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Resumen

En la presente tesis se estudio la interaccion bidireccional entre el sistema inmune vy el
circadiano, poniendo especial énfasis en el rol de la citoquina TNF- a en esta comunicacion.
En relacion a la modulacién del sistema circadiano por parte del sistema inmune, se utilizd
en una primera instancia un modelo de inflamacién aguda con dosis bajas de LPS, el cual
se habia demostrado que era capaz de inducir alteraciones sobre el reloj circadiano,
estudiando de esta forma como el sistema inmune puede alterar su funcionamiento. Este
modelo no puede considerarse patoldgico, ya que las dosis de LPS utilizadas son muy bajas,
y no son capaces de generar una respuesta inflamatoria significativa. Posteriormente, se
evaludé un modelo de inflamacién crénica como lo es el asma bronquial, el cual, hasta el
momento, no habia sido estudiado desde el punto de vista cicardiano.

En el otro sentido de la interaccion, se utilizé un modelo de inflamacion aguda pero en este
caso con dosis altas de LPS capaces de inducir sepsis. Este modelo fue elegido dado que
desencadena una respuesta diferente en el organismo de acuerdo al horario en el que el
LPS es administrado. A través de este modelo, se deseaba analizar en mayor profundidad

como el reloj circadiano es capaz de modular la respuesta a un estimulo inmune.
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1. EL SISTEMA CIRCADIANO

1.1 Historia del estudio del tiempo bioldgico

1.1.1 Tratando de definir el tiempo

A menudo nos sentimos preocupados por el tiempo: por lo rapido que
pasa, por las veces que lo perdemos; asi, usamos relojes y calendarios para
medirlo. Sabemos que es oro y que cura todas las heridas. ¢ Pero cuantas veces
nos preguntamos qué es el tiempo? Quizas directamente no lo hacemos porque
la respuesta a esta pregunta es muy compleja, practicamente imposible.

Los pueblos ancestrales atribuian el tiempo a los dioses. En la mitologia
griega Chronos era la personificacién del tiempo, y permanecié como el dios
remoto e incorpéreo del tiempo que rodeaba el universo, conduciendo la rotacion
de los cielos y el eterno paso temporal. Para los romanos, Saturno era el
emblema del tiempo. Se lo representaba como un anciano con larga barba
blanca. Y fue gracias a ellos que el planeta mas exterior del sistema solar
adquiri6 el nombre de Saturno ya que, dado que tenia el mayor periodo
reproducible observable del cielo, se pensaba que era el guardian del tiempo.

Los antiguos pensadores también trataron de definirlo. Segun Platon (427-
347 a.C.), el tiempo fue creado después del universo para perfeccionar el
movimiento de los astros y lo definié como “la imagen mdévil de la eternidad”. En
la Edad Media, San Agustin también se encargd de discutir sobre el tema: “Y en
cuanto al tiempo presente, es cierto que si siempre fuera presente y no se
mudara ni se fuera a ser pasado, ya no seria tiempo, sino eternidad.” En el siglo
XVIII, Newton y Kant tuvieron posturas desencontradas acerca del tema. Para

Newton: “el tiempo absoluto, verdadero y matematico, tomado por si solo, sin
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relacion a ningun cuerpo, transcurre de un modo uniforme correspondiente a su
propia naturaleza.”. Sin embargo, para Kant “el tiempo es una forma pura de la
sensibilidad” y solo existe porque es una intuicion del ser humano. Estas
discusiones siguen hasta nuestros dias, pasando por cientificos como Einstein,
filbsofos como Henri Bergson, y poetas y cantantes que intentan definirlo en sus
obras... pero aun seguimos sin poder explicar qué es el tiempo. No nos
conformamos con la simple definicion de que es una magnitud fisica con la que
medimos la duracion o separacién de acontecimientos. Los seres humanos no
percibimos el tiempo en si mismo, lo que percibimos es el cambio, y estos
cambios pueden ser ciclicos o no. Pero esta discusion la dejamos para las

proximas lineas...

1.1.2 ¢Como, donde y cuando suceden las cosas?

Kairos es una antigua palabra griega que significa el momento adecuado,
el momento oportuno. Los griegos tenian dos palabras para referirse al tiempo:
Cronos y Kairos. La primera se refiere al tiempo cronolégico o secuencial, la
segunda se refiere al momento oportuno cuando las cosas especiales suceden.
Es que no solo importa como y dénde sucede algo sino que, sobre todo en
biologia, también importa el cuando.

El poeta griego Hesiodo escribi6 hacia el ano 700 a.C. que ‘las
enfermedades caen sobre los hombres, algunas de dia y otras por la noche”.
HipoOcrates aconsejaba a los interesados en medicina “investigar las estaciones
del afno y lo que sucede en ellas”.

Cada amanecer los sacerdotes del imperio egipcio registraban

cuidadosamente el nivel de las aguas del rio Nilo. EIl momento de la siembra y el
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de la cosecha dependian de ello, y tras afios de observaciones descubrieron que
cada 365 dias el ciclo se repetia.

Varios siglos mas tarde, Andréstenes, uno de los cronistas de la
expedicion de Alejandro Magno, relatd que las hojas y pétalos del tamarindo se
movian a lo largo del dia, como “saludando al sol”.

Hacia 1751, el botanico Carlos Linneo observd como ciertas plantas
clasificadas abrian y cerraban sus flores siempre en un horario particular del dia,
y que esas horas variaban de una especie a otra. De este modo determiné que
era posible deducir la hora aproximada en funcion de qué especies abrian sus

flores; de esta forma constituyé lo que llamo el reloj floral (Figura 1.1).

Figura 1.1 Reloj Floral
creado por Carlos Linneo.
A partir de este puede
saberse la hora (entre las
6am y las 6pm) de acuerdo
a qué especie floral esta
abierta o cerrada.

Pero las plantas no son los Unicos organismos capaces de “medir” el paso
del tiempo. La mayoria de los seres vivos que habitamos el planeta hemos
desarrollado, hace miles de millones de afios, mecanismos que nos permitieran

anticipar los cambios periddicos y previsibles del ambiente. Esto fue posible
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debido a las variables externas ciclicas a las cuales estamos sometidos. En
particular, el hecho de habitar un planeta que gira alrededor del sol con un
periodo de 24 horas, imponiéndonos un ciclo de luz-oscuridad (LO) de dicho
periodo, condiciond a los seres vivos a la presencia de ritmos diarios. Estos
ritmos con un periodo cercano a las 24 horas (entre 20 y 28 horas) se denominan
circadianos. Sin embargo, también, existen ritmos anuales o estacionales
(como los observados por los egipcios), y otros con periodos mas cortos, que
van de los segundos a las horas (como el ritmo cardiaco y las secreciones
hormonales).

A mediados del siglo XX se formalizaron los estudios en relacion al cuando
ocurren las cosas. Es asi como surgio la Cronobiologia (cuyo prefijo proviene
del griego Chronos, que ya citamos anteriormente), una ciencia joven que

estudia basicamente cuando suceden las cosas dentro de un organismo.

1.1.3 El surgimiento de la cronobiologia

El primer verdadero experimento cronobiolégico se publicd recién en
1729. El astronomo Jean Jacques d’Ortous de Mairan observé que las hojas de
la Mimosa pudica que tenia en su observatorio, se mantenian extendidas durante
el dia y se retraian durante la noche. Para averiguar si este movimiento era
solamente para un mejor aprovechamiento de la energia solar, colocé la planta
dentro de un armario al que no llegaba la luz solar. Sorprendentemente (0 no),
observé que las hojas se seguian moviendo. Esta fue la primera evidencia de un
ritmo endogeno, es decir, capaz de mantenerse en ausencia de sefiales

temporales externas. Los ritmos observados en las plantas por Andréstenes y
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Linneo, eran ritmos exdgenos, ya que estaban influenciados en forma constante
por una variable externa: el ciclo de luz-oscuridad.

Sin embargo, podian existir otras variables, diferentes al ciclo LO, que
influenciaran los ritmos observados por De Mairan. Es por ello que en 1759, De
Monceau demostrd que los movimientos de las hojas en oscuridad constante no
se debian a cambios en la temperatura del ambiente (Madrid 2006; Golombek
2007).

A comienzos del siglo XVII se realizaron los primeros trabajos sobre ritmos
biol6gicos en humanos, como el de Sanctorius, que mandd a construir una
balanza en la que permaneci6 sentado todo el dia durante meses y midié sus
propias variables fisiologicas. Mas recientemente, en la década de 1960, Jurgen
Aschoff y Rutger Wever registraron ritmos de temperatura y actividad/reposo en
humanos bajo condiciones de aislamiento absoluto, y encontraron que los ciclos
presentaban un periodo de aproximadamente 25 horas (Aschoff 1965). Como se
observa en la Figura 1.2., para estos estudios los participantes se alojaban alli
durante algunas semanas y se los aislaba completamente de cualquier clave

temporal externa (sonidos, luz ambiental, television, relojes, etc).

Figura 1.2. Refugio subterrdneo
utilizado por J. Aschoff y R.
Wever para el estudio de los
ritmos en  humanos. Los
participantes se alojaban alli
durante algunas semanas para el
estudio del ciclo de suefio, ritmo de
temperatura y de alimentacion,
como asi también variables
cognitivas. (Imagen tomada de
pagina web del Instituto Max
Planck Gesellschaft).
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1.2 Caracteristicas de los ritmos

1.2.1 Pardmetros de un ritmo

Todos los ritmos, ya sean anuales, diarios, u otros, presentan las mismas
propiedades; es importante describirlas antes de continuar con la caracterizacion
de los ritmos circadianos, que son los que nos interesan en esta tesis.

Como se muestra en la Figura 1.3. A, los ritmos se grafican ajustando los
datos a una funcién senoidal, sobre la cual se definen sus 4 parametros
fundamentales: el Periodo (r, tau), que es el tiempo que tarda en repetirse una
oscilacion completa; el Mesor, que es el valor medio que toma la variable a lo
largo del ritmo; la Amplitud, que es la diferencia entre el valor maximo y el
mesor; y la Fase (W), que corresponde al momento en que la variable adquiere
un valor determinado. Se puede tomar como valor de referencia, o marcador de
fase, cualquier punto del ritmo.

Estos parametros se utilizan para comparar o estudiar alteraciones en los
ritmos. En la Figura 1.3. B, se pueden observar dos ritmos con distinto periodo,
el 2 menor que el 1. La Figura 1.3. C muestra dos oscilaciones con diferente
amplitud, nuevamente la 2 menor que la 1. Por dltimo, la Figura 1.3. D muestra
dos ritmos con distinta fase. En este caso se representa un retraso de fase, ya
que la fase 2 ocurre mas tarde que la 1. En el sentido opuesto nos refeririamos

a adelantos de fase.
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Figura 1.3. Parametros caracteristicos de un ritmo. A) Representacion de una
oscilacion de una variable ritmica a lo largo del tiempo. Se sefialan los 4 parametros de
un ritmo: periodo, mesor, amplitud y fase. B) Se muestran dos oscilaciones con distinto
periodo. C) Se muestran dos oscilaciones con distinta amplitud. D) Se muestran dos

oscilaciones con fases diferentes. Como marcador de fase se puede utilizar cualquier
punto del ritmo.

1.2.2 Caracteristicas de los ritmos circadianos

Como ya se menciong, los ritmos circadianos son aquellos con un periodo
cercano a las 24 horas. A pesar de las grandes distancias a nivel evolutivo,
organismos como cianobacterias, algas, hongos y dinoflagelados presentan
ritmos circadianos (Dunlap 1999). Anteriormente hablamos de ritmos con
caracter exégeno, es decir, que son consecuencia directa de cambios en
variables externas, diferencidndolos de los ritmos enddgenos, que son aquellos
gue se mantienen en ausencia de dichas claves ambientales. Estos ultimos son
generados por una estructura denominada “reloj circadiano central” que esta

presente en la mayoria de los seres vivos. Este reloj actlia como un marcapasos,
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ya que es capaz de generar oscilaciones espontaneas en forma auténoma, y
transmitirlas al resto del organismo, para que éste funcione organizadamente.

El caracter endégeno de los ritmos circadianos es una de sus
caracteristicas principales, mediante la cual mantienen sus oscilaciones aun en
condiciones constantes, también llamadas de libre curso (como el armario donde
colocé la planta De Mairan), donde carecen de claves temporales externas. Si
por el contrario, al hacer las mediciones en condiciones constantes los ritmos
desaparecen, se trata de ritmos exdgenos, que necesitan de un agente dador de
tiempo, denominado zeitgeber (del aleman zeit=tiempo, geber=dador), para
poder expresarse.

Adicionalmente, este zeitgeber es también responsable de sincronizar al
oscilador endogeno, o reloj circadiano central, al ciclo ambiental. Este
sincronizador externo pone en “hora” todos los dias a los ritmos circadianos. De
esta manera, se crea un esquema lineal que representa los componentes de
estos ritmos: el entrenamiento o “sincronizacion” del oscilador central
(componente enddgeno) dado por el medio ambiente (componente exdgeno) da
lugar a la ritmicidad en las funciones corporales (ritmos bioldgicos) en un proceso
denominado “acoplamiento”, como el ciclo de suefo-vigilia, el ritmo en el
comportamiento alimentario o en la temperatura corporal. Este esquema,
muchas veces denominado “eskinograma” (debido a que fue popularizado por el
cientifico Arnold Eskin) se puede observar en la Figura 1.4. A su vez, estos
componentes interactuan entre si de manera bidireccional, haciendo que este
esquema no sea lineal. Diferentes variables corporales ritmicas son capaces de
“retroalimentar” la actividad del reloj central, lo que posiblemente sirve para poner

en hora mas finamente el oscilador. Por otro lado, los estimulos externos pueden
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afectar directamente a los ritmos bioldgicos, en un proceso denominado
‘enmascaramiento”. Por ejemplo, la actividad locomotora de los animales
nocturnos puede ser afectada por el encendido de las luces durante la noche,

sin llegar a sincronizar el reloj central.

Enmascaramiento

Sincronizacion

Acoplamiento {\

Sincronizador Ritmo bioldgico

Agente exdgeno . .
Retroalimentacion

Figura 1.4 Esquema simplificado del sistema circadiano (Eskinograma). Modelo
lineal que incluye los componentes del sistema. El oscilador o reloj central endégeno es
modificado por un agente exdégeno sincronizador, en un proceso denominado
sincronizacién. Esto da lugar a la generacién de los ritmos biolégicos, a través del
mecanismo de acoplamiento. Asimismo, el sincronizador puede actuar directamente
sobre la variable de salida, sin pasar por el oscilador (enmascaramiento); y esta Ultima
alterar al oscilador mediante el proceso de retroalimentacion.

Otra caracteristica del reloj circadiano es que exhibe compensacion a
cambios en la temperatura, esto implica que es capaz de mantener las
oscilaciones adecuadas tanto en ambientes frios como calidos (Pittendrigh

1954).

Con estos datos, podemos definir las tres caracteristicas fundamentales

gue poseen los ritmos circadianos:
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» Presentan caracter endogeno.
» Poseen capacidad de sincronizacion.

» Pueden compensar los cambios de temperatura.

Las primeras dos caracteristicas permiten entender el funcionamiento e
importancia del sistema circadiano, posibilitando su sincronizacion con el medio
ambiente. Esta sincronizacién permite, la organizacion temporal entre la
conducta del organismo y el medio ambiente. Adicionalmente, permite la
anticipacion a los cambios del medio ambiente, para que los organismos se
encuentren preparados para los acontecimientos que en el ocurren.

En cuanto a la tercera propiedad del reloj circadiano, como ya
mencionamos, permite que los ritmos biol6gicos no se vean alterados ante
cambios de temperatura. En fisiologia la variaciéon de un proceso respecto de la
temperatura se mide utilizando la variable Qio, que es igual a uno si el proceso
presenta independencia de la temperatura. Los ritmos circadianos tienen un
valor de Q10 de 0,8 a 1,4. Sin embargo, cambios diarios de temperatura pueden
modificar la fase del ritmo circadiano, permitiendo que se ajuste mejor a la

transicion dia-noche (Dunlap J.C. 2003).

1.2.3 Sincronizacién del reloj bioldgico

El proceso de sincronizacion hace que el reloj biolégico enddgeno
mantenga una relacién de fase constante con el ciclo ambiental. De esta manera,
los organismos pueden “prepararse”, anticipandose a lo que va a ocurrir en su
entorno, lo que le tiene un alto valor adaptativo. Por ejemplo, un animal nocturno

puede anticipar cuando aun hay luz en el ambiente, y no salir de su refugio,
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evitando el riesgo de exponerse a predadores diurnos. Sin embargo, ante la
posibilidad de que el animal salga de su refugio en un horario equivocado, es de
utilidad que este reloj se ajuste (o “ponga en hora”), a través del proceso de
sincronizacion, de manera de evitar futuros errores en la anticipacion del ciclo
ambiental.

En cronobiologia, existen dos tipos de sincronizacion: la de tipo fética (en
respuesta a la luz) y la no fotica. Dentro de la sincronizacion fética se postulan
dos formas diferentes de accion de la luz sobre el reloj bioldgico central: a través
de efectos discretos o fasicos, que son los ejercidos por pulsos cortos de luz; o
de efectos continuos o ténicos, que se dan cuando la presencia del ciclo de luz
es constante(Pittendrigh 1981; Ruis 1991).

Los pulsos de luz cortos dan lugar a la sincronizacién no parameétrica: un
organismo que se encuentra en condiciones constantes, exhibiendo su ritmo
enddgeno, puede ser sincronizado cuando es sometido a estos estimulos. El
sistema circadiano no es igualmente sensible a la luz a cualquier hora del dia
(Czeisler 1989), de modo que estos pulsos pueden generar cambios de fase en
cualquiera de los dos sentidos (retraso o adelanto), o pueden no tener efecto
sobre el ritmo.

A fin de explicar mas profundamente los efectos de la luz, u otro zeitgeber,
sobre el reloj central es importante definir el concepto de dia y noche
subjetivos. En condiciones ambientales constantes, como la oscuridad
constante, se definen el “dia” y la “noche” utilizando alguna caracteristica del
ritmo en cuestion. En animales nocturnos, como los ratones que estudiaremos

en esta tesis, se utiliza la actividad locomotora. Asi, la noche subjetiva es la etapa
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de actividad de los animales, mientras que el dia subjetivo es la etapa de reposo
(se explicard en mayor detalle en la seccién 1.4.2).

Volviendo a los efectos de la luz, los pulsos de luz administrados en la
primera parte de la noche subjetiva provocan retrasos de fase, en tanto que si
se administran en las ultimas horas de la noche subjetiva provocan adelantos de
fase. Por el contrario, si estos pulsos son administrados durante el dia subjetivo
(etapa de reposo del animal nocturno) no tienen efecto alguno sobre el ritmo.
Estos efectos se resumen en una Curva de Respuesta de Fase (CRF), que
muestra como se afecta la fase del reloj ante estimulos administrados en
distintos momentos del ciclo circadiano. La CRF a la luz, que se muestra en la
Figura 1.5, indica los horarios (eje X del grafico) en los que la luz puede inducir
cambios en la fase circadiana (eje Y: adelantos de fase se grafican con valores
positivos y retrasos con valores negativos). La CRF es una propiedad intrinseca
del oscilador circadiano y su forma final es caracteristica de cada estimulo y cada

especie, inclusive la humana (Minors 1991; Golombek & Rosenstein 2010).

Figura 1.5 Curva de respuesta

d de fase fotica. Curva que

e muestra el cambio de fase de la

a /\. Agelfcxnfos oscilacién en respuesta a pulsos
\k R €1aS€  Cortos de luz administrados en

b Retrasos €l eje X se grafican

Cambio de fase

A /

D, , . cambio de fase, en los puntos b
Dia subjetivo Noche subiefiva y C se observan retrasos en la

distintos momentos del ciclo
circadiano. Por encima del O en

defase adelantos, mientras que por
C debajo se grafican los retrasos
de fase. En el punto a no hay

fase; y los puntos d y e muestran

adelantos en la fase.
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Por otro lado, los efectos continuos de la luz producen sincronizacién
paramétrica, la cual se da en organismos que estan sincronizados al ciclo LO de
su ambiente natural (o incluso en condiciones de luz constante). De este modo
la sincronizacion se produce a través de la accion continua del zeitgeber, que en
este caso no altera la fase sino el periodo de la oscilacién (Ruis 1991).

Como se menciona previamente, la luz no es el Gnico sincronizador de los
ritmos biolégicos, dado que cualquier ciclo ambiental puede actuar como
zeitgeber, siempre que la especie sea sensible a él. Se ha comprobado que los
ciclos de temperatura, de alteraciones mecéanicas (como ciclos de mareas), de
accion de drogas, de disponibilidad de alimentos, y contactos sociales, son
buenos sincronizadores de tipo no fotico (Golombek & Rosenstein 2010). A
diferencia de los estimulos féticos, los estimulos no féticos provocan adelantos
de fase durante el dia subjetivo, obteniéndose una CRF No Fética. Dentro de
estos estimulos se encuentran la presentacion de una nueva rueda giratoria, el
cambio de jaula o la administracién de benzodiacepinas, entre otros compuestos

(Edmonds 1977; Hastings 1997).

1.3 El sistema circadiano en mamiferos

1.3.1 Organizacion del reloj circadiano

A partir del descubrimiento sobre la existencia de los ritmos circadianos y
sus caracteristicas, los fisi6logos comenzaron a interesarse en la localizacion de
este oscilador enddgeno. En 1971, Robert Moore inyectd un trazador marcado
en la retina de ratas y encontré una via directa desde la retina hasta el hipotalamo
(tracto retinohipotalamico — TRH), que finaliza en dos pequefios ndcleos que se

encuentran por encima del quiasma Optico, denominados Nucleos
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Supraquiasmaticos (NSQ, ver ubicacién en la Figura 1.6) (Moore & Lenn 1972).
Luego lesiond especificamente estos nucleos y observé que los animales
perdian ritmicidad en los niveles séricos de corticoesterona (Moore & Eichler
1972). Adicionalmente, Stephan y Zucker lesionaron los NSQ de ratas y
descubrieron que se perdian los ritmos de bebida y actividad locomotora

(Stephan & Zucker 1972).

C rébelo

Bulbo olfatorio

Figura 1.6 Localizacion de los
Nulcleos Supraquiasmaticos
(NSQ) hipotalamicos. A.
Refina Ubicacion de los NSQ en el
ratén (marcados en rojo). Como
se observa en la vista lateral del
cerebro de raton, se
encuentran al final del tracto
retinohipotalamico (TRH) y por
encima del quiasma Optico
(QO), en la region del
hipotalamo. B. Corte coronal de
cerebro con tincion de Nissl, a
la altura de la ubicacién de los
NSQ (recuadro rojo). También
se muestra una ampliacion de
los NSQ. 3V: tercer ventriculo.
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Experimentos mas recientes realizados con roedores arritmicos, debido a
lesiones de los NSQ o a la deficiencia de algunos de los genes involucrados en
el mecanismo molecular del reloj circadiano (seccion 1.3.3), demostraron que el
trasplante de tejido fetal de NSQ restaura su ritmicidad circadiana (Lehman 1987,
Sujino 2003). Ademas, en estos mismos experimentos se observé que el periodo
de las oscilaciones luego del transplante estd determinado por la constitucion
genética del donante. Por lo tanto, se sugiere que las células que constituyen los
NSQ son capaces de generar ritmos circadianos en forma autonoma.

A raiz de experimentos con animales lesionados, De Coursey Yy
colaboradores quisieron estudiar las ventajas adaptativas reales de tener un reloj
circadiano y liberaron ardillas con los NSQ lesionados a un entorno natural
controlado. Observaron que estas ardillas tuvieron un comportamiento arritmico,
a diferencia de sus controles no lesionados que eran diurnos; y que el 60% de
estos animales fue sorprendido por la aparicibn de predadores nocturnos
(DeCoursey 1997). De esta forma se demostro que el reloj circadiano aporta la
ventaja adaptativa de anticiparse a los cambios ambientales (en este caso la

presencia de predadores nocturnos).

1.3.2 Los Nucleos Supraquiasmaticos hipotalamicos

Los NSQ son un par de estructuras neuronales localizadas en la parte
anteroventral del hipotdlamo, a cada lado del tercer ventriculo, por encima del
guiasma Optico, como se mostrd previamente en la Figura 1.6. En el raton, cada
NSQ contiene aproximadamente 10.000 neuronas, pequefias y densamente
empaquetadas junto con otras células de sostén como las células de la glia. Esta

alta densidad neuronal permite identificar facilmente estos nucleos en cortes
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histol6gicos de hipotadlamo (ver Figura 1.6 B). Las neuronas de los NSQ son
osciladores autonomos, es decir que son capaces de generar oscilaciones
circadianas en forma independiente (Welsh 1995). Estructuralmente se pueden
encontrar dos subdivisiones anatomicas en cada NSQ, que se diferencian
citoquimicamente: la regién dorsomedial (DM) o Shell y la region ventrolateral
(VL) o Core. La zona del Core posee una alta densidad celular y recibe
aferencias directas desde la retina a través del TRH, aferencias visuales
secundarias desde la hojuela intergeniculada (IGL) y del tracto
geniculohipotalamico (GHT), como asi también del nucleo de Rafe. Por su parte,
la regidn Shell envuelve parcialmente la region del Core y recibe sus aferencias,
como asi también las de la corteza cerebral, hipocampo y otras regiones
hipotaldmicas (Kriegsfeld 2004; Yan 2007). Estas observaciones apoyan la idea
de que el Core recibe principalmente sefiales de tipo féticas criticas para la
sincronizacion del reloj al ciclo de luz-oscuridad (desde la retina), mientras que
Shell recibe las proyecciones del Core junto con aferencias no foticas de tipo
modulatorias. Las neuronas del Shell serian moduladas por dichas aferencias y,
por lo tanto, responsables de regular autbnomamente las salidas del reloj de
acuerdo a las sefales recibidas (Figura 1.7 B).

Como se mencioné anteriormente, la neuronas del Shell envian
proyecciones hacia otras zonas del hipotdlamo, como los nucleos
paraventriculares (NPV), el area predptica (APO) y el hipotdlamo dorsomedial
(DMH). Estas zonas son areas involucradas en el control enddcrino, inmune,
termorregulatorio y autondmico; y regularian los ritmos de los tejidos periféricos
actuando como vias de salida del reloj central (Kalsbeek 2006). En este trabajo

se estudiaran estas areas hipotalamicas ya que resulta de particular interés
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analizar su activacion ante estimulos capaces de alterar el reloj circadiano, como
asi también en situaciones en las que el reloj se activa diferencialmente segun

el horario en el que se administra este estimulo.
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Figura 1.7 Caracteristicas neuroanatomicas de los NSQ. A. Seccién coronal de NSQ
de ratén. En rojo se observan las células positivas para AVP de Shell, y en verde las células
positivas para GRP del Core de los NSQ. Imagen modificada de (Karatsoreos 2004). B.
Esquema de la disposicion de ambas zonas en el NSQ derecho. Las flechas de linea
punteada indican las aferencias hacia ambas zonas; mientras que las de linea continua
indican las eferencias. QO: quiasma o6ptico. IGL: Hojuela Intergeniculada. GHT: tracto
geniculohipotalamico. NPV: nacleo paraventricular. APO: area preodptica. DMH: hipotalamo
dorsomedial.

Las neuronas de cada subregiébn se distinguen por su contenido
neuroquimico diferencial. La mayoria de las neuronas del Core contienen péptido
intestinal vasoactivo (VIP), mientras que una proporcion menor contiene péptido
liberador de gastrina (GRP), neurotensina (NT) y calretinina (CALR). Dentro de

la region Shell, las neuronas contienen ariginina vasopresina (AVP), calbindina
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(CALB), angiotensina Il (All) y met-encefalina (Abrahamson & Moore 2001). En
la Figura 1.7 A, se observan las dos regiones de los NSQ, de acuerdo con su
inmunoreactividad para AVP y GRP.

Adicionalmente, en la mayoria de las neuronas de los NSQ los
neuropéptidos co-localizan con el neurotransmisor acido gamma amino butirico
(GABA; (Moore & Speh 1993; Hermes 1996)). Por lo tanto, este neurotransmisor
podria actuar comunicando estas dos regiones de los NSQ. Otros candidatos
que podrian mediar la comunicacion entre las dos regiones son el VIP y el 6xido
nitrico (NO) (Hastings & Herzog 2004; Plano 2007).

Otra caracteristica de los NSQ de mamiferos es la gran abundancia de
células gliales que presentan, especificamente de astrocitos, los cuales se
caracterizan por la expresion de la proteina acidica fibrilar glial (GFAP).
Experimentos recientes demostraron que esta proteina posee un claro ritmo
diario y circadiano en los NSQ (Leone 2006). Asimismo, Brancaccio y
colaboradores, han observado que, en ausencia del reloj molecular de otras
células (como las neuronas), el reloj autbnomo de los astrocitos puede dirigir las
oscilaciones moleculares dentro de los NSQ y dar lugar a los comportamientos
circadianos, a través de la sincronizacion neuronal por via glutamatérgica

(Brancaccio 2019).

1.3.3 Componentes moleculares del reloj circadiano en mamiferos

La naturaleza autbnoma de las células de los NSQ estimul6 el estudio de
los procesos celulares y moleculares que participan en el mecanismo del reloj.
Sus componentes centrales son genes cuyos productos proteicos son

necesarios para la generacion y regulacién autbnoma de los ritmos circadianos
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(Ko & Takahashi 2006). Hacia 1988 la aparicién de un hamster con una mutacién
espontanea que le reducia el periodo de actividad locomotora en 4 horas (Ralph
& Menaker 1988), inspir6 a los investigadores al uso de la genética directa como
principal herramienta para el estudio del reloj molecular circadiano.

De esta forma, el grupo de Joseph Takahashi obtuvo un animal cuyo
periodo era més largo de lo normal, y al mapear su genoma encontraron que
presentaba afectado un gen al que luego se denomind Clock (circadian
locomotor output cycles kaput) (Vitaterna 1994). Esta estrategia ya habia sido
utilizada en otros organismos, como en la mosca Drosophila melanogaster
(Rosbash & Hall 1989; Young 1996), tarea que le valid el premio nobel de
Medicina 2017 al grupo de cientificos compuesto por Michael Rosbash, Jeffrey
Hall y Michael Young, por “sus descubrimientos sobre los mecanismos
moleculares que controlan el reloj circadiano”.

Utilizando experimentos similares, y teniendo en cuenta que los
mecanismos moleculares del reloj son muy similares en diferentes organismos
(lo que permitié la busqueda de genes homdélogos), se descubrieron los demas
genes reloj.

En la actualidad se sabe que el reloj molecular esta compuesto por bucles
de retroalimentacién transcripcionales y traduccionales positivos y negativos
(Figura 1.8). En el bucle de retroalimentacién principal, participan factores de
transcripcion de la familia (bHLH)-PAS (basic hélix-loop-hélix — Period Arnt
Single-minded), que son el gen Clock y otro gen llamado Bmall (Brain and
muscle aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT)-like 1). Los
productos proteicos de estos genes heterodimerizan e inician la transcripcion de

genes que contienen la secuencia regulatoria E-box; entre ellos se incluyen los
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genes Period (Per) 1, 2y 3, Cryptochrome (Cry) 1y 2, Rev-erba/ y Rora/Bly,
ademas de los genes controlados por el reloj (GCR). El bucle de
retroalimentacion negativo es llevado a cabo por el heterodimero formado por la
proteinas PER y CRY, las cuales se traslocan al nucleo, heterodimerizan, e
interaccionan con el heterodimero CLOCK-BMAL1, inhibiendo su actividad. De
esta forma también inhiben su propia transcripcion y la de los GCR. Por su parte,
los GCR no participan del mecanismo de oscilacion sino de la generacion de los
ritmos biolégicos propiamente dichos, ya que sus productos son las salidas del
reloj (Ko & Takahashi 2006; Partch 2014).

El heterodimero CLOCK-BMALL1 genera otro bucle de retroalimentacion,
en el cual participan los receptores nucleares relacionados al &cido retinoico,
Rev-Erba y Rora. Las proteinas codificadas por estos genes compiten para
unirse a los elementos de respuesta Rore, presentes en el promotor de Bmall,
y de esta forma activar o inhibir su transcripcién, respectivamente. Estas
proteinas, por lo tanto, regulan la expresiéon de Bmall (Ko & Takahashi 2006;
Partch 2014).

