue varias subunidades estan codificadas en el ADN mitocondrial).

La expresion de los genes que codifican la cadena respitaroria
mitocondrial esta regulada por varios factores de transcripcion. Entre todos
ellos, uno de los mas importantes es PGCla (Scarpulla, 2008). En sustancia gris
de apariencia normal de pacientes con EMSP se observd un descenso
significativo de PGC1la, que se correlacionaba con la densidad neuronal local y
resultaba en una expresion reducida de antioxidantes mitocondriales (Witte et
al., 2013). Por tanto, la expresién reducida de PGCla en neuronas induce
disfuncion mitocondrial por el descenso de la expresion de proteinas
mitocondriales clave y aumenta la susceptibilidad mitocondrial al dafio

oxidativo.

Si a la incapacidad del soma neuronal para suministrar mitocondrias
sanas al axén, le sumamos el dafio sostenido durante el tiempo que sufren las
mitocondrias axonales durante los ataques inflamatorios agudos a la sustancia
blanca, el resultado final es que las mitocondrias axonales son incapaces de
producir el ATP necesario para mantener la integridad y funcionalidad de los

axones cronicamente desmielinizados.

Por tanto, en la fase progresiva de la EM se postula que los axones

cronicamente desmielinizados sufren el fallo de la funcion mitocondrial y por
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tanto déficit energético y mayor estrés oxidativo que podria conducir al dano
axonal progresivo. De forma similar a la transeccién axonal aguda, conocer
estos mecanismos permitiria identificar dianas terapéuticas para la EM

progresiva.
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5. Implicaciones mitocondriales en otras enfermedades

neurodegenerativas.

Muchas enfermedades neurodegenerativas comparten ciertas
caracteristicas y mecanismos degenerativos como el estrés oxidativo o la
activacion microglial. Numerosos estudios apuntan a que un punto
convergente en todas ellas puede ser la disfuncion mitocondrial que produce

dafio axonal.

5.1. Mitocondrias y la enfermedad de Parkinson (EP).

Diversas observaciones sugieren que la disfuncion mitocondrial esta
implicada en la degeneracién de las neuronas dopaminérgicas y en la
patogénesis de la EP. La substantia nigra de pacientes con EP muestra actividad
reducida del complejo | mitocondrial, e inhibidores de este complejo como la
rotenona, el MPTP o ciertos pesticidas causan cambios neuroldgicos similares a
los de la EP (Schapira, 2008). Mutaciones puntuales y deleciones se acumulan
en el ADN mitocondrial de neuronas en pacientes con EP (Kraytsberg et al.,
2006) y numerosos polimorfismos y haplotipos del ADN mitocondrial estan

asociados con el riesgo de padecer EP (Pyle et al., 2005).

Estudios recientes revelan que la proteina a-sinucleina contiene una
secuencia de union a las mitocondrias, asocidandose a su membrana interna e
interfiriendo en la funcion del complejo | mitocondrial (Chinta et al., 2012). En
ratones transgénicos la sobreexpresion de a-sinucleina impide una correcta
funcién mitocondrial, aumenta el estrés oxidativo y aumenta la patologia de la

substantia nigra inducida por MPTP (Song et al., 2004).
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Por otro lado, muchos genes asociados con formas hereditarias de la
enfermedad codifican proteinas relacionadas con la funcion mitocondrial. Una
de ellas es la proteina Parkin, asociada a la membrana mitocondrial externa e
implicada en la prevencion de la muerte celular por liberacién de citocromo Cy
activacion de caspasas y en la mitofagia de mitocondrias dafiadas. La
deficiencia de Parkin causa estrés oxidativo y dafio mitocondrial, como se
demostrd en leucocitos de pacientes con mutaciones en Parkin que mostraban
déficit de la actividad del complejo | (Miftioglu et al., 2004). Otra de estas
proteinas es PINK1, una kinasa mitocondrial también implicada en la mitofagia
y el control de la muerte celular. Deficiencias en PINK1 causan un descenso de
la actividad del complejo | y alteran la funcion sindptica de neuronas en
Drosophila (Morais et al., 2009). PINK1 y Parkin actuan sobre las mismas
funciones mitocondriales, probablemente regulando el balance entre fusién y

fision mitocondrial (Deng et al., 2008).

5.2. Mitocondrias y la enfermedad de Alzheimer (EA).

Numerosas evidencias sugieren que la disfuncién mitocondrial ligada al
estrés oxidativo tiene un papel importante en la patogénesis de la EA. En
cerebros de pacientes con EA y modelos de ratones transgénicos, la proteina B-
amieloide (BA) interacciona con una proteina alcohol deshidrogenasa de la
matriz mitocondrial (ABAD), causando dafio oxidativo de las mitocondrias e
inhibicion de la actividad de la cadena respiratoria (Manczak et al., 2006). La
proteina PBA también interacciona con HtrA2/omi, una serin-proteasa
proapoptética liberada al citoplasma por las mitocondrias durante estimulacion
apoptotica (Lindholm et al., 2004) y reduce la actividad de la citocromo C

oxidasa en el cerebro y otros tejidos de pacientes (Casley et al., 2002). La
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reduccion de la energia celular debida a la inhibicién de los complejos | y IV
promueve la fosforilacion de Tau, sugiriendo que el dafio mitocondrial puede

estar implicado en la formacion de ovillos neurofibrilares (Melov et al., 2007).

Por otro lado, también se ha sugerido que BA puede modular proteinas
implicadas en los procesos de fusién y fision mitocondrial. En hipocampo de
pacientes con EA se han observado niveles reducidos de Drpl, OPA1, Mfnl,
Mfn2 y niveles elevados de FIS1, sugiriendo una alteracion de la dinamica
mitocondrial en favor de la fision. Ademas, en neuronas de hipocampo que
sobreexpresan APP, las mitocondrias se acumulan en el area perinuclear,
sugiriendo que BA puede impedir el transporte mitocondrial contribuyendo a la

disfuncidén sindptica (Wang et al., 2009).

5.3. Mitocondrias y la enfermedad de Huntington (EH).

La enfermedad de Huntington es una enfermedad autosdomica
dominante causada por la expansién de la repeticion del trinucleétido CAG en
el gen de la huntingtina (HTT). Repeticiones mayores de 40 estan asociadas con
el comienzo de la enfermedad. La HTT mutante puede causar disfuncion
mitocondrial por una interaccidon directa con el orgdnulo, modulando su
respiracion, su potencial de membrana y su capacidad de almacenar calcio
(Bossy-Wetzel et al., 2008). La actividad respiratoria de la cadena mitocondrial,
concretamente la del complejo Il, esta reducida en cerebros con EH (Kwong et
al., 2006). El inhibidor del complejo II, acido 3-nitropropidnico, induce
degeneracion estriatal y desérdenes del movimiento parecidos a los de la
enfermedad de Huntington en roedores y primates (Bossy-Wetzel et al., 2008),
mientras que la sobreexpresion de subunidades del complejo Il restaura la

actividad del complejo y reduce la muerte celular en neuronas estriatales que
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expresan la HTT mutante (Reddy et al., 2009). La HTT se asocia con la
membrana mitocondrial externa y la HTT mutante incrementa la sensibilidad
mitocondrial a la permeabilizacion mediada por calcio y la liberacién de

citocromo C (Lin y Beal, 2006).

Estudios recientes sugieren que alteraciones en la dindamica
mitocondrial pueden estar implicadas en la patogénesis de la EH. La HTT regula
los complejos de la fusién y fision mitocondrial y la HTT mutante puede alterar
el ensamblaje y la funcion de estos complejos, lo que causaria un fallo

energético y la posterior muerte celular (Bossy-Wetzel et al., 2008).

5.4. Mitocondrias en la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA).

Aproximadamente un 10% de los casos de ELA tipo 1 son hereditarios y
alrededor del 20% de las formas mendelianas estan causadas por mutaciones
en el gen de la superdxido dismutasa tipo 1 (SOD1) (Rosen et al., 1993).
Muestras postmortem y procedentes de biopsias de pacientes con ELA
muestran disminucion de la actividad de los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial; y la sobreexpresion de SOD1 mutante en ratones
transgénicos causa disfuncion de la cadena mitocondrial, una capacidad
disminuida de almacenamiento de calcio por parte de las mitocondrias y una
produccién aberrante de ROS (Lin y Beal, 2006). Varios estudios han
demostrado que SOD1 y su forma mutante se localizan en mitocondrias en los
tejidos afectados (Vijayvergiya et al., 2005). Agregados de SOD1 en la
membrana mitocondrial externa bloguean la importaciéon de proteinas vy
promueven la produccion aberrante de ROS con el consecuente dafio oxidativo
a las proteinas y los lipidos mitocondriales (Mattiazzi et al., 2002). Estos

agregados pueden contribuir a la muerte celular por apoptosis mediante la
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liberacion de citocromo C (Takeuchi et al., 2002) y el secuestro de la proteina

anti-apoptatica Bcl-2 (Pasinelli et al., 2004).
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IV. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipotesis

La Esclerosis Multiple afecta preferentemente a la conectividad cerebral
lesionando los axones de forma irreversible, siendo esta lesidon la principal
causa de la discapacidad permanente de los pacientes. El dafo axonal se
produce de forma aguda debido a la cascada inflamatoria y de forma crdnica
(degenerativa) debido a la falta de soporte tréfico de la mielina, un
microambiente alterado (glidtico) y persistencia de inflamaciéon crénica
(activacién microglial). Los axones son danados en la fase aguda por el estrés
oxidativo y energético y mecanismos de citotoxicidad, produciéndose un fallo
del transporte axonal y un fallo de la funcidn mitocondrial. Todos estos
procesos culminan en el déficit energético, que pone en marcha mecanismos
activos de transeccidn axonal que llevan a la lesién axonal aguda. Los
mecanismos de dafio axonal crénico serian en parte similares a los agudos
(déficit energético) extendidos en el tiempo, junto con el fallo de soporte
tréfico de la mielina, la modificacion de la funcion y distribucién de los canales

idnicos y la consecuente alteracién del microambiente.

Identificar los mecanismos y la dinamica del dafio axonal agudo vy
cronico en la EM permitird identificar dianas terapéuticas para las que se
desarrollarian nuevas terapias neuroprotectoras que disminurian el dafio

axonal en la EM y por tanto las secuelas.

Objetivos
Objetivo general

El objetivo del proyecto es analizar distintos aspectos de la biologia

mitocondrial y de su funcidén respiratoria y energética relacionados con la
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degeneracion axonal en un entorno neuroinflamatorio. Para conseguirlo se ha
utilizado un modelo de neuroinflamacién in vitro consistente en cultivos
organotipicos de cerebelo de ratén estimulados con lipopolisacarido bacteriano
(LPS) y los cambios se han evaluado mediante técnicas de microscopia

avanzada y biologia molecular.

A lo largo del estudio de la biologia mitocondrial también se ha utilizado
un estimulo causante de estrés oxidativo, el perdoxido de hidrégeno (H,0,),
proceso que forma parte de la neuroinflamacién y afecta directamente a la

funcién de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial.
Objetivos especificos

1. Caracterizacion del dafio axonal en el modelo de neuroinflamacion in
vitro que se va a utilizar para el estudio de la biologia mitocondrial
(estado de la mielina, cuantificacion de citoquinas proinflamatorias y de
especies reactivas de oxigeno, y dafio axonal).

2. Andlisis de los cambios morfolégicos (forma, tamafio y numero de
crestas) de las mitocondrias axonales durante la neuroinflamacion y el
estrés oxidativo.

3. Estudio del transporte mitocondrial axonal durante la neuroinflamacién
y el estrés oxidativo.

4. Cuantificacion de la densidad mitocondrial intra-axonal en ambas
situaciones.

5. Andlisis de la funcidon respiratoria de los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial en presencia de inflamacién y estrés oxidativo.

6. Cuantificacion de los cambios en la produccién de ATP en el tejido en

respuesta a la neuroinflamacién y al estrés oxidativo.
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V. MATERIAL Y METODOS
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1. Preparacion de los cultivos organotipicos de cerebelo de raton.

Los cerebelos extraidos de ratones C57BL/6J (Harlan Laboratories o
Janvier Labs) de 7 dias de edad se cortaron siguiendo el plano sagital mediante
el cortador de tejido Mcllwain Tissue Chopper (Mickle Laboratory)
obteniéndose cortes de 300um. Estos cortes se colocaron sobre filtros de
0’4um (Cell Culture Inserts, Millipore) los cuales a su vez se introducen en
placas de 6 pocillos (Nunc) con 1ml de medio de cultivo (50% BME, 25% HBSS,
25% HS, 5 mg/ml glucosa, 0'25mM L-glutamina, 25 pg/ml penicilina-
estreptomicina, 1x antimicdtico). Los cultivos organotipicos se incubaron a
379C, 5% CO, y el medio se renové cada 2-3 dias a lo largo del procedimiento.
En todos los experimentos antes de comenzar los estudios, los cortes de
cerebelo se mantuvieron 7 dias en cultivo para reducir la activacion microglial y

permitir la mielinizacion de los axones.

Las estimulaciones se realizaron tras el periodo de estabilizacion
afiadiendo lipopolisacarido de E.Coli (LPS, Sigma-Aldrich) a una concentracién
final de 15 pg/ml o perdxido de hidrégeno (H,0,, Sigma-Aldrich) a una
concentracion final de 500 uM, durante 1, 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 horas. Todas
las muestras, incluyendo los controles negativos no estimulados, se recogieron
tras 11 dias in vitro (DIV), excepto en los experimentos en los que los estimulos

se mantuvieron sélo durante 24 horas que se recogieron tras 8 DIV.
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2. Inmunofluorescencias y microscopia confocal.

Tras las correspondientes estimulaciones, los cultivos se fijaron durante
40 minutos con 4% paraformaldehido en 0’1M PB, y se despegaron del filtro
con un pincel. Si no se continla de forma inmediata con Ia
inmunofluorescencia, las secciones pueden almacenarse en PBS 1x a -209C.
Para bloquear la unidn de sitios inespecificos los cortes se incubaron durante
1h a temperatura ambiente en una solucién de bloqueo que contiene 0'5%
Triton (Sigma-Aldrich) y 10% de suero (correspondiente a la especie en que se
haya obtenido el anticuerpo secundario que se vaya a utilizar) en PBS 1x. La
incubacidén con el anticuerpo primario adecuado diluido en solucién de bloqueo
(Tabla 1) se realizdé durante la noche a 42C. Al dia siguiente, se realizaron 3
lavados de 10 minutos con 0’1% Tritédn en PBS 1x y la incubacidon con el
anticuerpo secundario diluido en solucién de bloqueo (Tabla 1) durante 2h a
temperatura ambiente. Finalmente, tras 3 lavados con 0’1% Tritén en PBS 1x y
un lavado en PBS 1x (de 10 minutos cada uno), los cortes se montaron
utilizando Vectashield mounting medium con DAPI (Vector Laboratories). Las
imagenes fueron capturadas mediante un microscopio confocal invertido SP5
(Leica Microsystems). Para el analisis de las imagenes obtenidas se utilizé el

software libre Imagel.
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Tabla 1. Relacién de anticuerpos primarios y secundarios utilizados para las
inmunofluorescencias.

Anticuerpo

primario
Monoclonal rat
anti-MBP (AbD
serotec)

Monoclonal
rabbit anti-NF-L,
(Cell Signaling)

Polyclonal
rabbit anti-lbal
(Wako)

Purified mouse
anti-iNOS (BD
Bioscience)

Polyclonal
rabbit anti-NF-H
(Abcam)
Monoclonal
mouse anti-NF-
H non-
phosphorylated
(SMI32)
(Covance)

Dilucién
primario
1:200

1:200

1:400

1:200

1:200

1:200

Suero (solucion
de bloqueo)
Goat Serum
(Vector
Laboratories)

Goat Serum

Goat Serum

Goat Serum

Goat Serum

Goat Serum

Anticuerpo

secundario
Goat anti-rat
IgG Alexa Fluor
488 (Molecular
Probes)
Goat anti-
rabbit IgG Cy3-
linked (GE
Healthcare)
Goat anti-
rabbit IgG Cy3-
linked
Goat anti-
mouse IgG
Cy2-linked (GE
Healthcare)
Goat anti-
rabbit 1gG Cy3-
linked
Goat anti-
mouse IgG
Cy2-linked

Dilucion
secundario

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500
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3. Western Blots.

Se utilizaron dos protocolos distintos para la deteccién de cuatro
proteinas. El primer protocolo se utilizé para la deteccion de CNPase e iNOS y el
segundo para la deteccién de los complejos mitocondriales Il (SUO) y IV (COX
IV). En ambos casos, se colocaron cuatro cortes de cerebelo por cada pocillo y
tras las correspondientes estimulaciones se recogieron en 100ul de RIPA buffer
(Sigma) al que previamente se le afiadio un cocktail de inhibidores de proteasas
(Sigma). Posteriormente, las muestras se homogeneizaron mediante un
sonicador para Eppendorfs, se centrifugaron durante 5 minutos a 12000 rpm y
4°C, y se recolectaron los sobrenadantes. Para cuantificar la cantidad de

proteinas totales se utilizé el método de Bradford (Sigma) (Bradford, 1976).

Para la deteccidn de las proteinas CNPase e iNOS se cargaron 10 pg de
proteina total y se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
con SDS. Se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, la cual se bloqued
durante 1 hora a temperatura ambiente con TBS + 0,05% Tween + 3% BSA. Los
anticuerpos primarios se diluyeron en buffer de bloqueo: mouse anti-CNPasa
1:500 (Abcam), mouse anti-iNOS 1:200 (BD Bioscience); y se incubaron durante
la noche a 49C. Para la deteccidn final, se utilizd el anticuerpo HRP-conjugated
anti-mouse 1gG (Cell Signaling) a una dilucion 1:2000 en buffer de bloqueo
durante 1 hora a temperatura ambiente. El control de carga de las proteinas y

la normalizacion de los resultados se realizd mediante la tincion Ponceau S.

Para la deteccion de las proteinas SUO y COX IV se cargaron 40 ug de
proteina total en geles comerciales 4-12% Criterion XT Bis-Tris (Bio-Rad) y para
la electroforesis se utilizd el buffer MES (Bio-Rad) adecuado para la separacion
de proteinas de bajo peso molecular. La transferencia se realiz6 a membranas

de PVDF (GE Healthcare) previamente activadas con 100% metanol durante 1
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minuto. Las membranas se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente
con TBS + 0,05% Tween + 5% leche en polvo. Los anticuerpos primarios diluidos
en la solucion de bloqueo se incubaron durante la noche a 42C (mouse anti-
SUOQ, 1:1000, Molecular Probes; mouse anti-COX IV, 1:1000, Molecular Probes).
Al dia siguiente, tras varios lavados con TBS-Tween 0,05%, las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario HRP-conjugated anti-mouse IgG (GE
Healthcare) diluido en la solucién de bloqueo (1:10000) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Para el control de carga de las proteinas y la
normalizacion de los resultados, tras un paso de stripping y un nuevo bloqueo,
las membranas se incubaron con un anticuerpo HRP-conjugated anti-BActin
(Sigma) diluido en soluciéon de bloqueo 1:25000, durante 20 minutos a

temperatura ambiente.
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4. Medida de especies reactivas de oxigeno.

Una hora antes de finalizar las estimulaciones con LPS se afadié al
medio de cultivo el reactivo CM-H,DCFDA (Molecular Probes) a una
concentracion final 50uM (cada vial se reconstituyé con DMSO a una
concentracion stock 5mM). La incubacién de 1h se realizé a 372C, 5% CO,. Tras
un lavado con PBS 1x para retirar el exceso de reactivo no incorporado por las
células, los cortes se recogieron en una placa de 96 pocillos negra (Nunc)
cortando el filtro alrededor de los mismos con un bisturi y dicha placa se leyd
inmediatamente en el espectrofluorimetro (FLx800, BioTek Instruments)

(Aexcitacion = 485nm, Aemisidn = 528nm).
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5. Medida de citoquinas proinflamatorias.