Los bucles de retroalimentacién tardan aproximadamente 24 horas en
completar un ciclo, por lo que constituyen un reloj molecular circadiano
autonomo. Adicionalmente, este mecanismo esta regulado, ademas, por
modificaciones post-transcripcionales, como fosforilaciones y ubiquitinaciones.
Las primeras son llevadas a cabo por las caseina quinasas 1 epsilon y 1 delta
(CK1e y CK1d), las cuales se encargan de la fosforilacion de PER y CRY, para
acelerar su traslocacion al nucleo o favorecer su degradacion por ubiquitinacion.
Estos procesos contribuyen a la precision del reloj circadiano (Akashi 2002; Eide

2002; Eide 2005). Mutaciones en CK1e y CK19, pueden causar periodos
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circadianos mas cortos en mamiferos (Lowrey 2000; Xu 2005). Recientemente,
se encontrd otra pequefia ubiquitina que puede modificar BMAL1 a nivel post-

traduccional (Cardone 2005).
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Figura 1.8 Componentes moleculares del reloj circadiano de mamiferos. El bucle de
retroalimentacién principal es llevado a cabo por las proteinas CLOCK y BMAL1L. Estas
proteinas heterodimerizan e inician la transcripcion de los genes Period (Per) 1,2y 3,y
Cryptochrome (Cry) 1y 2, ademas de otros genes controlados por el reloj (GCR). El bucle
de retroalimentacion negativo es llevado a cabo por el heterodimero formado por PER 1 0 2
y CRY 1 0 2, que se traslocan al nucleo, heterodimerizan, e inhiben su propia transcripcion
y la de otros genes con region E-box, uniéndose al heterodimero CLOCK-BMAL1. Ademas,
el heterodimero CLOCK-BMALL1 activan la transcripcién de los receptores nucleares ROR y
REV-ERB, que se unen a la secuencia Rore, y activan o inhiben la transcripciéon de Bmall.
Las lineas rojas representan mecanismos de represion, mientras que las verdes de
induccioén, y las negras de traslocacion.
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Todos estos mecanismos llevan a que exista ritmicidad en la expresion de
los genes reloj. Los niveles de ARNm y de proteinade PER 1,2y 3, CRY 1y 2,
RORa y REV-ERBa en NSQ de roedores nocturnos poseen su maximo durante
el dia, mientras que los niveles de BMAL1 poseen su maximo durante la noche,
es decir, que se encuentran en antifase. En cambio, los niveles de CLOCK no
oscilan en NSQ (Abe 1998; Asai 2001; Lowrey & Takahashi 2004; Chun 2015;
Oishi 2015).

Como se viene mencionando, la informacion fotica llega a los NSQ a
través del TRH, desde donde se proyectan los axones de células ganglionares
fotosensibles de la retina, las cuales secretan el neurotransmisor glutamato. Este
neurotransmisor provoca la despolarizacién de la membrana, que lleva al ingreso
de un flujo de calcio, que a su vez activa un complejo de quinasas (CaMK, MAPK,
PKA). Estas quinasas fosforilan la proteina de union a CRE (elemento de
respuesta a Calcio/AMPc), denominada CREB, la cual se activa e induce la
expresion de los genes que poseen dicho elemento (Golombek 2003). Algunos
de estos genes son Perl, Per2 y el gen de activacién neuronal inmediatamente
temprano, cFos (Beaule & Amir 1999; Yan & Okamura 2002). La induccion de
Perl es relacionada generalmente con los avances de la fase, mientras que la
de Per2 con los retrasos (Yan & Okamura 2002). La induccién de Perl en
respuesta a la luz es muy rapida, ya que se puede observar un incremento en
los niveles de ARNm a los 10 minutos del pulso de luz y mostrando un pico

maximo de expresion 1 hora después de dicho estimulo.

1.3.4 Relojes circadianos en tejidos periféricos
El descubrimiento de la existencia de los genes reloj llevo a pensar que

este mecanismo podia replicarse en todas las células del organismo. Para
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comprobar esta hipotesis se realizaron diferentes estudios, utilizando genes
reporteros y otras técnicas que demostraron que practicamente todas las células
del organismo contienen un reloj molecular circadiano (Balsalobre 1998; Nagoshi
2004; Welsh 2004; Yoo 2004).

Para que estos relojes periféricos sean efectivos, deben poder
sincronizarse a las sefiales ambientales. Esta funcion la cumple el reloj central
ubicado en los NSQ, el cual “controla” a los osciladores periféricos. Ha sido
observado que la pérdida de los NSQ resulta en la desincronizacién de los relojes
periféricos (Yoo 2004).

Esto sugiere que la luz percibida por las células ganglionares de la retina
genera una sefial que es enviada a los NSQ, y que luego estos nucleos sefializan
a los osciladores periféricos para controlar la fisiologia circadiana. Estas sefiales
pueden ser enviadas por distintas vias. Por ejemplo, se demostrd que los ritmos
de alimentacion o de temperatura pueden ser agentes sincronizadores de los
relojes periféricos (Damiola 2000; Brown 2002). Pero, ademas, los NSQ utilizan
seflales humorales y neurales para controlar la fase de los osciladores
periféricos. Entre los humorales podemos mencionar el ritmo de secrecion de
glucocorticoides, hormona que afecta la sincronizacion de distintos tejidos
periféricos (Balsalobre 2000). Por su lado, entre los neuronales podemos
mencionar la sefalizacion a través del sistema nervioso autonomo (Buijs 2001,
Cailotto 2009). En la Figura 1.9 se observa el esquema simplificado de

sincronizacion de los relojes periféricos.
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Figura 1.9 Sincronizacion de los relojes periféricos. Los NSQ se sincronizan al ciclo LO
ambiental a partir de la informacion que reciben a través del TRH. Los tejidos periféricos
reciben claves temporales de los NSQ a través de sefiales directas desde el sistema
nervioso auténomo o por via enddcrina. Por otro lado, los ritmos de temperatura corporal y
de alimentacion, afectados también por el ciclo de suefio-vigilia, sirven como sefiales
sincronizadoras de los relojes periféricos. Modificado de (Dibner 2010).
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En resumen, el sistema circadiano de los mamiferos comprende cuatro

elementos basicos:

Un marcapasos o reloj central, ubicado en los NSQ, donde se generan
oscilatorias espontaneas.

Osciladores periféricos (sistemas efectores), controlados por el reloj
central, y vias de salida desde los NSQ hacia dichos osciladores,
necesarias para la expresion de los ritmos.

Vias de entrada para la informacion fética, como el TRH, que llevan la
informacioén luminica al reloj y lo sincronizan al ciclo LO ambiental.

Vias de entrada para la informacion de tipo no-fética, que llevan al reloj
informacion “especial” (estado de alerta, aumento de la actividad, factores
endocrinos y neurotransmisores), y que también son capaces de
sincronizar a los NSQ, y en condiciones de sincronizacion normal por luz

constituyen vias modulatorias.

1.3.5 Desincronizacién de los ritmos circadianos

Para un buen funcionamiento de todos los procesos fisioldgicos del

organismo es importante que se mantenga la sincronizacion entre el reloj central,

los relojes periféricos y el ciclo ambiental. Como ya mencionamos, la

sincronizacion entre el reloj central y los relojes periféricos se refuerza a través

de los ritmos de secrecion hormonal, de temperatura corporal y de alimentacion.

Ademas, otros factores como la actividad fisica y la interaccion social pueden

actuar como estimulos sincronizadores, por eso es importante que se presenten

en el momento adecuado (Cambras 2012; Hower 2018).
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Sin embargo, existen situaciones en las que se alteran las condiciones de
sincronizacion normales. Estas alteraciones pueden deberse a la imposibilidad
de procesar la informacion del ciclo LO ambiental, como se puede dar en
situaciones de ceguera; o por conflictos entre la fase del reloj endégeno y el ciclo
ambiental. Este ultimo puede darse por alteraciones enddgenas, como pueden
ser desdrdenes genéticos en el reloj circadiano, o por alteraciones exdgenas,
dadas por cambios en el ciclo de LO (como el jet-lag causado por viajes
transmeridianos) o por cambios en el ciclo de suefio-vigilia (como en el caso del

trabajo en turnos rotativos).

1.3.6 Sindrome del jet-lag

El término jet lag se refiere a una serie de perturbaciones psicologicas y
fisiolégicas que se desarrollan cuando los ritmos circadianos internos y el tiempo
externo no estan sincronizados. Este sindrome es experimentado por aquellos
gue realizan viajes transmeridianos, donde el ciclo de LO ambiental se adelanta
o retrasa con respecto al reloj circadiano del individuo. Se caracteriza por una
disminucién en el estado de alerta, insomnio, bajo rendimiento, pérdida de
apetito, depresion y problemas gastrointestinales (Arendt & Marks 1982). Luego
del viaje, los ritmos bioldgicos se resincronizan gradualmente con el nuevo
zeitgeber, pero la velocidad de ajuste del reloj circadiano es limitada por lo cual
demora varios dias al adaptarse al nuevo ciclo LO. Es de esperar que la
adaptacion sea mas rapida al producirse un retraso de fase del ciclo LO (vuelos
en direccion Oeste) debido a que el reloj circadiano humano posee un periodo
endogeno de aproximadamente 25 horas, por lo cual tiene una tendencia natural

a “retrasarse” (Golombek & Rosenstein 2010).
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Cuando esta situacion se repite crénicamente (jet lag crénico, JLC),
como sucede en el caso del trabajo en turnos rotativos (asi como en trabajadores
de aerolineas que realizan los mencionados viajes con elevada frecuencia), el
reloj nunca logra adaptarse completamente a estos cambios y se produce una
desincronia interna. La desincronizacion interna se define como la pérdida de las
relaciones de fase entre los diferentes osciladores periféricos, y entre estos y las
variables comportamentales (ritmo de alimentacién, suefio-vigilia, etc.)
(Golombek 2013). Esta desincronia lleva a un aumento en la susceptibilidad a
distintas patologias. Estudios epidemioldégicos muestran que alteraciones
exdgenas de los ritmos circadianos, ya sea por trabajo nocturno o rotativo o por
jet-lag crénico, aumentan el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Peter
1999), indicadores de potencial sindrome metabdlico (Karlsson 2001; Karlsson
2003; Al-Naimi 2004) y el riesgo de contraer cancer (Schernhammer 2003;
Stevens 2005). Cabe destacar que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
ha declarado que el trabajo en turnos es un factor de riesgo relevante para el
desarrollo de cancer (Straif 2007).

Distintos estudios en modelos animales han demostrado que la
desincronizacion circadiana lleva a un aumento del peso corporal, niveles de
triglicéridos, y de grasa corporal; disminucion de los niveles de insulina, junto con
perfiles alterados en la expresion de genes reloj en tejidos periféricos (lwamoto
2014; Herrero 2015; Casiraghi 2016). Adicionalmente, otros estudios con
roedores muestran que la disrupcion de los ritmos de 24 h inducida por
exposicion croénica a luz constante (LL) o por JLC incrementa la tumorigénesis

(Kothari 1982; Beniashvili 2001; Filipski 2009).
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Los modelos de desincronizacion circadiana resultan de utilidad para
estudiar los efectos del reloj circadiano sobre ciertos sistemas y funciones del
organismo. En este trabajo de tesis ensayaremos los efectos de la
desincronizacion circadiana en un modelo murino de enfermedad como es la

sepsis.

1.4 Metodologia de estudio de los ritmos circadianos en roedores.

Para conocer el funcionamiento del reloj generalmente se recurre al
estudio de medidas indirectas, lo que implica registrar una determinada variable
(relacionada con una via de salida del reloj) a lo largo de varios dias. En
roedores, los ritmos comportamentales como la actividad motora general, la
actividad en rueda y los ritmos de alimentacion y bebida, son las variables mas
frecuentemente utilizadas. También hay otras variables, como la temperatura
corporal, la frecuencia cardiaca, la presion arterial y la secrecion de hormonas,
gue presentan ritmos y constituyen buenos indicadores del funcionamiento del
sistema circadiano. En este proyecto utilizamos la actividad comportamental,
tanto general como en rueda, asi como la temperatura corporal para estudiar el
funcionamiento del sistema circadiano en diferentes modelos de estimulacion
inmune (como se explicara mas adelante, secciones 1.1.2 y 11.1.2). A continuacion
se detallan diferentes andlisis que seran utilizados para este fin.

La actividad motora general en roedores se registra utilizando sensores
de infrarrojo que detectan el movimiento del animal dentro de la jaula; mientras
que la actividad motora en rueda, se mide colocando una rueda de locomocién

en la jaula para que el animal corra durante su fase de actividad. En ambos casos
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se registra la actividad del animal, en una determinada cantidad de tiempo,
mediante un circuito electronico.

La mayoria de los roedores son animales nocturnos, es decir, que poseen
su fase de actividad durante la noche. Para evaluar los ritmos en estos animales,
inicialmente se los coloca en un ciclo de LO para que éste sincronice sus ritmos.
En un ciclo de LO las horas se denominan de acuerdo al agente externo o
zeitgeber (en este caso la luz). De esta forma cada hora se denominara ZT
(Zeitgeber Time, hora del zeitgeber) y se tomara como ZT0 el momento de
encendido de las luces y ZT12 el momento de apagado de las mismas (para
aguellos animales que se sincronizan con 12h de luz y 12h de oscuridad como
es el caso de los ratones). En este caso se denominaran ritmos diarios y no
circadianos, ya que estos estan siendo continuamente sincronizados por el
zeitgeber. Si se desea analizar los ritmos circadianos, los animales se deberan
colocar en condiciones constantes o de libre curso, ya que como dijimos
anteriormente (secciéon 1.1.2) los ritmos deben mantenerse en dichas
condiciones para ser considerados circadianos. En condiciones de oscuridad
constante (OO), libre curso en el caso de utilizar la luz como zeitgeber, el dia se
divide en 24 horas circadianas, a las que llamaremos horas circadianas (CT,
Circadian Time) y cada una corresponde al periodo del animal/24. El punto de
referencia es CT12, que corresponde al inicio de actividad locomotora en
animales nocturnos (por analogia con ZT12 donde se apagan las luces y los
animales comienzan su periodo de actividad). Las demas horas (CTs) se

expresan relativas a ese momento.

-37-



1.4.1 Los actogramas

Para la presentacion de los datos en Cronobiologia, se utiliza un gréafico
denominado actograma, cuyo esquema de construccion se representa en la
Figura 1.10. En este tipo de gréfico, el eje X representa las horas del dia,
mientras que el eje Y, representa los dias sucesivos (Figura 1.10 A). Suponiendo
que lo que se estéa registrando es la actividad motora de un roedor, entonces,
cada vez que el animal se muestra activo, se dibuja una linea en el actograma
(en el dia y hora correspondiente). En la Figura 1.10 A, se muestra la onda
sinusoidal que representa el ritmo de actividad del animal, con el pico de la onda
que representa el maximo de actividad durante la fase nocturna; y el valle de la
onda que representa la actividad del animal durante el dia. Como en el eje X se
representan las 24 horas del dia, si un animal nocturno estd en condiciones de
LO12:12 (12hs de luz y 12hs de oscuridad; como en el ejemplo de la Figura 1.10
B), en el gréfico se observara una franja vertical oscura que coincide con la fase
de oscuridad del ciclo de luz. Para facilitar la visualizacion, muchas veces los
actogramas se representan de forma duplicada, es decir, el eje X representa 48

horas; como se puede observar en la Figura 1.10 C.
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Figura 1.10 Construccién de un actograma. A) Oscilacién de la actividad motora
durante dos dias sucesivos en un ciclo LO12:12 representada por una curva
sinusoidal asociada al registro crudo de actividad. Debajo se muestra el esquema
tipico de un actograma de actividad: la actividad correspondiente al dia 2 se pone
por debajo de la del dia 1. B) Actograma de esquema simple. Al igual que se explicd
en A, las horas del dia van en el eje X mientras que los dias sucesivos se “apilan” en
el eje y. C) Actograma de esquema doble. Se construye un actograma simple y se
coloca al lado una copia del mismo, pero de manera que queden desfasados en un
dia. De esta forma al terminar el dia 1 al lado comienza el dia 2. Las barras negras y
blancas que se encuentran arriba de cada grafico representan el ciclo LO: negro
corresponde a la fase de oscuridad y blanco a la fase de luz.
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En la Figura 1.11 se observa un actograma de esquema doble de un
animal alojado en condiciones de LO12:12 en las primeras semanas, y luego en

condiciones de oscuridad constante o libre curso.

Condiciones de LO 12:12

Dias sucesivos

Condiciones de libre curso

Horas

Figura 1.11 Representacion de un Actograma de esquema doble. En el eje X se
representan las horas circadianas, y en eje Y los dias sucesivos. En la parte superior
se muestra el registro en condiciones de LO12.12; mientras que la parte inferior
esquematiza el registro en condiciones de oscuridad constante o de libre curso. El
animal registrado posee un periodo endégeno de actividad locomotora menor a las
24h. Las barras negras y blancas que se encuentran arriba del grafico representan
el ciclo de LO.

1.4.2 Andlisis de los parametros de un ritmo circadiano

Para poder analizar los diferentes parametros de estos ritmos se debe
usar un marcador de fase, es decir, un momento particular de la oscilacion.
Cuando se trabaja con ritmos de actividad locomotora, generalmente se utiliza el
momento de inicio de la fase de actividad (también llamado onset). Para
animales nocturnos, en condiciones de LO el inicio de actividad coincide con el
horario de apagado de luces. Por otro lado, como se explicd previamente, en

condiciones de OO, se define el CT12 al momento de inicio de la actividad, y
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como “noche subjetiva” a fase de actividad del animal mientras que la fase de
reposo es el “dia subjetivo”.

Como se menciond previamente (seccion 1.2.1) el periodo es uno de los
parametros con los cuales se caracteriza una variable ritmica. En cronobiologia
es muy comun estudiar el periodo enddégeno del modelo dado, como parte de su
caracterizacion circadiana o con el objeto de analizar si éste parametro se
modifica ante ciertos estimulos. Para ello se utilizan representaciones
denominadas periodogramas, que buscan periodicidad en una serie de datos
mediante métodos mateméticos. El periodograma grafica los posibles periodos
(dentro de un intervalo elegido) en el eje X y el porcentaje de varianza que se
explica al alinear los datos utilizando cada uno de los posibles periodos, en el eje
Y, cuando este valor supera la linea de significacion corresponde al o los
periodo/s de dichos datos (picos observables en la gréfica de la Figura 1.12). En
la Figura 1.12 se muestran los periodogramas correspondientes al actograma.
En condiciones de LO12:12 (parte superior del actograma) el animal exhibe un
periodo que se corresponde con el ciclo ambiental de 24h o, lo que es lo mismo,
1440 minutos, como lo informa el periodograma de la Figura 1.12 B. En cambio,
cuando el animal es expuesto a condiciones de OO, se puede observar su

periodo enddgeno que es de 23,5h 0 1410 minutos (Figura 1.12 C).
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Figura 1.12 Analisis del periodo de actividad locomotora mediante periodogramas.
A) Actograma de un animal que estuvo en condiciones de LO (parte superior) y luego pasé
a condiciones de OO. Periodograma correspondiente al intervalo de B) LOy C) OO. En LO
el animal exhibié un periodo de 1440 min (24h), como muestra el pico del periodograma,
que sobrepasa la linea de significancia (linea punteada roja). En cambio, su periodo
endogeno (en OO0) fue menor: 1410min (23.5h).

A menudo también se analiza si un determinado estimulo induce un
cambio en la fase de un ritmo dado (induciendo adelantos o retrasos como se
explic6 previamente en las secciones 1.2.1 y 1.2.3). Como se muestra en la
Figura 1.13, para realizar dicho analisis, se debe identificar primero el marcador
de fase que se va a utilizar (en este caso el onset). Luego se traza una linea
uniendo los onsets de los dias sucesivos anteriores al dia del estimulo (linea roja
en la figura) y otra, con los onsets de los dias sucesivos posteriores (linea roja
en la figura) al dia del estimulo En general, los primeros dias luego del estimulo
no se tienen en cuenta, ya que la fase no se encuentra estable. Por ultimo, se
evalla la diferencia tiempo (horas o minutos) entre la fase previa y la fase
posterior al estimulo, obteniendo el “cambio de fase” (AW). En el ejemplo de la

figura se observa un retraso de fase.
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Oscuridad Figura 1.13 Analisis del
constante cambio de fase de la
actividad locomotora
sobre un actograma. Se
trazan lineas uniendo los
inicios de la actividad u
onsets de los dias previos
y posteriores al estimulo.
La diferencia entre ambas
rectas (en tiempo)
corresponde al cambio en
la fase. En este caso se
grafica un retraso en la
fase.

Estimulo —

Adicionalmente, con el fin de analizar los patrones de actividad, se realiza
un grafico (denominado forma de onda, waveform), el cual resume los patrones
de actividad de muchos dias. En estos graficos, el eje Y muestra el promedio de
la actividad para cada punto horario de varios dias sucesivos de registro,
mientras que en el eje X se colocan las horas del dia (u horas circadianas cuando
corresponde), como muestra la Figura 1.14. En condiciones de LO, dicho
promedio se realiza utilizando un periodo de 24 h (el periodo del zeitgeber),
mientras que en condiciones de OO se utiliza el periodo del animal
correspondiente. Este tipo de gréfico es de mucha utilidad para estudiar la
distribucién promedio de la actividad a lo largo de los dias. Para ello se calcula
el area bajo la curva (en color celeste en la Figura 1.14) en el intervalo temporal
que se desea estudiar. Estos graficos se utilizan también para calcular la
duracion del dia y la noche subjetivos, denominados a y p, respectivamente.
Para ello se grafica la linea media de actividad y se cuantifica el tiempo en el
cual la curva esta por encima de esta media, el cual corresponde a a, mientras

que el tiempo que transcurre por debajo de esta corresponde a p.
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Figura 1.14 Anélisis del
patrén de actividad.
Gréfico de waveform que se
utiliza para estudiar la
distribucion promedio de la
actividad a lo largo de los
dias de una serie temporal.
Para ello se calcula el area
bajo la curva (color celeste)
en el intervalo temporal
elegido. En este caso
corresponde a la actividad
de un animal en condiciones
de LO12:12.

Ahora que conocemos las caracteristicas basicas del sistema circadiano,

nos vamos a enfocar en el sistema inmune, el otro protagonista de este trabajo.
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2. EL SISTEMA INMUNE

2.1 Organizacion del sistema inmune

El sistema inmune es el encargado de proteger al organismo de la
invasion de microorganismos patogénicos, como virus, hongos o bacterias; o
particulas derivadas de estos, como toxinas. Este sistema esta formado por los
organos linfoides primarios, que son el timo y la médula 6sea, donde se
desarrollan y maduran los leucocitos; los 6rganos linfoides secundarios, que son
los nddulos linfaticos, el bazo y el tejido linfoide asociado a mucosas. Estos
ultimos concentran las moléculas derivadas de los patégenos, promoviendo su
contacto con los linfocitos y, por lo tanto, el desarrollo de la respuesta inmune
antimicrobiana. Y, por ultimo, los vasos linfaticos que comunican los érganos
linfaticos entre si y con el sistema circulatorio.

Podemos encontrar células inmunes de origen mieloide, como monocitos
y su estadio diferenciado, los macréfagos, los granulocitos neutrdfilos, baséfilos
y eosinofilos, y algunas células dendriticas (CD). También encontramos células
de origen linfoide como los linfocitos B y T, las células asesinas naturales (NK,
natural killer) y otras CDs.

Asimismo, este sistema posee dos tipos de respuesta: innata y adaptativa,
las cuales se explican a continuacion. Los macréfagos, granulocitos y células NK
participan en la respuesta innata, en tanto que los linfocitos son responsables de
la respuesta adaptativa. Las CD, por su parte, son el principal nexo entre ambas

respuestas, dado que se activan en los tejidos durante la respuesta innata y
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migran a los organos linfoides secundarios para inducir alli la respuesta

adaptativa (Gasteiger 2017; Murphy 2017).

2.1.1 Sistema inmune innato

Barreras naturales: La primera defensa contra un patdgeno es llevada a

cabo por las barreras fisicas que representan la piel y las superficies mucosas
presentes en los tractos respiratorio, gastrointestinal y genitourinario, a través de
las uniones estrechas presentes entre sus células. Estas barreras previenen la
entrada de posibles patdgenos y, ademas, facilitan su degradacién a través de
la produccion de enzimas y péptidos antimicrobianos, como las B-defensinas y
las catelicidinas (Nochi & Kiyono 2006; Dwivedy & Aich 2011). En las superficies
mucosas, ademas, la accion de los cilios “barren” la capa de mucus, junto con
los potenciales patdgenos que alli quedan adheridos, ayudados por la accion
mecanica de la tos y el estornudo, mientras que las lagrimas y la saliva poseen
lisozimas bacterioliticas. La acidez gastrica también desempefia un papel
fundamental en la eliminacion de los microorganismos atrapados en las
secreciones mucosas (Fainboim 2011).

Receptores de Reconocimiento de Patrones (RRPs): Las células de la

inmunidad innata (principalmente macréfagos y CD), al igual que las células
epiteliales, poseen RRPs capaces de reconocer a los microorganismos y sus
productos, al interaccionar con los Patrones Moleculares Asociados a Patégenos
(PAMPs). Estos PAMPs, que pueden ser proteinas, lipidos, hidratos de carbono
o acidos nucleicos, son moléculas conservadas por grandes clases de
microorganismos y no estan presentes en el hospedador. Dado que los RRPs

estdn codificados en la linea germinal de dichas células y se expresan
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constitutivamente (previo a su activacion), la respuesta innata se dispara en
forma inmediata una vez que el microorganismo logré superar las barreras
naturales. Entre los RRPs podemos mencionar a los receptores tipo Toll (TLRs,
de Toll-like receptor), de tipo NOD, o Lectina de tipo C, entre otros (Akira 2006;
Fainboim 2011). En relacion a los TLRs, existen varios subtipos como TLR1,
TLR2, TLR4 y TLR6 que reconocen lipidos, mientras que TLR7, TLR8 y TLR9
reconocen acidos nucleicos. En este trabajo de tesis nos interesa
particularmente TLR4 que reconoce el lipopolisacarido bacteriano (LPS),
cuyas vias de sefalizacién discutiremos mas adelante (seccion 2.3).

Respuesta inflamatoria: La activacion de los RRPs, ante la presencia de

sus ligandos, activa a las células de la inmunidad innata, induciendo la respuesta
inflamatoria. Esta respuesta implica la produccién de un conjunto de moléculas
antimicrobianas y mediadores inflamatorios (como citoquinas, quemoquinas y
mediadores lipidicos), responsables de activar los diferentes mecanismos
humorales y celulares de la inmunidad innata y la adaptativa.

El sistema del complemento, principal mecanismo humoral de la
inmunidad innata, se compone de aproximadamente 30 proteinas, sintetizadas
por los hepatocitos, que se encuentran en forma inactiva en la sangre y fluidos
extravasculares, en ausencia de infeccion, y que se activan por protedlisis
secuencial ante la presencia del estimulo, induciendo la lisis bacteriana y la
produccién de otros mediadores inflamatorios (Dunkelberger & Song 2010).

Un concepto importante a tener cuenta es que las células inmunes se
comunican entre si a través de la secrecion de citoquinas y quemoquinas. En
ambos casos se trata de varias familias de pequefias proteinas (alrededor de 25

kDa), que son secretadas por diferentes células inmunes en respuesta a
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estimulos especificos. Las citoquinas pueden actuar de manera autdcrina,
paracrina y/o enddcrina, y desencadenar efectos especificos en la célula blanco,
los cuales dependen de cada par particular citoquina/célula blanco, como por
ejemplo activacion celular o secrecién de otras citoquinas. Por otro lado, las
guemogquinas inducen quimiotaxis en la célula blanco, dirigiéndolas hacia la zona
en la cual estan siendo secretadas (Turvey & Broide 2010; Fainboim 2011).

En cuanto a los mecanismos celulares, las primeras células que se activan
ante la presencia de un microorganismo son los macrofagos y CD tisulares, al
cual reconocen mediante sus RRPs. Dicha sefalizacion induce la fagocitocis de
los microorganismos y su destruccion intracelular mediante especies reactivas
del oxigeno y enzimas antimicrobianas. Adicionalmente, ambos tipos celulares
secretan citoquinas pro-inflamatorias, como IL-1, IL-6, TNF-a e IL-12, y
guemoquinas, como IL-8 y CCL2 (quimioatractantes de monocitos y neutrofilos
principalmente), y mediadores lipidicos, como prostaglandinas, leucotrienos y
eicosanoides (Serhan 2014). Dichas quemoquinas inducen la extravasacion de
monocitos (que se diferencian a macréfagos) y neutréfilos, desde la sangre al
tejido, donde potencian la respuesta inflamatoria. Cabe resaltar en este punto la
participacion de TNF-a y CCL2 (también conocida como MCP1) dado que nos
referiremos a ellas posteriormente en relacion al sistema circadiano. CCL2, a
través de su receptor CCR2B, atrae monocitos al sitio de la infeccién en el cual
se diferencian a macréfagos (Deshmane 2009).

En conjunto, dichas moléculas, inducen alteraciones locales y sistémicas.
En cuanto a los efectos locales, se induce la activacion del endotelio
(modificando su patron de moléculas de adhesiéon a fin de promover la

extravasacion de leucocitos al tejido), vasodilatacion, con la consecuente baja
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de flujo sanguineo (para favorecer la extravasacion celular), aumento de la
permeabilidad vascular y coagulacién de los microvasos, generando en conjunto
el conocido patrén “dolor, rubor, calor e hinchazon” en el sitio de infeccion (Turner
2014; Murphy 2017).

En cuanto a los efectos sistémicos, las mencionadas citoquinas pro-
inflamatorias inducen la respuesta de fase aguda, en la cual el higado comienza
a producir moléculas que potencian la respuesta inmune como mas citoquinas,
proteinas del complemento, proteinas involucradas en la via de coagulacion, y
enzimas proteoliticas, como la Proteina C reactiva, la haptoglobina y la Proteina
Amiloide A, entre otras (Gruys 2005; Cray 2009). Adicionalmente, a nivel
hipotalamico se inducen modificaciones de la temperatura corporal a las cuales

nos referiremos en la secciéon 11.1.1.5.

2.1.2 Sistema inmune adaptativo

Esta respuesta es llevada a cabo por los linfocitos B y T, cuya
caracteristica principal, la cual las diferencia de las células de la inmunidad
innata, es que sus receptores (BCR y TCR, respectivamente) son especificos de
antigeno. Estos receptores se generan, en los érganos linfoides primarios, a
través de la recombinacion somatica de un gran nimero de segmentos génicos,
los cuales, no solo se eligen al azar, sino que también se agregan nucleotidos al
azar entre ellos. Este proceso da lugar a una gran cantidad de células con
receptores diferentes (en la zona de unién al antigeno), cada una de las cuales
se encuentra en bajo numero en circulacion. Estos linfocitos naive (aun no se
encontraron con su antigeno especifico) recirculan por los érganos linfoides

secundarios, si en estos sitios encuentra al antigeno en cuestién, junto con las

=49 -



sefales de activacion necesarias, se diferencian a células efectoras y prolifera a
una elevada tasa. Este proceso demora 10-15 dias, pero genera una gran
cantidad de linfocitos efectores con potentes funciones especificas contra el
microorganismo en cuestion, y deja, ademas, una serie de células de memoria
con capacidad de activarse mas rapidamente ante un posterior encuentro con el
mismo microorganismo (aun décadas mas tarde) (Bonilla & Oettgen 2010;
Murphy 2017).

Los linfocitos B se diferencian a células plasmaticas productoras de
anticuerpos, mientras que los linfocitos T (LT) se diferencian a efectores
citotoxicos (los CD8") o colaboradores o helpers (los CD4*). Los LT CD8*
efectores eliminan células propias infectadas por virus o tumorales, mientras que
los LT CD4* pueden diferenciarse en diferentes subtipos (dependiendo de las
citoquinas que haya en el 6rgano linfatico secundario al momento del encuentro
con el antigeno). Cada subtipo secreta citoquinas diferentes que colaboran con
la diferenciacion y/o actividad de diferentes tipos celulares (linfocitos B, LT
citotdéxicos y macréfagos, entre otras) o inhiben la respuesta inmune como las
LT CD4* regulatorias. Cabe mencionar en este punto, que las CD son esenciales
para la diferenciacion de los LT, dado que migran desde el tejido inflamado a los
organos linfoides secundarios donde le presentan los péptidos derivados de los
microorganismos a dichos linfocitos junto con las citoquinas necesarias para su

diferenciacion (Gasteiger 2017; Murphy 2017).

2.2 Factor de Necrosis Tumoral — a

A continuacién describiremos en mayor profundidad los efectos de la

citoquina TNF-a en la respuesta inmune, molécula de suma importancia en este
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trabajo. Sus acciones dentro del sistema inmune se encuentran bien
caracterizadas, pero en los Ultimos afios también se evidencié que posee
importantes funciones dentro del Sistema Nervioso Central (SNC) las cuales
aun se encuentran en estudio (ver secciones 3.1.1y 3.2).

TNF-a es una citoquina secretada mayormente por macrofagos activados,
células T y NK. Fue inicialmente caracterizada por Carswell, en 1975, quien
descubrié que la capacidad de inducir la necrosis hemorragica de tumores en
ratones se debia a un factor que se secretaba a la sangre tras administrar LPS,
lo que le otorgd su actual nombre (Carswell 1975). Ademas de sus funciones
citotoxicas, esta citoquina afecta el crecimiento, diferenciacién y funcién de
muchos tipos celulares, y actia como mediador de la inflamacion y de la
respuesta inmune celular. Como se mencion0 previamente, al actuar sobre las
células endoteliales, estimula la expresion de moléculas de adhesion celular,
para promover la extravasacion de células como monocitos y neutréfilos. Otra
funcion importante de esta citoquina es estimular la produccion de proteinas de
la cascada de coagulacion, a fin de evitar que el patégeno entre en la circulacién
sanguinea y se propague en todo el organismo (Murphy 2017). Dentro de sus
funciones como inductora de inflamacion, cabe mencionar que es un mediador
clave del shock séptico inducido tanto por LPS como por otros antigenos
bacterianos como describiremos en detalle en el Capitulo Il del presente trabajo
(Pfeffer 1993; Song 2012).

Inicialmente esta citoquina se expresa como una proteina trimérica
transmembrana, que ante sefiales de activacion inducidas por otras citoquinas o
por reconocimiento de patogenos a través de RRPs, es liberada como una

citoquina soluble, luego del clivaje mediado por una proteasa especifica
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denominada TACE (enzima convertidora de TNF-a). La presencia de una
infeccion en la sangre, como la sepsis (patologia que se estudiara en este
trabajo), desencadena la liberacion masiva de TNF-a en forma soluble de
macréfagos en el higado, bazo, y otros tejidos del organismo (Murphy 2017).

Esta citoquina media sus actividades pleiotrépicas a través de dos
receptores de superficie celular: TNFRp55 (TNFR1 o CD120a) y TNFRp75
(TNFR2 o CD120b). Como la citoquina se produce como un trimero, al unirse al
receptor induce también su trimerizacion. Ambos receptores poseen un dominio
extracelular estructuralmente similar, pero su sefializacion se da a través de
distintos dominios intracelulares (Wajant 2003). TNFR1 se expresa en una
amplia gama de células, incluyendo células endoteliales y macréfagos; siendo
un mediador clave de la inmunidad innata, mientras que TNFR2 se expresa
mayormente en linfocitos, y seria mas importante en el sistema linfatico (Vilcek
& Lee 1991; Wajant 2003). De hecho, este ultimo puede ser solamente activado
completamente por la union de TNF-a de membrana, pero no de TNF-a soluble
(Grell 1995). Ademas, se sabe que TNFR1 es necesario para la organizacion
estructural y funcional de los 6rganos linfoides secundarios (Hehlgans & Pfeffer
2005), para la defensa contra diferentes microorganismos, para la induccién y
mantenimiento de varias patologias inflamatorias cronicas, como la artritis
reumatoidea, la esclerosis multiple (Kollias 1999) y el asma (Doherty 2011), y
para la induccién de toxicidad mediada por TNF-a durante el shock endotdxico
(Ashkenazi 1991; Mohler 1993).

La union de TNF-a a TNFR1 activa diferentes cascadas de sefializacion:
una lleva a la activacion de NF-kB, a través de la degradacion proteolitica del

inhibidor I-kB. Por otro lado, también puede llevar a la activacion de tres tipos de
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guinasas pertenecientes al grupo de proteinas activadas por mitbgenos (MAP):
1) las quinasas N-terminales de c-Jun (JNK), que se traslocan al ndcleo y
aumentan la actividad del factor de transcripcion AP-1, lo que lleva a la expresion
de colagenasas y de la quemoquina CCL2, entre otras cosas; 2) las p38 MAP
quinasas (p38MAPK), que al ingresar al nucleo producen un aumento en la
funcion de los factores de transcripcion activadores (ATFs; también conocidos
como CREB), involucrados en la respuesta al estrés y en el mantenimiento de la
homeostasis celular; y 3) las quinasas reguladas por sefales extracelulares
(ERK), que son las encargadas de aumentar la actividad del factor de
transcripcion ELK1, que activa la expresion del gen cFos. Adicionalmente, esta
union puede llevar al reclutamiento de la caspasa 8, resultando en la induccion
de apoptosis celular, sin embargo, esto sucede con menor frecuencia que la
induccion de procesos inflamatorios (Persengiev & Green 2003; Sabio & Davis
2014; Borghi 2016). Se ha evidenciado que la activacion de NF-kB inhibe la
induccion del mecanismo de apoptosis, y viceversa (Wajant 2003). En la Figura
2.1 se resumen las vias de sefializacion desencadenadas por la unién de TNF-

a al receptor TNFR1.
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Figura 2.1 Via de sefializacion de TNF-a a través del receptor TNFR1. La unién de TNF-a a
su receptor provoca una cascada de sefalizacion que puede llevar a la activacion de los factores
de transcripcion NF-kB, AP-1, ATFs y ELK1, a través de la traslocacion al nacleo de distintas
guinasas; como asi también al reclutamiento de la caspasa 8, desencadenando la apoptosis
celular.

Para prevenir una respuesta inflamatoria excesiva o inapropiada, la
sefalizacion mediada por TNF-a esta regulada. Por un lado, la sefalizacién
constitutiva esta bloqueada por la union del dominio de silenciamiento de muerte
(SODD, por sus siglas en inglés) al dominio intracitoplasmatico de TNFRL1.
Cuando la citoquina se une a su receptor, SODD se libera y asi se forma el
complejo de sefializacion activo de TNFR1 (Jiang 1999). El segundo mecanismo

de regulacién es a través de la liberacion del receptor de la superficie celular,
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que funciona como un receptor soluble de TNF-a (TNFRs), que inhibe su
bioactividad al competir con el receptor presente en la membrana celular. Los
receptores solubles de TNF-a también se pueden unir reversiblemente a la
citoquina para estabilizar su forma trimérica, y prolongar su vida media y ademas

funcionar como un reservorio (Hale 1995; Hawari 2004).

2.3 Endotoxinas como activadores de la respuesta inmune

Dado que en este trabajo de tesis se plantea estudiar la interaccion entre
el sistema inmune y el sistema circadiano utilizando diferentes modelos de
inoculacion de LPS, en esta seccidén describiremos las vias de activacion que
induce dicha endotoxina. ElI LPS es el principal componente de la membrana
exterior de las bacterias Gram negativas. Esta molécula esta conformada por un
poli u oligosacarido, unido a un fosfolipido, denominado Lipido A. Este ultimo
estd formado por derivados de acidos grasos unidos a un disacarido de
glucosaminas, y posee una estructura que se conserva evolutivamente en
distintos tipos bacterianos (Caroff 2002). Como ya mencionamos anteriormente,
las células de la inmunidad innata interaccionan con el LPS a través del receptor
TLR4, particularmente pueden reconocer al Lipido A a nivel de picomolar
(Alexander & Rietschel 2001).

El TLR4 reconoce el LPS con la ayuda de las proteinas accesorias CD14
y MD-2. Como se muestra en la Figura 2.2, en plasma, la molécula de LPS se
une a una proteina soluble denominada Proteina de Union a LPS (LBP - LPS
Binding Protein), la cual posibilita su interaccion con la proteina de membrana
CD14. La proteina CD14 interacciona con TLR4, que a su vez forma un complejo

con otra proteina de membrana, MD-2. Cuando el complejo TLR4:MD-2
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interactda con el LPS, se desencadenan cascadas de sefalizacion mediadas por
las proteinas MyD88 y TRIF, que finalizan con la activacion de los factores de
transcripcion NF-kB, AP1 e IRF3. Estos ultimos inducen la expresion de
citoquinas proinflamatorias y quemoquinas, que desencadenan la activacion de

la respuesta inflamatoria, a través de los mecanismos mencionados en la seccion

2.1.1 (Alexander & Rietschel 2001; Rosadini & Kagan 2017).

-
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Figura 2.2 Respuestainmune al LPS. La molécula de LPS se une a la proteina LBP, de
esta forma es reconocida por el receptor CD14 unido a la membrana celular. CD14
interacciona con el complejo formado por el TLR4 junto con la proteina accesoria MD2,
este Ultimo complejo se dimeriza y se desencadenan distintas cascadas de sefializacion
gue terminan en la activacion de los factores de transcripcion NF-kB, AP-1 e IRF3. Estos
tres en conjunto activan la expresion de citoquinas proinflamatorias y quemoquinas que
desencadenan la respuesta inflamatoria.
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3. NEURO-INMUNOLOGIA

3.1 El surgimiento de un nuevo campo de estudio

Al estar enfermos todos alguna vez experimentamos sintomas como
fatiga, falta de apetito (anorexia), malestar, mayor suefo, fiebre, etc. Estos
sintomas conforman el denominado “comportamiento de enfermedad” (sickness
behavior; (McCusker & Kelley 2013)). Esto indica que, frente a un estimulo
inmune el organismo responde afectando variables que estan controladas por el
SNC. Asimismo, se han observado alteraciones de componentes inmunes en
pacientes con desordenes neurologicos (Drexhage 2011; Jevtic 2017). Esto
indica que el SNC recibe sefiales desde el sistema inmune, a las cuales
responde; y vicerversa. Esto pareciera ser muy evidente, pero hace pocos afos
que los neurocientificos comenzaron a trabajar en conjunto con los inmundlogos,
en este nuevo campo que es la Neuro-inmunologia.

Recién hace unos 20 afios se dilucidé que los sintomas relacionados al
“‘comportamiento de enfermedad” son desencadenados por las citoquinas pro-
inflamatorias IL-1, IL-6 y TNF-a, producidas, como se menciona en la seccién
2.1.1, por las células de la inmunidad innata (Dantzer 2009). Para que esto sea
posible, estas citoquinas, al igual que sus receptores, se expresan en el SNC y,
ademas, pueden llegar al cerebro desde la periferia a través de distintas vias que
describiremos mas adelante (Licinio & Wong 1997; Turrin 2001; Utsuyama &
Hirokawa 2002). También se ha observado que las citoquinas TNF-a e IL-1

pueden actuar en el SNC en condiciones fisiologicas promoviendo el suefio y
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modificando la estructura del mismo (Krueger 2008; Rockstrom 2018).
Adicionalmente, se ha observado que dichas citoquinas pueden activar el eje
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA), eje neuroenddcrino encargado de modular
la secrecion de glucocorticoides, hormonas con importante actividad

inmunosupresora (Turnbull & Rivier 1999).

3.1.1 Larespuestainmune en el sistema nervioso central

El SNC es un 6rgano complejo y su respuesta inmune también es méas
especializada que la que ocurre en la periferia. Entre sus cualidades particulares
se incluyen: la falta de vasos linfaticos que lo recorran, la presencia de una
barrera fisica como la Barrera Hemato-Encefalica (BHE), y la presencia de
células con funciones inmunes especificas de este sistema, pero distintas a las
gue existen en la periferia (Forrester 2018). En cuanto a la BHE, se trata de una
barrera mecénica que separa el SNC de la periferia, constituida por células
endoteliales (que rodean la gran cantidad de vasos sanguineos presentes en el
cerebro) unidas fuertemente unas a otras a través de uniones estrechas y
adherentes (Ballabh 2004). Estas uniones restringen y previenen la entrada de
moléculas y células presentes en el flujo sanguineo. Sin embargo, cuando se
desencadena una respuesta inmune en el cerebro estas uniones se alteran. Se
ha observado que son especificamente sensibles a las citoquinas TNF-a, IL-13
e IL-6, secretadas durante el proceso inflamatorio (Hawkins & Davis 2005).
Ademas, la BHE actia como una interface entre el SNC y la circulacion para
mantener el ambiente adecuado para un correcto funcionamiento de las células
del SNC. Es por ello que utiliza mecanismos de transporte selectivo, que

bloquean el paso de sustancias potencialmente toxicas y permiten que ingresen
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moléculas requeridas para el funcionamiento de las células nerviosas (Mackic
2002; Deane 2009).

Las células que participan en la respuesta inmunolégica en el SNC son
las células gliales, principalmente microglia y astrocitos, que se encargan de la
defensa del SNC de injurias e infecciones montando procesos inflamatorios. Las
células de la microglia son quienes llevan principalmente a cabo las funciones
fagociticas en el SNC, al igual que los astrocitos expresan un gran nimero de
RRPs, que una vez activados, desencadenan la secrecion de una variedad de
citoquinas y quemoquinas que son detectadas tanto por otras células gliales
como por neuronas, contribuyendo a la propagacion de la sefial inflamatoria.
Ademas, las citoquinas secretadas por los astrocitos promueven cambios en la
BHE (a la cual los astrocitos rodean), lo que resulta en el reclutamiento de células
inmunes periféricas (Ransohoff & Engelhardt 2012; Lampron 2013; Clark 2019).
Estos procesos se encuentran altamente regulados y contrabalanceados por
respuestas anti-inflamatorias y neuroprotectoras, ya que la activacién glial

excesiva resulta en dafo neuronal crénico.

3.1.2 Comunicacién neuroinmune

Una vez que ocurre una infeccién en los 6rganos periféricos, tanto las
citoquinas como las toxinas bacterianas llevan la informacion al cerebro
utilizando vias de comunicacién humorales y neuronales. El estudio de esta
comunicacién es sumamente importante, ya que una gran parte de las funciones
inmunes y de los sintomas desarrollados durante las patologias son modulados
por el SNC. Por lo tanto, el conocimiento de los mecanismos llevados a cabo

durante dicha modulacion, nos permitiria comprender mejor ciertas patologias
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complejas, como la sepsis (modelo de estudio que se utilizar4 en esta tesis), y
poder desarrollar mejores terapias, que tengan en cuenta el panorama completo
de la enfermedad.

Como se esquematiza en la Figura 3.1, cuando la endotoxina ingresa al
organismo, puede ser reconocida por RRPs presentes en el vago aferente, que
es capaz de comunicarse con el tallo cerebral inferior (ntcleo del tracto solitario)
que envia sefales a centros cerebrales como el hipotdlamo o la amigdala (Bonaz
2017). También, las células endoteliales que conforman la BHE (ver recuadro
Figura 3.1) poseen RRPs, capaces de iniciar cascadas de sefializacion que
finalizan con la expresion de citoquinas y quemoquinas dentro del cerebro
(Mallard 2012; Johnson 2018). Por su parte, las citoquinas secretadas en
periferia durante la respuesta inflamatoria también pueden actuar sobre las
células endoteliales de la BHE iniciando un proceso inflamatorio dentro del
cerebro; o bien pueden romper las uniones estrechas de las células que
conforman la BHE y de esta forma ingresar directamente al cerebro (Almutairi
2016). También estas moléculas pueden llegar al cerebro a través de los
organos circumventriculares, que son estructuras localizadas alrededor de los
ventriculos cerebrales, cuya BHE es mas laxa; lo que permite que se liberen
hormonas producidas por estos 6rganos y que moléculas presentes en la sangre
puedan ingresar al cerebro. Ha sido reportado que estos érganos tienen
receptores tanto para PAMPs como para citoquinas (Roth 2004; McCusker &
Kelley 2013). Por ultimo, estas citoquinas también pueden actuar sobre las
terminales nerviosas del nervio vago aferente, iniciando un mecanismo
denominado “reflejo inflamatorio”. Al activarse las senales aferentes del nervio

vago, el SNC puede censar la existencia de inflamacion periférica y activar la via
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colinérgica anti-inflamatoria, que culmina con la liberacion del neurotransmisor
acetilcolina en los tejidos periféricos. Los receptores para acetilcolina se
encuentran presentes en monocitos, macréfagos, linfocitos, y CD, y su
sefalizacion disminuye la expresiéon de CD14 y TLR4, como asi también de
citoquinas pro-inflamatorias (Borovikova 2000; Pavlov & Tracey 2012). De esta
forma se evita el posible dafio que pudiera ocasionar una activacion inmune
excesiva, sin afectar la liberacion de factores anti-inflamatorios.

Por ultimo, como ya mencionamos, la llegada al SNC de estimulos
inmunes activa el eje HPA, especificamente las células de los NPV liberan la
hormona CRH, que induce la liberacion de la hormona ACTH de la hipdfisis, la
cual al actuar sobre la glandula adrenal promueve la sintesis y secrecion de
glucocorticoides. Estos ultimos tienen un importante rol anti-inflamatorio,
disminuyendo la liberacién de citoquinas pro-inflamatorias, entre otras cosas

(Hueston & Deak 2014; Herman & Tasker 2016).
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Figura 3.1 Vias de comunicacion entre el sistema inmune y el SNC. Al ingresar al organismo la
endotoxina (en color rosa) es detectada por las células de la inmunidad innata y desencadena una
respuesta inflamatoria, que se caracteriza por la liberacién de citoquinas pro-inflamatorias (en color
celeste). Tanto la endotoxina como las citoquinas secretadas, pueden sefializar directamente al SNC
actuando sobre los receptores presentes en las células endoteliales que componen la BHE, los
presentes en los 6rganos circumventriculares (en color verde sobre el cerebro) o los que estan en
las terminales nerviosas del nervio vago aferente. Los estimulos inmunes recibidos en las terminales
vagales desencadenan un mecanismo denominado “reflejo inflamatorio”. De esta forma el SNC
censa la activacion inmune periférica, y responde liberando el neurotransmisor acetilcolina en los
tejidos periféricos inervados por el nervio vago eferente. La sefializacion por acetilcolina regula la
activacion inmune periférica, disminuyendo la expresion de citoquinas pro-inflamatorias, entre otras
cosas. Adicionalmente, al llegar la sefal inflamatoria al hipotadlamo, se activa el eje HPA y se liberan
glucocorticoides, hormona con funciones inmunosupresoras, de la gldndula adrenal. OSC: 6rgano
subcomisural. OSF: 6rgano subfornical. GP: glandula pineal. OVLT: 6rgano vasculoso de la lamina
terminal. EM: eminencia media. PP: Pituitaria posterior. AP: &rea postrema.
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3.2 Interacciones entre el sistema inmune vy el circadiano.

Tal como se ha explicitado, el SNC y el sistema inmune se encuentran en

una constante comunicacion, y sus interacciones son muy importantes tanto en
condiciones fisioldgicas como patoldgicas. Teniendo en cuenta que el sistema
circadiano es el responsable de la sincronizacion temporal de los procesos
fisiologicos en general, no es absurdo pensar que puede controlar o modular a
otros sistemas, como el inmune o el endocrino. En principio, la experiencia nos
indica que el sistema inmune interactta con el circadiano. Cuando nos sentimos
enfermos tenemos el suefo alterado, o podemos tener picos periddicos de fiebre
que aumentan en determinadas horas del dia.
Los signos y sintomas de muchas enfermedades varian a lo largo del dia. Por
ejemplo, como se explica en profundidad en el Anexo de esta tesis, los ataques
de asma son mas comunes entre la medianoche y las seis de la mafiana; o los
ataques cardiacos entre las siete de la mafiana y el mediodia (Golombek 2007).
Como ya se menciond, también se sabe que existe una relacion entre
determinadas moléculas inmunes y el ciclo de suefo-vigilia. Existen evidencias
de que algunas citoquinas, como IL-1 y TNF-a son inductoras del suefio.
Asimismo, los disturbios o la falta de suefio afectan los mecanismos de defensa
del huésped, haciéndolo mas susceptible a las infecciones (Irwin 2002; Krueger
2008; Bollinger 2010).

Estas evidencias, entre otras, llevaron a que, en estos ultimos 20 afios, se
profundice el estudio de los mecanismos de interaccion bidireccional inmune-
circadianos. El estudio de esta interaccion no solamente es importante para

conocer los mecanismos subyacentes a cada patologia, sino que también es de
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suma importancia para el desarrollo de terapias que se basen en las diferencias
circadianas existentes en factores relacionados a la enfermedad. Basdndose en
estos conceptos se desarrolld la cronofarmacologia, una rama de la
cronobiologia que busca incrementar la eficiencia de las terapias farmacoldgicas,
administrando los farmacos en los momentos en que presentan mayor eficacia,
y/o menores efectos adversos. Sin embargo, para el desarrollo de estas terapias
cronomoduladas es preciso conocer los ritmos de las principales moléculas y
funciones involucradas en la patogénesis de la enfermedad, y como estas

moléculas, ademas, pueden afectar al sistema circadiano.

3.2.1 Ritmos en el sistema inmune

Hoy en dia sabemos que el sistema circadiano es capaz de modular al
sistema inmune. De esta forma, la respuesta a un estimulo inmune puede variar
a lo largo del dia, probablemente debido a la existencia de ritmos en las
funciones celulares o en la expresion de moléculas relacionadas con la
inmunidad.

Ya en la década del 60, Halberg y colaboradores demostraron que existe
una variacion diaria en la susceptibilidad a dosis letales de LPS (mayor a 10
mg/kg) en ratones, ya que las inyecciones durante el dia provocaron porcentajes
de mortalidad mucho mayores que durante la noche (modelo que estudiaremos
en el Capitulo Il de este trabajo de tesis (Halberg 1960). Mas tarde, varios
estudios dieron indicios de regulacion circadiana sobre tipos celulares y tejidos
de origen inmune. Se ha observado que el nimero de linfocitos T y B, monocitos,
macrofagos, células NK, neutréfilos y eosindfilos en sangre varia a lo largo del

dia en humanos y roedores (Abo 1981; Born 1997; Haus & Smolensky 1999;
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Lange 2010). Como se muestra en la Figura 3.2, los niveles de eosindfilos y
linfocitos circulantes en humanos, son mayores durante el final de la noche
(etapa de reposo), mientras que los niveles de neutréfilos y monocitos son mas
altos hacia el final del dia (Haus & Smolensky 1999). Por su parte, los niveles de
IL-10 son mayores al comienzo de la noche, mientras que los de IL-6 tiene su
pico a mitad de la noche y las citoquinas IFN-y, TNF-a e IL-13 son mayores hacia
el final de la noche (Petrovsky & Harrison 1997). La expresion y funcion de TLR9
también posee un ritmo circadiano (Silver 2012). Adicionalmente, se ha
observado un ritmo en la produccion de TNF-a e IL-6 en respuesta al LPS, en
esplenocitos y macréfagos purificados de ratén, con un incremento en ambos
casos hacia el final de la noche (Keller 2009). Asimismo, en estos animales se
han observado mayores niveles de TNF-a e INF-y durante la noche en células
NK de bazo (Arjona & Sarkar 2006). Por otro lado, se han encontrado ritmos en
la expresion de genes reloj en linfocitos T CD4+ (Bollinger 2010), macréfagos
(Boivin 2003; Hayashi 2007), células NK (Arjona & Sarkar 2006) y 6rganos
linfoides (Keller 2009). Ademas, Keller y colaboradores (2009) encontraron que
la expresion de aproximadamente el 8% del transcriptoma de los macrofagos
oscila circadianamente. Por ultimo, también se conoce que la microglia expresa
genes reloj (Hayashi 2007), y que la expresion de las citoquinas TNF-a, IL-1B e
IL-6 es ritmica en éstas células, con un pico durante la mitad del dia (Fonken

2015).
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Asimismo, se encontré que muchas funciones inmunes fluctian a los largo
del dia. Por ejemplo, se observd que la expresion de moléculas de adhesion
celular esta controlada por el reloj circadiano (Sato 2014), y que existe una
variacion diaria en el reclutamiento de células inmunes a los tejidos, siendo més
alto durante el principio de la noche (Scheiermann 2012). Adicionalmente, se
encontré6 que el mecanismo de fagocitosis es mayor en la noche tardia en
macréfagos peritoneales murinos (Hayashi 2007). También en ratones se
observo que la inmunizacién durante el dia provoca una respuesta mas fuerte de
células T CD8", que en aquellos inmunizados en la noche (Fortier 2011).

Por lo tanto, todo pareceria indicar que hay momentos del dia en los
cuales el sistema inmune se encuentra mas activado, en un estado de
inmunovigilancia (quizas anticipando los momentos de mayor riesgo de
infeccion). Es por ello que alteraciones en la sincronizacion al ciclo ambiental
afectan negativamente el funcionamiento del sistema inmune. En protocolos de

desincronizacion circadiana, causados por cambios cronicos en el ciclo de LO
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(JLC) o por lesiones de los NSQ, se observo, en varias oportunidades, una
respuesta inflamatoria exacerbada en luego de la inoculacion de LPS (Castanon-
Cervantes 2010; Adams 2013; Guerrero-Vargas 2014, Phillips 2015).

Se postula que los NSQ serian quienes sincronizarian el sistema inmune
a través de secreciones nerviosas o humorales, o indirectamente a través de
variables comportamentales como el ciclo suefio-vigilia o el ritmo de actividad
locomotora. Pero aun no se conocen las moléculas responsables de tal
sincronizacion.

Las aferencias autonémicas a los Organos periféricos también estan
involucradas en esta comunicacion. Tanto el sistema nervioso simpético como el
parasimpatico pueden llevar informacién desde los NSQ hacia los tejidos
periféricos. Por ejemplo, el bazo recibe inervaciones del sistema simpéatico las
cuales, a través de la liberacion de noradrenalina, controlan los ritmos de
citoquinas y de otras moléculas inmunes, en esplenocitos totales y células NK
purificadas (Logan 2011). Adicionalmente, se ha descripto que la adrenalina
controla los ritmos en el numero de células T CD8* circulantes (Dimitrov 2009),
y que el reclutamiento de leucocitos a distintos tejidos presenta oscilaciones
circadianas, dependientes de inervaciones simpaticas adrenérgicas
(Scheiermann 2012).

En cuanto a la via humoral de sincronizacion del sistema inmune, el reloj
circadiano posee un fuerte control sobre la secrecion de la hormona melatonina
(hormona secretada por la glandula pineal, inductora del suefio) y de los
glucocorticoides. La administracion de melatonina es capaz de modular la
respuesta inflamatoria en distintos tejidos, ya sea aumentandola o

disminuyéndola dependiendo del tejido o tipo celular que se evaltue (Carrillo-Vico
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2005; Naidu 2010; Pinato 2015). Respecto a los glucocorticoides, ya hemos
mencionado que poseen una potente funcién anti-inflamatoria, y que su
secrecion es modulada por el eje HPA. Dado que el reloj circadiano es capaz de
modular al eje HPA, esta hormona es secretada ritmicamente (Buijs 1999;
Lightman & Conway-Campbell 2010). La secrecion ritmica de glucocorticoides
tiene un rol importante en la sincronizacién de los relojes periféricos. Es por ello
que la pérdida en la ritmicidad del eje HPA lleva a alteraciones en la respuesta
inmune innata y adaptativa, como asi también al desarrollo de ciertos tipos de
cancer en animales (Ben-Eliyahu 1999).

Por ultimo, también existe evidencia de que los genes reloj pueden
modular funciones inmunes en forma directa. Por un lado, se observé que el gen
reloj Clock participa en la regulacién circadiana de los niveles del factor inhibidor
de los activadores de plasmindgeno en las células sanguineas in vitro (Oishi
2007), mientras que el gen Per2 regula la secrecion de INF-y de las células NK
(Liu, J. 2006). Por otro lado, se demostré que la expresion de las citoquinas TNF-
a e IL-6 esta relacionada con el gen Cry (Hashiramoto 2010; Narasimamurthy
2012), mientras que Bmall modula el ritmo diurno del nimero de monocitos

inflamatorios (Nguyen 2013). Por su parte, Rev-erva suprime la expresion de la

quemogquina CCL2 y de la citoquina IL6 en cultivos de macréfagos (Sato 2014).

3.2.2 Efectos del sistema inmune sobre el circadiano

Es importante que también exista una retroalimentacion desde el sistema
inmune hacia el reloj, para que este ultimo pueda censar lo que sucede en la
periferia y de esta forma ajustar ciertas variables circadianas frente a un desafio
gue compromete al sistema.
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En algunas enfermedades autoinmunes, como la artritis reumatoidea o la
esclerosis multiple, las cuales tienen un fuerte componente pro-inflamatorio, se
encontré que tanto la expresién de algunos genes reloj como los ritmos de
secrecion hormonal, estan alterados (Buenafe 2012; Kouri 2013).

En nuestro laboratorio se demostré6 que la activacion inmune pro-
inflamatoria puede modificar variables especificas del reloj biolégico de ratones,
modelo sobre el cual se desarrolla el Capitulo 1 de este trabajo de tesis. La
inyeccion intraperitoneal (ip) de dosis bajas de LPS (25-100 pg/kg) en la noche
temprana (CT15) induce un retraso de fase en el ritmo de actividad locomotora,
sin modificar la temperatura corporal, y ademas, inhibe la actividad locomotora
durante el dia de inoculacién (Marpegan 2005), en forma dependiente de la
presencia del receptor TLR-4 (Paladino 2010). Asimismo, la administraciéon
intracerebroventricular (icv) de las citoquinas IL-18 y TNF-a induce el mismo
retraso de fase. Sin embargo, solo el receptor soluble de TNF-a, y no el
antagonista de IL-1f, puede bloquear este efecto (Leone 2012). Ademas, se ha
demostrado la participacion en los NSQ del factor de transcripcion NF-kB en los
retrasos de fase inducidos por LPS (Marpegan 2004). En los NSQ la expresién
de NF-kB colocaliza con GFAP (proteina fibrilar acida glial; marcador
astrocitario), y su expresion resulté estimulada en respuesta a LPS, TNF-a e IL-
la en cultivos de astrocitos purificados de los NSQ (Leone 2006).

Como ya se mencion6 anteriormente, una de las vias de salida de los
NSQ son los NPV, los cuales cumplen un rol muy importante en la regulacion de
las respuestas neuroendocrina y autdbnoma, a través de la secrecion hormonal.

Se ha observado que estos nucleos presentan una importante activacion, al igual
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gue un aumento en la expresion del gen reloj Perl, en respuesta a estimulos
inflamatorios (Takahashi 2001; Bienkowski & Rinaman 2008; Belevych 2010).

Adicionalmente, se han encontrado vinculaciones entre algunos genes
reloj y citoquinas pro-inflamatorias. Una de las primeras evidencias del efecto de
las citoquinas sobre los NSQ fue el descubrimiento de la presencia de receptores
de IFN-y en los NSQ, donde se describiéo ademas un ritmo diario en su expresion
(Lundkvist 1998). Posteriormente se demostré que el tratamiento de cultivos de
neuronas de los NSQ con IFN-y es capaz de alterar los ritmos de actividad
eléctrica, como asi también los ritmos de expresion de Perl (Kwak 2008).

En cuanto a la expresion de genes reloj, se ha reportado que TNF-a es
capaz de modular la expresién de los genes reloj Perl, Per2, Cryl y Bmall y de
genes controlados por el reloj, como Dbp (Cavadini 2007; Petrzilka 2009;
Yoshida 2013; Yoshida 2018), mientras que IL-1B puede disminuir la expresion
de Per3 y Dbp (Cavadini 2007). Por otra parte, estudios de nuestro laboratorio

también han demostrado que la administracion de TNF-a induce cambios en el

reloj circadiano de astrocitos de NSQ (Duhart 2013).

Como se puede observar, existen multiples evidencias del control
del reloj circadiano sobre el sistemainmune, y otras que a su vez refuerzan
la hipbtesis de que el sistema circadiano puede responder al estimulo
inmune, planteandose entonces un modelo de interaccion bidireccional.
Sin embargo, como el estudio de esta comunicacion comenzo
recientemente, aun no sSe conoce exactamente sus mecanismos ni
mediadores. Se hipotetiza que las citoquinas pro-inflamatorias podrian ser

posibles mediadores humorales de dicho efecto. Teniendo en cuenta los
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resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio (desarrollados en
profundidad en el Capitulo 1) que demostraron que TNF-a es capaz de
alterar el funcionamiento del reloj circadiano, nuestra hipétesis es que esta
citoquina especificamente tendria un rol fundamental en la interaccién
inmune-circadiana.

Es necesario estudiar esta interaccién bidireccional en mayor
profundidad, dadas las multiples evidencias de la participacion del sistema
circadiano en el funcionamiento del sistema inmune y la patogénesis de
muchas enfermedades. En este trabajo de tesis se estudiardn tanto los
efectos de un estimulo inmune sobre el sistema circadiano, como asi
también la regulacién del sistema circadiano sobre la respuesta inmune a
una patologia. En el Capitulo 1, estudiaremos los efectos sobre el reloj
circadiano de un estimulo inmune agudo, como son las dosis bajas de LPS,
las cuales se conoce que son capaces de inducir alteraciones sobre el
sistema circadiano. En el Anexo, se utilizard un modelo de inflamacién
pulmonar crénica, para analizar las posibles alteraciones que ésta podria
generar sobre el reloj. Por ultimo, en el Capitulo 2, se estudiara como el
sistema circadiano es capaz de modular distintas variables que participan
de larespuesta al shock séptico, generando una diferencia en la mortalidad
de acuerdo al horario en el que se induce dicha condiciéon. En los tres
modelos, se evaluara principalmente el rol de la citoquina TNF-a como
principal mediador entre ambos sistemas, debido a la gran cantidad de

evidencias existentes al respecto.
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CAPITULO |

Interaccion entre los
sistemas circadiano e
Inmune.

El TNF-a como mediador.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis general:
Existe una interaccion entre el sistema inmune y el circadiano, la cual se

encuentra mediada por la citoquina TNF-a y su receptor TNFR1.

Hipotesis especificas:

o El TNF-a se induce en NSQ en respuesta al estimulo inmune periférico.
o La expresion del receptor de TNF-a, TNFR1, es ritmica en los NSQ.
o La estimulacion inmune periférica induce la activacion neuronal y la

expresion de genes reloj en NSQ y NPV.
o Los ratones deficientes del receptor tipo 1 de TNF-a (TNFR1 KO)
presentan diferencias en el patron circadiano de actividad locomotora y en la

respuesta circadiana al LPS con respecto a los ratones normales.