Tras las correspondientes estimulaciones, durante distintos periodos de
tiempo, se recogié el medio de cultivo para cuantificar la cantidad de
citoquinas proinflamatorias secretadas (IL-1B, TNF-a, IL-6). Para ello, se
utilizaron kits comerciales de ELISA (eBioscience) y se siguieron los protocolos
establecidos por el fabricante. Finalmente, las placas se leyeron en el

espectrofotémetro (FLx800, BioTek Instruments) a 450nm.
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6. Ensayos de supervivencia celular (MTT).

Para comprobar la supervivencia de los cultivos organotipicos se utilizé
el reactivo bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio (MTT,
Sigma) que disuelto en agua da lugar a una disolucion amarillenta. Las
deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas convierten la solucién
amarillenta de MTT en un precipitado de color azul (MTT-formazan) que puede
cuantificarse por colorimetria mediante un espectrofotometro a una longitud

de onda de 570nm.

Al final de las correspondientes estimulaciones, se afiadié el MTT a una
concentracién final de 0,5 mg/ml y se incubaron los cultivos 3 horas a 372C.
Posteriormente, se recogio el tejido de cada pocillo en 200 ul de 0,1M HCl en 2-
Propanol y se incubaron 25 minutos a temperatura ambiente. La solucidn acida
disuelve el tejido y permite que el precipitado azul pase del tejido a la
disolucién. Tras una centrifugacion de 3 minutos a velocidad maxima, se
leyeron los sobrenadantes en una placa de 96 pocillos (Nunc) a 570nm. Como
control positivo de muerte celular se incubaron cultivos organotipicos de

cerebelo de ratén con sulfato de cobre (CuSO4) 150 uM durante 24 horas.
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7. Microscopia electronica de transmision para el estudio de la morfologia

mitocondrial.

Para estudiar la morfologia de las mitocondrias axonales, se fijaron y
trataron cultivos organotipicos para microscopia electrénica de transmision.
Los cortes se fijaron en 2% paraformaldehido y 2’5% glutaraldehido en PB 0’1M
durante 24h a 4°C. Tras un lavado de 12h con PB 0’1M (varios cambios de
buffer), se realizé una postfijaciéon con 2% tetroxido de osmio en PB 0'1M
durante 1h a 49C. Posteriormente, se procedid a la deshidratacién del tejido
mediante disoluciones de metanol de concentraciones crecientes y a su
inclusion en resina Epon mediante una técnica de inclusion plana para
conseguir cortes longitudinales de los axones, siguiendo el plano sagital de
corte del cultivo organotipico. Se seleccionaron Unicamente areas de sustancia
blanca para la ultramicrotomia (Figura 5). Finalmente, las secciones se
contrastaron mediante acetato de uranilo y citrato de plomo. Las muestras
fueron observadas mediante un microscopio electrénico de transmision Jeol
1010 e imagenes de mitocondrias axonales fueron adquiridas con una camara
Megaview lll incorporada al microscopio. Las imagenes obtenidas se analizaron

mediante el software libre Imagel.
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Figura 5. Imagen de un cultivo organotipico incluido en un bloque de resina y
de la zona de sustancia blanca seleccionada para la obtencién de cortes
ultrafinos.
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8. Obtencion de las particulas lentivirales.

Para estudiar la motilidad mitocondrial en los axones de los cultivos
organotipicos de cerebelo, se microinyectaron particulas lentivirales (que
contienen el gen MitoDsRed2) junto a los somas de las células de Purkinje.
Estos lentivirus Unicamente infectan neuronas (no células gliales) marcando

con fluorescencia las mitocondrias neuronales.

El plasmido utilizado fue proporcionado generosamente por el Dr. Bruce
D. Trapp, (Department of Neurosciences, Lerner Research Institute, Cleveland
Clinic). Consta de una secuencia que codifica el fluorocromo DsRed2 seguida de
una secuencia de unién a la subunidad VIl de la citocromo c oxidasa
mitocondrial (pDsRed2-Mito, Clontech) que fueron amplificadas por PCR vy
subclonadas en el vector plLentiV5/6 (Invitrogen) segun el protocolo indicado
por el fabricante. 2 ug de este vector fueron enviados por correo en un papel

de filtro.

Figura 6. Plasmidos integrantes del vector final utilizado para producir las
particulas lentivirales que se microinyectaron en los cultivos organotipicos de
cerebelo.
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Se diluyeron los 2 pg del plasmido en 500ul de TE buffer (10mM Tris,
1mM EDTA). Para aumentar la cantidad de plasmido, se trasformaron E. Coli
competentes DH5a (Invitrogen) junto con el plasmido control pUC19
(ampicilina resistente) para verificar la eficiencia de la transformacién, y se
sembraron en placas de LB agar con X-gal (50 pug/ml) y ampicilina (100 pg/ml).
Tras una incubacién durante la noche a 37°2C, la selecciéon de colonias
trasformadas se realizd gracias al sistema proporcionado por el gen que
codifica la enzima PB-galactosidasa, que en bacterias transformadas se ve
interrumpido, de forma que esas células no son capaces de procesar el X-gal, y
poseen una coloracién blanca. Las colonias no transformadas procesan el X-gal

y se tifien de azul.

Con las colonias seleccionadas, se realizd una validacion de clones
previa a la multiplicacién en grandes volimenes de las bacterias
transformadas. Para ello, se inocularon las colonias seleccionadas en 3 ml de LB
con ampicilina (100 pg/ml) y se cultivaron durante la noche a 379C. Al dia
siguiente, se recolectaron las bacterias mediante una centrifugaciéon de 15
minutos a 6000g y 49C, y se extrajo el ADN de los plasmidos mediante un kit
comercial (QIAGEN Plasmid Mini kit) siguiendo el protocolo establecido por el
fabricante. Se cuantificé la cantidad de ADN de cada muestra mediante un
NanoDrop (Thermo Scientific) y se realizé un andlisis de restriccion mediante la
enzima Not | (New England Biolabs) que producia un fragmento de ADN de
7753 pares de bases, lo cual se comprobd mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Con los ADN plasmidicos validados se volvieron a transformar E.
Coli competentes DH5a siguiendo el protocolo antes descrito. Las colonias
seleccionadas se inocularon en 25 ml de LB con ampicilina (100 pg/ml) y tras

cultivarlas durante la noche a 372C, al dia siguiente se extrajo el ADN de los
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plasmidos mediante el kit comercial QIAGEN Plasmid Midi kit. Para asegurar la

presencia del plasmido se volvid a realizar el analisis de restriccion.

Una vez obtenido el plasmido, se procedié a la produccién de las
particulas lentivirales completas mediante la transfeccién de la linea celular
293FT (Invitrogen) siguiendo el protocolo de expresion lentiviral ViraPower de
Invitrogen. Se realizaron 3 pases de las células 293FT tras su descongelacidn,
cada dos dias (medio de cultivo: 90% DMEM, 10% FBS, 0,1mM MEM NEAA,
6mM L-glutamina, ImM MEM Sodium Pyruvate, 500 pg/mL Geneticina). El dia
anterior a la transfeccién se sembraron las células en placas de Petri de 10 cm
de didmetro y se cambiaron a medio sin antibidticos. Las células fueron
transfectadas con el pldsmido plLenti-MitoDsRed2 y la mezcla de plasmidos
necesarios para que se formen las particulas virales completas (ViraPower
Packaging Mix, Invitrogen) mediante el reactivo Lipofectamine (Invitrogen)
siguiendo las indicaciones del fabricante. 48h horas después se recogieron los
sobrenadantes de los cultivos, se centrifugaron 15 minutos a 3000g y 42C y se
filtraron (filtros de PVDF de 0,45 um de poro, Millipore) para retirar el pellet de
restos celulares. Posteriormente, los sobrenadantes se ultracentrifugaron a
110000g 3 horas a 4°C para concentrar las particulas virales que se
resuspendieron en 1/100 voliumenes de PBS, se alicuotaron y se guardaron a -

809°C.

Para comprobar que efectivamente el lentivirus final sélo infecta
neuronas y no células gliales, se transfectaron las lineas celulares disponibles
en el laboratorio siguiendo el protocolo establecido por el fabricante

(ViraPower Lentiviral Expression System, Invitrogen):

- PC12: células derivadas de feocromocitoma de médula adrenal de rata,

cuyo origen embrionario se sitla en la cresta neural, y si se tratan con
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NGF emiten neuritas y se diferencian a células similares a neuronas
(medio: Ham’s F12, 0,5% FBS, 1% Penicilina-Estreptomicina, 100 ng/mL
NGF).

- BV2: células derivadas de microglia de raton (medio: RPMI 1640, 10%
FBS, 1% Penicilina-Estreptomicina).

- NSC34: linea celular derivada de la hibridacién de motoneuronas de
ratdn con neuroblastoma de ratén (medio: D-MEM, 10% FBS, 1%
Penicilina-Estreptomicina, 2mM L-glutamina).

- RN22: células derivadas de Schwanoma de rata (D-MEM, 10% FBS, 1%

Penicilina-Estreptomicina, 2mM L-glutamina).

Las células NSC34 también se utilizaron para la titulacion de las
particulas virales. Solo se utilizaron para la microinyeccion de los cultivos
organotipicos las soluciones que contuvieran mas de 10° unidades

transfectantes/mL.
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9. Microinyeccion y grabacion in vivo de los cultivos organotipicos para el

estudio del transporte mitocondrial axonal.

El dia de preparacion de los cultivos organotipicos, 2 horas después de
colocar los cortes de cerebelo de ratdn sobre los filtros, se microinyectaron las
particulas lentivirales junto a los somas de las células de Purkinje mediante un
microinyector (InjectMan, Eppendorf) y un micromanipulador (Femtolet,
Eppendorf) acoplados a un microscopio confocal de disco giratorio (Spinning
disk, Andor). Se siguio el protocolo descrito en Kasri et al. (2008). Se utilizaron
capilares de borosilicato de 2 mm de didmetro externo (Warner Instruments)
estirados para conseguir un diametro en la punta de entre 5 y 15 um. Se

realizaron entre 3 y 4 inyecciones por corte.

Tras 7 dias de reposo para permitir la estabilizacion de los cultivos, la
infeccion de las neuronas de Purkinje por parte de los lentivirus y la expresién
de la proteina fluorescente DsRed2 en las mitocondrias neuronales; se
estimularon los cultivos durante 24 horas con LPS (15 pg/mL) o H,0, (500 uM).
Al dia siguiente, los cultivos se prepararon para su grabacién, cortando el filtro
alrededor de los mismos y sumergiéndolos en 1 mL de medio de cultivo en
placas de Petri con el fondo de cristal (Glass bottom dishes, MatTek
Corporation). Los axones de las neuronas de Punkinje que habian expresado la
proteina fluorescente en sus mitocondrias fueron grabados durante 15 minutos
mediante un microscopio confocal de disco giratorio (Spinning disk, Andor). Los

videos resultantes se analizaron mediante el software IMARIS (Bitplane).
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10. Valoracién de la funcion mitocondrial mediante respirometria de alta

resolucion.

Se empled el sistema Oxygraph-2k (Oroboros Instruments) para los
estudios de respirometria de alta resolucién. Para tales medidas se
homogeneizaron 15 cortes de cultivos organotipicos de cerebelo de cada
condicién en 150 pL de buffer de respiracion mitocondrial MiR0O5 (Gnaiger et
al., 2000) (0,5 mM EGTA, 3 mM MgCl,, 60 mM K-lactobionate, 20 mM taurine,
10 mM KH,PO, , 20 mM HEPES, 110 mM sucrose, 1 g/l BSA, pH 7,1). Se
afiadieron 100 uL del homogeneizado en las distintas cdmaras del respirémetro
en las cuales ya habia 2mL de MiR05. Mediante el calculo de la derivada
negativa del consumo de oxigeno respecto al tiempo, el DatLab (software
asociado al Oxygraph-2k) provee los valores de respiracion en cada uno de los

estados previamente definidos.

El protocolo SUIT (substrate-uncoupler-inhibitor titration) fue el
siguiente (las concentraciones indicadas corresponden a las concentraciones
finales en las camaras): malato (2mM, Sigma) y glutamato (10mM, Sigma) para
la medida del estado LEAK de respiracion desacoplada (debida a la fuga de
protones, y circuito de electrones y cationes que no dependen de la actividad
de la ATP sintasa); ADP (5mM, Calbiochem) +MgCl, (0,6 moles por cada mol de
ADP) para la medida de la respiracion a través del complejo I, NADH-
dependiente, denominado estado OXPHOS (donde el gradiente de protones
bombeados a la matriz intermembrana son utilizados parcialmente por la ATP
sintasa para la fosforilacion oxidativa o respiracion acoplada y disipados
también parcialmente debido a la fuga de protones o respiracion desacoplada);
el citocromo C (10uM, Sigma) se anade a la camara en este punto para
comprobar que la membrana no se haya dafiado durante la preparacién de la

muestra (no debe de observarse un aumento significativo en el consumo de
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oxigeno); succinato (10 mM, Sigma) para medir la respiracion del complejo Il
FADH,-dependiente junto a la respiracién del complejo | en el estado OXPHOS
CI+Cll; oligomicina (2 pg/ml, Sigma) para detectar la respiracién enddgena
desacoplada de la sintensis de ATP a través de sustratos de los complejos | y II;
FCCP (0,5 uM + 0,5 uM, Sigma) en seguidas adiciones hasta llegar al maximo de
respiracion para cuantificar la capacidad maxima del sistema de transferencia
de electrones mediante el desacoplamiento no fisiolégico de la membrana
interna mitocondrial (estado ETS CI+ll); rotenona (0,5 uM, Sigma) para inhibir
el complejo | y asi poder estudiar la respiracién maxima que corresponde sélo
al complejo II (ETS Cll); antimicina A (2,5 uM, Sigma) para inhibir el complejo Il
y asi determinar el estado ROX que nos muestra cualquier respiracion no
mitocondrial y nos permite sustraer ese valor a los anteriores. Finalmente se
afadieron ascorbato (2 mM, Sigma) y TMPD (0,5 mM, Sigma) para estudiar la
respiracion que corresponde sélo al complejo IV. El ascorbato se afiade para
evitar la auto-oxidacion del TMPD y mantenerlo en su estado reducido. A lo
largo de todo el protocolo SUIT, cada reactivo no se afiadié hasta que la seiial

respiratoria anterior no fuese estable (al menos durante 2-3 minutos).

Tras el ensayo de respirometria, se midieron las proteinas totales de
cada muestra mediante el método de Bradford (Sigma) (Bradford, 1976), para

la normalizacion de los cdlculos de los valores de respiracion.
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11. Medida de la cantidad de ATP en los cultivos organotipicos.

Para medir la cantidad de ATP producida en los cultivos, se utilizé un
ensayo de bioluminiscencia comercial (Molecular Probes) basado en los
requerimientos de ATP de la enzima luciferasa para producir luz (emisidn

maxima a 560nm) segun la siguiente reaccion:

Mg 2+
luciferasa

luciferina + ATP + 02 ——— oxiluciferina + AMP + fosfato + CO2
+LUZ

Los experimentos se llevaron a cabo segun el protocolo establecido por
el fabricante. Tras las estimulaciones, los cortes de cada pocillo se recogieron
en 50 pl de agua destilada y se homogeneizaron mediante una jeringa y una
aguja 25G. Posteriormente, se colocaron en una placa negra de 96 pocillos, en
la que también se prepard una recta patréon de concentraciones crecientes de
ATP entre 0,001 y 1 nM. Finalmente, se colocd la placa con las muestras y la
recta patrén en la base para placas del luminémetro (GloMax, Promega) y la
solucidon de reaccidn en el inyector, para proceder a la reaccién catalizada por
la luciferasa y la lectura de la luz emitida durante la misma (parametros de
lectura: tiempo de retraso 1 segundo, tiempo de integracién 10 segundos,

volumen inyectado de solucidn de reaccién 100ul).
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12. Analisis estadistico.

En todas las graficas se presenta la media + error estandar. Para los
experimentos que contienen sdlo dos condiciones y un punto temporal (control
negativo y 24h LPS) se ha utilizado el test de t-Student o su homdlogo no
paramétrico U-Mann Whitney en los casos que las muestras no siguen una
distribucién normal. Para el resto de experimentos se han utilizado ANOVA de
una via o de dos vias, mas comparaciones post-hoc mediante el test de Dunnet;
0 su equivalente no paramétrico el test de Kruskal-Wallis y comparaciones 2 a 2
mediante U-Mann Whitney con la correccién de Bonferroni (siempre respecto
al control negativo no estimulado). Para los analisis de frecuencias se ha
utilizado el test de x2 (chi-cuadrado). Los valores de p se han representado

como *p<0’05, **p<0’01, ***p<0,001.

Para realizar los analisis estadisticos se han utilizado los softwares SPSS

15.0 (IBM) y GraphPad Prism 6 (GraphPad Software).
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VI. RESULTADOS
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1. Caracterizacion del modelo de neuroinflamacion in vitro: cultivos

organotipicos de cerebelo de ratén estimulados con LPS.

Como primer paso para estudiar el efecto de la neuroinflamacion en la
biologia de las mitocondrias axonales, optimizamos un modelo de
neuroinflamacion in vitro que permite realizar estudios de imagen dinamica y
estudios moleculares de gran precisién (comparado con modelos animales, en
los que es dificil realizar imagen in vivo y con lineas celulares o cultivos
primarios in vitro, dado que no participarian todas las poblaciones celulares
necesarias: neuronas, oligodendrocitos, astrocitos y microglia). Por estos
motivos, empelamos los cultivos organotipicos de cerebelo, que contienen
todas las poblaciones celulares de interés, contienen numerosos axones
mielinizados (comparados con cultivos de hipocampo) y sufren una
degeneracion axonal limitada (comparada con los cultivos de médula espinal).
Se seleccioné como estimulo el LPS porque esta bien descrito que activa la
microglia mediante el receptor TLR4 (Chao et al., 1992; Lehnardt et al., 2002),
activando la respuesta inmune innata. En segundo lugar, comparamos los
resultados del modelo de neuroinflamacién estimulado con LPS con un modelo
de estrés oxidativo estimulado con peréxido de hidrogeno para establecer las
similitudes entre ambos modelos y definir la contribucion del estrés oxidativo a

la respuesta mitocondrial en el daiio axonal durante la neuroinflamacion.

En este trabajo, caracterizamos los procesos de desmielinizacién, dafio
axonal, estrés oxidativo y produccion de citoquinas proinfamatorias en el
modelo para identificar el contexto de dafio en el cual se va a medir la funcién
mitocondrial en los axones. Los resultados de esta caracterizacion fueron
publicados en el articulo Di Penta et al.,, 2013 (Anexo 1) y en los cuales la

doctoranda colabord en los siguientes procesos:
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- Preparacion de los cultivos organotipicos y estimulacién de los
mismos.

- Recogida de muestras para inmunofluorescencias, western blots y
ELISA.

- Realizacién de las inmunofluorescencias MBP+NFL y SMI32+NFH, y
la adquisicion de imagenes por microscopia confocal (figuras 1y 3
del articulo).

- Realizacion completa de los ensayos de medida de especies
reactivas de oxigeno, ROS (figura 2 del articulo), desde la
preparacion de los cultivos, estimulaciones y ensayo de medida de

ROS, hasta el analisis de resultados.