Por lo tanto el objetivo general del capitulo | de esta tesis es estudiar la
interaccidn entre el sistema inmune y el circadiano, utilizando como herramienta
un modelo de inflamacion aguda, y evaluando especificamente la participacion

de la citoquina TNF-a y su receptor tipo 1.

Objetivos especificos:
1. Evaluar la presencia de TNF-a y su receptor (TNFR1) en NSQ.
2. Evaluar la activacion neuronal y la expresion de genes relojen NSQ y NPV

en respuesta al estimulo inmune.
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3. Realizar la caracterizacién circadiana del patrén de actividad locomotora
de los ratones deficientes del receptor tipo 1 de TNF-a.
4. Analizar la respuesta circadiana al LPS en ratones TNFR1 KO, tanto a

nivel comportamental como molecular.

-76 -



1.1 INTRODUCCION
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1.1.1 La citoquina TNF-a como mediadora entre los sistemas inmune vy

circadiano

Como ya se mencioné en la seccion 3.2 de la Introduccion general, la
citoquina TNF-a seria uno de los posibles mediadores en la comunicacion entre
el sistema inmune y el circadiano. Ademas de sus ritmos de expresion en
distintos tipos celulares en tejidos periféricos, también existen mdultiples
evidencias de su expresion en el SNC.

La expresion de TNF-a se ha documentado en distintas regiones del
cerebro, e incluso con variaciones diarias en sus niveles de ARNm, siendo
mayores al principio del dia en hipotalamo, hipocampo y corteza cerebral (Floyd
& Krueger 1997). Las células de la microglia, como asi también los astrocitos y
algunos tipos neuronales, pueden producir TNF-a, tanto en condiciones
fisioldgicas como patoldgicas (Ransohoff & Brown 2012). Asimismo, también se
observo que los receptores TNFR1 y TNFR2 se expresan en diversas regiones
cerebrales en distintas condiciones (Botchkina 1997; Sadki 2007; Camara 2015).
En cuanto a condiciones patoldgicas, se ha evidenciado que sus niveles en
cerebro se incrementan ante un estimulo inmune, como el LPS (Gatti & Bartfai
1993; Laye 1994), incluso cuando es administrado en dosis bajas incapaces de
romper la BHE (Pitossi 1997).

Sadki y colaboradores han observado que la inyeccién icv de un coctel de
las citoquinas TNF-a/IFN-y estimula la expresion del gen cFos (marcador
temprano de activacion neuronal) en NSQ y NPV (Sadki 2007). Adicionalmente,

el tratamiento crénico de ratones con TNF-a por via subcutanea lleva a una
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disminucién de la amplitud de expresién de genes reloj en el higado, y a una
inhibicion transitoria de los ritmos de actividad locomotora (Cavadini 2007).

Experimentos in vitro realizados en nuestro laboratorio han demostrado
que el tratamiento con TNF-a altera la fase y amplitud de los ritmos de Per2 en
cultivos de astrocitos de NSQ; y que el medio condicionado de estos cultivos es
capaz de modular la expresién de genes reloj en fibroblastos y tejido de NSQ
incubado ex vivo (Duhart 2013). Otros grupos han encontrado que las neuronas
de los NSQ modifican sus patrones de actividad eléctrica en respuesta a TNF-a,
siendo este efecto mediado por el éxido nitrico (Nygard 2009). Adicionalmente,
se ha encontrado que el tratamiento de fibroblastos con TNF-a lleva primero a
una induccion de Perl y Per2, a tiempos cortos, seguido de una disminucién en
la amplitud de los ritmos de estos y otros genes controlados por el reloj. Estos
efectos estarian mediados por la via de p38-MAPK, y dependen del receptor
TNFR1 (Cavadini 2007; Petrzilka 2009).

Por lo tanto, sabemos que TNF-a posee ritmos de expresion tanto a nivel
central como periférico (Arjona & Sarkar 2006; Keller 2009; Fonken 2015), y que
es capaz de modular la expresion de genes reloj (Cavadini 2007; Petrzilka 2009;
Yoshida 2013; Yoshida 2018). Sin embargo, aun no sabemos si esta
citoquina es la encargada directa de comunicar ambos sistemas, desde la
periferia hacia los NSQ y viceversa, ni cuales son los mecanismos

involucrados.
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1.1.2 El modelo de estudio: inoculacién aguda de dosis bajas de LPS

Como describimos anteriormente en la seccion 2.3 de la Introduccion
general, el LPS es el principal componente de la pared de bacterias Gram
negativas y es reconocido por el receptor TLR4 presente en distintos tipos
celulares. Al activarse este receptor se desencadena una cascada de
sefalizacion que termina con la expresion de moléculas que participan de la
respuesta inmune pro-inflamatoria, entre las cuales se encuentran diversas
citoquinas y quemoquinas. Adicionalmente, en cuanto a los efectos sobre el
SNC, como se describié en la seccion 3.1.1 las citoquinas IL-1 y TNF-q,
secretadas luego de la administracion periférica de LPS, inducen fiebre y el tipico
comportamiento de enfermedad (Kluger 1991; Bryant 2004; Rockstrom 2018).

Desde hace ya varios afios en nuestro laboratorio se utiliza la
administracion ip de dosis bajas de LPS (25-100 pg/Kg) como modelo de estudio
de los mecanismos modulatorios que pueden ejercer componentes inmunes
sobre el sistema circadiano. Este es un modelo de activacién leve del sistema
immune, que no modifica la temperatura corporal. Como ya se mencioné
anteriormente (seccion 3.2.2), al administrar LPS en ratones mantenidos en
oscuridad constante se observo una curva de respuesta de fase similar a la que
se obtiene por efecto de la luz (Figura 1.1.1 A), produciéndose retrasos en la fase
del ritmo de actividad locomotora en rueda s6lo cuando el LPS se administra al
comienzo de la noche subjetiva, especificamente a CT15 (Figura 1.1.1 B;
(Marpegan 2005). Al analizar las posibles rutas de accion del LPS sobre el
sistema circadiano, se observo que el estimulo es dependiente del receptor

TLR4, ya que animales deficientes de los mismos no muestran cambios de fase
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del ritmo comportamental ante la inoculacion de LPS (Paladino 2010). Sin

embargo, al estudiar los niveles séricos de citoquinas como IL-13, TNF-a e IL-6,

se encontré que todas se inducian en respuesta al LPS, pero no se observaron

diferencias de acuerdo al horario de administracion (Leone 2012). Esto sugirié

que el aumento de los niveles de citoquinas circulantes no seria suficiente para

provocar un cambio en la fase del reloj circadiano. Por otro lado, también se

evidencio una induccion del gen de activacion neuronal cFos en los NSQ y NPV,

60 y 90 minutos después del estimulo con LPS (Marpegan 2005; Paladino 2010).
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Figura I.1.1 Cambio de
fase del ritmo de
actividad locomotora
inducido por el LPS. A)
CRF del ritmo de
actividad locomotora a
dosis bajas (25 pg/kg) de
LPS (curva roja) o VEH
(curva verde)
administrado ip en
ratones. B) Actogramas
representativos del
cambio de fase
observado al administrar
LPS o VEH a CT15.
Modificado de
(Marpegan 2005).



Otros estudios de nuestro laboratorio han demostrado que la inyeccion icv de IL-
18 o TNF-a en la noche temprana induce el mismo retraso en la actividad
locomotora que la inoculacion ip de LPS; pero solo la administracion icv del
receptor soluble de TNF-a inhibe la accion periférica del LPS, efecto que no fue

observado con el antagonista del receptor de IL-1 (Figura I.1.2, (Leone 2012).

A

-204

ambio de fase (min)

Figura 1.1.2 Cambio de fase de la actividad locomotora inducido por la
administracion icv de citoguinas. A) Cambio de fase de la actividad locomotora
de ratones inducido por la administracion icv de las citoquinas IL-18 o TNF-q; junto
con actogramas representativos. B) Cambio de fase observado en respuesta al
tratamiento icv con el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra) o el receptor
soluble tipo 1 de TNF-a (TNFsR1), previo al tratamiento con dosis bajas (50 ug/kg)
de LPS o VEH por via ip. Modificado de (Leone 2012).
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Por lo tanto, hasta el momento sabemos que la administracién de
LPS periférico puede inducir la expresion de citoquinas en el SNC
(responsables del comportamiento de enfermedad), y que ademas, esta
endotoxinatiene efectos sobre el sistema circadiano induciendo un retraso
en lafase del ritmo de actividad locomotora al administrarse al principio de
la noche. Si se administra TNF-a por via central, éste es capaz de inducir el
mismo cambio de fase producido por el LPS, al igual que IL-1B, mientras
gue el receptor soluble de TNF-a puede inhibir este efecto. Como se puede
apreciar, existe numerosa evidencia de que la citoquina TNF-a puede
modular el funcionamiento del sistema circadiano, y, por lo tanto, es una
de las principales candidatas como mediador inmune-circadiano. En este
capitulo se estudiara el rol de esta citoquina en el cambio de fase del ritmo
de actividad locomotora inducido por la administracién periférica de bajas

dosis de LPS.
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I.2.1 Animales v condiciones de alojamiento

Se utilizaron ratones machos, de 2 meses de edad, C57-BL/6j (Mus
musculus) Wild Type (WT) adquiridos en el Bioterio de la Universidad Nacional
de La Plata, o criados en el Bioterio de la Universidad Nacional de Quilmes
(UNQ) y TNFR1 KO (Knock Out - carecen del gen TNFR1/p55 que codifica para
el receptor tipo 1 de la citoquina TNF-a, C57-BL/6j - The Jackson Laboratory),
criados en el bioterio de la UNQ. Dichos animales se mantuvieron bajo un
fotoperiodo de LO12:12, a temperatura constante (20 £ 2°C), con ventilacion

controlada y libre acceso a agua y alimento balanceado.

1.2.2 Reqgistro de actividad locomotora

Los animales se colocaron en jaulas individuales de acero inoxidable
provistas de ruedas de locomocién con contactos magnéticos para la deteccion
de actividad. La actividad locomotora se registré mediante el sistema de
adquisiciéon de datos Archron® versién 2.1, disefiado en el Laboratorio de

Cronobiologia de la UNQ.

[.2.2.1 Anédlisis de datos de actividad locomotora

Las series de datos en bins de 5 minutos se analizaron utilizando un
programa de andlisis para cronobiologia denominado ElI Temps©, A. Diez
Noguera, Universidad de Barcelona, Espafia (para los calculos del perfil de
actividad y resincronizacion a un nuevo ciclio LO) o el programa Cloklab (para
los calculos de periodo y cambios de fase).
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Evaluacion de periodos: en condiciones de OO, los periodos de actividad

en libre curso (t) se determinaron utilizando periodogramas de 15 dias
consecutivos. Los periodogramas buscan periodicidad en la serie de datos de
registro de la variable de interés, en este caso actividad locomotora. Como se
explica en la seccidn 1.4.2, este analisis se realiza graficando en el eje X todos
los posibles periodos que podria tener esa serie temporal (en el intervalo elegido)
y en eje Y una variable relacionada con la potencia (amplitud) de cada posible
periodo, de este modo los periodos significativos se observan como “picos” que
sobrepasan la linea de significancia.

Anélisis de la distribuciéon de la actividad: se realizaron waveforms

(graficos de forma de onda) individuales utilizando 15 dias consecutivos en
condiciones de LO u OO. Dicho analisis consiste en graficar el promedio de
actividad de los 15 dias sucesivos en funcion de las horas del dia. En condiciones
de LO los mismos se realizan utilizando un periodo de 24 h, mientras que en OO
se utiliza el periodo en libre curso correspondiente a cada animal. En condiciones
de LO se analizo la actividad durante la fase de oscuridad, obteniéndose el dato
de actividad total en dicha fase y porcentaje que esta representa respecto de la
actividad total en las 24 horas (fase de luz méas fase de oscuridad), para cada
animal. En condiciones de OO, el onset (momento de inicio) de actividad se
defini6 como el momento en el cual la curva de actividad supera el valor de
actividad media en cada waveform individual (utilizando el correspondiente 1), en
tanto que el offset (momento de finalizacion de la actividad) se define como el
momento en el cual la curva comienza a tomar valores inferiores a la ésta. La
duracion de la noche subjetiva (a) se calculé midiendo el tiempo cubierto por la

porcion de la curva que sobrepasa la media de actividad, es decir desde el onset
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hasta el offset. En tanto que, la duracion del dia subjetivo (p), se calculé como el
tiempo cubierto por la porcion de la curva bajo la media de actividad. El
porcentaje de actividad total durante a y p se calculé como el porcentaje del area
bajo la curva de la waveform durante el intervalo correspondiente. También se
realizaron waveforms promedio de cada grupo de animales a partir de sus
waveforms individuales a fin de observar las caracteristicas generales de cada
grupo.

Analisis de cambios de fase: se calcularon considerando 10 dias antes y

10 dias después del estimulo (pulso de luz o LPS ip), descartando los 2 dias
consecutivos posteriores al estimulo. El programa Clocklab define el onset de
cada dia y grafica la mejor recta que los une, luego compara la diferencia de fase
entre la recta anterior y la posterior al estimulo. Por convencion los retrasos de
fase se analizaran como negativos, mientras que los adelantos como positivos.

Resincronizacién a un nuevo ciclo LO (Jet-lag agudo): para calcular los

dias necesarios para la resincronizacion al nuevo ciclo de LO, se realizaron
adelantos o retrasos de 6 horas en el encendido y apagado de las luces (solo un
dia). Se consider6 que el animal estaba sincronizado al nuevo ciclo LO el dia en
el cual el onset de actividad alcanz6 la nueva hora de apagado de luces = 15
minutos. En el caso del jet-lag por retraso los dias de resincronizacion se
calcularon también teniendo en cuenta la resincronizacion del offset mediante el
registro del dia a partir del cual el mismo se volvia estable. Los datos
mencionados se reportaron como el namero de dias necesarios para la

resincronizacion para cada animal.
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I.2.3 Chequeo de la presencia de la mutacidon en los animales TNFR1 KO

[.2.3.1 Extraccion de DNA a partir de tejido

Los animales WT y TNFR1 KO fueron anestesiados por inhalacion de
Isofluorano y se cortd aproximadamente 0,5 cm de la cola. Las mismas se
colocaron en 500 ul de buffer de extraccion (50 mM Tris pH 7,6, 100 mM EDTA
pH8, 100 mM NaCly 1% SDS). Luego, se adicionaron 35 ul de Proteinasa K (PB-
L, Productos Bio-Ldogicos) 10 mg/ml diluido en buffer de extraccion, y se incub6
overnight a 55°C. A continuacién se agregaron 200 ul de buffer de extraccion, y
luego, 700 ul de una mezcla fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1). Se mezclé con
vortex brevemente y centrifugd 10 minutos a 14000 r.p.m. Se separ0 la fase
acuosa y nuevamente, se agregaron 600 ul de Ila mezcla de
fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1), se centrifugé 10 minutos a 14000 r.p.m. y
volvio a separar la fase acuosa. Se agregd 1 ml de isopropanol frio y se centrifugo
durante 7 minutos a 14000 r.p.m. Luego, se descart6 el sobrenadante, se lavo el
pellet con Etanol 70% frio y se centrifugd 5 minutos a 14000 r.p.m. A continuacion
se descarto el sobrenadante y se dejé secar el pellet a 37°C. Finalmente, se
agregaron 100 ul de agua destilada estéril y se incub6 a 95°C por 5 minutos. El

DNA obtenido se cuantificé por fluorometria utilizando el Kit Qubit™ (Invitrogen).

1.2.3.2 Confirmacion de la presencia de la mutacién en los animales TNFR1
KO

Los animales TNFR1 KO poseen un cassette de neomicina en la posicion
535 de la secuencia codificante de dicho receptor que da lugar a una proteina no
funcional. La presencia de dicha sustitucion se corroboré mediante amplificacion
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por Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR) a partir del DNA gendmico
obtenido de la cola del raton. Se utilizaron los oligonucleétidos: 01MR448, 5°-
TGT GAA AAG GGC ACC TTT ACG GC-3" (TNFR1 oligonucledtido WT);
01MR449, 5-GGC TGC AGT CCA GCG ACT GG-3" (TNFR1 oligonucleétido
comudn); y 0lMR450, 5-ATT CGC CAA TGA CAA GAC GCT GG-3°
(oligonucledtido TNFR1 KO). Los oligonucledtidos 01MR448 y 01MR449
generan un fragmento de 470 pares de bases (pb) en los animales WT en tanto
que 01MR449 y 01MR450 dan un fragmento de 300 pb en los ratones TNFR1
KO. Como gen de referencia se utilizé Actina, cuyos oligonucledtidos son: Actina-
F: 5-CTATTG GCA ACG AGC GGT TC-3' y Actina-R: 5-GCA-CTG-TGT-TGG-
CAT-AGA-GG-3'. La mezcla de reaccion utilizada en la PCR contenia buffer 1X
(Invitrogen), MgCl2 2.5 mM (Invitrogen), desoxiribonucledétidos trifosfato (ANTP’s)
0.2 mM (Invitrogen), oligonucletdtidos sentido y antisentido descriptos
previamente 0.6 yM para TNFR1 y 0.5 pM para Actina (sintetizados por
Invitrogen), y 1 unidad de Taq Polimerasa (Invitrogen). El ciclado utilizado fue de
2 minutos a 94°C, 30 ciclos de 20 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°C y 30
segundos a 72°C, y por ultimo, 2 minutos a 72°C. Los productos obtenidos de
esta reaccion se analizaron mediante una electroforesis en gel de agarosa al

1.5%.

1.2.4 Andlisis de los niveles de citoguinas/gquemoquinas en tejido

hipotalamico

[.2.4.1 Extraccion de proteinas de tejido
Los animales fueron inyectados ip con LPS (100 nug/kg; Escherichia coli

serotipo 0111:B4 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) o vehiculo (VEH, solucion
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fisiologica) a ZT15 o ZT3 y fueron sacrificados por dislocacion cervical 2 horas
después (ZT17). Como se explicd en la seccion 1.4 de la Introduccién general,
en animales en condiciones de LO se considera como ZTO el momento de
encendido de las luces y ZT12 el momento de apagado de éstas.

Se extrajo el cerebro de cada animal, se congel6 a -20°C durante 10 min
y luego se cortaron con bisturi los NSQ y NPV bajo la lupa teniendo en cuenta
las coordenadas del atlas de cerebro de ratén Paxinos, 2001. Para cada
determinacion (n=1) se junto el tejido correspondiente a 5 NSQ/NPV.

Los tejidos fueron colocados en buffer fosfato salina (PBS) 0.01M (137
mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2POa; pH 7.4) conteniendo
un coctel de inhibidores de proteasas (P8340- Sigma Aldrich) en una dilucién
1/100. Luego, se homogenizé la muestra utilizando un vastago y se colocé 15
minutos en hielo. A continuacion se centrifugé durante 15 minutos a 12000 r.p.m.,

se separo el sobrenadante y se guardo a -20°C.

1.2.4.2 Cuantificacion de citoquinas/quemoquinas por Citometria de Flujo
Para realizar la determinacion de las citoquinas TNF-a, IL-6, IL-12p70,
IFN-y, IL-10, y la quemoquina CCL2 (MCP-1) en las muestras de proteinas
recolectadas se utilizé un Kit para medicion de citoquinas de raton (Citometric
Bead Array Mouse Inflamation Kit- Becton, Dickinson and Company). El mismo
contiene beads conjugadas a los anticuerpos de captura que reconocen las
moléculas mencionadas, cada una de las cuales posee una intensidad diferente
para el fluorocromo PerCP-Cy5. El sistema de deteccidon que provee del Kit
consta de anticuerpos especificos para cada una de dichas moléculas
conjugados a ficoeritrina (PE). Se generaron las correspondientes curvas de
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calibracion, realizando diluciones de las soluciones de citoquinas/quemoquina
estandar que provee el kit en un rango de 20 a 5000 pg/ml. Para realizar la
reaccion se agregaron 50 pl de las beads de captura, 50 ul de la dilucién estandar
o de la muestra incognita y 50ul del reactivo de deteccion. Se incubaron los tubos
durante 2 horas a temperatura ambiente, protegidos de la luz. A continuacion, se
adicion6 1 ml de buffer de lavado a cada tubo, se centrifugd a 200 g por 5 minutos
y se descartd el sobrenadante. Nuevamente se agregaron 300 pl de buffer de
lavado, para resuspender el pellet. Por dltimo se analizaron las muestras
utilizando el Citémetro de Flujo BD FACSCalibur™ (Becton, Dickinson and

Company).

[.2.4.3 Anélisis de los datos

Los datos fueron analizados con el programa FCAP Array (Becton,
Dickinson and Company). Brevemente, se discrimind entre las distintas
intensidades de cada bead (asociadas a cada analito), segun la fluorescencia en
el FL3 (PerCP-Cy5h), vy, a partir de las intensidades en el FL2 (PE) de las
diferentes diluciones de los estandares correspondientes, se construyeron las
curvas de calibracién ajustando a un modelo de 4 parametros (no lineal) para
cada analito:

Y= ((A-D)/1+(x/C)"B))+D

Donde:

X = concentracion del patrén

y = intensidad media de fluorescencia en FL2

A = valor de y en la asintota a valores bajos de x

B = pendiente
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C = punto medio entre Ay D

D = valor de y en la asintota a valores altos de x

Utilizando este ajuste se calculd la concentracion de cada analito para
cada muestra a partir de los valores de intensidad media de fluorescencia (IMF)

en FL2 de la nube de beads correpondiente.

I.2.5 Andlisis de los niveles del receptor tipo 1 de TNF-a en NSO

[.2.5.1 Extraccion de ARN de tejido

Los animales fueron sacrificados en diferentes horarios (ZT3, 7, 11, 15,
19y 23) y el tejido correspondiente a los NSQ (identificado como se indica en la
seccion 1.2.4.1) se recolecté en 100 ul solucion Trizol® (Life Technologies), en
condiciones libres de RNAsas. Este se homogeneizd en dicha solucion y se
incub6é 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se le agregaron 200 pl de
cloroformo frio por ml de Trizol®, se agitdé e incubd durante 3 minutos a
temperatura ambiente. A continuacién, se centrifugd a 12000 g durante 15
minutos a 4°C, y se transfirid la fase acuosa a un nuevo tubo estéril. Se
agregaron 500 pl de isopropanol frio (por ml de Trizol), se mezclé y se incubd
overnight a -80°C. Luego, se centrifugd a 12000 g durante 10 minutos a 4°C para
obtener el pellet de ARN. Se removid el sobrenadante y se lavo el pellet con 1
ml de Etanol 75% frio (por ml de Trizol), se mezclé y centrifugd a 7500 g durante
5 minutos a 4°C. Se dej6 secar el pellet durante 15 minutos a temperatura
ambiente y luego se resuspendi6 en 15 pl de agua destilada estéril. Las muestras
fueron cuantificadas por espectrofotometria utilizando el equipo NanoDrop1000

(Thermo Scientific). Se sintetiz0 el ADNc a partir de 200 ng de ARN total
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utilizando el kit SuperScript™ First-Strand Synthesis System (Invitrogen) con

oligonucledtidos OligodT siguiendo las instrucciones del fabricante.

[.2.5.2 PCR en Tiempo Real

Con las muestras de ADNc se realizo una Real-Time PCR utilizando el
equipo Step One Plus (Applied Biosystems) y la mezcla de reaccion Power SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Para la normalizacion se utilizo el
gen Gapdh. Los oligonucledtidos utilizados fueron: TNFR1-F 5’-ACC AAG TGC
CAC AAA GGA AC-3, TNFR1-R 5-ATT CTG GGA AGC CGT AAA GG-3,
GAPDH-F 5°-TGC ACC ACC AACTGC TTA G-3'y GAPDH-R 5’-GGA TGC AGG
GAT GAT GTT C-3’, en una concentracion final de 400 nM; con los cuales se
obtienen productos de 105 pb y 177 pb, respectivamente. Cada muestra de
cDNA se analiz6 por duplicado, utilizando las siguientes condiciones: 1 ciclo de
95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos y 60°C por
1 minuto. Por ultimo, se obtuvo la curva de melting entre los 60 y 95°C.

Para el andlisis de datos se fij6 como CT calibrador el correspondiente al
horario ZT3. La muestra utilizada como calibrador puede ser cualquiera y
representa la unidad de cambio de la expresion y es utilizada para la
comparacion. La expresion génica se analizé utilizando el método 2722C,

utilizando Gapdh como gen de referencia.
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.2.6 Andlisis de los niveles de las proteinas cFos, PER1 y PER2 por

inmunomarcacion en NSO

[.2.6.1 Perfusion

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina y xilacina
(150 y 10 mg/kg, respectivamente). Una vez perdidos los reflejos, se realizé una
incisién longitudinal en la pared abdominal y se cortd el diafragma ganando
acceso al corazon. Se realizé una incision en la auricula derecha y se coloco una
aguja en el ventriculo izquierdo por la que se pas6 PBS 0,01M, y luego fijador
(paraformaldehido 4% en PBS 0,1 M a pH 7,4) frios. Posteriormente, los
cerebros se disectaron y post-fijaron por 12 horas en la misma solucion fijadora
a 4°C. Luego se transfirieron a una solucién criopreservante de sacarosa al 30%
en PBS 0,01M, hasta que se hundieron completamente en dicha solucion. Por

ualtimo, se congelaron a -80°C para su posterior utilizacion.

[.2.6.2 Inmunohistoquimica para cFos y PER1

Para analizar la expresion de cFos, se utilizaron los cerebros extraidos 15,
30, 60, 90 o0 240 minutos después de la administracion ip a ZT3 o ZT15 de 100
pg/kg de LPS o VEH. Estos cerebros no fueron perfundidos, solamente se los
post-fijo y deshidraté con sacarosa (como se explica en la seccion 1.1.6.1). Para
el estudio de la expresion de PERL1, los animales fueron perfundidos 90 minutos
después del estimulo (como se desarrollé en la seccién 1.1.6.1). En ambos casos
se obtuvieron cortes de cerebro en secciones coronales de 30 pm, utilizando un
criostato por congelacién. Estos cortes fueron lavados 2 veces por 10 minutos
con PBS 0.01 My 3 veces por 15 min con PBS Triton-X100 0.4% (PBST), antes

de incubarlos por 1 hora con la solucion de bloqueo (leche descremada al 10%
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en PBST). Finalizado el bloqueo, los cortes se lavaron 3 veces con PBST por 10
min e incubaron con el anticuerpo primario (anti-cFos hecho en conejo - Santa
Cruz, en una concentracion de 1:4000 en PBST o anti-PER1 hecho en conejo —
Affinity BioReagents, en una concentracion de 1:600 en PBST), por 48hs a 4°C.
Posteriormente se lavaron 4 veces por 10 min con PBST e incubaron con un
anticuerpo secundario universal biotinilado en una concentracion de 1:200 en
PBST (Kit ABC elite, Vector Labs), durante 90 minutos. Luego de lavar
nuevamente con PBST, se transfirieron a PBS e incubaron con la solucién de
blogueo de la peroxidasa endogena (H202 3% en PBS) por 30 minutos. A
continuacion se realizaron 3 lavados con PBS y se incub6é con al complejo
avidina/biotina-peroxidasa (Kit ABC elite, Vector Labs) en PBS durante 1 hora.
Para visualizar la inmunoreactividad por reaccién de la enzima peroxidasa se
utilizé el sustrato VIP (Vector Labs) en PBS. Luego, los cortes fueron montados
en vidrios cargados positivamente, secados y deshidratados por incubacién
durante 30 segundos en soluciones de alcoholes de concentracion creciente
(Etanol 70%, 96% y 100%) y en sustituto de xileno (Biopack) durante 1 minuto.
El cubreobjetos se colocé con medio de montaje sintético (Balsamo de Canada

- Biopack).

[.2.6.3 Inmunofluorescencia para PER2

Los animales fueron inyectados ip con LPS (100 ug/kg) o vehiculo a ZT15,
y perfundidos 2 horas 30 minutos después del estimulo. Se obtuvieron cortes
coronales de cerebro de 20 um utilizando un criostato por congelacion, los cuales
fueron lavados 2 veces durante 5 minutos en buffer fosfato 0,1M (PB), luego 2

veces durante 10 minutos en PB con Tritdbn X-100 al 0.03% (PB-T 0,03%), 2
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veces durante 10 minutos con PB con Tritén X-100 al 0.3% (PB-T 0,3%) y por
altimo, 2 veces durante 10 minutos con PB-T 0.03%. A continuacion se realizé el
bloqueo de los cortes con PB-T 0.03% con leche descremada al 10%, durante 1
hora, y se lo incubd con el anticuerpo primario anti-PER2 hecho en conejo (Alpha
Diagnostics) en una concentracion 1:2000 en PB-T 0.03%, durante 72 horas a
4°C. Luego, se los incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente, y se le
realizaron nuevamente 3 lavados de 10 minutos con PB-T 0.03%, 3 lavados con
PB-T 0,3% de 10 minutos, y por ultimo, 3 lavados con PB-T 0.03% de 10 minutos.
A continuacién, se los incub6é con el anticuerpo secundario conjugado con
isotiosianato de fluoresceina (FITC, Vextor Laboratorios, Burlingame, CA) en una
concentracion de 1:200 en PB-T 0.03%, durante 1 hora a 37°C. Se realizaron 2
lavados con PB-T 0.03% durante 10 minutos, 1 lavado con PB-T 0.3% durante
10 minutos y un ultimo lavado de 10 minutos con PB-T 0.03%. Finalmente, se
montaron los cortes en portaobjetos positivados y se les colocé un cubreobjetos
con medio de montaje conteniendo DAPI (Vectashield® - Vector Labs). Los

portaobjetos fueron almacenados a 4°C, en oscuridad.

[.2.6.4 Cuantificacion de células positivas para cFos, PER1 y PER2

Se obtuvieron fotografias de los cortes de cerebro tratados por
inmunohistoquimica/inmunofluorescencia utilizando un microscopio de
fluorescencia acoplado a una camara fotografica. Se eligieron aproximadamente
4 fotografias de cortes correspondientes a la zona media, en el sentido antero-
posterior, de los NSQ y de los NPV de cada cerebro y se analizaron utilizando el

programa ImageJ (NIH). Se definieron regiones ajustadas a las regiones
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anatomicas de Core y Shell de los NSQ y a los NPV, y se contd el nUmero de
células marcadas mediante la herramienta “Cell counter” del software.

En los casos en los cuales no era posible técnicamente realizar la
inmunomarcacién de tantos cerebros en paralelo, se repiti6 dos veces cada
experimento. Los valores obtenidos fueron relativizados al promedio del VEH de
cada horario, y luego se juntaron los experimentos y promediaron los valores

relativizados.

1.2.7 Andlisis estadisticos utilizados

Se emplearon pruebas estadisticas paramétricas y no paramétricas como
ANOVA a dos vias o Kruskal Wallis para las comparaciones grupales, y prueba
t de Student o U de Mann-Witney para las comparaciones entre controles y
tratamientos. En el caso de que resultara significativo el ANOVA a dos vias, se
utilizé a posteriori el Test de Bonferroni, mientras que en el caso de haber
utilizado Kruskal Wallis, su utiliz6 como post-test el Test de Dunn’s. Las pruebas
paramétricas solo fueron utilizadas para aquellos datos que pasaron la prueba
de normalidad de Shapiro-Wilk y la de homocedacea. Todas las pruebas
estadisticas se realizaron con el programa GraphPad InStat 5 o Infostat. Las
estadisticas completas se muestran en la leyenda de las figuras
correspondientes. Los resultados se expresan como la Media + el error estandar

de la media (EEM).
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.3 RESULTADOS
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I.3.1 Respuesta circadiana a la administracién de LPS a CT15

[.3.1.1 Cambio de fase del ritmo de actividad locomotora

Como se menciona previamente, ha sido previamente reportado que la
administracion ip de dosis bajas de LPS a CT15 induce un retraso de fase del
ritmo de actividad locomotora de aproximadamente 20-30 minutos, en animales
WT junto un periodo de inactividad de 9 horas a partir de la inoculacion (es decir,
entre CT15 y CT24) (Marpegan 2005; Paladino 2010). Para poder trabajar con
este modelo, primero se replicé este fendmeno. Como se observa en la Figura
1.3.1 la inoculacién ip de 100 pg/kg de LPS indujo un retraso de fase de 19.20 +
5.4 minutos, el cual fue significativamente distinto al observado en los animales

inyectados con VEH (p=0.0425).

o

Figura 1.3.1 Cambio de fase de
la actividad locomotora
I inducido por el LPS. Se
administr6 una dosis de 100
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1.3.1.2 Activacién de las células de los NSQ y NPV en respuesta al LPS
Como se explicd anteriormente, cFos es un gen de activaciéon neuronal
inmediatamente temprano. Los pulsos de luz en la noche temprana inducen la
activacion de cFos en los NSQ (Kornhauser 1996; Shuboni 2015). Dado que la
administracion de LPS a CT15 induce retrasos de fase, al igual que los pulsos

de luz administrados en ese horario, y estimula la expresion de cFos en NPV a

- 103 -



los 90 minutos (Paladino 2010), se decidi6é estudiar el efecto de la endotoxina
sobre la induccion de este gen en los NSQ y NPV a distintos intervalos de tiempo
luego de su administracion.