1.1. Desmielinizacion.

Para comprobar el estado de la mielina en los cultivos organotipicos de
cerebelo estimulados con LPS, se realizé una doble inmunofluorescencia para
la proteina basica de la mielina (MBP) como marcador de las vainas de mielina
y para la subunidad ligera de los neurofilamentos (NF-L) como marcador
axonal. Tras 12 horas del estimulo neuroinflamatorio, se observa una clara
pérdida de la mielina, que se mantiene a lo largo de todo el tiempo de
estimulacion (96 horas), tal y como puede observarse en la figura 7. La
desmielinizacidon se cuantificd para el punto temporal de 24 horas como el
porcentaje de axones envueltos por mielina (es decir, axones NF-L positivos y
MBP positivos) respecto al numero total de axones de cada imagen (todos los
axones NF-L positivos). El porcentaje de axones mielinizados disminuye

significativamente a las 24 horas de estimulacion con LPS.
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Figura 7. Doble inmunofluorescencia (MBP+NF-L) de los cultivos organotipicos
estimulados con LPS. La grafica representa el porcentaje de axones
mielinizados (doble positivos para MBP y NF-L) respecto al numero total de
axones a las 24 horas de estimulacion con LPS. Barras de escala = 50um.
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Ademas, se cuantificd la expresidn de la enzima CNPasa en los cultivos
mediante Western-Blot. Esta enzima estda presente en oligodendrocitos
maduros y juega un papel critico en el proceso de mielinizacién axonal (Gravel
et al, 1996). La cantidad de CNPasa desciende significativamente en los
cultivos a partir de las 24 horas de estimulacion con LPS. Este descenso se
mantiene hasta las 96 horas, alcanzando una pérdida del 40% de la cantidad de

CNPasa en los cultivos sin estimular (control negativo, 0 horas), figura 8.

Figura 8. Cuantificacion de la expresion de CNPasa por WB. Los resultados se
expresan como porcentajes respecto al control sin estimular (100%).
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1.2. Daino axonal.

La aparicidn de esferoides o bulbos axonales es un claro sintoma de que
se esta produciendo un fallo en el transporte axonal (Coleman, 2005) y por
tanto daiio axonal. Estos esferoides aparecen preferentemente en los nodos de
Ranvier y en ellos se acumulan organulos y citoesqueleto desorganizado. Con el
tiempo crecen en tamano y acaban provocando la degeneracidon Walleriana de

la parte distal de los axones.

En la figura 7 se puede apreciar que a partir de las 48 horas de
estimulacion con LPS comienzan a aparecen bulbos axonales en los cultivos
organotipicos. Las flechas blancas de las imagenes centrales de mayor aumento
sefalan varios bulbos axonales en los puntos temporales de 48 y 96 horas de

estimulacion con LPS.

Los neurofilamentos axonales estan constituidos por tres subunidades
distintas: ligera L, media M y pesada H. Las subunidades M y H pueden
fosforilarse, dando lugar a puentes entre filamentos que fortalecen la
estructura axonal. Para estudiar mas profundamente el dafio axonal de los
cultivos, se utilizo una doble inmunofluorescencia para neurofilamentos
desfosforilados (SMI-32, que se une a la subunidad H desfosforilada) y para
neurofilamentos totales (todas las subunidades H, fosforiladas vy
desfosforiladas). En estudios previos (Trapp et al., 1998) se han observado una
gran cantidad de neurofilamentos desfosforilados en lesiones de pacientes con
EM. En los cultivos organotipicos, la presencia de neurofilamentos
desfosforilados se multiplica por 4 a las 24 horas de estimulacién con LPS

(figura 9).
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Figura 9. Doble inmunofluorescencia para neurofilamentos totales (subunidad
H, NFH) y neurofilamentos desfosforilados (subunidad H, SMI32). Las imagenes
g-i son amplificaciones de las imagenes d-f. Barras de escala = 20um (imagenes
a-f) y 10um (imdgenes g-i). La grafica muestra el porcentaje de neurofilamentos
desfosforilados respecto de los neurofilamentos totales.

NFH SMI32 merge

24h LPS Ctrl

24h LPS

50
(2]
£E 40
: ©
c=E
22‘230
2ot 20
8% 0
ag
o

ctrl 24h LPS

82



1.3. Estrés oxidativo.

Para evaluar si el estimulo con LPS produce estrés oxidativo en los
cultivos organotipicos se estudid, por un lado, la expresién de la enzima 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS) y, por otro lado, la produccidon de especies

reactivas de oxigeno (ROS).

Los western blots mostraron un incremento de los niveles de la enzima
iNOS a partir de las 12 horas de estimulacién con LPS, con un maximo
significativo a las 24 horas (figura 10A). Se comprobd qué células eran las
principales productoras de la enzima mediante inmunofluorescencia,

resultando ser la microglia la principal productora de iNOS (figura 10C).

El reactivo CM-H,DCFDA (Molecular Probes) penetra en las células en su
forma reducida no fluorescente. Dentro de las células es oxidado por las
especies reactivas de oxigeno (ROS) alcanzando su forma fluorescente. Tras
incubar los cultivos organotipicos con este reactivo, se produce un incremento
de la fluorescencia con el tiempo de estimulacién con LPS, alcanzando un
maximo de produccion de ROS a las 12 horas (figura 10B) que se mantiene
significativamente incrementado hasta las 96 horas de estimulacion. Este
maximo de produccién de ROS coincide con el aumento de la expresién de la

enzima iNOS (figura 10A) principalmente en células de microglia (figura 10C).
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Figura 10. Estrés oxidativo en los cultivos organotipicos estimulados con LPS. A)
WB de la enzima iNOS, los cambios de expresidn se expresan como porcentajes
respecto al control no estimulado. B) Cuantificacion de la cantidad de ROS en
los cultivos mediante espectrofluorimetria. C) Doble inmunofluorescencia para
microglia (Ibal) e iNOS. Barras de escala = 10um.
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1.4. Citoquinas proinflamatorias.

Se estudid la produccién de citoquinas proinflamatorias en los
sobrenadantes de los cultivos estimulados con LPS mediante ELISA. Se
observaron maximos de produccién para las citoquinas IL-13, TNF-a e IL-6 a las
24, 3 y 12 horas de estimulacion con LPS respectivamente (figura 11). La
produccién de IL-1B es transitoria, mientras que los niveles incrementados de

TNF-a e IL-6 se mantienen a lo largo de todo el tiempo de estimulacion.

Figura 11. Produccidon de citoquinas proinflamatorias en los cultivos
organotipicos estimulados con LPS.
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1.5. Punto temporal de referencia para los estimulos de LPS y H,0, en el

estudio de la biologia mitocondrial.

Algunos de los experimentos relacionados con el estudio de la biologia
mitocondrial, cuyos resultados se muestran en los siguientes apartados,
resultaban inabarcables si se tenian en cuenta todos los puntos temporales
utilizados para la caracterizacién del modelo (de 1 a 96 horas de estimulacién).
Concretamente, si se tenian en cuenta todos los tiempos para los experimentos
de transporte mitocondrial axonal (apartado 3 de la seccion de resultados), se
obtenian demasiadas horas de grabacion para ser posteriormente analizadas. Y
en cuanto a los ensayos de respirometria (apartado 4 de la seccién de
resultados) se necesitaban demasiados cortes de cerebelo para poder llevar a
cabo los experimentos, lo cual hubiera incrementado enormemente el nimero

de ratones utilizados.

Asi pues, se tomod como referencia para dichos experimentos el punto
temporal de 24 horas, tanto para el estimulo neuroinflamatorio (LPS, 15 pg/ml)
como para el estimulo de estrés oxidativo (H,O,, 500 uM). A las 24 horas de
estimulacidon con LPS, se observé una clara desmielinizacion de los cultivos
(descenso del porcentaje de axones mielinizados a la mitad y descenso
significativo de la expresion de CNPasa), dafio axonal (aumento del nimero de
neurofilamentos desfosforilados), estrés oxidativo (aumento de la enzima iNOS
y de las especies reactivos de oxigeno) e inflamacién (aumento de la

produccion de las citoquinas proinflamatorias IL-1B, TNF-a e IL-6).

Respecto al estimulo de estrés oxidativo con el H,0,, también se
observaron a las 24 horas una disminucion del porcentaje de axones
mielinizados y de la expresidn de la enzima CNPasa, un aumento del nimero de

neurofilamentos desfosforilados y un aumento de la enzima iNOS y de la
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produccidon de especies reactivas de oxigeno. Todos estos resultados estan
recogidos en la figura 4 de la publicacion Di Penta et al., 2013 (Anexo 1); sin
embargo, la concentracién de H,0, que se utilizdé en los mismos fue de 1 mM.
Posteriormente, mediante un ensayo de supervivencia celular utilizando el
reactivo MTT, se comprobd que esa concentracién de H,0, era demasiado
téxica para largos tiempos de estimulacién (figura 12), por lo que se decidid

utilizar la concentracion de 500 uM en el estudio de la biologia mitocondrial.

Figura 12. Supervivencia de los cultivos organotipicos de cerebelo estimulados
con distintas concentraciones de H,0, a distintos tiempos. Los valores se
expresan como porcentajes respecto del control negativo no estimulado
(considerado como el 100% de supervivencia celular). Como control positivo de
muerte celular se incubaron cultivos organotipicos con sulfato de cobre
(CuS0O4) 150 uM durante 24 horas.
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2. Morfologia mitocondrial axonal en neuroinflamacién (LPS) y estrés

oxidativo (H,0,).

Para el estudio de la morfologia de las mitocondrias axonales en las
situaciones de neuroinflamacién (estimulo LPS) y estrés oxidativo (estimulo
H,0,), se prepararon cultivos organotipicos de cerebelo para su observacion
mediante microscopia electrdnica de transmision (TEM). El analisis se realizo en
los tractos de sustancia blanca que permiten identificar axones en cortes
longitudinales. Aquellas secciones en las que se identificaban axones con
mitocondrias en su interior, fueron seleccionadas para el analisis de la

morfologia mitocondrial.

2.1. Método de segmentacion para el andlisis de las electromicrografias.

Dos diferentes dreas de interés se seleccionaron a mano para cada
mitocondria, el perimetro externo (linea roja) y el perimetro interno de las
crestas mitocondriales (linea amarilla) (figura 13). Se analizaron al menos 50
mitocondrias de dos experimentos diferentes para cada condiciéon. En las
graficas de los proximos apartados quedan representados los parametros

incluidos en la tabla 2 (media * error estandar).
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Figura 13. Andlisis de la morfologia mitocondrial axonal. La imagen de la
izquierda muestra una seccién de sustancia blanca de cerebelo con un axén
cortado de forma longitudinal que contiene una mitocondria (intra-axonal). Las
mitocondrias asi identificadas (imagen de la derecha a mayor aumento), fueron
segmentadas de forma manual, seleccionando el perimetro externo (marcado
con una linea roja) y el perimetro interno de las crestas mitocondriales
(marcado con una linea amarilla). Barras de escala = 1 um (imagen izquierda)
500 nm (imagen derecha).
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Tabla 2. Parametros morfolégicos mitocondriales analizados mediante TEM
(Picard et al. 2013, Dickey & Strack 2011).

Parametro Significado

Area mitocondrial Area total de cada mitocondria
Mitochondrial Area
Perimetro mitocondrial Perimetro externo mitocondrial
External Perimeter
Diametro de Feret La distancia mds larga entre dos puntos cualquiera del
Feret’s Diameter perimetro de una mitocondria
Circularidad indice bidimensional de esfericidad con valores de 1
Circularity indicando esferoides perfectos

Plic 4T . Area y

(Perimeter)-

Redondez indice bidimensional de esfericidad con valores de 1
Roundness indicando esferoides perfectos

Round = g etict

m(minor axis)?

Aspect Ratio (AR) Refleja el ratio entre largura y anchura
_ Major Axis
" Minor Axis

Perimetro de las crestas/ Ratio entre el perimetro de las crestas mitocondriales y
Perimetro externo el perimetro externo. Refleja la complejidad de las

Cristae Perim./ Mit Perim. crestas mitocondriales.
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2.2. Tamaio de las mitocondrias axonales.

Para estudiar si el tamafio de las mitocondrias axonales cambia durante
la neuroinflamacion o durante el estrés oxidativo, se analizaron tres
parametros morfoldgicos (drea, perimetro externo y didmetro de Feret) a

distintos tiempos de estimulacién.

Con el estimulo inflamatorio (LPS) las mitocondrias axonales aumentan
su tamafio (figuras 14 y 17). Se observaron diferencias significativas a las 24, 48
y 72 horas de estimulacion en el drea mitocondrial, y a las 24 y 48 horas de
estimulacion en el perimetro externo (respecto al control negativo). No se
observaron diferencias significativas en el didmetro, aunque también hay una

tendencia al alza a las 24 horas.

Durante el estrés oxidativo (H,0,), las mitocondrias axonales también
aumentan su tamafio aunque en menor medida (figura 14). Sélo se aprecidé un

aumento significativo del area mitocondrial a las 24 horas de estimulacion.
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Figura 14. Area mitocondrial, perimetro externo y diametro de Feret de las
mitocondrias axonales de los cultivos organotipicos de cerebelo.
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2.3. Forma de las mitocondrias axonales.

También se analizé si la forma de las mitocondrias axonales cambiaba
durante la neuroinflamacién o durante el estrés oxidativo. Para ello se
estudiaron otros tres pardmetros morfolégicos (circularidad, redondez y AR) a
distintos tiempos de estimulacién. La circularidad y la redondez son indices
equivalentes, en los que valores préximos a 1 corresponden a mitocondrias
esféricas, mientras que valores proximos a 0 corresponden a mitocondrias muy
alargadas. El parametro AR es la division entre el eje mayor de la mitocondria y
el eje menor, por lo que un valor de 1 corresponderia a una mitocondria

esférica.

Durante la neuroinflamacién (LPS) las mitocondrias axonales apenas
modifican su aspecto, no son mds redondeadas o alargadas que respecto al
control negativo (figura 15). Tan sdlo al principio de la estimulacién (1 hora)
son mas redondeadas que en los controles negativos. El AR, durante la mayor
parte del estimulo con LPS se encuentra entorno a valores de 3 (exceptuando
el punto temporal de 1 hora en que el AR se encuentra en torno a valores de
2), lo cual significa que el eje mayor de las mitocondrias es tres veces mas largo
gue el eje menor. Es decir, las mitocondrias son bastante alargadas. En el

control negativo el valor medio del AR es de 2,69.

Con el estimulo de estrés oxidativo (H,0,) tampoco modifican mucho su
aspecto (figura 15). A las 3 horas de estimulacién las mitocondrias axonales son
significativamente mas alargadas, y a las 24 horas son significativamente mas
redondeadas. Si nos fijamos los valores del AR, éstos fluctian entorno al valor

del control negativo tomando valores entre 2,14 (24 horas) y 3,34 (3 horas).
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Figura 15. Circularidad, redondez y AR de las mitocondrias axonales de los
cultivos organotipicos de cerebelo. Son pardmetros adimensionales.
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2.4. Crestas mitocondriales.

Por ultimo, se analizdé la complejidad de las crestas mitocondriales en
las cuales se alojan los complejos encargados de la fosforilacion oxidativa y la
produccién de ATP. Los cambios en la morfologia de la membrana interna
mitocondrial representan una forma de regulacion metabdlica (Hackenbrock,
1966; Mannella, 2006; Cogliati et al., 2013). Para ello, se calculd el ratio entre el

perimetro de las crestas mitocondriales y el perimetro externo.

En ambos casos (LPS y H,0,) el ratio entre el perimetro interno de las
crestas y el perimetro externo mitocondrial aumenta muy significativamente
para todos los tiempos de estimulacién (figuras 16 y 17). Esto indica que tanto
el estimulo inflamatorio como el estrés oxidativo provocan un aumento de la

complejidad de las crestas de las mitocondrias axonales.

Figura 16. Ratio entre el perimetro interno de las crestas y el perimetro
externo mitocondrial. Es un parametro adimensional.
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Figura 17. Electromicrografias correspondientes a mitocondrias axonales de
cultivos organotipicos de cerebelo sin estimular y tras 24 horas de estimulacién
con LPS. Barras de escala = 500 nm.
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3. Transporte mitocondrial axonal en neuroinflamaciéon (LPS) y estrés

oxidativo (H,0,).

El transporte mitocondrial axonal es muy importante para la correcta
localizacion de las mitocondrias en los lugares de mayor demanda energética
como los nodos de Ranvier y el terminal sindptico; asi como para la renovacién
de las mitocondrias a medida que pierden su eficacia respiratoria. Por dicho
motivo, un fallo en el transporte mitocondrial puede resultar critico para la
supervivencia axonal aunque la funcion mitocondrial per se no esté alterada.
Para el estudio del transporte mitocondrial axonal se utilizé una técnica de
imagen in vivo, marcando con fluorescencia las mitocondrias neuronales
mediante la microinyecciéon de particulas lentivirales (que contenian la
secuencia MitoDsRed2) junto a los somas de las células de Purkinje. Tras 24
horas de estimulacién con LPS y H,0,, se grabaron los axones de dichas
neuronas mediante el sistema spinning disk y se analizaron los videos con el
programa Imaris. Los experimentos se repitieron 3 veces y se grabaron al
menos 10 axones por condicién. En las graficas se muestra la media % error

estandar.

3.1. Comprobacion de la infectividad del lentivirus en distintas lineas

celulares.

Las particulas lentivirales producidas infectan preferentemente
neuronas y no células gliales, por el vector lentiviral utilizado. Para confirmar la
especificidad del marcaje de mitocondrias neuronales y no gliales, se
transfectaron cuatro lineas celulares diferentes: PC12 (células derivadas de
feocromocitoma de médula adrenal de rata que tratadas con NGF se

diferencian a células similares a neuronas), BV2 (células derivadas de microglia
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de ratén), NSC34 (células derivadas de motoneuronas) y RN22 (células

derivadas de Schwanoma de rata).

Después de la transfeccion, sélo se observaron mitocondrias
fluorescentes en las lineas celulares PC12 y NSC34 (figura 18), confirmandose
qgue el lentivirus sélo infecta neuronas y no tiene capacidad para infectar

células gliales.

Figura 18. Imagenes de las cuatro lineas celulares transfectadas con plenti-
MitoDsRed?2, y los correspondientes controles negativos no transfectados.
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3.2. Supervivencia de los cultivos organotipicos microinyectados.

Para comprobar si los cultivos organotipicos sobrevivian al proceso de la
microinyeccion, se realizd un ensayo de supervivencia celular utilizando el
reactivo MTT después de 7 DIV tras la microinyeccion. Los cultivos
organotipicos microinyectados no sufrian dafios por la micromanipulacion, su
porcentaje de supervivencia era similar al de cultivos organotipicos no

microinyectados y mantenidos el mismo numero de dias in vitro (Figura 19).

Figura 19. Supervivencia de los cultivos organotipicos microinyectados con
particulas lentivirales. Los valores se expresan como porcentajes respecto del
control negativo no microinyectado (considerado como el 100% de
supervivencia celular). Como control positivo de muerte celular se incubaron
cultivos organotipicos con sulfato de cobre (CuSO,4) 150 uM durante 24 horas.
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Figura 20. Imagenes de neuronas de Purkinje obtenidas mediante Spinning disk
en cultivos organotipicos de cerebelo microinyectados con el lentivirus. La
imagen superior muestra la expresion del vector lentiviral en las neuronas. Las
imagenes inferiores corresponden a diferentes time-frames de un mismo video
de una muestra no estimulada (control negativo), la flecha roja sigue el
movimiento de una mitocondria. Barras de escala = 20um (imagen superior),
10um (imdgenes inferiores).
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3.3. Densidad mitocondrial axonal.