Este analisis se realiz6 en muestras de cerebro tomadas 15, 30, 60, 90
minutos o 4 horas después de la inoculacion a ZT15, o 90 minutos después de
la inoculacion a ZT3, para analizar si en este horario se producia la activacion de
los NSQ y/o NPV.

En la Figura 1.3.2 A y B se muestran los resultados obtenidos para la
inmunohistoquimica de cFos, donde se observa que la estimulacion periférica
con LPS a ZT15 produjo una induccion significativa de cFos en el Core de los
NSQ, 30 y 90 minutos después de la inoculacion (p=0.0017). En la regién Shell,
solo se observa una tendencia al incremento en la activacion a los 90 minutos
gue no llega a ser significativa, probablemente debido al disefio experimental
que posee varias medidas repetidas en el tiempo. En la seccion 1.3.4.3 se
muestran los resultados de otro experimento en el que también se midid cFos a
los 90 minutos en Shell, donde la activacion resulto significativa en los animales
WT inoculados con LPS. En la parte C y D de la Figura 1.3.2 se observan
imagenes representativas de la inmunohistoquimica a 30 y 90 minutos después

de la inoculaciéon a ZT15.
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Figura 1.3.2 Immunohistoquimica de cFos en NSQ de ratones inoculados con LPS
(100 pg/kg, ip) o VEH en el horario ZT15 o ZT3. Las muestras se tomaron 15, 30, 60, 90
0 240 minutos (4h) luego de la inoculacion a ZT15; y 90 minutos luego de la inoculacion
a ZT3. Media + EEM del niUmero de células positivas para cFos relativizadas al promedio
de los VEH de cada experimento en A) la zona del Core de los NSQ y B) en el Shell de
los NSQ. Imagenes representativas de las inmunohistoquimicas a 30 minutos (C) y 90
minutos (D) luego del estimulo inmune. 3V: tercer ventriculo. QO: quiasma 6ptico. Barra
de escala=100 ym. La linea entera delimita el NSQ total, y la punteada la regién del Core.
A) ANOVA de dos vias: Factor tiempo p=0.0017, factor interaccién p=0.0147, seguido
por Test Bonferroni: **p<0.01 LPS vs VEH a 30 min, *p<0.05 LPS vs VEH a 90 min. C57-
BL/6j WT n= 7 para 15 y 60 min LPS/VEH, 30 min VEH y 90 min LPS; n=6 para 30 min
LPS, n=4 para 4h LPS/VEH y n= 2 para ZT3.

Como ya se menciond previamente (seccion 1.3.2 de la Introduccion
general), los NPV son nucleos cerebrales encargados, entre otras cosas, del
control de diversas funciones inmunes y, poseen aferencias provenientes de los
NSQ. Dado que su activacion luego de la inoculacion periférica de LPS habia
sido previamente reportada (Marpegan 2005; Paladino 2010), se analizd su
activacion en nuestro modelo en los diferentes intervalos de tiempo. Como se

observa en la Figura 1.3.3, se observo un aumento significativo de la expresion
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Figura 1.3.3 Immunohistoquimica de cFos en NPV de ratones inoculados ip
con LPS (100 ug/kg, ip) o VEH en el horario ZT15 o ZT3. Las muestras se
tomaron 15, 30, 60, 90 o 240 minutos (4 h) luego de la inoculacién a ZT15; y 90
minutos luego de la inoculacion a ZT3. Se muestra la media + EEM del numero
de células positivas para cFos en NPV relativizadas al promedio de los VEH de
cada experimento. ANOVA de 2 vias: factor tratamiento p<0.0001, seguido por
test de Bonferroni: **p<0.01 LPS vs VEH 90 min y 4h. C57-BL/6j WT: n= 7 para
15y 60 min LPS/VEH, 30 min VEH y 90 min LPS; n=6 para 30 min LPS, n=4 para
4h LPS/VEH v n= 2 para ZT3.

1.3.2 Componentes de la respuesta inflamatoria en NSQ y NPV

[.3.2.1 Niveles de citoquinas/quemoquinas en los NSQ y NPV, inducidos por
la estimulacion inmune periférica

Como se menciond en la introduccion de este capitulo (seccion 1.1.2),
algunas citoquinas pro-inflamatorias, y en particular TNF-a, podrian ser las

responsables de la comunicacion entre los sistemas inmune y circadiano. Para
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gue dicha hipétesis se cumpla, tanto la citoquina como su receptor deberian estar
presentes en los NSQ, al menos en el horario en el cual el estimulo inmune
periférico induce un cambio circadiano.

Para comprobar la mencionada hip6tesis, en primer lugar se realizé la
inoculacién aguda de dosis bajas de LPS a ZT15y ZT3y se evaluaron los niveles
de las citoquinas TNF-q, IL-6, IL-12p70, IFN-y, IL-10, y de la quemoquina CCL2
en los NSQ y NPV, 2 horas después, utilizando un kit comercial para la
cuantificacion de estas moléculas en raton por Citometria de Flujo.

Se observé una induccién significativa de las citoquinas TNF-a e IL-6, y
de la quemoquina CCL2 en ambos horarios y ambas regiones cerebrales;
mientras que las citoquinas IL-12p70, IFN-y IL-10 no fueron detectables en
ninguno de los casos evaluados. Estos resultados se muestran en la Figura 1.3.4
(A: p=0,0003; B: p=0,0045; C: p=0,0001; D: p=0,0016; E: p=0,0004; F: 0,0008).
En NPV, solamente TNF-a se indujo significativamente en ambos horarios;
mientras que IL-6 y CCL2 solo mostraron un incremento estadisticamente

significativo a ZT3 (Figura1.3.4 B, Dy F).
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Figura 1.3.4 Anélisis de los niveles de TNF-a, CCL2 e IL-6 en NSQ y NPV 2
horas después de la administracién de LPS ip a ZT15y ZT3. Media + EEM de los niveles
de TNF-a en A) NSQ y B) NPV; IL-6 en C) NSQ y D) NPV y CCL2 en E) NSQ y F) NPV.
ANOVA de 2 vias: Factor tratamiento: A) p=0,0003 B) p=0,0045 C) p=0,0001 D) p=0,0016
E) p=0,0004 F) 0,0008; seguido por test Bonferroni: LPS ZT3 vs VEH ZT3y LPS ZT15 vs
VEH ZT15: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. IL-12p70, IFN-y e IL-10 no resultaron
detectables en ninguno de los casos analizados. n= 3 para cada punto; cada n
corresponde a un pool de NSQ de 5 animales.

1.3.2.2 Niveles diarios del receptor tipo 1 de TNF-a en los NSQ

Como mencionamos previamente, para que se produzca la sefializacion de TNF-
a sobre los NSQ, su receptor TNFR deberia expresarse alli. Ademas, dado que
observamos que la inoculacién periférica de LPS induce un incremento en los

niveles de las citoquinas en NSQ en ambos horarios, nos preguntamos si la
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dependencia horaria del efecto circadiano observado podria deberse a que
TNFR1 se exprese ritmicamente en estos nucleos.

A fin de evaluar el ritmo de expresion de TNFR1 en NSQ, se tomaron muestras
de ratones WT cada 4 horas: a ZT3, 7, 11, 15, 19 y 23 de las cuales se extrajo
el ARN para realizar una retrotrascripcion y PCR en Tiempo Real.

Como se observa en la Figura 1.3.5, la expresién de TNFR1 es mas alta durante
la noche, especificamente a ZT15, comparada con su expresion durante el dia
(p=0,0098). Esto sugiere que este receptor posee una expresion ritmica en los
NSQ, la cual podria generar una diferencia circadiana en la sefializaciéon por

TNF-a en los NSQ.

Expresion de Tnfr1 en NSQ

4- *
- Figura1.3.5 Niveles de Tnfrl a ZT3,
3- 7, 11, 15, 19 y 23 en los NSQ,
medida por RT y PCR en Tiempo
Real. Las muestras fueron

normalizadas al gen de referencia
GAPDH. Se grafica Media + EEM.
14 ANOVA de una via: p=0,0098,
seguido por Test de Bonferroni: *
p<0,05 ZT3/ZT11 vs ZT15 C57-BL/6j
WT: n= 4 para cada punto.

Expresion relativa de ARNm
N

I.3.3 Respuesta circadiana al LPS en ratones TNFR1 KO

Los resultados anteriores en relacion a TNF-a y su receptor TNFR1 en los
NSQ, junto a los resultados previos de nuestro laboratorio y de otros grupos de
investigacion (ver seccion 1.1.2), son un fuerte indicio de la participacion de esta

citoquina en la comunicacion inmune-circadiana. Por lo tanto, a fin de profundizar

- 109 -



en el estudio del rol de TNF-a en dicha interaccion, se decidié estudiar la
respuesta circadiana al LPS vy caracterizar los ritmos de actividad
comportamental en ratones que carecen del receptor tipo 1 de TNF-a (TNFR1
KO). Estos animales poseen insertado un cassette de neomicina en la secuencia

codificante para este receptor, dando lugar a una proteina no funcional.

[.3.3.1 Confirmacion de la presencia de la mutacion en los animales TNFR1
KO

En un principio se chequed la presencia de la mutacion en estos animales
mediante una reaccion de PCR que permite diferenciar los ratones WT de los
TNFR1 KO.

En la Figura 1.3.6 se muestra el resultado de la electroforesis en gel de
agarosa que se realiz6 con los productos obtenidos de la PCR realizada con las
muestras de ADN gendmico proveniente de animales WT y KO. Como se puede
observar las muestras de los animales KO (calles 2, 3 y 4), dieron una banda del
tamafo esperado (300 pb); en tanto que las muestras de los animales WT (calles
5, 6 y 7), que dieron una banda de aproximadamente 470 pb. Adicionalmente,
se realizd6 una PCR del gen constitutivo Actina con las mismas muestras,

obteniéndose los fragmentos esperados de 289 pb.
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Figura 1.3.6 Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la reaccidn
de PCR para chequeo de la mutacién en los animales TNFR1 KO. Calle 1:
Ladder 1Kb Plus (Invitrogen), calles 2, 3 y 4: productos provenientes de las muestras
de animales KO; calles 5, 6 y 7: productos provenientes de las muestras de animales
WT. En la parte superior se muestran los productos de la PCR para TNFR1 y en la
parte inferior los productos de la reaccién de PCR del gen actina, realizadas con las
mismas muestras. El fragmento correspondiente a los animales KO es de 300pb, el
correspondiente a los WT es de 470pb y el del gen actina de 289pb.

1.3.3.2 Respuesta a la administracion de LPS a CT15 en animales TNFR1 KO

Posteriormente se analizo si los animales TNFR1 KO respondian en forma
circadiana al LPS. En la Figura 1.3.7 A se observa que una dosis de 100 pg/kg
de LPS en estos animales no produjo retraso de fase (-0.01 + 0.04h /0.6 + 2.4
min), a diferencia de lo sucedido con los animales WT (-0.32 + 0.09h/19.2+5.4
min; p=0.0073).

La administracion ip de dosis bajas de LPS a CT15 no solo induce retrasos
de fase del ritmo de actividad locomotora en animales WT sino que también
promueve un periodo de inactividad en lo que resta de esa noche, es decir, entre
CT15 y CT24 (Marpegan 2005; Paladino 2010). Esta inhibicion de la actividad

locomotora en rueda si se produjo inmediatamente después de la administracion
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de LPS en los animales TNFR1 KO (ANOVA de dos vias, factor tratamiento
p=0.01). En la Figura 1.3.7 B, se muestra el porcentaje de actividad relativa luego
de la inoculacién con LPS o vehiculo de los animales WT o KO.

Los cambios en la fase del ritmo de actividad locomotora en respuesta al
estimulo inmune (presente solo en animales WT), asi como la inhibicién de la
actividad en el dia de la inoculacion, se pueden observar en los actogramas

representativos que se muestran en la Figura 1.3.7 C.
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Figura 1.3.7 Ver leyenda en la préxima pagina.
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Figura 1.3.7 Efecto del LPS sobre la actividad locomotora de ratones TNFR1 KO.
Media + EEM A) del cambio de fase en horas inducido luego de la administracion ip de
LPS (100 pg/kg) o VEH en animales WT o TNFR1 KO. B) Actividad relativa
inmediatamente después de la inyeccion, entre CT15 y CT24 (actividad durante el dia de
inoculacién/actividad durante los 5-7 dias previos). C) Actogramas representativos de la
respuesta de fase a la administracion de LPS o vehiculo a CT15 en animales TNFR1 WT
o KO. La flecha negra indica el dia de inoculacion. A) ANOVA de dos vias, factor cepa
p=0.0073. Test Bonferroni: **p<0.05 WT LPS vs el resto de los grupos. B) ANOVA de dos
vias, factor tratamiento p=0.01, Test Bonferroni: *p<0.05 KO LPS vs KO VEH. C57-BL/6j
WT LPS/VEH: n=11, TNFR1 KO: LPS: n=7, VEH: n=15.

1.3.3.3 Activacion de los NSQ y los NPV en respuesta al LPS

A partir de los resultados obtenidos, se decidié continuar con el analisis
de la expresion de cFos en los NSQ y NPV en respuesta al LPS a ZT15 en
ratones TNFR1 KO. Para ello se administré una dosis de 100 ug/kg de LPS o
vehiculo a animales TNFR1 KO y WT a ZT15 y se tomaron las muestras 30 y 90
minutos después de la inoculacion dado que son los tiempos en los cuales se
observaron diferencias en los animales WT (seccion 1.3.1.2). Como se observa
en la Figura 1.3.8 A, en los animales TNFR1 KO, no se observa activacion de la
region del Core ni del Shell de los NSQ, en ninguno de los dos tiempos, En las
partes C y D de la Figura 1.3.8, se muestran imagenes representativas de la

inmunohistoquimica de cFos a cada tiempo en ambas cepas de animales.
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Figura 1.3.8 Expresion de cFos en las zonas del Core y Shell de los NSQ medida por
Inmunohistoquimica, luego de la administracion de LPS (100 ug/kg) o VEH en ratones WT y
TNFR1 KO a ZT15, A) 30 minutos y B) 90 minutos después de la inoculacion. Imagenes
representativas de la Inmunohistoquimica de las muestras tomadas a C) 30 minutos y D) 90
minutos después de la inoculacion. 3V: tercer ventriculo. QO: quiasma Optico. Barra de
escala=100 ym. La linea entera delimita el NSQ total, y la punteada la region del Core. A-B)
Se muestra media + EEM del nimero de células positivas para cFos relativizadas al
promedio del VEH de cada experimento. ANOVA de 2 vias: A) Factor tratamiento p=0.0474,
B) Factor tratamiento p=0.0023, Factor interaccion p=0.0069; seguido por Test de Bonferroni:
**p=0.0014 WT LPS vs WT VEH, **p=0.0003 WT LPS vs KO VEH, ****p<0.0001 WT LPS
vs KO LPS. C57-BL/6j WT/ TNFR1 KO n=4 para todos los grupos de 30 min; para 90 min:
WT LPS n=7, WT VEH n=5; TNFR1 KO LPS n=9, TNFR1 KO VEH n=8.

A continuacion se analiz6 la activacion de los NPV en los animales TNFR1

KO 30 y 90 minutos después del estimulo con LPS. Los resultados obtenidos se
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muestran en la Figura 1.3.9. Nuevamente no se observd activacion de estos

ndcleos luego de la administracion de LPS en los animales TNFR1 KO.
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Expresion cFos en NPV

90 min post inoculaciéon a ZT15

LPS VEH

4 I+| B LPS
i 3 VEH WT

N° células positivas cFos
e

Figural.3.9 Inmunohistoquimica de cFos en NPV de ratones WT y TNFR1 KO inoculados
con LPS (100 pg/kg, ip) o VEH en el horario ZT15. A) Media + EEM del nimero de numero
de células positivas para cFos en NPV, relativizadas al promedio del VEH de cada
experimento, 30 y 90 minutos después del estimulo inmune. ANOVA de dos vias: Factor
tratamiento p=0.0023, seguido por test de Bonferroni: *p<0.05 WT LPS vs WT VEH, *p<0.01
WT LPS vs KO VEH. B) Imagenes representativas de la Inmunohistoquimica de las muestras
tomadas 90 minutos después de la inoculacion. La linea negra delimita la regién tomada en
cuenta como NPV. 3V: tercer ventriculo. Barra de escala=100 ym. 30 min: WT LPS n=10, WT
VEH n=11, KO LPS/VEH n=4; 90 min: WT LPS n=7, WT VEH n=5, KO LPS n=9, KO VEH
n=8.

1.3.3.4 Expresion de genes reloj en respuesta al estimulo inmune periférico

A continuacion, se analizaron los niveles de los genes reloj PER1y 2 en
respuesta al LPS, ya que, como se explicé en la seccién 1.3.3 de la Introduccion
general, controlan las salidas del reloj central. Por otra parte, los pulsos de luz
administrados durante la noche también inducen la expresién de los genes reloj
Perly 2 en los NSQ, relacionandose generalmente la induccion de Perl con los
avances de la fase, y la de Per2 con los retrasos (Yan & Okamura 2002; Mateju
2009). Entonces se inoculé ratones WT y TNFR1 KO con una dosis de 100 ug/kg

de LPS o con vehiculo a ZT15, y 90 minutos después se tomaron las muestras
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con las cuales se realizdé una inmunohistoquimica contra la proteina reloj PER1,
para la posterior cuantificacion de su expresion en NSQ y NPV.

La administracion de LPS produjo un aumento significativo de la expresion
de PER1 enlos NPV de los ratones WT con respecto a los ratones KO inoculados
con LPS, y WT inoculados con vehiculo (p=0.0121), como se muestra en la
Figura 1.3.10. Esta activacion no fue observada en ninguna de las zonas de los

NSQ de ninguno de los grupos de ratones en el horario estudiado.
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Figura 1.3.10 Ver leyenda en la proxima pagina.
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Figural.3.10 Expresion de PER1 en NSQ (A) y NPV (B) medida por Inmunohistoquimica, luego
de la administracién de LPS (100 pg/kg) o VEH en ratones WT y TNFR1 KO en el horario ZT15.
Media + EEM del nimero de células positivas para PER1 en NSQ y NPV, relativizadas al
promedio del VEH de cada experimento. C) Imagenes representativas de la Inmunohistoquimica
en NPV y NSQ de animales WT, 90 minutos después de la inoculacion de LPS. Se delimita la
region tenida en cuenta como NPV. Para NSQ, a linea entera delimita el NSQ total, y la punteada
la region del Core. 3V: tercer ventriculo. QO: quiasma O6ptico. Barra de escala=100 ym. WT:
LPS n=6 en NSQ y n=5 en NPV; VEH n=3 en NSQ y n=4 en NPV; TNFR1 KO: LPS n=6, VEH
n=5. B) Test Kruskal Wallis p=0.0121, seguido por test de Dunn’s * p<0.05 WT LPS vs WT VEH
y KO LPS.

Por dltimo, se analizé la expresion de PER2, por lo que se administré
nuevamente LPS o vehiculo tanto a ratones WT como a TNFR1 KO, y se tomaron
las muestras 2 horas y media (150 minutos) después de la inoculacion, a partir
de las cuales se realiz6 una inmunofluorescencia de la proteina reloj en NSQ.
Los resultados obtenidos se pueden ver en la Figura 1.3.11 A. En la region del
core, la administracion de LPS incrementd la expresion de PER2 en los NSQ de
los animales WT pero no en animales TNFR1 KO (p<0.05). La zona de los NPV
no mostrd inmunoreactividad para PER2 en ninguno de los casos estudiados. En
la parte B de la Figura 1.3.11 se observan imégenes representativas de la

inmunofluorescencia nara PER2.
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Figura 1.3.11 Ver leyenda en la préxima pagina.
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Figura 1.3.11 Inmunofluorescencia de PER2 en los NSQ (regién del Core y Shell) de ratones
WT o TNFR1 KO inoculados con LPS (100 mg/kg, ip) o VEH en el horario ZT15. Las muestras
se tomaron 2 horas y 30 minutos después de la inoculacién. Media + EEM del nimero de células
positivas para PER2 relativizadas al promedio de los vehiculos de cada zona (A) e imagenes
representativas (B). La linea blanca continua delimita NSQ total, mientras que la punteada la
region del Core. 3V: tercer ventriculo. QO: quiasma 6ptico. Barra de escala=100 ym. A) Test de
Kruskal Wallis: Core p<0.05, seguido por test de Dunn’s: * p<0.05 core WT LPS vs KO VEH, WT
LPS vs KO LPS. C57BL6/J WT LPS: n=7, VEH n=6; KO LPS/VEH: n=4.

I.3.4 Caracterizacion circadiana de los animales TNFR1 KO

Partiendo de la hipotesis de que TNF-a funciona como sincronizador de
los NSQ, ademas de estudiar la respuesta circadiana al LPS en los animales
TNFR1 KO, se decidi6 caracterizar el sistema circadiano de estos animales, ya
gue hasta el momento no se tenia ningun tipo de informacién al respecto. Para
ello se registro la actividad locomotora en rueda de estos animales a partir de la
cual se evalué al sistema circadiano utilizando diferentes estrategias

cronobioldgicas.

[.3.4.1 Patron de actividad en condiciones de LO

En primer lugar se registro la actividad locomotora en rueda en animales
mantenidos en un ciclo de LO 12:12, y se analizé el patron de actividad. En la
Figura 1.3.12 A se puede observar una waveform promedio realizada a partir de
las waveforms individuales (ver seccién 1.4.2 de la Introduccion general) de los
animales WT y los TNFR1 KO. Como muestra la Figura 1.3.12 B y C, los ratones
TNFR1 KO presentaron similar cantidad de actividad durante la noche a los

ratones WT, representando esto un porcentaje similar de la actividad total.
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Asimismo, se observo que fueron capaces de sincronizarse normalmente al ciclo

LO de 24hs, exhibiendo la misma fase que los ratones WT.
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Figura 1.3.12. Caracterizacion circadiana del patrén de actividad locomotora de los
ratones TNFR1 KO en condiciones de LO. C) Waveform promedio de los animales WT
(verde) y KO (rojo) en LO. La waveform muestra la distribucién de la actividad a lo largo del
tiempo. Se graficé un dia por duplicado. Media + EEM de B) actividad total en rueda durante la
noche y, C) porcentaje de actividad en rueda durante la noche. C57-BL/6j WT: n=10, TNFR1

KO: n=11.

1.3.4.2 Periodo enddgeno de actividad locomotora de los ratones TNFR1 KO

Una vez que confirmamos que los ratones TNFR1 KO no presentaban
diferencias en la sincronizacion al ciclo LO con respecto a los WT, se los pasé a
un ciclo OO, para estudiar el periodo enddgeno y patron de actividad en
condiciones constantes. En la Figura 1.3.13, se muestran actogramas
representativos de un animal WT y otro TNFR1 KO. La parte superior del

actograma corresponde a los dias en los que el animal se mantuvo en
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condiciones de LO. Como se describi6 en la seccion anterior, en estas
condiciones los animales TNFR1 KO presentan actividad nocturna, sincronizada
con el ciclo de LO, al igual que los WT.

La parte inferior del actograma muestra el patron de actividad en
condiciones de oscuridad constante. Como se observa en la figura, el inicio de
actividad en OO es cada dia unos minutos antes, lo que indica que ambas cepas
tienen un periodo enddgeno inferior a 24 horas. La Figura 1.3.13 C y D, muestra
los periodogramas (explicados en la seccion 1.4.2 de la Introduccion general)
correspondientes a los dias en condiciones de OO de los actogramas
representativos que se muestran en Ay B. Como se observa en la Figura 1.3.13
E, el periodo enddgeno (t) correspondiente a los animales TNFR1 KO es
significativamente mayor que el observado en los WT (KO: 24,03 + 0,17 horas /

1442,25 + 9,94 min; WT: 23,62 + 4,91 horas / 1418,13 + 0,07 min; p=0.030).
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Figura 1.3.13 Actograma de actividad locomotora en LO y OO de: A) a un animal WT
y B) un animal TNFR1 KO, con sus correspondientes periodogramas: C) animal WT y D)
animal TNFR1 KO. El periodograma muestra el periodo significativo utilizando como serie
temporal los dias que el animal se encontrd en condiciones de OO. E) Media + EEM del
periodo de libre curso (en horas) de los animales WT y KO. Test de Mann Whitney:

*p=0,03.
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1.3.4.3 Patron de actividad en condiciones de OO

A continuacion se analizaron los parametros que permiten conocer como
se estructura el patron de actividad en condiciones de libre curso. Para ello se
estudio la distribucion de la actividad entre la noche y el dia subjetivos, y la
duracion de los mismos. Los datos que se muestran a continuacién se tomaron
de las waveform individuales como se explica en la seccion 1.2.2.1. Se evaluo la
cantidad de actividad durante la noche subjetiva y el porcentaje que esta
representa de la actividad total de cada animal. Adicionalmente, se evaluaron los
parametros de distribucién relativa de las fases de actividad (noche subjetiva) y
reposo (dia subjetivo) utilizando los parametros, a y p, los cuales representan la
duracion de la fase de actividad y reposo, respectivamente. A partir de estos
parametros se realizaron los cocientes a/t y a/p, ambos indicadores de la
relacion entre la duracion de cada una de las fases (donde t=a+p).

El porcentaje de actividad y las cuentas de actividad en rueda durante la
noche subjetiva en los animales TNFR1 KO fue similar a la observada en los
animales WT (Figura 1.3.14 Ay B), al igual que la duracién de la noche subjetiva
(a, alpha; Figura 1.3.14 C), el cociente entre a y el periodo (Figura 1.3.14 D) y el
cociente entre a y p (Figura 1.3.14 E). Ademas, como se muestra en la waveform
de la Figura 1.3.14 F, la distribucion de la actividad en condiciones constantes es

muy similar en los ratones TNFR1 KO comparados a los WT.
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Figura1.3.14. Caracterizacion circadiana del patron de actividad locomotora de los
ratones TNFR1 KO en condiciones constantes. Media + EEM de A) Porcentaje de
actividad en rueda durante la noche subjetiva (alpha, a). B) Cuentas de actividad total en
rueda durante la noche. C) Duracién del a en minutos. D) Cociente entre a y el periodo

(tau,t). E) Cociente entre a y p. F) Waveform promedio de los animales WT (verde) y KO
(rojo) en OO. La barra azul muestra el periodo considerado como p, y la naranja el a.
C57-BL/6j WT: n=10, TNFR1 KO: n=11.

[.3.4.4 Respuesta a los pulsos de luz

Como se explico anteriormente (seccion 1.2.3 de la Introduccion general),
la CRF (curva de respuesta de fase) a la luz es una caracteristica intrinseca del
sistema circadiano de cada especie animal. En ratones, los pulsos de luz
administrados durante la noche subjetiva producen cambios en la fase del ritmo
de actividad locomotora. Cuando estos se administran al principio de la noche

subjetiva, provocan retrasos de fase; mientras que al ser administrados al final
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de la noche subjetiva provocan adelantos de fase. En la Figura 1.3.15 Ay B se
muestra la caracterizacion de la respuesta a pulsos de 100 lux con una duracién
de 10 minutos, en condiciones de OO. Se puede observar que los animales
TNFR1 KO mostraron cambios de fase similares a los WT en respuesta a los
pulsos de luz a CT15y a CT22 (Pulso a CT15, WT: -1.9 £ 0.1533h, KO: -1.584
+0.1941h; Pulso a CT22, WT: 0.4950 + 0.1055h, KO: 0.3560 + 0.0785h). En la
Figura 1.3.15 C y D, se muestran los actogramas de actividad locomotora

representativos.
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Figural.3.15. Respuesta a pulsos de luz en animales TNFR1 KO en condiciones
de OO. Media + EEM del cambio de fase generado por un pulso de luz (100 lux por
10 min) administrado a A) CT15, o B) a CT22. C-D) Actogramas representativos de
los cambios en actividad locomotora en respuesta a los pulsos de luz a ambos
horarios en animales TNFR1 WT y KO. Las flechas rojas indican el dia y el sol
amarillo el momento en el que se administrd el pulso de luz. Las lineas rojas sefialan
el onset de actividad antes del pulso a CT15, las amatrrillas después del pulso a CT15
y previo al pulso a CT22, y las verdes después del pulso a CT22C57-BL/6j (A) WT:
n= 10, TNFR1 KO: n= 11 (B) WT: n= 10, TNFR KO: n=10.
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[.3.4.5 Resincronizacion a un nuevo ciclo de LO

Adicionalmente, se estudié la actividad locomotora de estos animales bajo
un protocolo de desincronizacion forzada (jet lag experimental) aguda, con el
objetivo de conocer el tiempo (en dias) que tardan en resincronizarse al nuevo
ciclo de LO. Para ello se los expuso a cambios en la fase del ciclo de LO12:12,
consistentes a un avance o retraso de 6 horas del horario de encendido y
apagado de las luces. Como se observa en la Figura 1.3.16 A, los animales
TNFR1 KO no mostraron diferencias con respecto a los WT, en el tiempo de
resincronizacion al jet lag por avance de fase (WT: 8.6 + 0.6864 dias, KO: 10.27
+ 0.8322 dias).

En el caso del jet-lag por retraso de fase los dias de resincronizacion se
calcularon teniendo en cuenta la resincronizacion del onset o inicio de la
actividad (Figura 1.3.16 B) y, del offset o final de la actividad (Figura 1.3.16 C). En
el caso del onset se tuvo en cuenta que coincidiera con el momento de apagado
de las luces, mientras que en el caso del offset, se registré6 el momento a partir
del cual el mismo se volvia estable (dado que en general este momento es
anterior al encendido de las luces). Esto se realizé debido a que la luz puede
producir un enmascaramiento del ritmo de actividad locomotora muy marcado en
este tipo de manipulaciones, y de esta forma puede parecer que el animal ya se
resincronizé al nuevo ciclo de LO y en realidad solo comenzé a tener actividad
debido al apagado de la luz. Esta diferencia al calcular los dias de
resincronizacion no fue observada en el caso de los adelantos de fase.

El tiempo de resincronizacion de los animales TNFR1 KO al jet lag por
retraso de fase, fue significativamente mayor que el de los animales WT, al

calcularlo teniendo en cuenta la resincronizacion del onset (WT: 1.2 £ 0.2 dias,
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Dias

KO: 2.2 £ 0.3742 dias; p=0,0462). En cambio, cuando se calcul6 teniendo en
cuenta la resincronizacion del offset no se observaron diferencias.

Como se esperaba ambas cepas se resincronizaron mas rapidamente al
jet lag por retraso de fase, que por adelantos (Reddy 2002). En la Figura 1.3.16
E-F, se muestran actogramas representativos de este protocolo, en los cuales
se puede observar como el animal se resincroniza al nuevo ciclo de LO luego del

cambio de fase (flecha roja).

A B C
JL por avances 6 h JL por retrasos 6 h JL por retrasos 6 h
15- 3 (onset) 6- (offset)
. —
10+ 24 44
8 8
o (=]

Figura 1.3.16 Resincronizacion de los ratones TNFR1 KO a protocolos de jet-lag (JL)
agudo. Media + EEM del tiempo de resincronizacion (dias) luego del protocolo de jet lag A)
por adelanto de 6 horas en la fase del ciclo de LO, B) por retraso de 6 horas en la fase
tomando como referencia la resincronizacion del onset, o C) tomando como referencia la
resincronizacion del offset. B) Test de Student: p=0,0462. F-E) Actogramas representativos
de los cambios en actividad locomotora en respuesta a los adelantos o retrasos de 6 horas
en la fase del ciclo de LO, en animales TNFR1 WT y KO. Las flechas rojas indican los dias
en los que se realiz6 el cambio de fase. C57.BL/6j (A) WT: n= 10, TNFR1 KO: n=11 (B) WT:
n=5, TNFR1 KO: n=6.
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.4 RESUMEN DE

RESULTADOS
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La estimulacion ip con LPS a ZT15 induce la expresion de cFos en los
NSQ, 30 y 90 minutos después de la inoculacion y los NPV a los 90
minutos y 4 horas (Seccion 1.3.1.2).

Se observé un aumento de TNF-q, IL-6 y CCL2 en NSQ y NPV luego de
la inoculacion de LPS a ZT15y ZT3 (Seccion 1.3.2.1).

La expresion de TNFR1 posee un ritmo diario, con valores mas altos
durante la noche, especificamente a ZT15 (Seccion 1.3.2.2).

El LPS administrado a ZT15 induce un aumento de los niveles de PER2
en NSQ y de PER1 en NPV (Seccion 1.3.3.4).

En animales TNFR1 KO, la inoculacion de LPS en la noche temprana no
induce las modificaciones circadianas observadas en los animales WT, ni
a nivel comportamental (cambio de fase) ni molecular (induccién de cFos,
PER1y PER2 en NSQ y/o NPV; Secciones 1.3.3.2, 1.3.3.3 y 1.3.3.4).