En primer lugar se evalud si el contenido mitocondrial axonal variaba en
las tres condiciones experimentales (control negativo, 24 horas de LPS, 24
horas de H,0,). Para ello, en todos los axones analizados se calculd el area
mitocondrial total y se normalizd respecto a la longitud de cada axén. Se
observéd que la densidad mitocondrial axonal no cambia significativamente

durante la neuroinflamacion o durante el estrés oxidativo (figura 21).

Figura 21. Densidad mitocondrial axonal. En la grafica se representan las
medias * error estandar.
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3.4. Distribucidon de mitocondrias moviles y estacionarias.

Se pueden distinguir dos poblaciones de mitocondrias axonales en
relacion a su transporte a través de los mismos: mitocondrias estacionarias y
mitocondrias moviles (Shen & Cai, 2012; Hollenbeck & Saxton, 2005). En
axones sanos, normalmente las mitocondrias estacionarias se situan en los
nodos de Ranvier, lugar en el que los axones necesitan un mayor aporte
energético por el intercambio idnico realizado para la transmision saltatoria del
impulso nervioso. Y las mitocondrias moviles se desplazan en sentido
anterdgrado (hacia el extremo distal del axén) o retrégrado (hacia el soma

neuronal) moviéndose desde un sitio estacionario al siguiente.

Se realizd un andlisis de la distribucion de las poblaciones
mitocondriales en las tres condiciones experimentales (figura 22). En el control
negativo, un 31,3% de las mitocondrias eran estacionarias y el 68,7% restante
eran mitocondrias moviles de las cuales el 36,1% se movian en sentido
anterégrado y el 32,6% en sentido retréogrado. Con el estimulo
neuroinflamatorio, aumenta la proporcion de mitocondrias estacionarias hasta
un 46,2%; mientras que, dentro de las mitocondrias méviles disminuye la
proporcién de las que se desplazan retrégradamente (21,6%), y algo menos las
anterdgradas (32,2%). Durante el estimulo con el H,0,, no varia mucho el
porcentaje de mitocondrias estacionarias (30,2%); sin embargo; dentro de las
mitocondrias méviles, aumenta mucho la proporcidén de mitocondrias que se
desplazan retrogradamente (41,2%). En resumen, durante la neuroinflamacién
se reduce el transporte mitocondrial (anterégrado y retrogrado), mientras que
durante el estrés oxidativo aumenta el transporte retrégrado al soma de las

mitocondrias.
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Figura 22. Distribucion de las poblaciones de mitocondrias moviles vy
estacionarias. Se realizé un andlisis de frecuencias mediante el test de x* (chi-
cuadrado).
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3.5. Comportamiento de las mitocondrias estacionarias.

Se consideraron como mitocondrias estacionarias los objetos cuyo
desplazamiento era nulo durante el tiempo de grabacion. En realidad, seria
mas correcto hablar de sitios de mitocondrias estacionarias, ya que la
resolucion del Spinning disk no permite distinguir si la sefial procedente de un
objeto sin movimiento corresponde a una o varias mitocondrias. Normalmente,
en los nodos de Ranvier de un axén sano suelen acumularse varias

mitocondrias.

Para evaluar el comportamiento de los sitios de mitocondrias
estacionarias se calculd el drea ocupada por los objetos que no se desplazaban
durante el tiempo de grabacidén y se normalizé respecto a la longitud de cada
axon (figura 23). El tamafio de los sitios de mitocondrias estacionarias tiende a

disminuir un poco en los axones de un entorno neuroinflamatorio respecto al
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control negativo, mientras que tiende a aumentar ligeramente en los axones
sometidos a estrés oxidativo; pero en ningun caso las diferencias llegan a ser
significativas. Existe una diferencia significativa en el tamafio de los sitios de

mitocondrias estacionarias entre ambos estimulos.

Figura 23. Tamafio de los sitios de mitocondrias estacionarias.
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3.6. Comportamiento de las mitocondrias maviles.

Se consideraron como mitocondrias méviles aquellos objetos cuya
velocidad de desplazamiento fuera mayor de cero en algin momento de la
grabacion. Las mitocondrias axonales pueden describir trayectorias muy
diversas: desplazarse en la misma direccién durante toda su trayectoria,
cambiar de direccion anterdgrada a retrégrada y viceversa, moverse durante
un tiempo y luego pararse, etc. Habitualmente atraviesan sitios de

mitocondrias estacionarias, en cuyo caso, ante la imposibilidad de saber si se
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Mean Velocity (um/sec)

trataba de la misma mitocondria, se separaron las trayectorias como
pertenecientes a mitocondrias diferentes. Por todo ello, se consideré como
parametro mas adecuado para estudiar el comportamiento de las mitocondrias

moviles la velocidad media de la trayectoria de cada mitocondria movil.

Se observé una disminucidon muy significativa de la velocidad media de
las mitocondrias moéviles de los axones en ambos estimulos respecto del
control negativo sin estimular (figura 24). Si se distinguen las trayectorias del
movimiento entre anterdgrada y retrégrada, las diferencias no cambian, la

disminucion se produce en las velocidades medias de ambas direcciones.

Figura 24. Velocidad media de las mitocondrias axonales maviles.
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4. Funcidon mitocondrial de los cultivos organotipicos en neuroinflamacion

(LPS) y estrés oxidativo (H,0,).

Para analizar la funcion mitocondrial en los cultivos organotipicos en
distintas condiciones experimentales, se realizaron ensayos de respirometria
utilizando el respirometro Oxygraph-2k (Oroboros Instruments). Los ensayos se
realizaron en homogeneizados de los cultivos de cerebelo, por lo que la
medicion de la funcidn respiratoria se refiere al conjunto de mitocondrias del
tejido (neuronales y gliales). Se evalud el estado de los complejos | y Il en
condiciones de neuroinflamacién (24 horas de LPS) y de estrés oxidativo (24
horas de H,0,), y el estado del complejo IV en neuroinflamacién (24 horas de

LPS).

4.1. Ensayos de respirometria.

La respiracién mitocondrial incluye dos procesos diferenciados: el
transporte de electrones obtenidos a partir de la oxidacién del NADH vy el
FADH, por medio de la cadena transportadora de electrones (integrada por los
complejos | al IV) que genera un gradiente de protones en el espacio
intermembrana, y la fosforilacion oxidativa o sintesis de ATP a partir de ADP y
fosforo inorganico (Pi) catalizada por la ATP sintasa (complejo V) que se sirve
del gradiente electroquimico generado durante el transporte electrénico como

fuerza motriz (figura 25).
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Figura 25. Cadena respiratoria mitocondrial.
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El protocolo utilizado para los ensayos de respirometria incluia la

evaluacion de diferentes estados respiratorios:

- LEAK: estado de respiracion desacoplada de la actividad de la ATP
sintasa, debido a la fuga de protones y al circuito de electrones iniciado
tras la adicion de malato y glutamato, sin la presencia de ADP.

- Complejo | (Cl): estado respiratorio del complejo | NADH-dependiente
tras la adicion de ADP, donde el gradiente de protones del espacio
intermembrana estd siendo utilizado parcialmente por la ATP sintasa
para la fosforilacion oxidativa (respiracién acoplada) y disipados
también parcialmente debido a la fuga de protones (respiracidon
desacoplada).

- Complejos | y Il (CI+ClI): medida de la respiracion del complejo Il FADH,-
dependiente junto a la respiracion del complejo |, tras la adiccion de

succinato.
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- Uncoupling: respiracién endégena desacoplada de la sintensis de ATP a
través de sustratos de los complejos | y Il, tras la adiccidon de oligomicina
(inhibidor de la ATP sintasa).

- ETS I+ll: medida de la capacidad maxima del sistema de transferencia de
electrones mediante el desacoplamiento no fisioldgico de la membrana
interna mitocondrial tras la adiccién de FCCP (iondforo o agente
desacoplante que provoca la disipacidn de los H+).

- ETS II: respiracion maxima que corresponde sélo al complejo Il tras la
adicion de rotenona (inhibidor del complejo 1).

- Complejo IV (CIV): estado respiratorio del complejo IV tras la inhibicion

del complejo Il mediante antimicina, y la adiciéon de ascorbato y TMPD.

Se observd que a las 24 horas de estimulacién con LPS, el estado inicial
de respiracion desacoplada (LEAK) y la respiracion NADH-dependiente del
complejo | estdn aumentados muy significativamente. Sin embargo, no parece
gue la respiracion del complejo Il esté afectada ya que en el estado ETS I, tras
inhibir el complejo I, no se observan diferencias significativas. Por ultimo, la
respiracion del complejo IV también estd aumentada significativamente (figura

26).

Tras 24 horas de estimulacion con H,0,, se aprecid un aumento
significativo del estado inicial de respiracién desacoplada (LEAK) y de la

respiracion NADH-dependiente del complejo | (figura 26).
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Figura 26. Valores de respiracion de los cultivos organotipicos de cerebelo en
las distintas fases del protocolo SUIT. Valores normalizados por la cantidad de
proteina total.
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4.2, Cuantificacion de complejos mitocondriales en los cultivos.

Para comprobar si el aumento de la respiracién de algunos complejos
mitocondriales se debia al aumento del contenido proteico de los complejos o
por el contrario al aumento de su capacidad respiratoria, se analizaron por
western blot dos proteinas pertenecientes a dos complejos mitocondriales
diferentes: SUO (succinato ubiquinona oxidorreductasa) del complejo Il y COX
IV (subunidad IV de la citocromo c oxidasa) del complejo IV. El experimento se

repitio 3 veces.

En ninguna de las condiciones experimentales (LPS o H,0,) varia
significativamente la expresién de las proteinas SUO y COX IV (figura 27), por lo

gue se puede concluir que los cambios respiratorios observados mediante los
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ensayos de respirometria no se deben a un aumento del contenido proteico de

los complejos mitocondriales.

Figura 27. Cuantificacidon de la cantidad de proteinas SUO y COX IV en tres

grupos experimentales.

Estudios

realizados por western blot.

normalizados por el control negativo.

Valores

Neqg. Con. 24h LPS 24h H202
1 2 3 1 2 3 1 F 3
SUD s i e
COX IV M e e S ——
ACTIN ot Bl e =D, |s=s==
SUO (Cll) COXIV (CIV)
31 34
7] [}
Q -]
S 2- S 2-
S s
[ 2]
3 11 — s 11 —_
[14 14
0- 04
> % 5 > & Q2
°¢¢0 ‘\VQ ,33'0 oo'éo ‘\\8 Qﬁwo
o X' o o ¥ o
& o
g &
é@ é@

110



5. Cantidad de ATP producida por los cultivos organotipicos en

neuroinflamacion (LPS) y estrés oxidativo (H,0,).

Para comprobar si el aumento de la capacidad respiratoria de
determinados complejos mitocondriales de los cultivos organotipicos de
cerebelo se traducia en un aumento de la produccién de ATP, se utilizé un kit
comercial de Molecular Probes para medir la cantidad de ATP en los cultivos
organotipicos de cerebelo estimulados con LPS o H,0; a distintos tiempos de

estimulacion.

Efectivamente, a las 24 horas de estimulacion con LPS, se observd un
aumento muy significativo de la concentracion de ATP de los cultivos respecto
al control negativo, que no se observo en el resto de puntos temporales, ni en

el estimulo con H,0, (figura 28).

Figura 28. Produccién de ATP en los cultivos organotipicos a distintos tiempos
de estimulacién. El control negativo se coloca a las 96 horas porque todas las
muestras se recogieron al final del experimento tras permanecer los mismos
dias in vitro.
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6. Resumen de los resultados.

En nuestro analisis de los cambios mitocondriales en respuesta a la

neuroinflamacion y al estrés oxidativo en los cultivos organotipicos de

cerebelo, hemos observado:

» En neuroinflamacion (estimulo 15 pg/ml LPS):

Morfologia de las mitocondrias axonales:

Aumento de su tamafio (entre las 24 y las 72 horas de estimulacion).
No cambian su aspecto, no son mas redondeadas o planas. AR en
torno a 3.

Aumento de la complejidad de las crestas mitocondriales a lo largo de

todo el estimulo.

Transporte de mitocondrias axonales:

No hay cambios en la densidad mitocondrial intra-axonal.

Aumenta la proporcion de mitocondrias estacionarias frente a
moviles.

Disminuye ligeramente el tamafio de los sitios estacionarios, no llega a
ser significativo respecto al control negativo, pero si respecto al
estimulo con H,0,.

Drastica disminuciéon de la velocidad media de las mitocondrias

moviles, tanto en sentido anterégrado como en sentido retrégrado.

Estado respiratorio de las mitocondrias del tejido nervioso:

Aumentan la respiraciéon inicial desacoplada de la ATP sintasa, la
respiracion NADH-dependiente del Cl y la respiracion del CIV.

No hay cambios en la expresién de Cll y CIV.

Produccion de ATP en el tejido nervioso:

Aumenta muy significativamente a las 24 horas de estimulacion.
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» En estrés oxidativo (estimulo 500 uM H,0,):
e Morfologia de las mitocondrias axonales:

- Aumento de su tamafio a las 24 horas de estimulacién.

- No cambia su aspecto, pero sus valores de AR fluctian mas que con el
estimulo del LPS (entre valores de 2,14 y 3,34).

- Aumento de la complejidad de las crestas mitocondriales a lo largo de
todo el estimulo.

e Transporte de mitocondrias axonales:

- No hay cambios en la densidad mitocondrial intra-axonal.

- No varian las proporciones de mitocondrias estacionarias y mdviles,
pero dentro de las moviles aumenta la proporcion de mitocondrias
gue se desplazan retrégradamente hacia el soma.

- Drastica disminucion de la velocidad media de las mitocondrias
moviles, incluso mas que con el LPS.

e Estado respiratorio de las mitocondrias del tejido nervioso:

- Aumentan la respiracién inicial desacoplada de la ATP sintasa y la
respiracion NADH-dependiente del Cl, pero en menor medida que con
el estimulo del LPS.

- No hay cambios en la expresion de Cll y CIV.

e Produccién de ATP en el tejido nervioso:

- No aumenta, ni disminuye, respecto al control negativo.

Estos resultados reflejan que en ambas situaciones de estrés las
mitocondrias del tejido nervioso responden a corto plazo aumentando su
capacidad respiratoria (y también la produccién de ATP en neuroinflamacion),
pero el transporte mitocondrial axonal se ve francamente alterado. Por tanto,
nuestro estudio postula que el transporte mitocondrial en los axones es muy

sensible al dafio inflamatorio agudo y oxidativo, siendo critico en la generacién
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de dafio mitocondrial, y podria constituir una diana terapéutica adecuada para
prevenir el dafio axonal en enfermedades neuroinflamatorias o

neurodegenerativas.
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VII. DISCUSION
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1. Modelo de neuroinflamaciéon en cultivos organotipicos de cerebelo

murino.

El principal objetivo de este estudio era analizar distintos aspectos de la
biologia mitocondrial y de su funcién respiratoria y energética relacionados con
la degeneracion axonal en una situacion de inflamacién aguda. Para ello se
escogieron los cultivos organotipicos de cerebelo de ratén por diversas
razones. En primer lugar, estos cultivos son faciles de preparar, pueden
sobrevivir in vitro varias semanas y son muy accesibles para realizar estudios
moleculares de precisién y técnicas de imagen in vivo (Gahwiler et al., 1997).
En comparacién con los cultivos primarios de determinados tipos celulares, los
cultivos organotipicos poseen todos los tipos celulares que forman parte del
sistema nervioso central y que participan en un proceso neuroinflamatorio y

neurodegenerativo: neuronas, oligodendrocitos, astrocitos y microglia.

Ademas, los cultivos organotipicos de cerebelo contienen una gran
cantidad de axones mielinizados (en comparacion con cultivos de hipocampo
por ejemplo) y sufren una degeneracion axonal limitada tras el proceso de
corte (los cultivos organotipicos de médula espinal sufren mayor degeneracién
axonal). Después de su preparacion, se mantienen 7 dias in vitro para permitir
que degeneren aquellos axones que hayan sido transectados con el cortador de
tejido, y también para permitir una mayor mielinizacién de un tejido todavia en
desarrollo (se extrae de ratones con 7 dias de edad) y reducir la activacién
microglial asociada al proceso de corte del tejido. Precisamente porque ya hay
un nivel basal de activacidn microglial por el proceso de preparacién de los
cultivos, tras los 7 DIV, todos los cultivos tanto los estimulados como los
controles negativos, se han recogido al final de cada experimento,

manteniéndose los mismos DIV totales.
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Respecto a los estimulos utilizados, nuestro objetivo era simular un
entorno inflamatorio agudo similar al que se establece en las lesiones o placas
agudas que sufren los pacientes de esclerosis multiple en las primeras etapas
de la enfermedad, cuando se observa un alto grado de dano y transeccién
axonal (Trapp et al.,, 1998). Es importante estudiar y comprender los
mecanismos que subyacen al dafio axonal en estas fases de la enfermedad,
para intentar frenar este dafio que se va acumulando en el transcurso de los
afos y acaba provocando grandes déficits neuroldgicos en fases mas crénicas
de la enfermedad. Los principales mecanismos en esta fase aguda e
inflamatoria de la enfermedad son las especies reactivas de oxigeno y de
nitrogeno producidas por microglia y macrofagos activados por la respuesta
inflamatoria. Para reproducir estos mecanismos, el objetivo del modelo es
inducir activacion proinflamatoria de la microglia (M1) que produce citoquinas

proinflamatorias y estrés oxidativo.

El modelo de neuroinflamacién in vitro, mediante la estimulaciéon con
LPS (15 pg/ml) de los cultivos organotipicos de cerebelo, induce la activacion
de la microglia a través de sus receptores TLR4 (Chao et al., 1992; Lehnardt et
al., 2002) con aumento de la expresion de iNOS (figura 10A y 10C). El aumento
de iNOS en los cultivos conlleva un aumento en la produccion de ROS. Las
mitocondrias del tejido inflamado son las principales productoras de ROS ya
gue el NO elevado se une al sitio de unién del O, de la citocromo C oxidasa
(complejo IV mitocondrial) impidiendo el correcto transporte de los electrones
y su salida de la cadena para producir diversas especies reactivas de oxigeno.
De hecho, observamos un aumento de ROS a partir de las 12 horas de
estimulacion con LPS, que se mantiene en niveles significativamente mas altos
que los del control negativo hasta las 96 horas de estimulacion con LPS (figura

10B).
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Por otro lado, el proceso inflamatorio es evidente dados los altos
niveles de citoquinas proinflamatorias en los sobrenadantes de los cultivos a lo
largo del tiempo de estimulacién con LPS (figura 11). Por tanto, estamos
recreando un entorno inflamatorio y oxidativo, y los axones presentes en este
entorno sufren desmielinizacién (figuras 7 y 8) y dafio axonal (figura 9). Los
axones de los cultivos organotipicos de cerebelo estimulados con LPS
comienzan a perder su envoltura mielinica a las 12 horas de estimulacién, de
forma que a las 24 horas hay un 30% menos de axones mielinizados respecto
del control negativo (figura 7). Como consecuencia del estrés oxidativo y la
inflamacién, los axones de los cultivos comienzan a dafarse lo que se
demuestra por el aumento de neurofilamentos no-fosforilados (figura 9) y la
presencia de bulbos axonales (figura 7) indicativos de la alteracién del
transporte axonal, que posteriormente se comentara a la luz de los resultados
obtenidos en los experimentos de motilidad mitocondrial (seccién 3 del

apartado de resultados).

Ya que el estrés oxidativo parece ser uno de los efectores patogénicos
mds importantes dentro de la neuroinflamacién aguda, tanto en nuestro
modelo como en la patogénesis de las lesiones inflamatorias agudas de
pacientes con EM (Bo6 et al., 1994; Liu et al., 2001; Smith y Lassmann, 2002;
Brown y Borutaite, 2002), decidimos incluir un estimulo especifico de estrés
oxidativo, el perdéxido de hidrégeno (H,0,, 500 uM). Asi podemos observar qué
parte de la respuesta mitocondrial frente a la neuroinflamacion se corresponde

solo con el dano producido por el estrés oxidativo.