Los animales TNFR1 KO poseen un periodo endoégeno de actividad
locomotora mayor al de los WT. (Seccion 1.3.4.1), mostraron un tiempo de
resincronizacion al JL por retraso de fase mayor a los controles
(calculando los dias a partir de la resincronizacién del onset. Seccién

.3.4.5).
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1.5 DISCUSION
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En este primer capitulo se intenté profundizar los conocimientos
existentes sobre la interaccion entre el sistema inmune y el circadiano, teniendo
como hipotesis que la citoquina TNF-a actia como mensajero de esta
comunicacién. Por esta razon, el objetivo principal fue evaluar la participacion de
esta citoquina pro-inflamatoria y su receptor en dicha interaccion.

Para realizar esto se utilizé6 un modelo murino de inflamacién aguda leve,
inducida por la administracion de dosis bajas de LPS. De esta forma se induce
la expresion en cerebro y tejidos periféricos de citoquinas pro-inflamatorias, entre
ellas, TNF-a. Estas dosis bajas de LPS son capaces de inducir cambios en la
fase del ritmo de actividad locomotora al administrarse a CT15, pero no en otros
momentos del ciclo circadiano. Por lo tanto, se decidié utilizar este modelo para
estudiar en mayor profundidad los efectos de la citoquina TNF-a sobre el sistema
circadiano, los cuales desencadenan ésta respuesta al LPS. Para llevar a cabo
esta caracterizacion también se utilizé como herramienta ratones deficientes del

receptor tipo 1 para esta citoquina.

I.5.1 Respuesta circadiana al LPS

Experimentos previos de nuestro laboratorio demostraron que la
administracion de LPS produce un retraso de fase del ritmo de actividad
comportamental durante la noche temprana, mostrando un comportamiento
similar al inducido por los pulsos de luz (Marpegan 2005; Paladino 2010). Los
cambios de fase del ritmo de actividad locomotora reflejan cambios en variables
de salida controladas por el reloj circadiano, y son necesarios para una correcta

sincronizacion con el ambiente. Debido a esto se hipotetizé que el LPS estaria
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induciendo la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias, que activarian
mecanismos de sefializacion hacia el SNC para ajustar la actividad del reloj y por
lo tanto variables de salida como la actividad locomotora. De este modo, el LPS
(o las moléculas inducidas por esta endotoxina) estaria actuando como un
zeitgeber.

Efectivamente, y como ha sido reportado en muchos trabajos (Turrin
2001; Schneiders 2015), observamos que estas dosis de LPS producen un
aumento en los niveles circulantes de IL-1B, IL-6 y TNF-a (Leone 2012).

Posteriormente se observé que la administracion icv de las citoquinas IL-
18 o TNF-a a CT15 induce el mismo retraso de fase que el LPS y, a su vez, la
administracion icv del receptor soluble de TNF-a (el cual bloquea la accién de la
citoquina), inhibe el efecto circadiano de la inoculacion periférica del LPS (Leone
2012). De esta forma se demostrd que la citoquina TNF-a posee un papel muy
importante en la comunicacion inmune-circadiana en este modelo actuando
directamente a nivel hipotalamico.

En este trabajo hemos demostrado que el LPS induce niveles similares de
TNF-a (junto con otras citoquinas) en NSQ cuando es administrado durante el
dia (ZT3) y durante la noche (ZT15), pero que la expresion de TNFR1 muestra
diferencias diarias con niveles mayores durante la noche. Estos datos sugieren
un rol fundamental de este par ligando-receptor en este sistema, dado que la
restriccibn horaria de este receptor podria ser la clave de que la respuesta
circadiana al LPS se dé unicamente al comienzo de la noche subijetiva.

Otro resultado importante que surge de esta tesis es que la respuesta
circadiana al LPS depende de la interaccion entre TNF-a y TNFR1, dado que

animales deficientes de este receptor no presentaron repuesta circadiana al LPS,
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a nivel molecular (induccién de cFos, PER1 y PER2 en NSQ y/o NPV) ni
comportamental (cambio de fase del ritmos de actividad), confirmando la
relevancia de estas moléculas en dicha respuesta. Sin embargo, si se produjo
una inhibicion de la actividad locomotora luego de la inoculacién de LPS de los
animales TNFR1 KO, indicando que esta variable se inhibe por una via
independiente de TNF-a.

Resultados mas recientes de nuestro grupo de trabajo, demostraron que
la quemoquina CCL2 también es capaz de inducir cambios en la fase del ritmo
de actividad locomotora al ser administrada por via icv a CT15; y que el efecto
circadiano del LPS es bloqueado si previamente se inocula por dicha via un
inhibidor de la sintesis de esa molécula. Adicionalmente se demostré que los
niveles de esta quemoquina se incrementan en NSQ, luego del estimulo
periférico con LPS (al igual que vemos en este trabajo) (Duhart 2016). Diversos
estudios han demostrado que las citoquinas TNF-a e IL-1B son capaces de
incrementar la expresion de CCL2 en distintos tipos celulares, incluyendo
astrocitos (Ho 2008; Thompson & Van Eldik 2009; Weber 2010). Por lo tanto, se
podria hipotetizar que CCL2 actda rio abajo de la sefializacién por TNFa, es
decir, es consecuencia de la respuesta desencadenada por esta citoquina. Sin
embargo, en este trabajo hemos observado que esta molécula se induce en los
NSQ independientemente del horario de administracién del LPS. Por lo tanto,
esta quemoquina pareceria ser necesaria, pero no suficiente para que se
produzca el cambio de fase en el ritmo de actividad locomotora en respuesta al
LPS.

Adicionalmente, como se explica en la Introduccion general (Seccidn

3.2.2) existe evidencia de que el factor de transcripcion NF-kB (involucrado en la
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respuesta inflamatoria) se expresa en NSQ y participa de la respuesta en los
cambios de fase inducidos por pulsos de luz o por la administracion de LPS
(Marpegan 2004; Marpegan 2005). Estudios mas recientes demostraron que la
administracion periférica de LPS incrementa la expresion de las subunidades
que componen a este factor de transcripciéon en NSQ (O'Keeffe 2017). Como ya
lo mencionamos, las citoquinas TNF-a e IL-1B activan NF-kB, el cual induce la
expresion de las citoquinas IL-6 y CCL2 (Harada 2011; Kroon 2013; Poon 2013).
Resultados in vitro previos de nuestro laboratorio muestran que los astrocitos
presentes en los NSQ activan las funciones de NF-kB en respuesta a sefiales
inmunes; en particular, son capaces de secretar IL-6, TNF-a 'y CCL2 luego del
estimulo con TNF-a (Leone 2006; Duhart 2013). Estos resultados sugieren que

las células gliales pueden representar una interfase entre el sistema inmune y el

circadiano.

I.5.2 Expresion de TNF-a y su receptor, TNFR1, en los NSO y NPV

Diferentes trabajos demostraron la expresiébn de citoquinas y sus
receptores, en diferentes regiones del cerebro de roedores, como el hipotalamo
y la corteza cerebral, junto con variaciones en su expresion a lo largo del dia
(Utsuyama & Hirokawa 2002; Cearley 2003; Hight 2010). En particular, en cuanto
a TNF-a se ha observado una variacion diaria de sus niveles de ARN, siendo
mayores al principio del dia en hipotalamo, hipocampo y corteza cerebral, en
condiciones fisiologicas (Floyd & Krueger 1997; Krueger 2008). También se
observé que la administracion de LPS induce la expresion de las citoquinas TNF-

a, IL-1B e IL-6 en corteza, hipocampo e hipotalamo (Del Rey 2000; Turrin 2001).
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Al igual que en este trabajo, Kakizaki y colaboradores, han encontrado un
incremento en los niveles de estas citoquinas en NPV en respuesta al LPS
(Kakizaki 1999). Las responsables de la secrecion de estas citoquinas en el SNC
serian las células de la glia y algunos tipos neuronales (Ransohoff & Engelhardt
2012). En linea con los datos mencionados, en este trabajo se demostro la
induccion de TNF-q, IL-6 y CCL2 en los NSQ y NPV luego de la administracién
de dosis bajas de LPS por via ip.

Como se menciono varias veces a lo largo de este capitulo, la inyeccion
central de citoquinas produce alteraciones en el SNC. Esto es una evidencia de
que existen receptores para estas moléculas en el SNC. Se ha demostrado la
expresion de IL-1B y su receptor IL-1R1 en los NSQ y NPV de raton, con un
incremento de IL-1R hacia el final de la noche (Beynon & Coogan 2010). Por otra
parte, estudios recientes de este laboratorio demostraron variaciones diarias en
la expresiébn de CCL2 y su receptor CCR2 en los NSQ de ratén, con un
incremento de los niveles durante la noche (Duhart 2016). En cuanto a la
sefalizacion por TNF-a, se observé que los receptores TNFR1 y TNFR2 se
expresan en diversas regiones cerebrales y en respuesta a estimulos
inflamatorios (Botchkina 1997; Sadki 2007; Camara 2015). Pero hasta el
momento no existia informacion precisa acerca de la existencia de ritmos diarios
en la expresion de TNFR1 en los NSQ. En este trabajo se demostré que la
expresion de TNFR1 aumenta durante la noche, mas especificamente a ZT15
en NSQ.

En resumen, los resultados hasta aqui mencionados sumados a los datos
bibliograficos sugieren que las sefales inmunes producidas en periferia pueden

estimular los NSQ independientemente de la hora del dia; y que la expresion
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circadiana del receptor TNFR1 en NSQ podria ser la responsable de la
dependencia horaria de la respuesta circadiana observada. Luego de que TNF-
a interactda con su receptor TNFR1 en los NSQ (probablemente en astrocitos)
activaria una cascada de sefalizacion, en la que participaria NFkB, que induce
la expresion de otras moléculas inmunes, como CCL2, la cual también seria

necesaria para modificar las salidas del relo;.

|.5.3 Activacion de los NSO en respuesta al LPS

Como ya se explicd, en los NSQ reside el reloj central responsable de las
oscilaciones circadianas. Estos nucleos se dividen en dos zonas: el Core, el cual
recibe principalmente las sefiales foticas desde la retina, y Shell, que es
modulada por proyecciones neuronales provenientes del Core y de otras
regiones cerebrales (Yan 2007). Las células de los NSQ al activarse por la
llegada de un estimulo fético, expresan el gen inmediatamente temprano cFos
(Beaule & Amir 1999).

Estudios previos de nuestro laboratorio observaron la activacion de los
NSQ 90 minutos después de la administracion de LPS a CT15, con una
distribucién mayormente dorsal (hacia la region del Shell; (Marpegan 2005). Por
estas razones se decidié hacer una cinética de activacion de los NSQ luego del
estimulo inmune a ZT15. Los resultados obtenidos muestran que la endotoxina
activa la regién del Core de los NSQ 30 minutos después de la inoculacion;
mientras que a los 90 minutos vuelve a activarse el Core pero también se activa
la region Shell. Adicionalmente, no se observo activacion de los NSQ al

administrar la endotoxina a ZT3, lo que indica que esta respuesta depende del

- 138 -

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



horario de estimulacion. Ya ha sido reportado que la administracion icv de TNF-
a junto con IFN-y estimula la expresion de cFos en NSQ y NPV, con una mayor
activacion de los NSQ durante la noche temprana (Sadki 2007).

En relacion a los NPV, como ya se mencion0, son una de las principales
vias de salida de los NSQ y regulan, entre otras variables, al sistema inmune
(Kalsbeek 2006; Belevych 2010). Por lo tanto, es posible hipotetizar que los NSQ,
en respuesta al estimulo inmune, envien sefiales a los NPV, los cuales podrian
modular al sistema inmune. La activacion de los NPV luego de la estimulacion
periférica con LPS ha sido reportada previamente (Bienkowski & Rinaman 2008;
Singru 2008). En este trabajo se observé un aumento significativo en la expresion
de cFos, a los 90 minutos y 4 horas después de la administracion de LPS a ZT15.
Como se explico en la seccion 3.1.2, los NPV forman parte del eje HPA y son los
responsables de liberar CRH, una de las hormonas inductoras de la secrecién
de glucocorticoides (Hueston & Deak 2014; Herman & Tasker 2016). Kalsbeek y
colaboradores, observaron que la administracion de dosis bajas de LPS por via
intravenosa en ratas, induce un incremento en los niveles de corticosterona
circulante, el cual es mayor cuando el LPS es administrado durante el dia. Esto
indicaria que existe una respuesta diferencial del HPA de acuerdo al horario del
estimulo inmune. Asimismo, también observaron que la lesion de los NSQ
produce un aumento en la secrecion de corticosterona en respuesta al LPS
(Kalsbeek 2006). Estos datos proveen evidencias de que el LPS es capaz de
modular circadianamente las respuestas neuroendocrinas, como la liberacion de
glucocorticoides. Esto podria darse a través de la activacion de los NSQ, que

luego sefializarian a los NPV.
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I.5.4 Expresion de genes reloj en respuesta al LPS

Luego de la activacién neuronal en los NSQ, que en este trabajo
evaluamos a través del marcador cFos, se inducen modificaciones en la
expresion de alguno/s de los genes reloj (Kornhauser 1996), los cuales son los
responsables de controlar el funcionamiento del mismo y por lo tanto de sus
salidas, que en este caso observamos como cambios de fase del ritmo
comportamental.

Como se dijo anteriormente (seccién 1.3.3 de la Introduccion general), los
pulsos de luz durante la noche subjetiva inducen la expresion de PER1 y PER2
en los NSQ (Yan & Okamura 2002). Ademas, ha sido demostrada la relacién
bidireccional que existe entre algunas citoquinas, como TNF-a e IL-6 y genes
reloj, tanto en modelos animales genéticamente modificados como en cultivos
celulares (Cavadini 2007; Petrzilka 2009; Narasimamurthy 2012). Por lo tanto,
en este trabajo se hipotetizdé que un estimulo como el LPS podria modificar la
expresion de los genes reloj en NSQ, de modo que se analizo la expresion de
PER1y PER2 en NSQy NPV.

En cuanto a PER1, su expresion no se modific6 en ninguna de las
regiones de los NSQ (Core y Shell) 90 minutos después de la administracion de
LPS. En cambio, si se observé un aumento en su expresion en los NPV 90
minutos después del estimulo, tal como habia sido reportado previamente
(Marpegan 2005). En forma similar Takahashi y colaboradores, encontraron que
la administracion de dosis bajas de LPS a ZT22 incrementa los niveles de
expresion de ARNm de Perl en NPV 1 hora después del estimulo, pero no en

NSQ (Takahashi 2001), sugiriendo que el LPS induce la expresion de Perl en
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PVN en diferentes horarios. Sin embargo, para descartar la induccién de Perl
en los NSQ en respuesta al LPS seria necesario analizar otros tiempos post-
inoculacién. Por otra parte, la via de activacion de los NPV depende de TNF-a
dado que dicha activacion resulto abolida en los animales TNFR1 KO.

Por otro lado, la expresion de PER2 se induce en ambas zonas de los
NSQ, 2 horas y media después de la inoculacién con LPS. En el estudio de
Takahashi y colaboradores, se muestra que una dosis de 50 pg/kg de LPS
administrada ip en ratones a ZT22 no induce cambios en los niveles de ARNm
de Per2 en NSQ 1, 3 0 24 horas después del estimulo (Takahashi 2001);
mientras que dosis mas altas de esta endotoxina (1 mg/kg) administradas en
ratas a ZT1 disminuyeron los niveles de ARNm de Per2 en estos nucleos (Okada
2008). La diferencia entre estos reportes y nuestros resultados podrian deberse
a la hora de inoculacion, a las dosis de LPS utilizadas, o al modelo animal (en el
estudio de Okada). Adicionalmente, en este trabajo no se observé ningln cambio
en la expresion de PER2 en los animales TNFR1 KO en respuesta al estimulo
inmune.

Otros estudios han demostrado que TNF-a inhibe la expresion de Perly
Per2 en cultivo de fibroblastos como asi también en el higado de ratones tratados
con esta citoquina (Cavadini 2007), y que este efecto estaria mediado por p38
MAPK (Petrzilka 2009). Como se puede observar los efectos de TNF-a sobre los
genes reloj parecen ser complejos y depender en gran parte del contexto en el
que se estudia (horario y/o tejido).

En conjunto, estos resultados confirman que 1) el LPS modifica la fase del
reloj a través de cambios en sus mecanismos moleculares, 2) que esto depende

del horario en que se administra el estimulo y que 3) TNFR1 es necesario para

- 141 -



gue se generen estos cambios circadianos a nivel molecular. Es posible que la
modulacién de la expresion de Per2 central participe de la sefalizacion temporal
a periferia, pero es necesario un estudio mas profundo del impacto periférico de

esta modulacion llevada a cabo por el reloj central.

|.5.5 Posibles vias de comunicacién immune-circadianas

Aun no se conoce la forma especifica mediante la cual el estimulo inmune
llega a los NSQ. Aparentemente, el LPS en la dosis utilizada (100 ug/kg) es
incapaz de cruzar la BHE, pero puede unirse a receptores especificos en el
endotelio vascular e inducir la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias (Jiang
1999; Singh & Jiang 2004). Se ha demostrado que el receptor TLR4, el receptor
de LPS, se expresa en varias regiones cerebrales, especialmente en células
endoteliales, érganos circumventriculares y en estructuras que se encuentran
cercanas a los ventriculos cerebrales, como lo es el NPV (que se activarian
cuando el LPS atraviesa la BHE y logra ingresar al cerebro (Laflamme & Rivest
2001; Mallard 2012). La interaccién del LPS con el TLR4 presente en las células
epiteliales o en los 6rganos circumventriculares, podria ser una de las vias por
las que se inducen las citoquinas TNF-a e IL-6 y la quemoquina CCL2 en los
NSQ luego de la inoculacién de LPS.

Por otro lado, las citoquinas podrian entrar al cerebro a través de los
organos circumventriculares, los cuales como se explicé en la seccién 3.1.2,
poseen una BHE mas débil debido a la presencia de endotelio fenestrado. Por
ejemplo, se ha observado que las citoquinas pueden ingresar al tejido cerebral a

través de una estructura denominada organum vasculosum laminae terminalis

- 142 -



(OVLT) y de esta forma modular la respuesta febril (Romanovsky 2003). Una vez
en el cerebro éstas podrian inducir la expresion de las mismas u otras citoquinas
gue amplifiquen la respuesta inflamatoria.

Como mencionamos previamente, una de las moléculas que encontramos
que se induce en NSQ luego del estimulo inmune es la quemoquina CCL2. Existe
evidencia de que esta quemoquina puede debilitar la BHE y de esta forma
facilitar el ingreso de otras moléculas al cerebro (Roberts 2012; Yao & Tsirka
2014). Adicionalmente, la inducciéon de IL-1B y TNF-a, en respuesta al LPS, en
la corteza cerebral e hipocampo depende de la sefializacion mediada por esta
guemoquina (Thompson & Van Eldik 2009).

Finalmente, también seria posible que el LPS o las citoquinas actien a
través de terminales nerviosas periféricas e induzcan la expresion de citoquinas
en los NSQ. Se ha demostrado que las neuronas aferentes del nervio vago
expresan TLR4 e IL-1R (Hosoi 2005; Pavlov & Tracey 2012), por lo que tanto el
LPS o IL-1 secretada en respuesta al estimulo pueden activar dichas terminales
nerviosas. Hay estudios que demuestran que la vagotomia (extraccion del nervio
vago) disminuye la respuesta febril y secrecion de corticosterona en respuesta a
la administracion periférica de IL-1B y TNF-a (Fleshner 1998); mientras que otros
afirman que dicha manipulacion tiene poco efecto sobre la respuesta central al
LPS, sugiriendo que otras vias de sefalizacion serian responsables de esta
comunicacion (Hansen 2000).

Teniendo en cuenta que en este trabajo se demostré que la proteina TNF-
a esta presente en dicho nucleo luego de la inoculacién de LPS, seria valido
pensar que esta citoquina llega directamente desde circulacion o se expresa en

los NSQ a través de alguna de las vias mencionadas previamente, y sefializa a
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través de su receptor (el cual demostramos que se expresa en NSQ) para ajustar

la fase del reloj circadiano.

|.5.6 Caracterizacion circadiana de los ratones TNFR1 KO

La caracterizacion circadiana de los animales TNFR1 KO tiene 2
objetivos, en primer lugar, conocer las caracteristicas circadianas del modelo que
se va a utilizar para evaluar al sistema circadiano (independientemente del
estimulo que se utilice). Por otro lado, a partir de la hipétesis de que TNF-a puede
funcionar como un sincronizador de los NSQ, resulta interesante evaluar como
funciona el sistema circadiano en condiciones fisioldgicas (sin estimulo inmune)
careciendo de esta via de sefializacion.

En un principio, se confirmé que, en un ciclo LO12:12, estos animales
poseen actividad nocturna con parametros similares a los observados en los
animales control. Por otro lado, como se explica en la Introduccion general
(seccion 1.4.2), bajo condiciones constantes o de libre curso (OO), los ritmos
circadianos toman periodos cercanos a las 24 horas. En ratones de la cepa
BALBI/c el periodo endbgeno es cercano a las 23h (Shimomura 2001); mientras
que en la cepa C57bl/6 y C57bl/10, se encuentra entre 23.3 y 23.9h (Schwartz &
Zimmerman 1990). En este caso, el periodo endégeno de los animales TNFR1
KO, resultd ser de 24,03 + 0,17h, significativamente mayor que en los animales
WT, sin embargo, aunque no se observaron diferencias en los patrones de
actividad.

El sistema circadiano responde a la sincronizaciéon mediada por los pulsos

de luz administrados durante la noche subjetiva, con cambios en su fase. Los
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ratones TNFR1 KO respondieron a los pulsos de luz administrados a CT15,
retrasando su fase, mientras que al recibir el pulso durante las ultimas horas de
la noche subjetiva, a CT22, adelantaron su fase. Los cambios de fase inducidos
por los pulsos administrados a CT15 resultaron mayores que los inducidos por
los pulsos administrados a CT22, siendo los valores muy similares entre ambas
cepas. Este resultado era esperable, ya que, como podria observarse en la CRF
de los ratones (Figura 1.5 de la Introduccién general), los pulsos de luz dan
cambios de fase de mayor magnitud en la zona de retrasos (noche temprana)
que en la zona de adelantos (noche tardia).

Tanto los animales KO como los WT se resincronizaron mas rapido a una
situacion simulada de jet-lag por retrasos que por adelantos, lo cual se debe a la
mayor sensibilidad a la luz que poseen en la zona de retrasos, como recién se
explic6. Adicionalmente, en los animales KO, el tiempo de resincronizacion por
retrasos resultdé ser mayor que en los animales WT, cuando se calculé tomando
en cuenta el onset; sin embargo, cuando se tomaron en cuenta los offsets esta
diferencia no result6é estadisticamente significativa. Esto nos lleva a pensar que
esta diferencia se debe a un menor efecto de enmascaramiento en los animales
TNFR1 KO y no a una menor capacidad de resincronizacion. En linea con este
resultado, en el modelo de jet-lag inducido por adelanto, no hubo diferencias
significativas en el tiempo de resincronizacibn entre ambos grupos

experimentales.
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.6 CONCLUSIONES

Como conclusion general de este capitulo, podemos decir que TNF-a y
su receptor TNFR1 son una de las vias principales por las cuales el
estimulo periférico con LPS puede ajustar la fase del reloj circadiano
central. Luego de este cambio de fase del reloj central, también se ajustaria la
fase de los relojes periféricos que son sincronizados por éste. AUn no sabemos
si esto le confiere una ventaja adaptativa al organismo o es una simple
consecuencia de los mecanismos que se llevan a cabo en respuesta al estimulo
inmune.

A continuacion, en la Figura 1.6.1, se muestra un resumen de los
resultados obtenidos junto a posibles vias involucradas.

Como se muestra en este esquema, la sefial inmune generada por la
inoculacion de LPS a CT15, llegaria a los NSQ por alguna de las vias discutidas
previamente en esta seccién: a través del nervio vago, sefializando a través de
receptores en las células endoteliales de la BHE o atravesandola (por difusion o
por roturas de las uniones oclusivas causadas por las mismas moléculas
inflamatorias); o sefalizando a partir de los érganos circumventriculares. De esta
forma se incrementan los niveles de las moléculas pro-inflamatorias TNF-a, IL-6
y CCL2 en NSQ, y en NPV (siendo sintetizadas en dichas zonas o arribando
desde otras regiones cerebrales o desde la periferia). Una vez en los NSQ las
citoquinas pueden actuar sobre éstos nucleos a través de sus receptores: en
este trabajo se demostrd por primera vez la presencia de TNFR1 en esta region
hipotalamica, con sus niveles incrementados durante la noche, especialmente a

ZT15 (y en otros trabajos la de IL-1R y CCR2; (Beynon & Coogan 2010; Duhart
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2016). En particular, TNF-a, a través de TNFR1, desencadena los efectos
diferenciales sobre los NSQ. Estos efectos incluyen: 1) un incremento de los
niveles de cFos en la region del Core de los NSQ primero, y luego en el Shell,
indicando activacion de estos nucleos; 2) un aumento de los niveles del gen reloj
PER2 en NSQ, lo cual podria estar directamente relacionado con el cambio de
fase observado a nivel comportamental; 3) activacion e induccion de PER1 en
los NPV, probablemente a causa de una sefial que llega desde los NSQ. Este
altimo punto podria desencadenar una repuesta horaria diferencial de los
glucocorticoides quienes sefializarian hacia la periferia, ajustando los relojes del
sistema inmune.

Sin embargo, en cuanto a la modulacion de los NSQ sobre el sistema
inmune luego del estimulo con LPS, adn nos quedan muchas preguntas abiertas.
Seria interesante saber de qué forma llega la sefial desde el reloj central hacia
los periféricos, durante la estimulacion inmune, y qué variables afecta esto.

Es importante resaltar que toda esta sefalizacién solamente se cumple si
esta presente el receptor TNFR1, ya que otro hallazgo de este trabajo es que los
ratones TNFR1 KO, no presentan cambio de fase del ritmo de actividad
locomotora ni alteracion en la expresion de genes reloj. Esto podria deberse a
que, como no tienen el receptor en periferia, no se desencadena la misma
respuesta inmunoldgica y por lo tanto no llega la misma sefial a los NSQ (o ésta
llega atenuada). Asimismo, también podria ser que la falta del receptor en los
NSQ no permita que llegue el estimulo al reloj, y entonces estos ndcleos no se
activan (como lo observamos) ni se alteran los niveles del gen Per2 (como
también se demostrd en este trabajo), y entonces no se produce el cambio de

fase. Para poder entender esto un poco mejor, seria importante, estudiar qué
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sucede en periferia con estos ratones. Al comparar con los ratones WT, esto
aportaria mayor informacion acerca de la modulacion ejercida por el reloj central
sobre los periféricos, luego del cambio de fase.

Por lo tanto, a través de este trabajo aportamos nueva informacién
acerca de como responde el sistema circadiano a un estimulo inmune
capaz de alterar su actividad. En el proximo capitulo nos centraremos en el
estudio de la respuesta a las dosis altas de LPS, que llevan o no a la mortalidad,

de acuerdo al horario en que se administran.
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Figural.6.1 Resumen de los resultados obtenidos en el capitulo 1. La administraciéon de
LPS a CT15 actla sobre las células del sistema inmune, induciendo un aumento en los
niveles circulantes de distintas citoquinas pro-inflamatorias (resultado de (Leone 2012).
Tanto el LPS como las citoquinas podrian comunicarse con los NSQ a través del nervio
vago, de la BHE (a través de receptores de citoquinas o de TLR4; o atravesarla mediante su
ruptura) o a través de la sefializacion en los érganos circumventriculares. Estas citoquinas,
en particular TNF-a, actian sobre los NSQ a través de sus receptores. De esta forma se
induce TNF-a, IL-6 y CCL2 en los NSQ y los NPV, la/s cual/es sefalizarian a los NSQ
induciendo un incremento en la activacion neuronal (cFos) de la region del Core, que luego
activa la region del Shell; y una induccidn en la expresion de genes reloj (PER2). Por ultimo,
se activan los NPV, y se induce la expresion de Perl, probablemente en respuesta a sefiales
enviadas desde los NSQ. 3V: tercer ventriculo. QO: quiasma 6ptico. BHE: barrera
hematoencefélica.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis general:

La diferencia horaria en el porcentaje de muerte por shock séptico
inducido por dosis altas de LPS, se asocia a la respuesta térmica e inmune
diferencial desencadenada de acuerdo al momento del dia en el cual es

administrado.

Hipotesis especificas:
o La hipotermia inducida por la inoculacion de altas dosis de LPS varia de
acuerdo al momento del dia en el que éste se administra.
o Las regiones hipotaldmicas relacionadas con la regulacion de la
temperatura corporal y con la respuesta inmune se activan en forma diferencial
de acuerdo al horario de inoculacion del LPS.
o La inoculacién de LPS induce cambios en la composicién sérica que
dependen de la hora de administracion, y que podrian ser la causa de la
respuesta diferencial al shock séptico.
o La respuesta inmune se activa en forma diferencial de acuerdo al horario
en el que se administra la endotoxina.
o Los animales deficientes del receptor de TNF-a (TNFR1 KO) presentan
diferencias en la respuesta horaria diferencial a las dosis altas de LPS, con
respecto a los animales WT.
o La desincronizacién circadiana abole la respuesta horaria diferencial a la

inoculacion de dosis altas de LPS.
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El objetivo general en el que se enmarca el presente capitulo es el
estudio de la respuesta termoregulatoria e inmune a la inoculacion de dosis altas
de LPS (inductoras de shock séptico) al final del dia o a mitad de la noche,

analizando nuevamente la participacion de TNF-a como mediador entre los

sistemas circadiano e inmune.

Objetivos especificos:

1. Estudiar la respuesta termoregulatoria a las dosis altas de LPS
administradas al final del dia o mitad de la noche.

2. Evaluar la activacion de los NPV, del APO y de los NSQ en respuesta al
shock endotoxico inducido a ambos horarios.

3. Analizar si la diferencia en la susceptibilidad al shock endotéxico, esta
dada por niveles diferenciales de citoquinas, glucocorticoides Yy
endocanabinoides en suero y tejidos periféricos luego de la administracion
de LPS a diferentes horarios.

4. Estudiar la activacion de células inmunes en animales con shock
endotoxico inducido a distintos horarios.

5. Evaluar la respuesta horaria diferencial a dosis altas de LPS en animales
TNFR1 KO.

6. Estudiar la respuesta circadiana al shock endotoxico en animales

desincronizados.

- 156 -



1.1 INTRODUCCION

-157 -



- 158 -



11.1.1 Sepsis y shock séptico

[1.1.1.1 Breve introduccion a la problematica

La sepsis es uno de los sindromes més antiguos de la medicina, que surge
cuando la respuesta del organismo a una infeccién termina dafiando los propios
tejidos y organos. Galeno consideraba que se trataba de “un evento loable
necesario para que se curen las heridas” (Funk 2009). Pero mas tarde, cuando
Pasteur, entre otros cientificos, demostré la existencia de microorganismos que
eran causantes de una gran parte de las enfermedades (teoria germinal de las
enfermedades infecciosas) se comprendié que en realidad la sepsis era una
infeccion sistémica, por lo que fue frecuentemente descripta como
“‘envenenamiento de la sangre”. De esta forma se descubridé que se trataba de
una infeccion con un patégeno que era capaz de diseminarse a la circulacion
(Angus & van der Poll 2013). Mas recientemente se observd que la teoria
germinal no explicaba exactamente la patogénesis de la sepsis, ya que muchos
pacientes fallecian aun cuando se habia erradicado el patégeno del organismo
con antibidticos. Por lo tanto, se sugirié que no era el microorganismo invasor,
sino la respuesta del propio huésped quien dirigia la patogénesis de esta
enfermedad (Cerra 1985).

Las definiciones de sepsis existentes hasta hace algunos afios eran muy
generales y dificultaban el diagndstico de la enfermedad. Recientemente se ha
llegado a un consenso y se la defini6 como una disfuncion multiorganica
potencialmente mortal causada por una respuesta desregulada del huésped al
patdgeno invasor. En casos en los que se sospecha la presencia de una
infeccion, incluso cuando la disfuncion multiorganica es leve, se asocia a una
mortalidad hospitalaria mayor al 10% (Singer 2016). Por otro lado, el shock
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séptico se define como un estado séptico complicado por alteraciones
circulatorias (hipotension) y metabdlicas, o que aumenta sustancialmente la tasa
de mortalidad de los pacientes (Singer 2016).

Se estima que la sepsis es una de las principales causas de mortalidad
alrededor del mundo, tanto en paises de altos como de bajos ingresos. En
Argentina, un censo realizado en 2003 estim6 un 43% de mortalidad a causa de
sepsis en pacientes en la Unidad de Cuidados Intensivos, y se estima que cada
afio mueren alrededor de 10.000 personas a causa de esta condicion en el pais
(Paricahua 2017). Por otra parte, en Estados Unidos, la incidencia de la sepsis
severa es de 3 cada 1000 habitantes; los ingresos hospitalarios por sepsis han
superado a los de infarto de miocardio y accidente cerebrovascular (Seymour
2012), y la mortalidad dentro de los hospitales es de entre un 25-30% de los
pacientes sépticos (Cohen 2015). Dadas estas cifras, resulta de gran interés
estudiar en mayor profundidad los mecanismos desencadenados durante esta
patologia, con el fin de encontrar un blanco terapéutico que pueda mejorar el
prondstico de los tratamientos actuales, teniendo en cuenta que la respuesta del

huésped posee un rol fundamental en el desarrollo de esta enfermedad.

[1.1.1.2 Caracteristicas clinicas de la enfermedad

Las manifestaciones clinicas varian con el sitio de la infeccidon
(generalmente el tracto respiratorio o urinario), el organismo invasor, el tipo de
disfuncion aguda organica, la salud previa del paciente y el tiempo de deteccién
y tratamiento. Los criterios de diagndstico de la sepsis o shock séptico incluyen
la sospecha de infeccion y, adicionalmente, 2 o mas de los siguientes sintomas:

fiebre (temperatura central mayor a 38.3°C), hipotermia (temperatura menor a
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36°C), ritmo cardiaco elevado, estado mental alterado, retencion de liquidos,
aumento de la frecuencia respiratoria, hiperglicemia, alteraciones en variables
inflamatorias (aumento de niveles de leucocitos y de proteina C reactiva, entre
otros), alteraciones de variables hemodinamicas (por ejemplo, hipotension),
variables causadas por la disfuncion organica (aumento de los niveles de
creatinina, anormalidades en la coagulacidn, entre otros) y variables de perfusion
tisular (como aumento en los niveles de lactato) (Angus & van der Poll 2013).

AUn no se conocen las causas exactas que llevan a la falla multiorganica,
pero la falta de oxigenacién en los tejidos tendria un importante rol. Muchos
factores contribuyen a la escasez de oxigeno, como la hipotensién, una
reduccion en la deformabilidad de los eritrocitos y la trombosis microvascular.
Adicionalmente, la inflamacién puede causar alteraciones en el endotelio
vascular, lo que se ve acompafiado por muerte celular y pérdida de la integridad
de la barrera, lo cual induce edemas subcutaneos y en las cavidades corporales
(Goldenberg 2011). El dafio mitocondrial causado por el estrés oxidativo también
altera la utilizacion del oxigeno celular (Galley 2011). Por ultimo, el dafo
mitocondrial produce la liberacibon de mtDAMPs (patrones moleculares
asociados a dafio mitocondrial), que son capaces de activar neutrofilos y esto, a
Su vez, causar mayor dafo tisular (Zhang & Yao 2010).

Como se puede observar, se trata de una patologia multisintomatica y
compleja. Seria fundamental poder diferenciar cuéles sintomas se relacionan
con casos de sepsis mas severos, que terminan en la mortalidad del paciente,
de aquellos que son compatibles con un mejor pronéstico. De esta forma se
podrian realizar tratamientos mas personalizados, dirigidos a prevenir los

eventos que se desarrollan en cada caso particular.
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[1.1.1.3 Respuesta inflamatoria desencadenada por la sepsis

Al ingresar el patdgeno al organismo, se activa la respuesta inmune innata
del huésped provocando un aumento en los niveles de citoquinas pro-
inflamatorias conocido como “tormenta de citoquinas” (Chen 2008). Como ya se
explicé en la seccién 2.1 de la Introduccién general, las endotoxinas presentes
en las paredes bacterianas son reconocidas por los RPPs presentes en las
células inmunes, y esta interaccion desencadena la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias como IL-6, IL-1B y TNF-a. Esta respuesta es conocida como
sindrome de la respuesta inflamatoria sistémica (SIRS, por sus siglas en inglés).
La severidad con la que se desencadena esta respuesta depende de la
presencia de otras enfermedades en el paciente, la carga del patégeno y su
virulencia (Hotchkiss & Karl 2003). Como en toda respuesta inflamatoria se
desencadena una serie de eventos que incluyen el reclutamiento de células al
sitio de infeccidn por parte de las quemoquinas, la fagocitosis y el dafio vascular
(Casey 2000). Pero la respuesta inflamatoria no se limita solo al sitio de infeccién,
sino que los niveles elevados de IL-6 inducen la produccion de proteina C
reactiva en el higado, una proteina de fase aguda con funciones anti-coagulantes
y anti-apoptoéticas (entre otras), que se puede utilizar como biomarcador para
predecir una posible septicemia (Cinel & Opal 2009). Esta proteina, junto con
otras que participan en las vias de coagulaciéon, inducen alteraciones en el
sistema de coagulacién de los pacientes (Levi 2010; Angus & van der Poll 2013).

Sin embargo, hoy en dia se sabe que la infeccion desencadena una
respuesta muy compleja, variable y prolongada, en la cual participan tanto
mecanismos pro-inflamatorios como anti-inflamatorios. Por un lado, los pro-

inflamatorios contribuyen a eliminar la infeccion y los anti-inflamatorios a
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recuperar los tejidos. Pero por el otro lado, demasiada inflamacion puede
ocasionar dafio tisular, y un exceso de anti-inflamacion puede desencadenar
infecciones secundarias (van der Poll & Opal 2008). Se han observado al menos
3 mecanismos de inmunosupresion en los pacientes. Por un lado, la deplecién
por apoptosis de células B y T de nédulos linfaticos, bazo, intestino, pulmones,
entre otros tejidos. Un potencial mecanismo de esta apoptosis podria ser a través
de la secrecion enddgena de glucocorticoides (Ayala 1995; Green 2000). Las
células apoptéticas pueden inducir un estado de anergia sobre los linfocitos (Voll
1997), que podria disminuir la capacidad de produccion de citoquinas pro-
inflamatorias, lo cual fue observado en pacientes sépticos (Boomer 2011).
Adicionalmente, también se evidencio la deplecion y alteracion en la funcion de
macrofagos y células dendriticas, lo cual altera la presentacion de antigenos a
linfocitos T (Warner & Moldawer 2008; Hotchkiss 2009). Por otro lado, la
alteracién en las funciones de las células fagociticas, reduce la resistencia contra
los patdégenos invasores, causando una inadecuada contencion de las bacterias
comensales (como Pseudomonas o E. col) y no comensales (como
Staphilococcus aureus) y una disminucién en la respuesta contra hongos
(Bosman 2014). Las moléculas secretadas durante la respuesta
inmunosupresora comprenden la citoquina IL-10, el antagonista del receptor de
IL-1 (IL-1Ra) y TGF-B (Marchant 1994; Marie 1996). Se ha observado que los
niveles de IL-10 correlacionan con peores prondsticos para el paciente (Gogos
2000).

Por lo tanto, aun no se encuentran del todo dilucidados los mecanismos
inflamatorios especificos que se desarrollan durante esta patologia. Seria

importante diferenciar a partir de los sintomas clinicos marcadores inflamatorios
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que nos permitan discriminar entre los casos de sepsis con mejor y peor

pronostico.

[1.1.1.4 Rol del TNF-a durante la sepsis

Como ya se mencion0 anteriormente, la respuesta desencadenada por la
invasion del patégeno induce la liberacion de grandes cantidades de citoquinas
pro-inflamatorias, entre las cuales se encuentra TNF-a. La llegada de esta
citoquina a circulacién genera vasodilatacion, la cual lleva a hipotension, y al
incremento en la permeabilidad vascular, que induce la pérdida de volumen
plasmético (Murphy 2017).

Adicionalmente, esta citoquina también desencadena la cascada de la
coagulacion en una gran cantidad de capilares sanguineos distribuidos a lo largo
del organismo (conocido como coagulacion intravascular diseminada),
reclutando una gran cantidad de proteinas de dicha cascada. La coagulacion
intravascular diseminada conduce generalmente a la falla de 6rganos vitales,
como los riflones, corazon, higado y pulmones (Aderka 1991; Okamoto 2016).

En modelos animales, la administracion sistémica de TNF-a produce la
mayor parte de los sintomas y signos de la sepsis (Tracey 1988). En tanto que
la falta de sefializacion mediada por esta citoquina, como en ratones deficientes
del receptor de TNF-a 0 a través de la administracion de su receptor soluble,
genera cierto nivel de resistencia al shock séptico (Tracey 1987; Mohler 1993;
Pfeffer 1993; Guo 2009).

Sin embargo, en pacientes, los tratamientos con bloqueantes de la

sefalizacion por TNF-a tienen resultados controversiales. Mientras que algunos

investigadores han encontrado que el tratamiento con anticuerpos anti-TNFa es
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capaz de reducir la tasa de mortalidad (Lv 2014), otros grupos observaron que
el tratamiento con receptores solubles (TNFRs) no la reducia, y que, por el
contrario, altos niveles de esta molécula correlacionaban con un aumento en la
mortalidad (Fisher 1993).

Los resultados contradictorios encontrados en relacién a TNF-a
podrian deberse a que esta citoquina tenga un rol diferente de acuerdo a la
severidad del cuadro séptico. Esto nos indica, unavez mas, que es de suma
importancia poder diferenciar entre los cuadros que terminan en la muerte

del paciente de aquellos en los que el paciente sobrevive.

[1.1.1.5 Alteraciones de la temperatura corporal en respuesta a la sepsis

Aungue la fiebre es caracteristica en la respuesta a un cuadro de
septicemia, muchas veces los pacientes presentan hipotermia, siendo éste
altimo un marcador de peor prondstico (Remick & Xioa 2006; Rumbus 2017). Sin
embargo, tanto estudios en modelos animales como en pacientes, sugieren que
la hipotermia puede tener un rol protector durante el shock séptico y que
disminuir la temperatura del paciente podria ser terapéuticamente beneficioso
(Garami 2018).

En modelos animales se ha observado que una de las principales
caracteristicas de la respuesta a dosis altas de LPS es el descenso de la
temperatura corporal, para activar la produccion metabdlica de calor
(Romanovsky 2003). Se considera que TNF-a es una de las citoquinas
criogénicas (mediador inmune capaz de disminuir la temperatura corporal) mas

importantes, aunque también puede actuar como una molécula pirogénica. Se
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cree que a bajas concentraciones puede causar respuesta febril, mientras que a
concentraciones medias o altas induce hipotermia (Bibby & Grimble 1989).

La temperatura corporal es controlada por circuitos neuronales que
permiten que se mantenga su homeostasis durante los cambios de temperatura
ambiental y provocan su alteracion frente a respuestas inflamatorias (Morrison
2016). El hipotalamo contiene los principales componentes de estos circuitos. En
particular, el area predptica (APO) tiene un importante rol en la termorregulacion,
al detectar la temperatura cerebral local como asi también al recibir informacién
a partir de termoreceptores ubicados en la piel y otras partes del organismo
(Boulant 1998; Morrison 2018). Otras regiones hipotalamicas, como los NPV y
los NSQ, también participan en la termorregulacion (Wanner 2013; Guzman-Ruiz
2015). Se ha demostrado que dosis de LPS capaces de generar una hipotermia
leve en ratas, producen un aumento en la expresion del gen cFos, el mencionado
marcador de activacion neuronal, en distintas zonas del cerebro, incluyendo APO
Y NPV (Hare 1995; Wanner 2013). Adicionalmente, la lesién de los NPV atenua
la hipotermia generada a causa del LPS (Almeida 2006). En cuanto a los NSQ,
se ha observado que se activan en respuesta a la hipotermia inducida por la

restriccion alimentaria junto con la exposicion a ambientes frios (Uchida 2014).

I1.1.2 Modelos animales para el estudio de la sepsis

En la actualidad existen tres modelos para inducir el estado séptico en
roedores: a través de la administracion de una toxina (como el LPS) por via
intravenosa o ip, inoculando una bacteria viva o alterando alguna de las barreras

de proteccion del organismo (el mas utilizado es a través de la puncion cecal)
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(Chen 2008). Cada uno de estos modelos reproduce parte de los sintomas
observados en pacientes con sepsis aungue ninguno lo hace completamente.

En este trabajo se utilizardA como modelo de esta patologia la
administracion de una dosis de 20 mg/kg de LPS por via ip. Se ha demostrado
que dosis similares de esta endotoxina inducen altas tasas de mortalidad en
roedores (mayores al 70%; (Li 2014; Liao & Lin 2015; Ramos-Benitez 2018)) y la
mayoria de los signos caracteristicos de esta patologia. Se ha observado una
fuerte induccién de citoquinas pro-inflamatorias (Ogawa 2016; Ramos-Benitez
2018), alteraciones en la coagulacion (Takehara 2017), desarrollo de hipotermia
(Saito 2003; Nautiyal 2009), alteraciones vasculares e hipotension (Chuaiphichai
2016) y desarrollo de la respuesta inmunosupresora (Cordoba-Moreno 2018),
entre otros.

La mayoria de los animales de laboratorio utilizados como modelos de
endotaxemia son mas resistentes al LPS que los humanos, razon por la cual es
necesaria la administracion de dosis altas de LPS (generalmente mayor a 10
mg/kg) (Chen 2008). Sin embargo, los efectos de cada dosis dependen de la
cepa bacteriana productora del LPS y de la cepa de ratones utilizada. El modelo
a utilizar en este trabajo de tesis resulta ventajoso debido a su sencillez y a que,

como ya mencionamos, desencadena gran parte de los signos de la septicemia.

11.1.3 Requlacidén nerviosa de la respuesta inflamatoria durante la sepsis

Como practicamente en todas las patologias, existe evidencia de que el
SNC participa en el desarrollo de la sepsis, entre otras cosas porque aumentan

los niveles de moléculas pro-inflamatorias en este tejido (Meneses 2019). Por
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ejemplo, se ha demostrado que la inyeccidn icv del antagonista del receptor de
IL-1 (IL-1Ra) aumenta el porcentaje de sobrevida de ratas sépticas (Wahab
2016). Adicionalmente, en estudios con pacientes se observé que la sepsis
puede causar dafio cognitivo y estructural del SNC, tanto a corto como largo
plazo en adultos (lwashyna TJ 2010); mientras que en nifilos que pasaron por
esta patologia, se evidencié un bajo desempefio escolar (Kaur 2016).

Como ya se discutié en la seccion 3.1.2 de la Introduccion general, hay
una gran evidencia de que en patologias inflamatorias - como por ejemplo la
sepsis - la respuesta inmune esté regulada por el sistema nervioso autbnomo.
Tracey y colaboradores fueron los primeros en estudiar el reflejo inflamatorio,
entre ellos de la sepsis, observando que la activacion del nervio vago
desencadena la produccién de acetilcolina, la cual interacciona con su receptor
en macréfagos, disminuyendo la liberacion de mediadores como TNF-a
(Andersson & Tracey 2012). En un modelo de sepsis causado por puncion cecal,
se observd que tanto la utilizacién de un agonista sintético del receptor de
acetilcolina en macrofagos, como la estimulacion del nervio vago, disminuye la
respuesta inflamatoria y aumenta la sobrevida de los ratones sépticos
(Borovikova 2000; Andersson & Tracey 2012).

Adicionalmente, como ya se mencion0 reiteradas veces a lo largo de esta
tesis, la respuesta inflamatoria actia como un estresor capaz de activar el eje
HPA, la cual culmina en la secrecion de glucocorticoides en la glandula adrenal
(Kasahara & Inoue 2015). Estos poseen un gran numero de funciones, entre
ellas: la estimulacion de la gluconeogénesis hepatica, inhibicion del consumo de
glucosa en tejidos periféricos, disminucion de la inflamacion y de otras funciones

inmunes, regulacion de la actividad mitocondrial, regulacion de la apoptosis
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celular, inhibicién de la secrecién de hormonas y neuropéptidos, etc. (Stahn &
Buttgereit 2008; Ayroldi 2012). En modelos animales la estimulacion del eje HPA,
contribuye a un aumento en la resistencia al shock endotéxico (Dejager 2010;
Gilibert 2014). Sin embargo, el tratamiento de pacientes sépticos con
glucocorticoides no siempre lleva a un incremento en la sobrevida, muchas veces
generandose resistencia al tratamiento (Cronin 1995; Annane 2009; Dendoncker
& Libert 2017).

Por dltimo, también ha sido demostrado que la produccién de citoquinas
pro-inflamatorias y especies reactivas de oxigeno durante la sepsis, pueden
provocar alteraciones de la BHE, aumentando su permeabilidad (Danielski
2018). Las citoquinas TNF-a e IL-1B participarian de este proceso (Tsao 2001;
Mina 2014) en el cual aumenta la expresion endotelial de selectinas y moléculas
de adhesion, que permiten el ingreso de leucocitos al cerebro (Bohatschek 2001;
Hofer 2008). Por otra parte, las especies reactivas de oxigeno liberadas durante
la sepsis, por los neutrdéfilos activados (entre otros), pueden alterar la integridad
de la BHE (Yokoo 2012), lo que aumentaria su permeabilidad y permitiria el paso
de moléculas al SNC.

Como se puede observar existen muchisimas evidencias de los multiples
procesos involucrados en el desarrollo y la complejidad de esta patologia. El
SNC podria actuar como un modulador de este proceso, que se activa de
acuerdo alas sefiales periféricas que recibe. Por lo que resulta de gran interés
caracterizar los mecanismos de comunicacion entre este sistema y la periferia
durante la sepsis.

A todo esto, ademas, se debe adicionar que, como ya describimos

anteriormente, muchos de los factores involucrados en la patogénesis de la
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sepsis poseen ritmos en sus niveles y funciones, lo cual describiremos a

continuacion.

11.1.4 Interacciones inmune-circadianas durante el shock séptico

Hacia 1960, Halberg y colaboradores demostraron que existe una
resistencia diferencial al shock séptico a lo largo del dia, siendo que los ratones
estimulados con dosis altas de LPS al final del dia poseen una mayor tasa de
mortalidad que aquellos estimulados a mitad de la noche (Halberg 1960).
Posteriormente, Hrushesky y colaboradores realizaron un experimento anélogo
administrando TNF-a por via intravenosa, obteniendo similares resultados en la
distribucién de los porcentajes de mortalidad en distintos horarios (Hrushesky
1994). Mas tarde, estos hallazgos se han extendido a otros modelos de infeccién.
Por ejemplo, se observdé que animales infectados con Salmonella entérica
poseen una mayor capacidad de deshacerse de esta bacteria si la infeccidén
inicial se produjo durante la noche (Bellet 2013).

Adicionalmente, se ha observado una relacion entre el shock séptico y la
maquinaria molecular del reloj circadiano. Ratones que carecen del gen reloj
Per2 (PER2 KO) son més resistentes al shock séptico inducido por LPS,
mostrando menores niveles de IFN-y e IL-1B (Liu, J. 2006) y de
glucocorticosteroides en suero (Wang, J. 2015). De forma similar ratones que
carecen de la proteina reloj CLOCK presentan una mayor sobrevida luego de la
induccion de sepsis polimicrobiana causada por ligacion cecal y puncion.
Ademas, tanto en estos ultimos como en los PER2 KO se observo la pérdida de

la diferencia diaria en la tasa de mortalidad (Liu, J. 2006; Wang 2016). Ha sido

-170 -



sugerido que CLOCK, junto con Bmall estan involucrados, en la regulacién de
la enzima Star, la cual participa en el proceso de sintesis de glucocorticoides
(Wang, J. 2015).

En relacibn a pacientes, se ha observado que la inoculacion con
Salmonella abortus al final del dia, induce mayores niveles de cortisol en sangre,
comparada con la administracion al principio del dia (Pollmacher 1996). Por otra
parte, el ritmo de expresion de genes reloj y de secrecion de melatonina
(hormona fuertemente relacionada al sistema circadiano) se encuentran
alterados en los primeros estadios de la sepsis (Li 2014); en tanto que los niveles
de ésta ultima correlacionan con la mortalidad (Lorente 2015). En modelos
animales se demostré que la falta de receptores para melatonina genera una
mayor respuesta inflamatoria en ratones (Kleber 2014); mientras que la
administracion de melatonina exégena aumenta la sobrevida (Fink 2014).

Estas evidencias indicarian que el reloj circadiano y su control sobre
ciertas funciones que se encuentran alteradas durante el cuadro séptico,

podria tener un importante rol en la patogénesis de esta enfermedad.

11.1.4.1 Efectos de la desincronizacién circadiana en la respuesta septica
Existen numerosas evidencias en animales de que la desincronizacion
circadiana es capaz de alterar las funciones inmunes. La desincronizacion de los
ritmos circadianos mediantes distintos protocolos (como lesién de los NSQ o jet-
lag cronico) genera un incremento en la respuesta inflamatoria desencadenada
por la administracion de LPS (Castanon-Cervantes 2010; Adams 2013;

Guerrero-Vargas 2014). Adicionalmente, se ha demostrado que animales
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sometidos a luz constante (modelo de arritmia circadiana) tienen menores
probabilidades de sobrevivir a un shock séptico (Carlson & Chiu 2008).

En humanos, se ha observado un aumento en los niveles de distintas
moléculas inmunes, como la proteina C reactiva, y las citoquinas IL-1 e IL-6 en
personas deprivadas de suefio (Shearer 2001; Frey 2007). Estos datos son de
suma importancia, ya que las unidades de cuidados intensivos, donde se
encuentran internados generalmente los pacientes con shock séptico, poseen
luz constante. Esta condicidn es desincronizante y por lo tanto, puede traer mas
complicaciones al estado inflamatorio del paciente.

A pesar de las numerosas observaciones acerca de las diferencias
diarias en la respuesta a la sepsis y en los efectos del sistema circadiano
sobre esta patologia, aun se desconocen las causas que generan esta
respuesta diferencial. Resulta de gran interés estudiar en mayor
profundidad la interaccién entre el reloj circadiano y los factores
desencadenados durante la sepsis, con el fin de comprender y diferenciar
las respuestas que terminan en la mortalidad, de aquellas que son

compatibles con la sobrevida del paciente.
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1.2 MATERIALES Y

METODOLOGIA
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11.2.1 Animales y condiciones de alojamiento.

Se utilizaron los mismos animales y condiciones de alojamiento descriptas
en la seccion 1.2.1 del Capitulo 1. Para este modelo especificamente, los
animales fueron manipulados diariamente durante la semana previa a cada

experimento, para evitar una posible interferencia del estrés.

[1.2.1.1 Protocolo experimental de desincronizacion circadiana

Para generar desincronizacion circadiana en los animales se utilizé un
esquema luminico desarrollado previamente en el laboratorio, basado en un
protocolo de Jet Lag Crénico Experimental (JLC®?2; (Casiraghi 2012)). Dicho
protocolo consiste en adelantar 6 h el encendido y el apagado de las luces cada
dos dias, como se esquematiza en la Figura 11.2.1. De esta manera se logra
modificar las condiciones de sincronizacion de los animales sin alterar la cantidad

total de luz que reciben los animales.

LO JLC
]
I
]
3 I
.g [ I
5 | ]
o | | ]
a | | 1
IS
L]
; |
=] ]
| 0000000000000
[ | 0000000000 1
/] 6 12 18
Horas

Figura Il.2.1. Esquemas de iluminacion utilizados. Se pueden observar los esquemas
de luz utilizados para los experimentos correspondientes al capitulo 2. A la izquierda se
muestra el esquema LO, que consiste en 12h de luz y 12h de oscuridad (LO12:12). A la
derecha se observa el esquema de JLC®?, que consiste en adelantos de 6 horas en el
encendido y apagado de las luces, cada dos dias, partiendo de un ciclo LO12:12. Las
flechas rojas indican el momento de inyeccién de LPS a ZT11, mientras que las verdes a
ZT19. -175 -



11.2.2 Disefio experimental

En los experimentos realizados en condiciones de LO, los animales fueron
inyectados a ZT11 o 19 con una dosis de 20 mg/kg de LPS (Escherichia coli
serotipo 0111:B4 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) o VEH. En el caso de los
experimentos realizados en condiciones de JLC®?, la administracion de dosis
altas de LPS o VEH se realizé 3 semanas después del comienzo del protocolo
JLCSY2, La administracion a ZT11 se realiz6é durante el dia anterior a la noche de
6h, mientras que la administracion a ZT19 fue durante la noche de 12h previa al
mencionado dia. Dicha eleccion se realiz6 a fin de utilizar los momentos mas
similares al esquema de LO, y a que la noche de 6 h llega hasta ZT18. Se pueden
observar los momentos de inoculacion en los actogramas de la Figura 11.2.1,
donde las flechas rojas indican la inyeccion a ZT11, mientras que las verdes la
inyeccion a ZT19.

En todos los casos las muestras de suero y tejido se tomaron 2h después
de la estimulacion con LPS o VEH, con excepcién del experimento de andlisis
de la BHE y el de transplante de suero, que se desarrollan mas adelante. Para
la extraccion, se le administré a los animales una mezcla de isoflurano (USP,
Piramal Healthcare) con oxigeno (porcentaje de isoflurano: 5%, flujo de oxigeno:
400 ml/min), por via inhalatoria, utilizando un equipo de anestesia gaseoso

(Surgivet®).
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11.2.3 Reqistro de la temperatura corporal.

Para el andlisis de la temperatura corporal, se tomaron fotos individuales
utilizando la camara termografica FlirOne (Flir Systems) acoplada a un teléfono
celular Samsung S7. Esta camara provee de imagenes térmicas y permite leer
temperaturas de entre -20 y 120°C, con una resolucion de 0.1°C. Las fotografias
se tomaron 1 hora antes, al momento del estimulo, y luego cada 2 horas, durante
20 horas. Para la toma de la fotografia el animal fue extraido de la jaula y
colocado sobre un enrejado que se encontraba sobre una plataforma forrada con
tela negra. La camara se fijj0 a una altura constante durante todos los
experimentos. Las fotos fueron luego analizadas utilizando un algoritmo
especialmente disefiado en Matlab, para el célculo automatico del méaximo,
minimo, promedio y localizacion del maximo de temperatura del animal en cada
foto. Los analisis de las curvas de temperatura se realizaron utilizando el maximo
de temperatura calculado para cada foto, el cual se observé que se encontraba

siempre en la cabeza del animal.

I1.2.4 Recoleccién y procesamiento de muestras

[1.2.4.1 Recoleccion de suero.

Cuando se comprob6 que los animales perdieron los reflejos motores a
causa de la anestesia (ver seccion 11.2.2), fueron colocados con la regién
abdominal hacia arriba, se rociaron con etanol al 70% y se les extrajo sangre por
puncion cardiaca insertando una jeringa con una aguja 25G a 45° en el ventriculo

izquierdo del animal. A continuacion, la sangre se centrifug6 durante 10 minutos
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a 6000 g, y se recupero el suero, el cual fue almacenado inmediatamente a -

80°C.

[1.2.4.2 Extraccion de proteinas de tejido.

Los animales fueron anestesiados (ver seccion 11.2.2) y luego sacrificados
por dislocacion cervical. Se extrajo el higado y el bazo de cada animal, los cuales
fueron colocados en PBS con un coctel de inhibidores de proteasas (P8340-
Sigma Aldrich) en una concentracion 1/100. Luego, se homogenizo6 la muestra
utilizando un véastago y se coloc6 15 minutos en hielo. A continuacion se
centrifugd durante 15 minutos a 12000 r.p.m., se separé el sobrenadante y se

guardé a -80°C.

11.2.4.3 Extraccion de ARN de tejido y Retrotranscripcion

Se siguio el protocolo especificado en la seccion 1.2.5.1 del Capitulo 1,
con la diferencia que el tejido de higado se recolectdé en 300 pl solucién Trizol®
(Life Technologies), en condiciones libres de RNAsas; mientras que el tejido de
APO se coloco en 100 pl de dicha solucién. El tejido de APO se extrajo bajo la
lupa teniendo en cuenta las coordenadas del atlas de cerebro de ratén Paxinos,
2001. El protocolo para la cuantificacion del ARN y la sintesis del ADNc es
también el desarrollado en la seccion 1.2.5.1. EI ADNc se sintetiz0 en ambos

casos a partir de 1000 ng de ARN total.
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11.2.5 Transferencia de suero

Se inocularon animales con 20 mg/kg de LPS a ZT11 0 ZT19, y dos horas
después (ZT13 o ZT21, respectivamente) se les extrajo la sangre para la
obtencion del suero, como se explica en la seccion 11.2.4.1. El suero se paso por
un filtro de 0.45 um. A continuacion dicho suero se inyecto por via intraperitoneal
en animales naive a ZT13. Cada animal recibi6 el suero correspondiente a dos

animales.

I1.2.6 Cuantificacion de los niveles de TNF-a por ELISA.

Para cuantificar los niveles de TNF-a en suero (en el caso de las muestras
tomadas en protocolo de JLC®?), higado y bazo se utilizé el Mouse TNF
(Mono/Mono) ELISA Set (BD OptEIA, BD Bioscience). Las muestras de suero se
diluyeron 1/2, los extractos proteicos de higado 1/20 y los de bazo 1/10, en buffer
de dilucién. Para la preparacion del buffer de dilucién se utilizd Suero Fetal
Bovino Biotecnolégico (Internegocios). Se siguieron las indicaciones del
fabricante, con la excepcion de que las muestras se incubaron overnight. Luego,
del revelado se midié la absorbancia de la placa en el equipo Cytation 5 Imaging

Reader (BioTek Instruments).

I1.2.7 Cuantificacion de citoguinas por Citometria de Flujo.

Para realizar la medicion de las citoquinas TNF-a, IL-6, IL-12p70, IFN-y,

IL-10, y la quemoquina CCL-2 de las muestras de suero recolectadas se utilizd
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un Kit comercial para medicion de citoquinas de raton (Citometric Bead Array
Mouse Inflamation Kit- Becton, Dickinson and Company). Se siguié el mismo
protocolo que se informa en la seccién 1.2.4.2 del Capitulo 1, al igual que para el

analisis de los datos obtenidos mediante este protocolo.

11.2.8 Cuantificacion de los niveles de corticosterona en suero.

Los niveles de corticosterona en suero se midieron en el Servicio
Tecnolégico de Alto Nivel de Medicion de Cosrticosterona, que funciona en el
Laboratorio de Endocrinologia Molecular de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Buenos Aires. Para ello se utlizé la técnica de
Radioinmunoensayo (RIA). Las muestras correspondientes a los animales
inoculados con vehiculo se diluyeron 1/10, mientras que las de los animales
inyectados con LPS, 1/25. Luego, se procedidé con dos extracciones sucesivas
con Diclorometano y a continuacion se analizaron. Se utilizé una curva estandar

con un rango de entre 31 a 1000 ug/100 ul.

11.2.9 Cuantificacion de los niveles del endocanabinoide 2-AG en suero.

Se colocaron 500 ul del suero de cada raton en un vial de vidrio, junto con
60 pmoles del estandar del endocanabinoide 2-AGd5 (Cat. 362162, Cayman
Chemicals). La masa a utilizar del estandar se obtuvo realizando una curva y
calculando los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ). Se agrego6 2
ml de Acetato de Etilo (calidad HPLC) y se mezcl6 durante un minuto utilizando

un vortex. A continuacién se centrifugé a 1400g por 10 min. Se obtuvieron 2
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fases: una acuosa y una organica. Esta ultima se pas6 a un tubo de vidrio limpio
y se seco utilizando N2 gaseoso. Estas muestras fueron enviadas al Servicio de
Espectometria de Masas de Inmet (Ingenieria Metabdlica SA), en el predio CCT
de Rosario, Santa Fé. Alli se resuspendieron en una solucion 1:1 de agua:

metanol, y se inyectaron en un equipo LC-MS/MS.

11.2.10 Cuantificacién de los niveles de LPS en suero.

Las muestras de suero fueron incubadas a 70°C durante 10 minutos en
un bafio seco. A continuacion se realiz6 un dilucién 1/100000 y se continud con
las indicaciones del fabricante. Se utilizé el ensayo Limulus Amebocyte Lysate
Endochrome (Charles River), para el cual se utilizaron tips, tubos y placas libres
de endotoxinas. Se colocaron 50 ul de la muestra o estandar diluido en una placa
de 96 wells y se incubd en una estufa a 37°C durante 5 minutos. A continuacién
se agregd 50ul de la solucion conteniendo el lisado de amebocitos de Limulus, y
se incubd 5 minutos a 37°C. Por ultimo, se agregaron 100 ul de la solucion de
sustrato en buffer Tris y se incubé a 37°C durante 5 minutos. La reaccion se frené
con el agregado de 100 ul de una solucion de acido acético al 20%. Se leyo la
absorbancia de la placa a 405 nm en un espectrofotometro. Para el andlisis, a
los valores de la curva estandar se les aplicé una regresion de asociacion

exponencial de una fase, calculada mediante el software Graphpad 7.0.
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I1.2.11 Cuantificacion de los niveles de expresion de TNF-a y TNFR1 en

tejido.

PCR en Tiempo Real

Con las muestras de ADNc provenientes del tejido de higado y APO, se
realizé una Real-Time PCR utilizando el equipo SmartCycler Il Thermal Cycler
Automated Real-Time PCR System (Cepheid) y la mezcla de reaccion Master
Mix gPCR (Productos BioL6gicos, Argentina). Para la hormalizacion se utilizé el
gen HPRT. Los oligonucledtidos utilizados fueron: TNFR1-F 5-ACC AAG TGC
CAC AAA GGA AC-3’, TNFR1-R 5’-ATT CTG GGA AGC CGT AAA GG-3’, TNF-
F 5-GAC AGT GAC CTG GAC TGT GG-3’, TNF-R 5-GAG ACA GAG GCA ACC
TGA CC-3’, HPRT-F - TGT TGG ATA CAG GCC AGA C-3’, HPRT-R 5 TGG
CAA CAT CAA CAG GAC TC-3'. Para el analisis de la expresion relativa se utilizé

el método del 2-25Ct,

11.2.12 Andlisis de los niveles de la proteina cFos por inmunomarcacion en

hipotalamo.