Las especies reactivas de oxigeno son uno de los elementos mas
daiinos para las mitocondrias en un entorno inflamatorio ya que interfieren en
la correcta transmision de los electrones a través de los complejos

mitocondriales del | al IV, provocando la salida de los mismos de la cadena y su
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disponibilidad para crear mas ROS. El H,O, es una de las moléculas que forma
parte de las especies reactivas de oxigeno y la concentracién utilizada excede la

capacidad de las peroxidasas celulares para neutralizarlo.

En la publicacién Di Penta et al., 2013 (Anexo 1), estudiamos el efecto
del H,0, en los cultivos organotipicos de cerebelo administrado durante 24
horas a una concentracién de 1mM. Se observé disminucién del porcentaje de
axones mielinizados y de la expresion de la enzima CNPasa, aumento del
numero de neurofilamentos desfosforilados y aumento de la enzima iNOS y de
la produccidn de especies reactivas de oxigeno. Sin embargo, se comprobé que
para tiempos mas largos de estimulacién, esta concentracién era demasiado
toxica (figura 12) y por ello se redujo a 500 uM para nuestro estudio de la

biologia mitocondrial.

Por ultimo, se eligié uno de los puntos temporales utilizados para la
caracterizacion del modelo (de 1 a 96 horas de estimulacién) a la hora de
realizar los experimentos de transporte mitocondrial axonal (apartado 3 de la
secciéon de resultados), ya que si se utilizaban todos los puntos temporales se
obtenian demasiadas horas de grabacién para ser analizadas; y de los ensayos
de respirometria (apartado 4 de la seccién de resultados) porque se
necesitaban demasiados cortes de cerebelo, lo cual hubiera incrementado
enormemente el nimero de ratones utilizados. Asi pues, se eligié un punto
temporal en el que la inflamacién y el estrés oxidativo fueran evidentes, y la
desmielinizacion y el dafio axonal estuvieran ya establecidos; por ello se

escogio el punto de 24 horas de estimulacién.

120



2. Respuesta de las mitocondrias axonales a la inflamacion aguda y al estrés

oxidativo.

Para analizar correctamente los resultados obtenidos acerca de la
respuesta mitocondrial a la neuroinflamaciéon y al estrés oxidativo, hay que
tener en cuenta una limitacion de las técnicas utilizadas, ya que no con todas
ellas se podia acceder a las mitocondrias axonales. Los estudios de morfologia y
transporte se refieren exclusivamente a mitocondrias axonales, mientras que
los estudios de la funcién mitocondrial y la medida de ATP se refieren a todas
las mitocondrias del tejido, sin distincién del tipo celular al que pertenecen. Por
ello, no deben sacarse conclusiones cruzadas cometiendo el error de
interpretar todos los resultados juntos, analizdndose primero la respuesta de
las mitocondrias axonales a los estimulos de neuroinflamacion y estrés
oxidativo, y posteriormente la respuesta funcional de las mitocondrias del

tejido.

La primera observacién destacable de las mitocondrias axonales es su
aumento de tamafio frente a ambos estimulos (figura 14), siendo mayor con el
LPS. Las mitocondrias controlan su morfologia mediante los procesos
integrantes de la denominada dindmica mitocondrial: fusién y fision
mitocondrial. Este aumento de tamano sugiere que las mitocondrias axonales
estan llevando a cabo procesos de fusion, que permiten el intercambio de
componentes mitocondriales en situaciones en las que estén resultando
danadas (Detmer y Chan, 2007). Presumiblemente, ante la situacion de altos
niveles de ROS a la que estdn sometidas las mitocondrias de nuestro modelo
neuroinflamatorio (que dafia componentes de la cadena transportadora de
electrones), éstas responden fusionandose, intercambiando componentes
entre mitocondrias dafiadas y mitocondrias sanas para mantener una

poblacién de mitocondrias funcionales. Esta prediccion a partir de nuestros
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resultados requiere ser verificada en futuros estudios de fusidon y fision

mitocondrial.

Ademas de la reorganizacion morfolégica externa, ante |Ia
neuroinflamacion y el estrés oxidativo, las mitocondrias axonales también
estan llevando a cabo procesos de reorganizacién interna. La complejidad de
las crestas mitocondriales aumenta muy significativamente en ambos estimulos
(figura 16). Se ha demostrado que la estructura de la membrana mitocondrial
interna esta ligada al estado metabdlico de la mitocondria (Cogliati et al.,
2013), y que en estados respiratorios mas activos (con altas concentraciones de
ATP) las mitocondrias adoptan una morfologia “condensada”, con una gran
cantidad de crestas (Mannella, 2006). Nuestros resultados sugieren que las
mitocondrias estan respondiendo ante las necesidades metabdlicas
aumentadas de axones dafados tanto por neuroinflamacién como por estrés
oxidativo. Para confirmar esta prediccién, serd necesario realizar nuevos
experimentos aislando las mitocondrias axonales de los cultivos organotipicos
de cerebelo, y analizando la expresion de la proteina OPA1l encargada de la
reorganizacion de la membrana mitocondrial externa (Olichon et al., 2002;

Satoh et al., 2003).

La forma de las mitocondrias axonales no sufre cambios destacables
ante los distintos estimulos (figura 15), se mantienen con una conformacién
mas bien alargada muy habitual en axones. En un estudio previo en el que
utilizaron ratones inmunizados con MOG (Niki¢, et al., 2011) observaron
mitocondrias redondeadas e hinchadas en axones que sufrian un proceso
degenerativo antes de producirse la desmielinizacion de los mismos. Sin
embargo, estas observaciones las realizaron tras la aparicicion de los primeros
sintomas clinicos de la EAE, una fase mas avanzada de la que simula nuestro

modelo neuroinflamatorio.
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El contenido mitocondrial axonal se midid en las grabaciones de los
experimentos de transporte mitocondrial axonal. No se observaron cambios en
la densidad mitocondrial axonal durante la neuroinflamacién, y se observé un
pequefio descenso no significativo durante el estrés oxidativo (figura 21). A
pesar de que en axones desmielinizados de lesiones crénicas se haya
observado un aumento del contenido mitocondrial axonal (Zambonin et al.), en
nuestro modelo neuroinflamatorio que simula una situacidon de inflamacién

aguda todavia no se ha llegado a alterar el contenido mitocondrial axonal.

Los cambios morfoldgicos sugieren que las mitocondrias axonales estan
tratando de responder a las necesidades metabdlicas de los axones expuestos a
neuroinflamacion y a estrés oxidativo. Sin embargo, el transporte de las
mismas a través de los axones esta claramente alterado en ambas situaciones.
Durante la neuroinflamacion, las mitocondrias axonales parecen paralizarse:
aumenta la proporcién de mitocondrias estacionarias (aunque el tamafio
medio de los sitios estacionarios tiene una tendencia no significativa a
disminuir) y disminuye drasticamente la velocidad media de transporte de las
mitocondrias moviles, tanto en sentido anterégrado como en sentido
retrogrado. Durante el estimulo de estrés oxidativo, las alteraciones son
parecidas, la velocidad media de transporte es aun mas baja (también en
ambos sentidos), pero aumenta la proporciéon de mitocondrias que se mueven
(aunque lentamente) en sentido retrégrado. Estas diferencias entre ambos
estimulos indican que el estimulo del H,0, induce mas dafio en las
mitocondrias, y una mayor proporcion de las mismas inician el transporte

retrogrado de vuelta al soma para ser degradadas.

Sin embargo, otro estudio reciente muestra resultados diferentes
respecto al transporte axonal de mitocondrias. En dicho estudio utilizaban un

modelo in vitro de desmielinizacidon (co-cultivos de neuronas de la raiz del
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ganglio dorsal y células de Schwann tratados con lisolecitina). La
desmielinizacion provocaba un aumento de la velocidad de las mitocondrias
moviles, tanto anterégradas como retrégradas (Kiryu-Seo et al., 2010). Es
necesario remarcar que ambos modelos son muy diferentes. En el nuestro se
induce inflamacion mediante LPS en cultivos organotipicos, mientras que en la
publicacion de Kiryu-Seo et al. utilizaban co-cultivos de neuronas y células de
Schwann (sin contar con otros tipos celulares como microglia y astrocitos) en
los que provocaban una desmielinizacion quimica mediante lisolecitina. A pesar
de que en nuestro modelo neuroinflamatorio se produce una desmielinizacién
significativa, esta desmielinizacién es consecuencia del entorno inflamatorio
creado por la activacién microglial a través del LPS. Es decir, el transporte
mitocondrial axonal puede que sea uno de los primeros aspectos que fallan de
la biologia mitocondrial en un ataque inflamatorio agudo, antes incluso de que
la desmielinizacidn se produzca. En este sentido hay observaciones patoldgicas
en cerebros de pacientes con EM con lesiones agudas que sugieren que este
fendmeno de dafo axonal con preservacidn de mielina acontece realmente

(Briick, 2005).

Dentro de las posibles causas de este fallo del transporte mitocondrial
axonal pueden estar la desestructuracion del citoesqueleto axonal por la
degeneracion o el fallo de la maquinaria de transporte (proteinas motoras y
adaptadoras, y procesos de fusion y fision). En otras enfermedades
neurodegenerativas también se ven alteradas proteinas implicadas en el
transporte de las mitocondrias a través de los axones. Por ejemplo, mutaciones
en las proteinas PINK1 y Parkin, que estan implicadas en los procesos de fusion-
fision y en la iniciacién del proceso de mitofagia, causan formas hereditarias de
la enfermedad de Parkinson (Scarffe et al.,, 2014). La proteina huntingtina

mutante causante de la enfermedad de Huntington, altera el ensamblaje y la
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funcién de los complejos encargados de la fusion y la fision mitocondrial
(Bossy-Wetzel et al.,, 2008). En muestras postmortem de pacientes con
enfermedad de Alzheimer, se han observado niveles reducidos de Drpl, OPA1,
Mfnl, Mfn2 y niveles elevados de FIS1, provocando una alteracién de la

dindmica mitocondrial en favor de la fisidn.

Como consecuencia de esta paralizacién del transporte axonal, las
mitocondrias no pueden alcanzar las zonas axonales donde son requeridas para
aportar la energia en respuesta a los cambios por desmielinizacién y dafio
axonal. Ademas, en los cultivos tratados con LPS observamos un descenso de la
proporcién de mitocondrias que se mueven en sentido retrégrado, lo que
puede suponer un fallo de los sistemas de degradacién de mitocondrias
dafadas que se encargan de mantener una poblacion axonal de mitocondrias

sanas y funcionales.
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3. Respuesta de las mitocondrias del tejido a la inflamaciéon aguda y al

estrés oxidativo.

Para el estudio de la funcidn respiratoria mitocondrial y la produccion
de ATP se utilizaron técnicas que requerian la homogenizacién del tejido por lo
qgue los resultados obtenidos no se pueden interpretar como neuronales o
axonales, sino como pertenecientes a todo el tejido sin distinguir el tipo celular.
Por tanto, hay que tener en cuenta que la proporcion de mitocondrias
procedentes de la glia es muy significativo, y el papel fundamental de la glia es

evitar el estrés y el dafio, y proteger a las neuronas.

Nuestros resultados muestran en el entorno neuroinflamatorio el
aumento de la respiracion inicial desacoplada de la sintesis de ATP mediante el
complejo V, el incremento de la respiracién del complejo | (NADH-
dependiente) una vez se acopla la sintesis de ATP al circuito por la adicion de
ADP y finalmente el aumento de la respiracion del complejo IV. Al comprobar si
esto se debia a un aumento de la expresiéon de los distintos complejos
mitocondriales, no observamos dicho aumento, por lo que las mitocondrias
realmente estdn aumentando la capacidad respiratoria de los complejos | y IV
para responder a la demanda energética de los distintos tipos celulares durante
la neuroinflamacién. De hecho, este aumento de la capacidad respiratoria de
los complejos mitocondriales a las 24 horas de estimulacién se corresponde
con un aumento significativo de la produccidon de ATP, disponible para las

diversas necesidades energéticas del tejido.

Con el estimulo de estrés oxidativo con H,0,, observamos un aumento
algo menor de la capacidad respiratoria del complejo I. La respiracion del
complejo IV no pudo ser evaluada. Sin embargo, la produccién de ATP no llega

a aumentar significativamente en ningin momento del estimulo, aunque los
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niveles a las 24 horas sean algo mayores que los niveles de ATP del control

negativo.

En definitiva, las mitocondrias del tejido aumentan la capacidad
respiratoria de algunos de sus complejos como respuesta a ambos estimulos,
aungue de forma mas discreta en estrés oxidativo, lo que se traduce en un

menor aumento de la produccién de ATP en el tejido.
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4. Comparacion de la respuesta mitocondrial en neuroinflamaciéon y en

estrés oxidativo.

Cuando se comparan ambos estimulos y fijandonos en la respuesta de
todas las mitocondrias del tejido, éstas aumentan mds su capacidad
respiratoria y su produccién de ATP durante la neuroinflamacién que durante
el estrés oxidativo. Probablemente el estimulo del peréxido de hidréogeno
produzca un dafio mas directo sobre las mitocondrias que el LPS. El LPS
produce las citoquinas proinflamatorias y el estrés oxidativo a través de la
activacion de la microglia, mientras que el H,O,, por ser una especie reactiva de
oxigeno, dana directamente a los complejos de la cadena respiratoria
mitocondrial. Por ello, las mitocondrias del tejido estimulado con H,0,, tienen

una menor capacidad de respuesta y de produccion de ATP.

En cuanto al comportamiento de las mitocondrias axonales, ambos
estimulos convergen claramente en un punto: la disfuncion del transporte
mitocondrial axonal. En ambos estimulos, las mitocondrias axonales se
paralizan, disminuyendo drasticamente la velocidad media de las mitocondrias
moviles, tanto en sentido anterégrado como en sentido retrdgrado. Esto
implica que en una situacion de neuroinflamacién aguda, el estrés oxidativo
sera el agente patogénico principal causante del fallo del transporte

mitocondrial axonal.

Todas estas observaciones nos llevan a proponer el siguiente modelo de
la respuesta mitocondrial en un entorno neuroinflamatorio agudo (figura 29):
mientras que a nivel tisular las mitocondrias responden aumentando su
capacidad respiratoria y la produccién de ATP, a nivel axonal las mitocondrias
responden morfolégicamente a la inflamacion aumentando su tamafio y la

complejidad de sus crestas mitocondriales, pero su transporte se ve
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completamente alterado. La paralizacion de las mitocondrias se produce en
una etapa temprana y aguda de la inflamacion, antes de que los dafios
axonales sean irreversibles. Por tanto, nuestro modelo indica que el
mecanismo mas critico en la disfuncion mitocondrial en la neuroinflamacién
aguda es la alteracidn del transporte axonal de mitocondrias (especialmente el
retrogrado). Por tanto, nuestro estudio sugiere la preservacién del transporte
mitocondrial como una diana terapéutica de neuroprotecciéon en lesiones

agudas de EM.

129



Figura 29. Modelo de respuesta mitocondrial a la neuroinflamacién aguda.
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5. Limitaciones del estudio.

La primera limitacidn con la que nos encontramos en el estudio es que
el modelo empleado reproduce algunos de los aspectos del dafo axonal en
neuroinflamacidn, pero no todos. Se trata de un modelo de neuroinflamacién
in vitro, en el que el estimulo con LPS recrea correctamente un entorno
inflamatorio pero en el que carecemos del sistema inmune del organismo.
Siempre es mejor y mas completo utilizar un modelo animal, pero en este caso
ciertas técnicas como la microscopia in vivo para el estudio de la motilidad
mitocondrial axonal requeriria el uso de animales transgénicos como los
utilizados en el trabajo de Niki¢ et al. (2011) con distintos tipos celulares, o
incluso estructuras subcelulares, marcados fluorescentemente; concretamente
neuronas para visualizar los axones, células T, macrofagos-microglia vy

mitocondrias.

Siguiendo con las limitaciones relativas a las técnicas utilizadas, algunas
de ellas (concretamente los ensayos de respirometria y medida de ATP para
evaluar la funcién mitocondrial) no permitian analizar en exclusiva las
mitocondrias axonales. El tejido debia ser homogeneizado, con lo cual se midié
la funcion mitocondrial de todo el tejido, mientras que los datos de morfologia
y transporte son de mitocondrias Unicamente axonales. El aumento de la
complejidad de las crestas de las mitocondrias axonales probablemente se
corresponda con un aumento de la capacidad respiratoria de sus complejos.
Aunque veamos un aumento en la capacidad de los complejos | y IV, todas las
mitocondrias del tejido estdn contribuyendo al mismo, probablemente las
mitocondrias neuronales también, aunque serian necesarios nuevos estudios

para demostrarlo.
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Por otro lado, no se han podido realizar los experimentos que evaluan el
transporte mitocondrial axonal y los que evalian la funcion mitocondrial en
todos los puntos temporales utilizados para la caracterizacién del modelo, por
razones operativas. Esto nos lleva a preguntarnos en qué momento se produce
la paralizacidon del transporte épuede que sea incluso antes de las 12-24 horas
en las que empezamos a ver desmielinizacion y dafio axonal? ¢Esta paralizacidon
se mantendra a lo largo de las 96 horas de estudio? Y respecto a los ensayos de
respirometria, como se ve un aumento de la produccion de ATP significativo
solo a las 24 horas de estimulacion con LPS y posteriormente baja, si
evaluasemos la capacidad respiratoria de las mitocondrias en tiempos mas

largos é¢disminuiria?

En los ensayos de respirometria, no se han podido mostrar los
resultados obtenidos para el complejo IV con el estimulo del H,0, por un fallo
en la adicién de los reactivos del protocolo SUIT. Probablemente hubiéramos
visto también un aumento de la capacidad respiratoria de dicho complejo, pero
esta vez asociada a un aumento relativo (no llega a ser significativo) del

contenido proteico de complejos dentro de las mitocondrias (figura 27).

Finalmente, para comprobar si el aumento de la respiracion de algunos
complejos mitocondriales se debia al aumento del contenido proteico de los
complejos, se decidié estudiar mediante western blot dos de los tres complejos
evaluados en los ensayos de respirometria (el Il y el IV) ya que normalmente
sube la expresidn de todos los complejos integrantes de la cadena respiratoria
mitocondrial de forma coordinada (en respuesta a las necesidades metabdlicas
del tejido). Sin embargo, en el estudio no se ha incluido el complejo | que

hubiese ofrecido informacion adicional.
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A pesar de las limitaciones encontradas a lo largo del estudio, los
resultados sugieren que la activacién microglial y el estrés oxidativo inducen un
incremento inicial de la funcién mitocondrial, pero al mismo tiempo también
inducen el fallo del transporte mitocondrial axonal. Este fallo podria ser el

mecanismo inicial y critico del dafio axonal en neuroinflamacidn aguda.

Para confirmar estos hallazgos y profundizar mas en las causas harian

falta mas estudios centrados en dos puntos:

1. Saber si el fallo del transporte mitocondrial axonal es un evento
temprano de la disfuncion mitocondrial en la degeneracion axonal
por neuroinflamacién, y ocurre tal y como parece en este estudio,
incluso antes de que la desmielinizaciéon y el dafio axonal se
extiendan.

2. Identificar las causas moleculares del fallo del transporte

mitocondrial axonal.

En relacién con este segundo punto, seria necesario estudiar todos los

elementos que forman la maquinaria de trasporte axonal:

- El citoesqueleto axonal, principalmente los microtubulos. ¢Estan
sufriendo una desestructuracion? ¢Se estan despolarizando?

- Proteinas transportadoras (kinesinas y dineinas), adaptadoras (Miro
y TRAK) y de anclaje (sintafilina). En Drosophila se sabe que dMiroy
Milton (homdlogas de Miro y TRAK) estan reguladas por los niveles
de calcio intracelular, provocando la parada del transporte de las
mitocondrias axonales cuando los niveles de calcio son elevados
(Wang y Schwarz, 2009; Macaskill et al., 2009).

- Proteinas de la dinamica mitocondrial encargadas de los procesos

de fusién (Mitofusinas y OPA1) y de fision (DRP1, FIS1 y MFF).
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Todos estos procesos de transporte estdn al mismo tiempo muy
relacionados con los mecanismos de control de la calidad mitocondrial (Fischer
et al., 2012) que permiten la fusién de mitocondrias para el intercambio de
componentes dafiados por componentes funcionales, la fisidn que parece ser
un evento anterior a la degradacién de las mitocondrias irreversiblemente
dafadas, y el transporte retréogrado de las mitocondrias dafiadas hacia el soma
para ser degradadas y completar el proceso de la mitofagia. Como ya se ha
comentado anteriormente, las proteinas Parkin y PINK1 implicadas en procesos
de fusion-fisién y mitofagia, permitiendo la renovacion de la poblacion de
mitocondrias neuronales, sufren mutaciones en formas hereditarias de la
enfermedad de Parkinson (Scarffe et al., 2014). En nuestro modelo de
degeneracidn axonal por neuroinflamacidn, una de las primeras consecuencias
del fallo del transporte mitocondrial sera la alteraciéon de los procesos que
regulan el control de calidad mitocondrial. De hecho, la proporcion de
mitocondrias que se desplaza en sentido retrégrado en los cultivos estimulados

con LPS disminuye significativamente (figura 22).

Si se consigue identificar qué esta fallando, tendremos una diana
terapéutica perfecta para revertir el dano axonal temprano en
neuroinflamacion, que finalmente resulta en degeneracién axonal y en fases
mas cronicas de enfermedades como la esclerosis multiple en acumulacion de

déficits neuroldgicos en los pacientes.

134



VIII. CONCLUSIONES
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Nuestro estudio ha identificado un aspecto de la biologia mitocondrial

axonal que falla en un entorno de neuroinflammacién aguda, probablemente

causado por el estrés oxidativo: la paralizacién del transporte mitocondrial

axonal. Esta conclusidn se basa en los siguientes hallazgos:

1.

Tras el estimulo neuroinflamatorio las mitocondrias axonales
aumentan de tamafio y poseen una mayor superficie de crestas,
sugiriendo una respuesta encaminada a aumentar la produccion de
energia (ATP).

El transporte axonal de mitocondrias se altera de forma clara tanto
en respuesta a la neuroinflamacion como al estrés oxidativo. El fallo
del transporte impide que la respuesta mitocondrial compensatoria
aporte la energia necesaria en los sitios de dafio axonal y por tanto
contribuya al daiio axonal o incluso sea su causante.

En respuesta a la neuroinflamacién aumentan la respiracién inicial
desacoplada de la ATP sintasa, la respiracion NADH-dependiente
del Cl y la respiracion del CIV, sin cambios en la expresiéon de Cll y
CIV.

Los cambios en la funcidn mitocondrial durante la neuroinflamacién
tienen como consecuencia una mayor produccién de ATP en el
tejido (aunque esto no quiere decir que no pueda haber un déficit

de ATP en los axones).

Un estudio mas profundo de los mecanismos de transporte axonal

durante la neuroinflamacidon aguda permitira identificar posibles dianas

terapéuticas que sirvan para frenar el dafio axonal agudo en pacientes de EM y

de otras enfermedades neurodegenerativas en las que también interviene la

inflamacion.
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159



160



Abreviaturas

ADN: acido desoxirribonucleico
ADP: Adenosin difosfato

AMP: Adenosin monofosfato

APP: proteina precursora amieloide
AR: Aspect ratio

ATP: Adenosin trifosfato

BME: Medio basal con sales de Earle
BSA: Seroalbumina bovina

BA: Proteina B-amieliode

CM-H,DCFDA: 5-(-6)-clorometil-2',7'-diclorodihidrofluorescein diacetato, acetil
éster

CNPasa: 2',3'-nucledtido ciclico 3'-fosfodiesterasa
COX IV: Citocromo C oxidasa Subunidad /V

DAPI: 4 ',6-diamino-2-fenilindol

DIV: Dias in vitro

DMEM: Medio modificado de Dulbecco y Eagle
Drp1l: Proteina dinamina-1-like (GTPasa mitocondrial)
EA: Enfermedad de Alzheimer

EAE: encefalomielitis autoinmune experimental
EGTA: Acido etilenglicol tetraacético

EH: Enfermedad de Huntington

ELA: Esclerosis lateral amiotrdfica
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EM: Esclerosis multiple

EMPP: Esclerosis multiple primaria progresiva
EMRR: Esclerosis multiple remitente recurrente
EMSP: Esclerosis multiple secundaria progresiva
EP: Enfermedad de Parkinson

ETS: Sistema de transporte electrénico

FADH,: flavin adenin dinucledtido, forma reducida
FBS: Suero bovino fetal

FCCP: Carbonil cianida-4-(trifluorometoxi)fenilhidrazona
FIS1: Proteina mitocondrial de la fision 1

HBSS: Solucién amortiguadora de sales de Hank
HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanesulfénico
HS: Suero de caballo

HTT: Huntingtina

Ibal: lonized calcium binding adapter molecule 1
IFN-y: Interferén gamma

IL-1B: Interleuquina 1B

IL-6: Interleuquina 6

iNOS: Sintasa de dxido nitrico inducible

JNK: c-Jun N-terminal kinasa

KIFS5: Kinesina 1

LB, medio: Lysogeny broth

LPS: Lipopolisacarido
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MBP: Proteina basica de la mielina

MEM: Medio minimo esencial

MFF: Factor de la fision mitocondrial

Mfn1: Mitofusina 1

Mfn2: Mitofusina 2

MIRQ5: Buffer de respiracion mitochondrial

Miro: GTPasa Rho mitocondrial

MOG: Glicoproteina mielinica de oligodendrocitos

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

MTT: Bromuro 3-(4,5-dimethiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
Na‘/K" ATPasa: bomba sodio-potasio ATPasa

NADH: nicotinamida adenina dinucleétido reducido

NEAA: Aminoacidos no esenciales

NGF: Factor de crecimiento nervioso

NF-H: Subunidad pesada de neurofilamento

NF-L: Subunidad ligera de neurofilamento

OPA1: Optic atrophy 1 (proteina dinamina-like mitocondrial)
OXPHOS: Oxidative phosphorylation (fosforilacion oxidativa)
Parkin: Proteina del Parkinson 2 (E3 ubiquitin ligasa)

PARL: Presenilins-associated rhomboid-like protein (serin
mitochondrial)

PB: Buffer fosfato

PBS: Buffer fosfato salino

proteasa
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PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

PGCla: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
Pi: fosfato inorganico

PINK1: Kinasa 1 inducida por PTEN (serin-treonin protein kinasa mitocondrial)
PTP: Poro de permeabilidad transitoria mitocondrial

PVDF: Poliviniliden difluoruro

RNS: especies reactivas de nitrégeno

ROS: especies reactivas de oxigeno

ROX: Residual oxygen consumption (consume de oxigeno residual)
SMI-32: Subunidad pesada de neurofilamentos no fosforilada
SNC: Sistema nervioso central

SOD1: Superéxido dismutasa tipo 1

SUIT: substrate-uncoupler-inhibitor titration

SUO: Succinate ubiquinona oxidorreductasa

TE buffer: Tris-EDTA buffer

TEM: microscopia electronica de transmision

TLR4: Toll-like receptor 4

TMPD: N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilendiamina

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

TRAK: Trafficking Kinesin Protein

WB: Western blot

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido
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Formulas

Ca”": 16n calcio

CuSOy,: Sulfato de cobre

H,O: Agua

H,0,: Perdxido de hidrégeno

HCI: Acido clorhidrico

K*: 16n potasio

KH,PO,: Fosfato de potasio monobasico
MgCl,: Cloruro de magnesio

Na™: 16n sodio

NO: Oxido nitrico

O, : Oxigeno
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Abstract

Background: Demyelination and axonal damage are critical processes in the pathogenesis of muliple sclenosis (MS).
Onidative stress and pro-inflammatory cytokines eficited by inflarmmation mediates fissue damage.

Mathods Principal Findings: To monitor the demyelination and axonal injury associated with microglia activation we
employed a model wsing cereballar organotypic cultures stimulated with lipopolysaccharide (LPS). Microglia adtivatad by
LPS released pro-inflammatory cytokines dL-1f}, IL6 and TNFa), and inceased the expression of inducible nitric oxide
synthasa [iINOS} and production of reactive oxygen spedes [ROS). This activation was associated with demyelination and
anonal damage in cerebellar cuttures. Axomal damage, as revealed by the presence of non-phosphorylated neurcfilaments,
mitochondrial accumulation in axonal spheroids, and axonal transection, was associated with stronger iNDS expression and
concomitant increases in ROS, Moreover, we analyzed the contibution of pro-inflarnmatory oytokines and oxidative stress in
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blocking micoglia activation with ethyl pyruvate or allopurinol significantly decreased axonal damage, and to a lesser
extent, demyelination Blocking TNFa signifiantly decreased demyelination but did not prevented axonal damage.
Maoreaver, the most commaon therapy for MS, interferon-beta was used as an example of an immunomodulator compaund
that can be tested in this model, In vitrg, interferon-beta treatment decreased oxidative stress (iNOS and ROS levels) and the
release of pro-inflammatory cytokines after LPS stimulation, reduding axonal damage.

Condusion: The model of neuroinflammation using cerabellar culture stimulated with endotoxin mimicked myelin and
awonal damage mediated by the combination of oxidative stress and proinflammatary optokines. This model may bath
facilitate understanding of the events inwolved in neursinflammation and aid in the development of neuroprotective
therapies for the treatment of MS and other neurodegenerative diseases.
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i|:|r| wimment and reduction in lr(JlJlIi!: Suppart [41. - These: [
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resulting in the generation of superooide (O], hydrod mdials
l:-L—“'rl and '|:|1lf<!:1:|xy]1m:|xide' I:H:.:,ﬂx}. Tl mumt comumon oelhalar
free radicak are the hydroed radical (OH-), the superoside radical
(Oy— 1 and nitde monokide (NO-)L Other maleoules: that are ot
free radicals but that can lead w the generation of free mdicals
thmgh various chemical reactions inchade ydrogen peroxide
.:'le.—)}'l amd ]mﬂu},ﬂjhriu: -DM’JO—]. These ROS can be
comnierialuced by mtural snzymatic antoxidants (22, aperox-
dde lﬂ:ﬂnlrLa:u:, mLah:i‘!] anel |1|:||:|-1:u.".‘:,lml.i1: anboxidants -:4'5.. AT
acd, asorbic acd, glutathions), which are expresed under the
contral of transeaption facors, such as nudear Boor E2-related
Factor 2 (Nr2). The central nervous system (CNS) appears to be
especially vulnerable to oxkdative stmes due 1o il high rate of
XY 1nnnm1'|.ﬂ.i1m, e abundance of iﬂm, the kw leveds ol
modleoular antioxidams, and the suweptibility of neunns or
aligodendrocyts due o their particlar metabolic propentis [6].

The stusly of the comrilation of different pathways 1o ONS
damage and the effects of therapies in preventing such damage
M]uih:-l the dnul‘.h]J meenit of suitable models Hers we chamoterie
at the morphalogical level an i vito mode of brain inflamostion
by challenging cerebellar culums with endotoxin in onder to
promate microgha activation, Tn this model, we assessed the role of
oxidative st and  procinflummatory eytokines o prodoecing
axonal damage and demyelination @ a response o microglial
activation, Studies were pedormed in mouse cerebellar organe-
I.ﬂ':i-:: el 1:|:|1I.|:n:s‘ which ]:nwi](‘: a2 m:]]—]mqu'] sruciure of
brain tese incuding all oplicatsd el populitiome (microglia,
astrocytes, nearong, axors, myelin and oligodesdrocytes]. We
Tound that in repomse 1o inllammmation due o miomglia achation
in cembellar organotype cultures the mons and mydin were
dmmgm] '|.r:,| the indhiction of ootidathe stres and ]Jn)—irjﬂmmu—
tory cytokines,

Materials and Methods

Animals and cerebellar organotyplc eultures

All animal experiments were performed wsing CHTBLAG] mice
{‘l‘{aﬂ&l: 'A'Lu:lrau:ri:s'l. Amrmak wem handled in accordane: with
the Buropean Comumunities Cound]l Dimecive (B6/600/EEC
amwrnded 1::,! Dhrective 200565 /BC) and the ﬁjmni::h 11¥||]u.r.i|:||15
for the procurement and care ol experimental anioalk (1201 RD/

Cernebwellar Culture Moda of Newrsinflammation

2005, Outober 10], and the study wae approved by the Ethical
Commmmittes on Animal Research of the T:nivwsil.y af Bamelorms,
All peesible effiorts weme made o minimdze animal adfering and
Tt e mamber of animak e, Cerebellar shce cultures wers
based on previoely publibed protocols [7,8] amed wem prepared
Fom B-day-old CSTBLSIE mice Cerebellum was cut using a
wibiratdame u].ﬂ..lin‘ir.g Hesane alices (350 Hima IJ:u'&j. Three shoes were
plated on MillicelHOM culture nserts. Cultures were inculated ar
3TE, 5% €0y in 50% basal medivm containing Earke’s wah, 25%
Hard's lnafTered salt solution, 25% inactivated borse seram, 5 mg/
ml glocese, 025 mM Lglutamine and 25 pefml Penicdlind
Sdnajtem!ydu, Tn all F.x])r.rinu:n].-:, cembellar die wene man-
tamed i cultuee for ¥ days Bir educing microglia activation and
ﬂ:u'hg cultuares to m]&:]ilmu: e sx:nma:l:l::iug the stsdies,
Afier Tobays oo oo (DIV] cultiores were treated with diflereni
concentrations of LPS (5, 10, 15 and 20 pg/mi) for 1, 3, 6, 12,24,
48, 72 and 96 h, and then fxed in 4% parafommalklende (PFA) for
immunafluorescence analysiz, or homogentead w obtain protein
exiracts, Uru:uuwd contml tsie li]:u:ll.]:l foar 1:IIII.'1'\|:IS:1:I}I:|I' i1:|:.1.ging
and for molecular anaysis) was incubated B dentical periods of
e s treated cul e

BV-2 cultune

BV-2 cedk wese gmmuﬂy ]Iruv'liﬁ] 115! Prof Antonio Celads
RE, Barcelona, Spain) [9] and were maintained in DMEM
contmining 5% beat imactivated FBS, 4mM L-Glutamine SAFD
bicseiences), 20 mM Hepes Stoma) and appropriate antdbiotes a
IT0 in a bumidified chamber with 5% G, Before treatment
cells were washed twice with l'}thM, then imcilvared 1—:-, 12 or
24 h in 10 ml ol sermslree. medium contaning. 100 ng/ml LPS
Sy L4301} and diferent concentmations. of Allopurinal (100
UM or | m)

I unollucrescence microscopy

Cerelellar shces were fixed with 4% paraformalehvle (PFA]
B 4 min, washed with PBS for 10 min, and blocked a BT for
2h in 0% nomal goat serum ((NGE Vetor Laboratories,
Burlingaume, USA} and 05% Triton X-100 in PES. The dices
were  incubated 1m-rr|'gj1l. at 4°0C wih the Jistio ]JTiTI:ﬂ.I’:(
antilexdies [Talde 1] in Wocking soliton (10% MNGS and 0.3%

Table 1. List of primary antibodies used for immunofluorescence studies.

Antigen Deesori ption Dl ution Company

|mmcn Mg Hestocompathiey (nmples cims & =t ans-moase MHE dass 0 A 1200 Chemsmn
 momodaonal anthody

CO11bAOX4A2 mouse antrat COT1E 1150 Sarctec

oL Hewnddment bght 20610, nbbt mik 1500 Cell Signaling

MFH Hewofihment heawy iphassharyiared and monphaspharytaed N 1200 AbCam

mbit polychnal anmzesum againct the 200 &0 Newro@lament Heawy. Hef ABE1I51

w2 monphnmhoryired neurofiament oy S 120 e

MEF Ityedin Basc Protesm @1 2nS-MEP (52 47) antibody g Seratec

|NeuN Meuronal Nodet ant-Msul mouss mib: 1500 Chemimn

iNDS Induchle nimc axde grthxe: purified 2bbt ans-NOSNOS tpe B 1300 80 Boscsence

cox Mtochandrial Comgles W subunit | monociond amibady COK 1200 Minicience

Caspd Camase T anthCasnd rabba 12300 Cell Sgnading

hal \ired cacsum hinding adopinr malecale 1 amtiha 1, abba 1400 Wizka

rerfz e g7 175 fantz (e

Idc:1u13ﬂ.§m.nnl.pmmﬂﬂ.ﬂm
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Triton X-100 in PBS). Aftr Binher washing the slos were
inculmted in blocking solution containing the secondary antibexdy
mixture prior o thmee washes with PBS. The seoondary antilasdies
useed wene moze TG Cy2-loked, rabbit TyG Cy3Hinked (from
goat, 1N, GE Healtheare, Freiburg, Germuny} and goat anti-rat
TgG Ala Fluor 488 (L2200, Molecular Proles, Fugens, OR},
Propidim jodide (Fluka) was ised at 5 ped/m] for 2 hoat 3770 and
5% 00 The shoes wer mounted in Gel/ Moun ant-fading
mounting medinm (Blomeda, Foster City, OA) and pictures were
msade by conBxal scanning micrescopy from single images all
thmsgh the whole tesue ot avoiding the sarfac: of the aalture in
contact with air) Feis TSM 510). Danyeinaton and asonal kes
were quantified as deseriled ebewhere [I01 1] Brefly, demyw-
lination was gquantified as the percentage of axons stained with
NIL with MBP sumourding sheaths respect to the jotal mamber of
axoms (without MBP sheaths), Axonal loss was quantilied as the
percentage of asons stained with non-phosphorylated nasrofila-
s {Eﬂﬂrﬂ'm ruq:lﬁ:t vt botal |:|1m|1.|1.'r of axons- -rN'ﬂ'I.'
phesphorylued and mn-phosporylaed neursflaments),

Electron microscopy

The ceretellar slices were fxed for 24 h i 2% PFA and 2.5%
ghitaaldehyde in PBS 0.1 M at 470, Then, they wene waslwd in
PES OLIM for 12 h before post-fication treatment with 2%
eammiam befroxids m PBS O M for 1 h oat 4’1._}1 ﬁﬂqmui '|:r:,'
pestenar delndration and indwion i Epoxy embedding awedium
(EPON). Ultra-thin sectiom were stained with 1% wramdaceiane
amd lead eirate solution, Samples were obsetved with & Tecnad
SPIRIT Tramamizion Fecuon Microsoope ([FEI Comprany,
Endhown, The Netherlands) working atan aceeeraton woltage
of 120 KV, Images were acquind with 2 Megaview T cansera
amd d'g-ifn’.ui with the jaresEan iTEM fﬂuﬁ. ]:l:rlaglrlg ﬂ}ntﬁm].

TUMEL assay

Thsues sectiong, fxed with 4% PFA, were permeabilized with
L5% Triten X-100 in PBS) overnight at 470, Then the solution
wits remnoed o add sodinm eitrate sohation @,1% in HAOD 1 hoa
RT. The detection of cells with DN A-srrand breaks was pedormed
by the TUNEL labelling method wsing terminal oransdieose
recombinant and the Fluorewein — E24IUTP [ROCHE)] fur Zh
at 370 The maction was stopped with 20 ;M EGTA and the
segtions wire wished 2 tnws with PBS. The hleled dides were
aralyead by conkical microscopy (Olympes FV T, Tn addition,
for el death quantification, nuckd were sained with 05 pg/ml.
of Hoechat 33342, Hoechat stained maclel were soored as momber
of otal el and TUNEL positives. cells were sconed as dead,

Active caspase-3 immunoflomrescence

Cultures were frised with FBS at BT and Gxed in 4% PFA fi
30 min, They were then washed twice with PBS and permeahi-
Tied and blocked with 3% FBS and 0.1% T dwn X-100 in PES for
60 min, Cultures were inculated overnight at 4°C with rabibit
Jm]ydmm.'l antickeaved ca.l]u.-iﬁ-f% el ﬁ]glming] wliluted 1:150,
rinsed three fimes with PBS, and inculmied with Alexa Floor 594
cotjugated anti-rabbit secundary antbodies Moleoalar Probes,
Eugene, OR} diluted 1:250 B | h at RT aned prodected from light,
Finally, cells wem stained with 0005 pg/inl Hoeclwt 33258 far
3 omin, For double stainng Capd/MBP the cultures were
permeabilizad as descibe abow and mcubated ovemight at $°0
with ]:K:I]YIJI:IIIHJ anti-cleaved 1:1.-:].18&-3 and rat anti-NEBP (12000
Alexa Fluor 346conjugard anti-rabbit and 48B-conjugate] anti-
ral sevoncdary antibodies were med.

PLOS ONE | wawepl osome ong
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ELISA

Muowse cerebellar oanotypie culiurs wene stimulaed with
LIPS for different periods of e (0, 3, 6, 12, 24, 48 72 and
96 s, or with TIPS phe TFN-f (100007l Callinchem] or
Allospnarird (100 ph or 1 ;M) and the culiune aspernatants were
collected to quantify the secreted TL-1f, TNF-2 amd IL-6 Mouse
EIISA Kis were wsed according to the manulachirer's instrix-
tins feBicacience, San Diego, CA, TISAL

Western Blots

Thmee cerehellar dices per group wene used for .u.na]]ls.i!.
Westerneblot wem  performed as previowly deseribed  [12]
Eriefly, wotal protemn (10 pg) from cerebellar shioes was separated
by SDEpolvactyvlamide @] eleorophomss, tansdferred ono a
nitmeedhikss membrune and hybridteed for 2 hoor overnight with
primary antilechies dilited in the same blocking bofler: mouse
anli-CNPae (2, V-cpdic-nuceotide 3’ -phophodieserase) 1300
-;-ﬁh“m], rabibit ani-NOS ﬁr.uhq:ﬂ.ﬂn’t Mitrie Oixidde Si_mﬂjme]
1200 (BD Biescence]. Protein kad was sseaed amd oonmalbeed
wing Poneean 5 staining. Antbody binding was detected with
HEP-conjugated anti-moze or anti-ralibit secondary antilodies
el Sigmaling) wsed 4l a concentration of [22,000.

ROS Assays

ROS wers asayed with HAMCFDA (30 oM, Invitrogen) added
to the cembellar orgamotypic culumes for | howr at 37°C,
Unincorporated HoDOFDA was removed by washing the dices
twice with PBS amd the fuorescenee was measumd on oa
spectrofluorometer after excitation at 485 nm amd emision at
595 fum,

Blocking TNF-2 using the recombinant Fo-TNFR1
construct

Fo-TMNFR] was produced as descriledd presdowdy [13] Afler
Tdlays in culure the B-THNFR1 constrset (Fe-TNFRIL: /50
dibution] was added 2h befor challenging the cultures with
hunan TNF-x at 20 and #) ng/ml, Samples were collected 24
amd 48 h after TIPS stilation, fxed in 4% PFA for 45 mimate
and sored ar 470 in PBSaride o] inmmunostaining wis
plerformed.

MTT assay

The MTT amay was performed 24 and 48 b afier the TNFa
challenge 1o asess cdl survival in the organotypic e afier
exposure 1o Fo-TNFRI and pror to the TNF-2 challenge. The
mesudes provided us with the optineal coneentration of Fe-TINFR 1
mouired o block endogenows TNFx, MTT (30 pl, fnal
concentraton 0.5 my/ml) was added to each well and the s
wa incubated for 3 h at 37°C. The: Gsee was mecovered in 0,1 M
HO Z-propancl, incubated again B¢ 25 mimutes 2 room
wernperature and ceotrifiuged a1 maximum speed for 3 min, The
supernantants were atnalyred by specrophotometer at 570 nm,

Quantitative PCR (gPCR)

Thnee cerehellar slices per group were wed for anabeiz. BNA
witn extracted following the mamfactuers imirodions M
cherey-Nagel) and quantified with Nanodrop. RNA (100 ng) was
meverse-trameribed to IINA using modom primerns according to
the manufetarer’s irstructions (Apphed Bicspsterns). Sulsequent-
]':‘, L]'PER W ]Ju'fm'naeli with the 51:]_;lem|-n< far ﬂ:gl:FB:ﬂ. FvalGreen
Biorad) on a 73 Fast ReadTime POCR System  [(Applied
Bicsystens} and the gPCR QuantiTect Primer Asay were
perdormed for each of the et genes Diagen). The expresion
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of the transenpts of interest was pormalized w that of endoge nous
HPRTI, and the data expresed relative to the mean expresion in
the wntreated contml group.

Statistical analysis

All experiments were performed at ket three times, and contral
ealtunes were time-matehed with testing asltures. The vahes were
expressed asd the means = SEM. The Suedent's fHests (in Fig. 1, 2,
3 and Supp, Fig. 51oand 53) or ANOVA (in Fig. 4, 5 6 and 7)

were used 1o determine stdistical sirmfeance and all anahlseswere

Cereballar Culiere Modd of Neuroinflammation

concentration and timing of LIPS peeded w0 indwee microglia
activation Iy treating the cdiures Br 24 b with diferent
concentration of TPS (5, 10, 15 and 20 pp/ml, and amlying
the kinetis of TL-1[, TNF-2 and T4 release over 96 b by ELIRA
Supp, Fig. 51}, When culunes were challenged with doses up 1o
15 pgdml, LPS mduced a dese-dependent produdion of po-
inflammotory cviokines, such as TL-1P (Supp, Fig S1AL Peak
leveks of secmeied TNF-u, TEAG and IL-1[ were olserved 3, 17 amd
24 b afier LPS challenge, mspesctively, While the releae of T-1§
Wi ransient, oomsian ||i§|| Ewlk of TNFa aml L6 were

perfommed wing SPSS 15,0 software (TEM). secreted from 3 houp to the last messurement at 96 b fappros-

M0 pefml oand  1BDD pedml, respectively) (Supp.

Fi:.'-_r. SIB). To mses |1'.ic:|':.-3'|i.1 M“i\'.i.lii-ll‘ c-lgAlJc;lﬂlis' wultures

ity

Results

were staited with markers of activated micmgdia such 2 MHCTT
LPS induces microglia activation in mice cerebellar
organotyplc cultures
In order to reproduce mkroglia activation as one of the

and OX4Z [14]. We olierved the prsence of amsoeboid shaped
migroglial cells, with enhanced MHC-TT and OX37 expresion
24 b alter LPS challerge Bupp, Fig, 510, both features indicative
miechamizne present in neuroinflummation, cerebellar arganoetype of microghal acivation, We did not observe MHCAT amd OX42
cultuees were challerged with TPS. First, we detenmined the
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Figure 1. Microglial activetion Induces demyelination In mouse cerebellar cultures, A] Cersbellar culures wem sthmulated with LFS
115 pg/mi) for different pedods of time (0 to 96 K and ONPate expresdon was assessed by Western-blot. Protsin expmsson was quantilied and
normalized 1o the total protsn loaded, and the results are expressed as 3 percentage with respect to the controds (100%). Error bars indicate the
standard erme =001, B) Immunoli onescence for NIH (ed) and MBP (green) in cersbeflar cultures treated with LPS (15 po/'mi panels d-f and ¥-mi
or controd slices oo, pareds a< and g-L Paneds g4n show a higher magnification | <60] of images in & (white boxes in panel a-ff. Scale bars
=100 pm (panels 3-f) and 5 pm |panels g-ml The graph represent the percantage of myslinated axons {double staining for MBP and NIH) compared
to i yeding ted avond (NIH]. O} Cubtenes were treated with LFS for 245 and then deompelination was analyzd by dectron microscopy. D) Cerebalar
cultures were teated wAth LPS (15 po'mi) for 24 h and then immunosiained lor MEPACasp3 o NeuNACapT colsbeling. Scale bar =10 pm. The
graphs Epresent the percentage of cell daath by quantifying the co-localization of active Casp3 immunofiuorescence in conjunction with MEP o
Meuh staining. Stsdent's rHest was used to determine staristical sgnifl cance.

Aot 10,137 1 jourrna Lpons 00547 22_gk

FLOS ONE | weanaepl csons ong 4 Febhuary 2013 | Volume 8 | Imee 2 | 854722

172



A LPS treatment (h}

6 12 24 48 72 96
E e 1500
5 _ 1000
s SE 500
(=18~
F Q
Cil 1h 3h Sh 12h 24h 48k 72 960
B 000 .
=
£ 2500
B
A 2000
g
g% 1500
E 1000
o 500
g
0
et 1h 3n 8h 12h24h 480 T2h 88h
[ Ibat INOS merge

Ctrl

24h LPS

Figure 2. Microglial activation by LPS induces oxidative stress
in cerebellar cultures. A) W05 axpression after PS5 challanps
‘Wetern-blot anahsis of INOS expression in carebailar cultures after LPS
srimulation {15 pg/mil. Band intendity was calculated by derditomeatry
and expressed a5 a pecentage in the graph. The change in iNDS
expresion wat calculated with respact to contred fentreated cultees)
and normalized with respect to total protsin, Emor bars indicate the
standard emor. **Pc0007. B ROS prodection sfter LPS challenge
cerebellar cultures were meated with LS for different periods of time
Al OIS e neration was measened by spectrafieorometny. Valee in the
bar g@mph represent arbit@ny enits and the anor bars indicats the
standand ermor. PS5, Sanstcal analyds was perdformed wsing
Srudent’s FrestC) Expression of iNOS by activated microgliz Cerebellar
cultures were treated with LPS for 24 b and imimunos t@indned for lbat
{red, panels 3 and d) and INOS igeen, panel b oand &) in ongan Ty
cultsres weated with LPS (15 pg/mil for 24 b Paneds c and F shows the
menged sgnale Inset shows an enlanged imags from panel £ Scale bar
=Tl pm.
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psitive. cells in the control cultumes at the same tme point (dat
not shinw).

Activation of microglia by LPS induces demyelination
and oligodendrocyte death

To determing whether neuminflammation ndoces: denmelin:
ation i the cerebellar onranotypie model, we anabysed CNPase
protein expression in Western-blot, Culares were grown for 7
DIV 1o allow sgnifican mydination and then exposad o LPS
15 }L_i_{.-'nﬂ! Bor 1, %, 6, 12,24 4B 72 and 96 1y, which _|||'1-d|:|-::|xi a
40% lom of ONPase protein afler 26 h, which had Rallen
sigmificantly by 24 h (Fig. 1AL Slices were abo counterstained
with ML and MEBP amtilelies (Fig. 1B for different timss afier
LP5 treatment. We ohaewved significant demyelination ar 24 b,
mevesled as a desrese in the intensity of nwvelin inomunomadidty
at different magmilcations that was maintained wuntil 96 h (Fig. 1B
atul ﬂu|r||. Fit:. 82 The 24 h time ||-:lin| was themefore wsed as
meference in all sulseguent denmyelination expenmeants. Confoal

arcibysis revealed only 4 few myelinaed asons Fig. 1B, pand m} in
[PSclallenged culmres when oomparad o toe-mached oon-
ek In cultures treated with LPS, the avelin staming appered
. CNPase
stainitg tewakd a amidar profile of in1.w]u1.1.|m|| as MBP
saining (data not shown]. In response to LPS treavme thers was

il anid 'd14r_||. a hallmark of elin dion are

an appmodmately 2-old decreae in MEP staming compared to
time-nzatebed control tzue Fig. 1B, graph). Demyelisation afer
LP5S challenge was confirmed by electron mieroscopy (Fig. 10

T devernio whether LPS aimndation indoced the cell death,
cul tures were 1'x|u.r111d o LPS _|:-a- ;di:."'nﬂ; Exr 24 ||I and stained For
activated (cleaved) caspase 3 (Fg. 1D and Supp. Fig. 838 LPS
treatment enhaneed g_li..l cell death that was muainly iuu;hjug
aligodendrocyes, revealed by an incressed mmmber of MBPS
Casgpdpesitive cols [Fig. 1D} Evidence of oligodendmeyts cell
':h'-u.ll was Al\!' -I.II.ILJ.il“":J “'Iu:ll I.Iu: 11]1“]"" where ld.lk:h:':i “'.qu
propidivm dodide ([PT) B the kst 2 b, revealing an incressed
|1u|1:||x'|'<.-I'?vaP.'"F‘E-|x:-'1iI'M' celk ‘_§|:||||_| FI.I"_ 5340, J.]IJK:-IJ:I:f'lJ AT
ather glial cell types cannot be excuded, In contrast, only a few
meurors died in the grey matter, as revealed y NeuMN/Casp3,
NeuN/PH and Hoechst/'Cawpd codabeling (Fg, 1D and Supp.
Fig. 83A and B} These fndings indicate that exposure (o LPS
inchaced .13_!_{_u Hicant cell denth inthe white mealler, and & comistent
with oligodendmoyte cell death sen in the LPS modd of optic
merye injuary [135]

LPS induces oxidative stress and axonal damage in
mouse cerebellar cultures

To analyre whether IPS induce oxidatiwe stress in omice
organotypie alwres, we quantified iINOS expemdon and ROS
production & diferent tmes afier TPS challeige (916096 h, Fig, 2.
Weatern blot analyds showed that LPS incmased kewk of iNCS
3‘1 Il _‘lI“'r "Ild.m'lw: J.l:'.i ‘k'('ﬂ'd‘i"‘i
subsequently up o the study end-point (96 b, Fig 2A), Furtler-
ey, wainy Maorscerd way with HDOFDA we olkerved a
T00% and 40% increase in ROS produdion 12 hand 24 b afier
the IPS clallenge, respectively (Fig. 2B To verily whether the

atizal |JI'\C.-:]IJ-\.'\|:I' cells of INCS were micmgdiy or atrooptes; the

||n'.-b|:i|| '||1'_tlii1|§ at 12 th

cultures were i oo taioed for INOS and the microghial marker
Mal affer LPS stimmilaton. As e:qu:l-esd. in the slices mrated with
LP5, iNOS was muinly expressed by microglia cells (Fig. 2CL
Presence of axomal damage was assessed by double fmmane-
stainitg for both woal (phospberybaned and nom-plwsphonyaed)
NH and non-phosplorylated NIH (SMI32; Fig. 2A] In response

w LPS treatnxml, ||-::-||—J||u-:1||||-:-r1fidlni NH was [oumd o
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Figure 3. Microglial eactivetion induces axonal demage in
mouse cerebellar cultures, A Immenostaining {al for total
newrofllament-heavy (WM red) and dephosphorylated NH {SM132
green). Panels a« show control dics {C1d) wihile LPS treated slices ane
shavwn in panels d4 Pameds g-i show g ber magni fication images of d-{
Scale bar =20pm (panels af) and 10pum |panels gL Graph bk
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perentage of nondphosphordated newralilament with respect to tofal
resrefilaments in cerebellar cultu e stimul ated for 24 b with LPS. Ernos
bars indicate the standard enoc P00 Student’s et wal uwed 10
determine statistical significance 8] Immunofainng for ML fred) and
MEP jgreen) in the same conditions a5 In A Arrows indicate avonal
beads and arrowdvesd indicate axonal trandection |[end-bulbs] Scals
bar =5 pm. O ImmunosEining for KL red) and Complex 1V sobwnie-]
HOK | green): Neurofilament staining revasled the pretence of asonal
beads. Anows indicate mit ochondrlal scoumilation in newenollamens
Scale bar =5 pm

dot TR 371 fjournal pone 005472 2003

aceumulate in the neuraflaments (amrows in Fig. 3A paned b} with
a 4-fold increase at 24 h compared to wtal NIH, aggesting
presence of axomal dydunction Fig, 3A, panel b}, Furthennaore,
asoral dysdfunction was visible in dices challenged with TPS. Iy
means of bmmumestaning  for ML and MBP, showing the
Bromation of awollen stracunes (beading or sphemids amows in
Fig. 3B, pand ¢ and Supp. Fig. 57} indicating wopaired asored
tansgworn, & well as with asonal transection jead-bulls; armw-
beads in Fig, 3A, pand ¢ and Supp Fig, 52 [1]. Baal on our
results - showing nmosdmuam axoral damage by 24h afier LPS
challenge, this time paint wis wed for wsesing axonal damage,
Finally, we amalyeed the changes in the ditribution of asoral
mitochoredria by staining the respimtory chain comples TV
subunit-I (COX-T after stmuoltion with TPS (15 pe/ml) for
24 h (Fig, 3 O} We olserved an acoumulaion of COX-T labeled
mitechondria in the spherical axen bulbs, mdicathve of altered
mitechondrial ramport (Fig, 30, amows i pand . No such
aceuimilation of miochondria was olsered o the tme-matcled
contol cultures (Fig. 30, pand ).

Contribution of oxidative stress to axonal and myelin
damage

T asvess the contribution of exidative sress i axomal damage,
we compaed the offect of LPS induced oxidatiee st with thay
inchsced by lydrogen peroxide (Hp0L], a promoter of Fee cadicals,
relsellar culiure model ROS pooduction induced by LPS
b was 3-fok] higher than that in tose-matched comtrol

in il

afier 2
diges and 2-fold higher than that induced by a low dose of Ha(s,
Indead, TPS induced 4 36% and 15% neresse in INOS prote
axpresion with respect to contml dices amd those teared with a
bw chme of HeOy (Fig 4AL Furthermore, demyelination was
evident in both LPS amd HyOrteated samples, o detected in
CNPae Western-bilots (Fig. 4A), and by immunollsomscencs for
ML am] MBP Fig. 4B). The extensdve kss of mydin generated by

LIPS treatment was asociated with greater axonal swelling than in

contml or HaOs—treated samples (Fig 46 paneds Fand 1. Asoral
chumage was greater 24 hoafier the TPS challenge when compared
with HyO treatment, as determined by specilic staining B anti-

mon-phesphorylaed NIH (Fig. 405

The microglia activation inhibitors ethyl pyrovate and
allopurinol decreased demyelination and axonal damage
To stinly the effect of micnglia activation on axonal damage
an] demyelinmation in this model, we bsted the efea ol the INOS
mnhibitor etly]l pyrnate (EF) [16,17]. EP is a stable form of
pyruvate, a metaholite with strong anti-eadant and scavenger
activity, which inhilits expression of INOS. EP inhibis JAKZ
phosphordation, which in e inhibits the plesphordation of
STAT!| and STATIS in IPS—<tivndats] mimdia aml as a
consequence, suppreses the expresion of the STAT-resporsive
genes OIS and cydoaeygemaze-2, In alditon, FP reduce [PS
ncdhaced ROS prodection by inhibiting gp@lphos trameription
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Flgl.l'\c A, Role of Ethyl pyruvete in preventing microglia activation in cerebellar cultures. A) Comparative effecs of UPS, HO; and Ethyl
pyrevate (B in ROS. prodwction, iNOS expression and TP level: Cerabellar cultures were 18T entreated (o] or treated with H; 0, {1 mbAL LPS
115 pa'mil, LFS phes EF (10 mM), or H O, plus BY. ROS were maasured by spectrofl uommetry wing H,DCFDA and expreassed as arbitrany enits Total
protein was extracted and analyzed in Weaenn blots probed for iNOS and CNPase. The bands wene quantified by densitometty, nommalized 1o the
total protan and exprested aia paroantage with regpedt to the contrad. Brrod bars indicats the standard emor, *P=2005, **Po0.01 and ***P. B)
Comparative effects of LPS, Hy0, and B in demyedinatio n and axonal damage in consbeilar culiune: Immens staining for BL jred, paness 8, d, g, kand
nl and MBP jgreen, panals b, &, h, 1 and o) inunteated o anotyplc cultures oo ol panels a-0) or those treated for 24 bwith H, 0, (panels -0, LPS
{parels g, UPS phus EP {panads k-m) of Ho O, phes EP (panels n-pl. Co-localization s dhown in the menged panels ¢ f, L m and pInsets show a hilgher
magnification of the areas in panels and L Scale bar = 10 wim. The graphic below was shows e percentage of myelinated newrofl ament. Adtenishs
indicate the standand emmor Calculated regpect 1o the control. **P-<001 and ***F. ] Role of LPS, H0, and B In presence of nondp oo hari lated
medenofilaments (5MI32): SME2 (green] staining in the same conditiens 35 in B Armovs indicatas SMI32 accuml ation in axond. Scale bar =10 pm. The
graph below shows the percentage of non-phos phondated newrofilament with respect 1o toral newrofilaments in cereballar culteres stimulated for
24 hers wiith LIPS Asterishs indicate the standand error calou] ated respect 1o the control {statm cal analysis was performed wsing ANOVA test) **P-0001
dob10.137 1 jowrna Lpone 0054722 gl

am Racl activity, suppresing the Racl-JAR-STAT sigmaling Allopuriogl in the microgia cell ne BV2 treated with TPS and

cascade [16]. Figure 4A shows that in the preence of EP, ROS memsurixd the reease of pro-inflammatory eyviokines and ROS
production indwed by LPS retumed to levels similar o those of proxduction, Allopunnol sgnificantdy decreased ROS levels with-
urtreated controk, which was asaciated with decreased ™NOS anat <i_::-:||i.l'u'a.||lh tsod ifying TE- 1T, TG amd THNF-2 secretion (data
activation. Axonal damage, as determined by the increase inomon- oot shown), Cerebellar cultures were prereaed for 2h with
phesphorylated NIH, was also reduced 1o contral levels in the allopurinol wsing two different concentmtions (100 pM and

presence of EP (Fig. 40} Moreover, CNPaz or MBP protein 1 mM) and then stimulated with 15 pgdml of LPS for 24 h, We
LT ERETR T ||r1‘.:-=11-11:] by EP trestmsent Fl:_J. 4A and 4B). In Bl a -.i_s:'_nil—ralll ROS decivase as -||u||li|—u'd Ly H_ DHCFDA

surmnzary, EP decreased demyelination and axonal damage due to asay m the cultures treated with allopudnol 1 mM after LPS
the nbibition of micmga acrhation challerge comparéd with tme-matched cultures stiondated with

Secotel, we treated LPS challenged calures with the xanthine LIPS (Fg. 5A}L Moreover, to wrify that allopurioo] does s
wxichase nhibitor and sadical-free scavenger Allspurinal [18], This interfere with micmgin sdivation we tested TT-1f, TEAG amd TNF
compound & a ROS scaoenger that does net affect MAPK 2 release by ELISA asay, Allopurinel was not able w block
activation in microgha [18]. We tsted dilerent concentration of eytoking release induced by LPS 1o a significant extent when we

-4
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absenee of ALD (ALOT: 100 pM or ALDZ: 1 mMl. At 24 h ROS were
meatured and expressed as arbitrany units and IL-15, TNF-x and IS
redease were measured by ELISA. Asterisks indicate the standard eomor
calculated regped 1o the control *P-<005, and **P. B] Oomparathe
affect of LPS and allopudina] in the indoction of asonal damage {non-
phosphorilated nesrofilsments Immunostaining for NFLMEP and non-
b porilat ed redrofilaments {SMI32] In cultures uding  the fame
cordition a5 in D Scale bar =10 pm. The graph beow shows the
guantification of demyelinated and non-phaos porilated neurofilamentss,
Error bars indicate the standard error *Po005, “P007 [ANOVA Test).
dak 101371 fournalpone 005472 2 9005

treaterd the cultures with 100 pM of alopurinoel. Tn contrast,
allopuringl bkecks ovtokine relese at | mM (Fig. 3A), However,
when we compared T- L[, TLA and TNF-x kvl from cultures
tneater] with allspuringl (1 mM) afier LPS challenge with time
mmutche] corrol cubures (without TPS) we fund a significant
inerease of oytokines release (Fig. 5AL These results suggest that
allopuringl was not able o bkek oiecrogia actvation compleely,
evers i it did block ROS production. Finally, we scesed the efTect
nr|1'_i1.1-::-2-.|i_1 s tvationn modu ke Ty _1|]o||uri|x-| 4301 de:n'.:.('Jiluli-::-ll
arw] axonal damage. Afier 24 hoof reatment with LPS in presence
or alsence of allopuringl, adtres were stained B peareflament
light MNIL) and MBP [Fig 5B, lefi panek]. Allopurinol weed at
| mM sigmificamly prevented asonal damage (Fig 5B, right
panek] but did not decremse demyelination (Fig, 5B, see

quantification in graphs bekow|.

Blocking TNF-2 prevents partially demyelination but not
oxldative stress-mediated axonal damage

F.luriu_»_*_ brain infammmation, |1r:-—i||ﬂd}|1'.||'.d.|.1:-l"| eyiokines arud
oxidative stress mmay diferentially contnbuate o axon and myvedin
darmage. To investigate the contnbution of pro-nfammatory
::.:-e:-lsiu-e:s sach as T o e -:hn:.lg_\e:. THNF-x activity was
inhibited wwing 4 blwling recmmbinant protein (Fe-TNFRL ], and
e levels of oxidative sres and axonal and mwlin damage in
cltares wene measured, Deovelination was sitificantly ateme
atedd in cerebellar cultures pretreated with Fe-TNFRL 2 h before
the TPS challenge Fig. GA), visible as a significant increse i the
percentage of orwelinated asom in e Fo-TNFRI
companed to the TPS gmoup (Fig. 6B We quaniified oligoden-
droayie cell death by doulile staining with MEP/PL We alserved
that Fe-TNFR 1 treated cultures bad a significamly decrease of
<:-|i_:a_-::-c.‘u:|x]r4.-:'ﬂr weath -.'-.u17|:ld.rcd s the cultures e with LPS
F. 6B]. These effects werm presemt without modification of iNOS
expresion (Fig 60, In summary, in the cerebellar culture moded

t'_1'-C IIJ|I

'\r ||1'1:|":'i||‘r|d.r|:||'_1|.’::'||l |'|='|1Ji.|| (Jdl"uﬂ: Jll':] '::l]il;":h:"':ir‘:':.'\'li: .I‘:m
were prosmoted by TNF-,

Role of interferon-beta therapy in preventing oxidative
stress-mediated axonal damage

Tritefe mon-leta TFN- [ s the mo@ common treatment for MS,
with a pleiotmpic medankm of action, preventing CNS dang

Howewer, the precee role of TFI- in controlling oxidative stes
in MS & uncenain, particulady given that type T TN acthats
OIS in monecytes amd promotes ROS generation [12,20], while
it can dbso downregulue iNOS expression in other settings [217.
First, we asmesed the olecis of TAN-f in the
proioflummtory cytokines by TIPS Cytokine relese was signiF
wantly attenuated in e e wf |F‘.\-—“ -Fig_. TA). F'|1|<x:i|—||:::|]h:
IFN-P b a more profound and erly effect on IL-1f than on -6
an] THNF-2 release. Funthermore, culiures treated with TFN- [} had

sgrificantly less avonal damage, as reveaked by a reduction in the

redease  of
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o nest-pahosphony iated newnalilament with respent to total newrolilaments inowlenes stimulsted with UPS and treated

waith IFN-fL C) Bffects of 1A= in microghia activation and IR0 S expressionc immenofleorescence staining for lbal (red) and iNOS jgreen) in the same
conditions as B). INOS levels were quantibed by qPOR from cul tures treated with LPS or UPS phes IFN-fi the graphs shown the fold increase over the

s gl vabusa | <), nestmalized 1o the expresion of e HPITT housebas ping

gent_ Brrof bars indicate the standand enar. F-2005. 0] Bfects of IFN in

N2 mschear trand bocation: Immieno stalning for N2 jred) and DAP (blee] in osftures withowt LIPS teatment (oo, panels a-c), treaved with LPS {pan el
-], o LPS plus PN for 24 b (panels gl Amows indicate Nrf2 accumastation in the nedess Bepresentative images of doubile staining e shiin
Error bars indicate the aandand error, *Po0000. Scale bar =5 pm ANDVA test was used to datermine matistical sonificance

At 10,137 Vjournalpone 00547 22 o007

percentage of son-phosphorylaed  peurofilusens o culires
trested with TFN-P after LES challenge Fig. TB).

In order to assesm the effea of TAN-B on oxidative stes, we
aralyeed INOS and N2 expresson, Pretreatment with TFN-§
]:ﬁq:n‘ i |J:||: TIPS 1']::1315‘@«. recdueed TPS nduced INOS m]:n:::ﬁ{m,
a5 detemuned both by RT-PCR (Fig 70} and by increasing the
]:mu‘.:ii:l level in the mane and tandocation to mxdens ng TD]
N2 is o tansription factor that eegulates the scprestion of oy
phase T detoxifying and antoxidant enzyoss. The increass of
N2 & a moleailar sensor of oddative stress and s decrease
woukld suggest redoced oxkdative stress, This, we olserved ot
LPS-mduoed oxidative stress irggers trandocation of Nef2 in the
mpcdens, and that TFN-[F treamment induced M0% decmase: in NdA2
tramkszation (Fig. 7O, Taken togrether, these results indicate teat
I'Fh'-ﬂ- d.i-qiml,'s an aiti-oxidant amd a.rm'-'mﬂunmﬁmr:,l rale: i ilie
mtice cerebedlar model and abo highlights the wefulnes of this
sl for monitoring the effects of MS therapies.

Discussion

The TIPS modd of newrcinllummation in cerelbellar culures
[22] mecapitudats several everts that oceur during brain infam-
mmation, inchading micmpla activation Blkwed by evtoldne rdease
and oaddative stress, desmvelination amd axonal damage, Using this
msodd wie have cvahaed the effect of :m'mmﬂ']'a activation on
dermyedination and axonal darmage in cerebelham tizoe. Moreoer,
we lave z.n.l}rmd whether the mmine ﬁrg’.n:mﬂ.ﬁl: culture msde]
represents an offective tool o study the effects of drgs used in
neuroinflanmatory dieases by wsing TFN-f as an example. Owr
temults  dedicite  that LPS bdueed m]s:mg]iu agtivation  in
organatypic cultures, as obwerwed by presence of microglial cells
with armoeloil nhq.lc that cx.]mmsd MHCHT amd 0OX42, the
redesse ol an—h’dhﬂmmlﬁry 1:'§,lhh'ur..%| such as ]L-lﬁ, L4 and
TMF-2 amd the induction of oxidative stres,. Microglia activation
was associated with oligndendrocyie. death and nnyelin and axonal
damage. Demyedination ocons in cerebellar cultures challenged
with LF5, dlthough 1o 2 lsser exent than in model of
demyedination indoced by healeclthin 28], passvw tramfer of
ant-MOG antileslies in cerebellar cultures [24], or LPS challenge
1o optie nerve culures [15]. We need to keep inomind that
cerebellar thase appears o be more semitive 1o oxidative damsage
than other bran regions [25]. Cemnbellar culiures presemne (o a
largu et llw arpetare of the brain Li:mlt, am] all e ol
populations of mterest imicroglia, astrocyes, neurors and axots,
wyelinn aned aligodetdrocyes) when compared with spinal cond,
refitet of hippocumues adltures, The aralys of the dfects of
neroinflammation elicwd by LIPS Gelliates disection of the
pm.]:uglm i jrascesn presend it birain h!mmmun-y iiseases, Jo :rlm:l1
LIPS impction in the spinal cond has been shown w indice
stgnilcant immmane el recruitment t the site of ngection, with
prominent demmdination that dewlops over T weeks and w a
lemser  extent axonal damage, fllowed by eoyelingion by
Schwann cdk 4 weeks T [‘lﬁj. ﬁ]ﬂml:lg'h the ]:lmlaiugﬂmm:
inflrmmation typical of M5 and other influsmaorny brain diseases
e not develop in this mode], the offect of wctivating the innate
imrmane system within the brain is meapitulated by the presence of

PLOS ONE | wiwrwipl oo org

n

microglia activation, which appears to be critical for the long-tenn
asmal d.a.]:rug\e in MS and Li.'g.'rl.'m.iw dhisemses f??]:.

In the cerebellar culture: stimadated with LS, we olsaveal
ROS production amd INOS expresion in adivated microglia
jn&c:ﬂing induction of oxidathe stresy, IPS activaies nqu:'\e:g].i.n
amd astoeyies by binding o TLR4, promoting e inducton of
NOS, which in twrn produces BOS [2E]. Activation of nicroglia
and astrocyles ocours af diferent stage in several nenmdegrener
ative dieases. In expenmental aufobnmne encephakumyelits
fF.AE]., rm'i:n@ﬁa Pm:ﬁi.'rm: at the initial 5 lag while Erocyles
start to repond more markedly a the late recovery stage [291, In
general, activated astmiytes alw expres iINOS and the lewk ol
NOS olserved in the organotypic culiures challenged with LPS
probably aso depend on astmcytes. Oligdendrocytes and myedin
i 1:1‘@1]3« .‘I-.:rdi'i.iw; L E5] NG, which ].rn”:rh:lh:s the dl.‘,:'\eegj:hliun af the
miochondrial dectron trampont chain m asocdaton with the
translocation of the apoptoss nducnyg Gctor (ATF] [3] and g
production of peroxynitcite [31]. The reduction, bul oot complets
appression, of denmydination by iNOS. mhibitors suggrests that
(ﬁg‘lhi‘l}i‘lﬂ:}l‘lﬂ: afe dan:a.guﬂ 1"." ather mechanizans Lriggrrﬁ!
thronggh the acthvation of TER4 by LPS. Indead, TNFa and IL-
I appear o mediae oligodendrocye damage in mived culture
[15,%3. The regquirement of & mixed glia environment sogpess
that cytokines ingmir the ghaamate-buffenng capacity of asto-

To evaliate the contribtion of microglia  acivaton on
demnelination and axornal degeneration we alss oy we of
chemical inhibitors of microglia activation suwch = EP or
allopurinol.  Axonal damage was elicted by TPSmediated
amiiroglia activation as well & by HyOp-promoted oxidative stress,
Tnhilition oINS expresion by EP prevented myelin and aconal
dhamage whereas allopurinol prefrentially prevented axonal ke
Touat Lil,‘:m':,rdirmli:n ]Nrgiﬂ. In }mﬂin!hr, A.ﬁu]u:rinﬁ! rechscen]
sgnificantly the production of ROS and dightly the amount of
eytokines, The amounl of oytokines sl preesant afler ﬂh!u]nn'i.r.u:ﬂ
pre-treatment (=500 pglml for TNF-x, 100 pe/ml for TEAS and
50 pedml for TE-1H) & suficent to induee demmpdinagion m the
el s, Mﬂqw, i the presenl moside] we Faned that ﬁ:l]]mv'mg
whibition of THNF-2, myelin damage and oligedendrocyte los
were: primmated by pro-inflamneadory cytoldnes, However, we did
not blocked other pro-inflammatory cvtokings and for this reasen
we cannat ruke out the contribution of other pro-inflummatory
tw*iﬂﬂ B Hess dx!ugu.

Oxiclative stres nay cottrilate o axomal damage via several
1 han i, ir.u:]mih:lg ithe: inl]’.lai.m'ln:l of mitochomdrial famction
dhae 1o the acoumuabation of mutatens n o miD™NA In turn, this
kali to energetic Bilure, protein and lipd oxidation, amd
tmicrdatialnale drg.mda‘.-luh‘ this i::n]m.iribg Turctions sacl as asorl
transpeort ated strctual support [1334], The aconal swelling and
mitochandria acoumialation wers pertinently present in the model
at] wene oomiitent with a disruption ol microtbules by oxidative
stms and the sulmequent blekade of axonal wangport [B]
Nim'\mn\:r, dﬂn:,l{!i.iluﬁ:-h m:l]:lam:l:: the effect dhae w the lack of
metahalic support provided by mypedin in kng axons [35,36].

Finally we have mwesigged the effet of TFN-f, a Ganly
established Grsi-line therapeutic agent Tor M5 that prevents CNS
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damage, Our mode] indicates that TFN-i decrease both the
expression of pro-inflammatory eytokine and oxidative st as
such contrilnating. to axoml preervation. The ocoumemse of
aiclative damage ooinckled with incresed lovel of antiosxidan
ermmyimes in cerebellar culbames treated with TEN-f, sugresting that
the antosidant u]miu.u i1 overwhehned dl:rh:g a tenn i fam-
matory attack [37], Several studies have ako shown tat TFN-fi
inhibits oytekine-induced NO- or INOSsynthess in simoytes,
which may contribute 1o s dinkal efficacy [21,3830], In
comtrast, Lieh et al B} lave shown mo iohibitory dfects of
IFN—[:I- o NOS inomt nli.q:r\eﬂ]fu] well, Efi:mnu:r, studies in
mmarine macmophage have shown that TFN-B increased the INOS
activity, thereby enhancing inracellular WO actvity [20]. Tnoour
culume systen:, TAN-f reduced INODS expresion supporting the
protective effet of TFAN-f from oxidative sress. Eodogenous
antienidant ensymes am negulued by the tramseeiption factor o2
am] upon exposure to ROS, NrZ2 trandocates o the oucdens
whiere it imed 1o antiosidant response elernents in genes coding for
antioxidant ergymes [# 1], In oganotypk: culiures clullenged with
LS, tramlocation of Nef2 oo e nocless was decmbased when
the cullures were treated with TEN-f. We hypothesize that the
decrease in mudear rarskeation of N2 observed & probably due
10 the .ulu':EI.},l ufrm—ﬂ- by psveenl aidathee stres

In summary, our data undersoore that in cembellar arganotypic
culams challenged with LPS, microghal activation is sufficient o
redemse pro-infammatory oytokines and induee oxidative stes,
damaging moyelin and axors, even in the sheence of mphocyes
am] hematogenoms macrophages. These events were recapitulated
am] disected in this moded, providing a tool to stady thae
damage M5 and other inflanmatory brain diseases, that might
reflect the progresion of the disease in the absence of overt
inflammatory  infilrates. Moreovwer, ths modd  permit the
meechanistic .‘d.ud}r of new treatments for M3 and other meuaroin-
Marmmatory disordes.
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Fignre 51 LFS induces microglin activation in mouse
cerebellar culmres. A} dise-mesporss curve of IL-1) redease
e asred b:,rHLEA_ Cerelwlar 1_1ﬂfurl:s were sl.'ium]axd with four
different concentrations of LPS for 24 1 5, 10, 15 and 20 pgfml).
Bl M-1f, TNF-x and L6 mlkaw in cenelelar culures. Shoes
were stimmubated with LPS (15 g/ o) for different periods of tme
01,3, 6, 12 24,48 72 and 96 h)and then analyzed by ELISA,
Cwﬂ;rx: redemse dnles e mediam i3 1:k.]m:§ed Fo ]'.lg.'rﬂﬂ. Ermr
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