[1.2.12.1 Perfusiones
Se utilizé el mismo protocolo detallado en la seccion 1.2.6.1 del Capitulo

1, pero los animales fueron anestesiados con Isofluorano gaseoso.

[1.2.12.2 Inmunohistoquimica para cFos
Se obtuvieron cortes coronales de 30 pum de los cerebros perfundidos y
preservados a -80°C, utilizando un criostato por congelacion. Estos cortes fueron

lavados 2 veces por 10 minutos con PBS 0,01 My 3 veces por 15 min con PBST,
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antes de incubarlos por 1 hora con la solucién de blogueo (leche descremada al
10% en PBST). Finalizado el bloqueo, los cortes se lavaron 3 veces con PBST
por 10 min e incubaron con el anticuerpo primario anti-cFos (hecho en conejo —
Millipore), en una concentracion de 1:1000 en PBST, por 24 hs a 4°C.
Posteriormente se lavaron 4 veces por 10 min con PBST e incubaron con un
anticuerpo secundario universal biotinilado en una concentracion de 1:200 en
PBST (Kit ABC elite, Vector Labs), durante 90 minutos. Luego se lavaron con
PBST, transfirieron a PBS e incubaron con la solucion de bloqueo de la
peroxidasa endégena (H202 3% en PBS). A continuacion se realizaron lavados
con PBS y se incubd con al complejo avidina/biotina-peroxidasa (Kit ABC elite,
Vector Labs) en PBS durante 1 hora. Para visualizar la inmunoreactividad, por
reaccion de la enzima peroxidasa se utilizd6 diaminobenzidina como agente
oxidante, utilizando VIP (sustrato de la peroxidasa, Vector Labs) en PBS. Luego,
los cortes fueron montados en vidrios cargados positivamente, secados y
deshidratados por incubacion durante 30 segundos en soluciones de alcoholes
de concentracion creciente (Etanol 70%, 96% y 100%) y en sustituto de xileno
durante 1 minuto. El cubreobjetos se colocé con medio de montaje sintético

(Balsamo de Canada - Biopack).

[1.2.12.3 Cuantificacion de células positivas

Se obtuvieron fotografias de los cortes de cerebro tratados por
inmunohistoquimica utilizando un microscopio acoplado a una camara
fotografica. Se eligieron aproximadamente 5 fotografias de cortes de la zona de
los correspondientes nucleos hipotalamicos de cada cerebro y se analizaron

manualmente utilizando el programa ImageJ (NIH).
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11.2.13 Estudio de la integridad de la BHE

Doce horas después del estimulo con LPS (20 mg/kg) o VEH, se les
administré una dosis de 4 ml/kg de Azul de Evans (Biopack) al 2% en solucién
fisiolégica por via intravenosa a través de la vena lateral de la cola. Una hora y
media después de la inyeccion del colorante los animales se perfundieron (como
se explicé anteriormente en la seccion 1.2.6.1 del Capitulo 1), y se extrajeron los
cerebros; los cuales se post-fijaron y deshidrataron. Se congelaron a -80°C para
su posterior utilizacion.

A continuacion se realizaron cortes coronales de 30 um utilizando un
cridéstato por congelacion. Los cortes obtenidos se analizaron bajo un
microscopio de fluorescencia (Olympus BX41), se excitaron con el laser de
530nm y se tomaron fotografias de fluorescencia.

Las imagenes fueron analizadas con el software ImageJ, tomando los
valores correspondientes a la media de intensidad de rojo en cada imagen

(Rakos 2007; Liu 2015).

11.2.14 Andlisis de poblaciones celulares en exudado peritoneal y bazo por

Citometria de Flujo

[1.2.14.1 Recoleccion de exudado peritoneal

Se empapod la piel del ratdon con etanol 70%, se levant6é delicadamente con
pinzay, se realizé un pequefio corte de unos 5 mm, mediante el cual se despeg6
y cortdé la piel hasta exponer completamente la membrana peritoneal. Se
inyectaron 3 ml de medio DMEM frio sobre la linea media de la cavidad peritoneal

(separando dicha membrana de los érganos de modo de no pincharlos) y se lo
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hizo circular por agitacion (golpeando suavemente en ambos flancos del animal).
Se aspir6 el fluido peritoneal, insertando la aguja en el flaco izquierdo del ratén,

y se transfirié a un tubo estéril que se colocé inmediatamente en hielo.

[1.2.14.2 Extraccion de esplenocitos

Posteriormente se extrajo el bazo y se lo colocé en medio de cultivo DMEM
en hielo. Se disgregd por ruptura mecéanica con tijera y se incubé con Colagenasa
IV 1 mg/ml (Gibco) durante 20 minutos a 37 °C en agitacion. Luego, se colocaron
los tubos en frio y se inactivé la colagenasa con 15% SFB. Se volvid a disgregar
el tejido utilizando puntas de micropipeta y se paso la suspension por un filtro de
70 pl. Una vez obtenidas las células en suspension, se agregaron 9 partes de
solucién de lisis de glébulos rojos ACK (150 mM NH4Cl — 10 mM KHCOs — 0.1
mM NazEDTA) y se incub6 7 min a temperatura ambiente. Se centrifugd a 2000
rpm durante 10 min a 4 °C y se descarto el sobrenadante. Se resuspendieron las
células y se repitio el proceso con la solucién ACK, se centrifugd, descarto el

sobrenadante y se resuspendio el pellet en 300 pul de PBS con 3% de SFB.

[1.2.14.3 Inmunomarcacioén de las células y citometria de flujo.

Se contd el nimero de células obtenidas de exudado peritoneal y bazo
utilizando una Camara de Neubauer. A continuacion se realizaron alicuotas de
1x1068 células, que se incubaron durante 40 min a temperatura ambiente con los
anticuerpos de superficie correspondiente: anti-F4/80-PerCP (Biolegend,
catalogo 123127), anti-CD11b-PE (Biolegend, catalogo 557396), anti-CD86-APC
(Biolegend, catalogo 105011), y anti-CD206-PE (Biolegend catalogo 141705) o

los controles de isotipo correspondientes. A continuacion se agregd PBS-3%
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SFB y centrifugd a 2000 rpm a 4°C durante 7 minutos. Se descarté el
sobrenadante y se las fij6 con PBS-Paraformaldehido 1% para su posterior
analisis en el citdmetro de flujo. Las muestras se mantuvieron a 4°C protegidas
de la luz hasta el momento de lectura.

La lectura se realiz6 utilizando el Citmetro de Flujo BD FACSCalibur™
(Becton, Dickinson and Company). Se registraron los pardmetros
correspondientes al tamafio (Fordward Scater, FSC) y complejidad de
membrana (Side Scater, SSC), como asi también las intensidades de
fluorescencia de los fluoréforos conjugados a cada anticuerpo utilizado. Los
datos fueron analizados con el programa FlowJo version 7.6. Se evalué el
porcentaje de células en las regiones estudiadas y la intensidad media de

fluorescencia (IMF) correspondiente a los anticuerpos de interés.

11.2.15 Estadistica

Se emplearon las mismas pruebas estadisticas que se detallan en la

seccion 1.2.7 del Capitulo 1.
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1.3 RESULTADOS
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11.3.1 Respuesta diferencial al shock endotéxico inducido a distintos

horarios

[1.3.1.1 Diferencia diaria en la tasa de mortalidad

Como se mencioné previamente, la tasa de mortalidad causada por altas
dosis de LPS en ratones es mayor cuando la endotoxina es administrada al final
del dia (ZT11) en comparacién a cuando se administra a mitad de la noche
(ZT19; ver seccidn I1.1.4; (Halberg 1960)).

Por lo tanto, en un principio se decidié corroborar que dicha diferencia se
observara en nuestro modelo de shock séptico causado por la inoculacion de 20
mg/kg de LPS en ratones a ZT11 o ZT19. Como se observa en la Figura 11.3.1,
la mortalidad causada por la inyeccion ip de LPS a ZT11 (77,66%) es
significativamente mayor que a ZT19 (18,18%; p=0.0085), demostrando que
nuestro modelo es adecuado para estudiar con mayor profundidad las
diferencias diarias observadas. Ademas, la mediana de sobrevida (tiempo que
tardan en morirse el 50% de los animales) para el grupo inoculado a ZT11 es de

52.5hs.

Figura 11.3.1. Curvas

Porcentaje de sobrevida

sobrevida de animales
tratados con LPS a ZT11 o
ZT19. Los ratones fueron
inyectados ip con LPS (20 mg/kg)
a ZT11 (linea continua) o ZT19
(linea punteada), y monitoreados
durante 3 dias para estudiar el
porcentaje de sobrevida. Log-
104 Mediana sobrevida ZT11: 52.5 rank (Mantel Cox) test: p=0.0085
e ——— (n=12 por grupo). Se informa la
0 20 40 60 80 100120140160 180 20 mediana de sobrevida para el

Horas post-LPS grupo que posee un porcentaje

de mortalidad mayor al 50%.
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[1.3.1.2 Respuesta térmica diferencial inducida por LPS

Una de las caracteristicas del shock séptico es la induccion de una
profunda hipotermia en los pacientes, lo cual se correlaciona con un peor
prondstico (Remick & Xioa 2006; Stewart 2010). Esta hipotermia también se
observa en modelos animales (Fonseca 2016). Por lo tanto, se decidié analizar
si existe una respuesta termoregulatoria diferencial al inyectar dosis altas de LPS
a diferentes horarios. Para esto se utilizé una camara térmica (FlirOne®), capaz
de acoplarse a un SmartPhone. Debe destacarse que esta metodologia no
invasiva resulta un hallazgo original de este trabajo de tesis.

Por lo tanto, previamente, dado que este dispositivo no se encontraba
validado para este tipo de estudios, se realiz6 un andlisis del ritmo de
temperatura corporal en estos animales. Ya ha sido reportado, hace muchos
afos, que en condiciones de LO existe un ritmo en la temperatura corporal de
mamiferos, y que en especies nocturnas este ritmo posee su maximo durante la
noche (fase de actividad; (Benstaali 2001)). En los roedores utilizados para
nuestro estudio, observamos también este ritmo en la temperatura corporal, con
un maximo nocturno, como se observa en la Figura 11.3.2 A (ANOVA p<0.0001).

Asimismo realizamos un analisis de cosinor, que resulté significativo
(p=0.003; Figura 11.3.2 B). Este andlisis se realiza a fin de verificar que los datos
se ajusten a una funcién coseno con un periodo de 24 horas, y se utiliza para
obtener los parametros de amplitud, mesor y acrofase (maximo de la sefial) de
dicho ritmo. En este caso la acrofase del ritmo de temperatura es a ZT 18.94
(Intervalo de Confianza — IC = 15.99-22.06), el mesor es de 35.30°C, y la
amplitud, 1.62°C (IC = 0.42-2.81). Utilizando estos parametros se grafico el

ajuste rojo que se observa en la Figura 11.3.2 A. Graficamente el cosinor se
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representa mediante un diagrama circular, que representa las 24h del dia (Figura
[1.3.2 B), donde se puede ver la acrofase de la funcion cosenoidal y la amplitud
del ajuste, que es la amplitud del vector resultante. De esta manera los intervalos
de confianza de la amplitud y la acrofase forman una elipse alrededor del final
del vector. Cuando el ajuste cosenoidal es significativo, esta elipse no incluye el

punto medio del gréfico.

Ritmo de temperatura LO 12:12

40+

384

36

34-

Temperatura

324

30 T T L] 1 1 T T 1
8 12 16 20 24/0 4 8 12 16 B N R B
T

Figura I1.3.2. Ritmo de temperatura corporal en ratones en condiciones de LO
12:12. Se tomaron fotografias de cada animal cada 4hs durante 28hs, utilizando la
camara térmica FlirOne®. A) Ritmo de temperatura, B) Test de Cosinor (p=0.003,
Mesor=35.30°C, Acrofase=18.94h - 1C=22.06-15.99h, Amplitud=1.62°C — 1C=0.42-
2.81). ANOVA de una via: p<0.0001. El fondo gris sefala las horas de oscuridad,
mientras que el fondo blanco las horas de luz. La curva roja en A representa el ajuste
cosenoidal. (n=5 por punto horario).

Dado que los resultados obtenidos del ritmo de temperatura corporal
fueron los esperados, se continud con el estudio de la respuesta termoregulatoria
en animales inoculados con dosis altas de LPS a ZT11 o ZT19. Para ello los
ratones fueron inoculados con 20 mg/kg de LPS o VEH y se tomaron imagenes
termograficas 1h antes del estimulo; y luego del mismo cada 1h durante 36h
(solamente en este caso se utilizo este protocolo de toma de imagenes). En la

Figura 11.3.3 A, se muestran las curvas de temperatura corporal en funcion del
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ZT,y se observa que aquellos animales que recibieron LPS a ZT11 desarrollaron
una hipotermia mas profunda comparada con aquellos que fueron inoculados a
ZT19 (p<0.0001, para todos los factores). Este resultado también puede
observarse al graficar el area bajo la curva de temperatura, donde los animales
estimulados a ZT11 presentan valores menores en comparacion con aquellos
inoculados a ZT19 (Figura 11.3.3 B; Factor tratamiento y horario p<0.001, factor
interaccion p=0.0348). El area bajo la curva fue calculada a partir de las curvas
individuales, utilizando las 20h posteriores a la inoculacion correspondiente.
Adicionalmente, se analiz6 la temperatura minima a la que lleg6 cada curva, y
se observd que aquellos animales inoculados a ZT11 presentaron una
temperatura minima menor a la del resto de los grupos (Figura 11.3.3 C; Factor
tratamiento p<0.0001, factor horario p=0.0002, factor interaccion p=0.0067).
Tanto para ZT11 como para 19, los animales estimulados llegan a la temperatura
minima entre las 10 y 12h después del estimulo. La Figura 11.3.3 D muestra
imagenes térmicas representativas obtenidas con la camara FlirOne®. A la
derecha de cada imagen se observa la escala de colores correspondiente a las
distintas temperaturas de cada punto de la fotografia.

Entonces, las dosis altas de LPS administradas a ZT11 no solo inducen
una mayor mortalidad, sino que también una mayor hipotermia en los animales

estimulados.
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Figura 11.3.3 Respuesta térmica de animales tratados con LPS o VEH a ZT11 o ZT19. Los
ratones fueron inyectados con LPS (20 mg/kg) o VEH a ZT 11 o ZT19 y se les tomaron
fotografias termogréaficas durante 24h, cada 1h, utilizando la camara térmica FlirOne® para
analizar variaciones en la temperatura. A) Curvas de temperatura en funcién del tiempo (ZT),
B) Media + EEM del &area bajo la curva calculada desde en momento de la inoculacion hasta
las 20 h posteriores en cada una de las curvas individuales, C) Media + EEM temperatura
minima alcanzada por cada animal; D) Imagenes térmicas representativas. A) ANOVA de dos
vias medidas repetidas (utilizando los datos a partir de ZT19): todos los factores p<0.0001.
ANOVA de dos vias: B) Factor tratamiento y horario p<0.001, factor interaccion p=0.0348;
seguido por Test de Bonferroni: ****p<0.001 LPS ZT11 vs todos los grupos, **p<0.0020 LPS
ZT19vs VEH ZT19, *p=0.0215 VEH ZT11 vs VEH ZT19; C) Factor tratamiento p<0.0001, factor
horario p=0.0002, factor interaccion p=0.0067, seguido por Test de Bonferroni ****p<0.0001
LPS ZT11 vs VEH ZT11/19, **p=0.0004 LPS ZT11 vs LPS ZT19, **p=0.0003 LPS ZT19 vs
VEH ZT19, *p=0.0023 LPS ZT19 vs VEH ZT11 (n=4 por grupo).
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[1.3.1.3 Disminucion del peso corporal a causa del shock séptico

Ademads, de la alteracion en la temperatura otra de las caracteristicas del
comportamiento de enfermedad desarrollado durante la sepsis es la pérdida del
apetito o anorexia (Granger 2013). Existe una gran cantidad de evidencia que
sugiere que las citoquinas inflamatorias inducidas por el LPS actdan a nivel
central induciendo anorexia, y consecuente pérdida de peso (Socher 1988;
Becskei 2008; Yue 2015). Por lo tanto, se decidié analizar si la pérdida de peso
a causa del shock séptico era diferente de acuerdo al horario de administracién
del LPS. Para ellos se registré el peso inmediatamente antes y 24h después de
la inoculacion con LPS (20 mg/kg) a ambos horarios. Como se muestra en la
Figura 11.3.4, los animales inoculados con dosis altas de LPS a ZT11 tuvieron un
mayor descenso en el peso corporal en comparaciéon con aquellos inoculados a

ZT19 (p=0.0248).

Cambiode peso.24h post LPS Figura 11.3.4. Cambio del peso

corporal en animales tratados
con LPS a ZT11 o ZT19. Se
registro el peso corporal de ratones
C57BL6/J WT antes y 24 horas
después de la inyeccion ip con LPS
(20 mg/kg) a ZT11 o ZT19. Se
| muestra el porcentaje  de
disminucion del peso corporal en

funcion del peso inicial. Test de t

I I no pareado p=0.0248. (n=10 por

grupo).

-5

-10-

% del peso inicial

ZT1 ZT19

En resumen, los resultados de esta seccidon muestran que la diferencia
diaria en la mortalidad inducida por dosis altas de LPS se ve acompafada por

una respuesta hipotérmica y una disminucion de peso diferencial de acuerdo al
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horario en el cual se inyecta el LPS; siendo ambos mayores en los animales
estimulados a ZT11. Tanto la hipotermia como la anorexia son comportamientos
modulados por el SNC, cuya respuesta al shock endotdxico se estudia a

continuacion.

11.3.2 Respuesta diferencial en el SNC a las dosis altas de LPS

administradas a distintos horarios

[1.3.2.1 Activaciobn de los nuacleos predptico, paraventricular vy
supraquiasmaético durante el shock endotoxico

Como ya mencionamos, el nlicleo o area predptica (APO) hipotaldmica es
una de las principales regiones cerebrales implicadas en la termorregulacion
(Boulant 1998; Morrison 2016), aunque otras regiones hipotalamicas, como los
NPV y los NSQ, también participan en esta respuesta (Lu 2001; Wanner 2013;
Guzman-Ruiz 2015). Ademas, como se mostro tanto en el Capitulo | de esta tesis
como en otros trabajos, los NPV y NSQ se activan en respuesta a estimulos
inmunes (Belevych 2010; Paladino 2010). Dados estos indicios, y nuestro
resultado que indica la induccion de una hipotermia diferencial, se decidio
estudiar la activacion neuronal en APO, NPV y NSQ a través del marcador de
activacion neuronal inmediatamente temprano cFos.

La administracion de LPS a ZT11 indujo un incremento de la activacion
neuronal en APO (Figura 11.3.5 A; ANOVA Factor interaccién p=0.0077) y en
ambas regiones de los NSQ (Figura 11.3.5 B y C; Core: ANOVA: Factor horario
p=0.0178, factor tratamiento p=0.0046, Shell: ANOVA: Factor tratamiento
p=0.0004). Por el contrario, a ZT19 no se observa un incremento significativo en

el numero de células positivas. Adicionalmente, en NPV, la activacién fue
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significativamente mayor luego del tratamiento a ambos horarios, aunque a ZT11
este incremento es aun mayor que a ZT19 (Figura 11.3.5 D; ANOVA: Factor
tratamiento p<0.0001 Factor horario p=0.0049). En la Figura I.3.5 E, Fy G, se

muestran imégenes representativas de dichas inmunohistoquimicas.
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Figura 11.3.5. Ver leyenda en la proxima pagina
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Figura 11.3.5. Expresion de cFos en el area predptica, nucleo paraventricular y nucleo
supraquiasmatico del hipotdlamo de ratones inoculados con LPS a ZT11 o ZT19. Los
ratones fueron inyectados ip con LPS (20 mg/kg), o VEH a ZT 11 0 ZT19y 2 horas después
se tomaron las muestras. Media + EEM del nimero de células positivas para cFos en A)
APO, B) Core y C) Shell de NSQ, y D) NPV. E-F-G) Imagenes representativas de la
inmunohistoquimica. Todas las regiones se encuentran delimitadas en las imagenes por las
formas de linea punteada. 3V: tercer ventriculo. QO: quiasma éptico. ANOVA de dos vias:
A) Factor tratamiento p<0.0001, factor horario p=0.0116, factor interaccién p=0.0077; B)
Factor horario p=0.0178, factor tratamiento p=0.0046; C) Factor tratamiento p=0.0004 y D)
Factor tratamiento p<0.0001, factor horario p=0.0049. En todos los casos seguido de Test
de Bonferroni: A) p<0.001 LPS ZT11 vs VEH ZT11, p=0.0003 LPS ZT11 vs LPS ZT19,
p=0.0001 LPS ZT11 vs VEH ZT19; B) p=0.0280 LPS ZT11 vs VEH ZT11, p=0.0424 LPS
ZT11 vs LPS ZT19, p=0.0066 LPS ZT11 vs VEH ZT19; C) p=0.0036 LPS ZT11 vs VEH
ZT11, p=0.0078 LPS ZT11 vs VEH ZT19; y D) p<0.0001 LPS ZT11 vs VEH ZT11, p=0.0015
LPS ZT11 vs LPS ZT19, p=0.0002 LPS ZT19 vs VEH ZT19. (n=10 para ambos grupos de
LPS, n=7 para VEH ZT11 y n=4 para VEH ZT19).

11.3.2.2 Niveles de expresiéon de Tnf-a y Tnfrl en APO en respuesta al shock
endotoéxico

La activacion neuronal observada por el incremento en la expresion de
cFos, es una evidencia de que la sefial de activacion inmune periférica en
respuesta a la inoculacion de LPS, llega al hipotalamo cerebral. Entonces, se
estudio si este estimulo inmune es capaz de inducir la expresion de ARNm de
Tnf-ay su receptor Tnfrl en APO, dado que como ya dijimos es la principal region
encargada de la termoregulacion.

Observamos que la expresion de la citoquina se induce en respuesta al
shock endotoxico, independientemente del horario en el que se administra el LPS
(Figura 11.3.6 A, p<0.0001); al igual que la expresion de Tnfrl (Figura 11.3.6 A,
p<0.0143). Esto indicaria que la diferencia en la activacién neuronal hipotalamica

no se debe a la expresion de estas moléculas en APO.
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Figura 11.3.6. Niveles de ARNm de Tnf-a y Tnfrl en APO de animales inoculados con
LPS o VEH a ZT11 o ZT19. Los ratones fueron inyectados ip con LPS (20 mg/kg), o VEH a
ZT11 0 ZT19, y 2h después se recolecto el tejido de APO para su posterior analisis por PCR
en Tiempo Real. Media £+ EEM de los niveles de ARNm de A) Tnf-a y B) Tnfrl en APO.
ANOVA de dos vias: A) Factor tratamiento p<0.0001, B) Factor tratamiento p=0.0143;
seguido por Test de Bonferroni: A) p=0.0001 para LPS ZT11 vs VEH ZT11, y p<0.0001 para
LPS ZT19 vs VEH ZT19; B) p=0.0255 para LPS ZT19 vs VEH ZT11. n=6 para todos los

arupos. excepto LPS ZT19: n=5.

[1.3.2.3 Integridad de la barrera hematoencefélica luego de la induccién del
shock séptico

Como no observamos que Tnf-a ni su receptor (nuestros principales
candidatos como mediadores de la comunicacion entre el hipotdlamo y la
periferia) se expresaran diferencialmente en APO, hipotetizamos que quizas las
citoquinas podrian atravesar la BHE e ingresar directamente al cerebro. Existe
evidencia de que la administracion de dosis altas de LPS puede provocar la
ruptura de la BHE (Yeh 2015). Por lo tanto, se estudi6 si la administracién de
LPS en nuestro modelo provocaba la ruptura de la BHE, y si esto sucedia de
manera diferencial de acuerdo al horario del estimulo. Entonces, la rotura de la
BHE facilitaria la llegada de las moléculas inmunes al SNC.

Al estudiar los niveles de fluorescencia en el hipotdlamo anterior, region

donde se encuentra el APO, se observo que estos aumentaron con el tratamiento
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Media de fluorescencia

con LPS a ambos horarios (Figura 11.3.7; p=0.0374). Esto indica que la BHE en
estos animales se encuentra alterada, aunque no se observaron diferencias de

acuerdo al horario del estimulo.
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Figura ll.3.7. Integridad de la BHE en animales inoculados con LPS o VEH a ZT11 0o
ZT19. Los ratones fueron inyectados ip con LPS (20mg/kg), o VEH a ZT11 o ZT19, 12
horas después se les inyectd azul de evans por via intravenosa y 1 hora y media mas
tarde se los perfundi6 y extrajo el cerebro, para su posterior analisis. A) Media + EEM de
los niveles de fluorescencia presentes en el tejido excitado a 530-50nm. B) Imagenes
representativas de los cortes de hipotalamo anterior. Prueba de Kruskal Wallis p=0.0374,
seguido de Test de Bonferroni: p<0.05 para LPS ZT19 vs VEH ZT11 (n=4 para ambos
grupos LPS, n=3 para VEH ZT11 y n=1 para VEH ZT19).

De estos Ultimos experimentos entonces podemos remarcar que la
administracion de LPS a ZT11 induce la activacion diferencial (en términos
horarios) del APO, NSQ y NPV hipotaldmicos, lo cual correlaciona con el horario
en el que se induce mayor hipotermia. Sin embargo, esta activacion diferencial
no correlaciona con una expresion diferencial de Tnf-a o su receptor Tnfrl en
APO, ni con la ruptura diferencial de la BHE (en los tiempos estudiados); ya que

ambas cosas suceden en respuesta al estimulo inmune en ambos horarios.
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11.3.3 Diferencias en la composicion sérica de animales inoculados a

distintos horarios

[1.3.3.1 Respuesta termoregulatoria luego de la inoculacién con suero
proveniente de animales tratados con LPS a ambos horarios

Como se explica anteriormente, uno de los objetivos principales de este
proyecto es caracterizar en mayor profundidad la respuesta horaria diferencial a
las dosis altas de LPS y analizar si existe una molécula o grupo de moléculas
responsables de desencadenar esta respuesta. Por lo tanto, se decidié analizar
si el o los efectores se encuentran presentes en el suero de los animales con
shock endotoéxico. Para ello se inocularon animales con 20 mg/kg de LPS a ZT11
0 ZT19, y dos horas después (ZT13 o ZT21, respectivamente) se les extrajo la
sangre para la obtencion del suero. A continuacion dicho suero se inyectd por
via intraperitoneal en animales naive a ZT13. La eleccion de este horario (ZT13)
se debid a que corresponde al horario en el cual se extrajo el suero de aquellos
animales que se estimulan a ZT11, horario donde se observa el porcentaje mas
alto de mortalidad. Luego, se monitorearon los cambios en la temperatura
corporal de los animales a los cuales se les administré el suero tomando
fotografias con la cAmara térmica FlirOne®.

Como se observa en las curvas de temperatura de la Figura 11.3.8 A,
aguellos animales que recibieron el suero proveniente de los ratones tratados
con LPS a ZT11 desarrollaron una hipotermia mas profunda que aquellos que
recibieron el suero de animales inoculados a ZT19 (ANOVA factor tratamiento
p=0.0001), lo cual se confirma al calcular el area bajo cada curva (Figura 11.3.8
B; p<0.0001). Nuevamente, los animales inoculados con el suero de ratones

estimulados con LPS a ZT11 alcanzaron una temperatura minima inferior a los
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animales inoculados con el suero de animales estimulados a ZT19 (Figura 11.3.8

C; p=0.0325).
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Figura 11.3.8. Curvas de temperatura de animales tratados a ZT13 con el suero de animales
inyectados con LPS o VEH a ZT11 o LPS a ZT19. Los ratones fueron inyectados ip con LPS
(20 mg/kg) a ZT11 0 ZT19 o VEH a ZT11. Dos horas después se extrajo la sangre para obtener
el suero, el cual se inyect6 en otro grupo de animales a ZT13. Se tomaron imagenes térmicas
durante 30 horas utilizando la camara FlirOne®. A) Curvas de temperatura, B) Media £+ EEM del
area bajo cada una de las curvas individuales, y C) Media + EEM de la temperatura minima
alcanzada por cada animal. A) ANOVA de dos vias medidas repetidas: factor tiempo e interaccién
p<0.0001, factor tratamiento p=0.0001. ANOVA de una via: B) p<0.0001 y, C) p=0.0325; seguido
por Test de Bonferroni: B) p<0.001 para LPS ZT11 vs VEH ZT11, p=0.0086 para LPS ZT11 vs
LPS ZT19 y p=0.0023 para LPS ZT19 vs VEH ZT11; C) p=0.0467 para LPS ZT11 vs VEH ZT11
(n=6 por grupo).
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[1.3.3.2 Niveles de LPS en el suero de los animales estimulados

Luego de observar que el suero de los animales inoculados con dosis altas
de LPS tuvo un efecto horario diferencial sobre la temperatura corporal de los
animales naive, se decidi6 comenzar a caracterizar su composicion. En un
principio se midieron los niveles de LPS en suero, para conocer si esta molécula
era capaz de llegar a la sangre luego de ser administrada por via ip en la dosis
utilizada (20 mg/kg). Para ello se utilizd un ensayo de lisado de cangrejo
herradura del Atlantico (Limulus polyphemus), comunmente utilizado para la
deteccion de endotoxinas (Su & Ding 2015). Como se puede ver en la Figura
11.3.9, se detectaron niveles de endotoxina en el suero extraido 2 horas después
de la inyeccion con LPS por via ip, tanto a ZT11 como a ZT19. Sin embargo, no
se observo una diferencia significativa segun el horario de administracion. En los
animales inoculados con vehiculo los niveles de endotoxina en suero resultaron

indetectables.
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Figura I1.3.9. Niveles de endotoxina en el suero de animales tratados con LPS
a ZT11 o ZT19. Ratones C57BL6/J WT fueron inyectados ip con LPS (20 mg/kg) a
ZT11 o ZT19, y 2h después se recolecto la sangre. Los niveles de endotoxina
(Unidades de Endotoxina/ml) fueron medidos por un ensayo LAL. Test T de Student
p>0.05 (n=3 para ZT11 y n=5 para ZT19).
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[1.3.3.3 Niveles de corticosterona en suero de animales estimulados a
ambos horarios

Continuando con el objetivo de caracterizar la composicion del suero, se
decidio estudiar los niveles de determinadas moléculas que se conoce que se
inducen durante el shock séptico. Los glucocorticoides, entre ellos la
corticosterona, son agentes con funciones inmunosupresoras, que se inducen
ante distintos estimulos inflamatorios. Se ha reportado un incremento en sus
niveles séricos tanto en pacientes como en modelos animales de shock séptico
(Kwon 2007; Thompson & Van Eldik 2009). Por lo tanto, se midieron los niveles
de corticosterona en el suero de animales inoculados con dosis altas de LPS
tanto a ZT11 como a ZT19. Como se observa en la Figura 11.3.10 los niveles de
corticosterona en suero aumentaron luego del tratamiento con LPS,

independientemente del horario (ANOVA Factor tratamiento p<0.0001).
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Figura 11.3.10. Niveles de corticosterona en el suero de animales
tratados con LPS o VEH a ZT11 o ZT19. Ratones C57BL6/J fueron
inyectados ip con LPS (20 mg/kg) o VEH a ZT11 o0 ZT19, y 2hs después se
realizd la extraccion de sangre y se obtuvo el suero. Los niveles de
corticosterona (ng/ml de suero) fueron medidos por RIA. ANOVA de dos
vias: Factor tratamiento p<0.0001, seguido de post-test de Bonferroni:
****n<0.0001 (n=7 por grupo).

- 203 -

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



[1.3.3.4 Niveles del endocanabinoide 2-AG en suero de animales
estimulados con LPS

Numerosos trabajos reportaron que los niveles de endocanabinoides
fluctian en respuesta a procesos inflamatorios, incluyendo la sepsis (Szafran
2015; Turcotte 2015). Ademas, se los ha relacionado con la hipotermia inducida
por la administracién de altas dosis de LPS (Schindler 2017). Los principales
endocanabinoides enddégenos son la Anandamida (AEA) y el 2-
araquidonilglicerol (2-AG). Por lo tanto, se decidio estudiar si en nuestro modelo
habia una variacion en los niveles de estas moléculas en suero. Para ello se
midieron los niveles tanto de 2-AG como de AEA en suero extraido dos horas
después del estimulo con LPS o VEH a ZT11 o ZT19. En la Figura 11.3.11 se
puede observar que los niveles de 2-AG en suero no se modificaron
significativamente luego del estimulo a ambos horarios. Por otra parte, los

niveles de AEA no fueron detectables en las condiciones utilizadas.
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Figura 11.3.11. Niveles del endocanabinoide 2-AG en el suero de animales tratados
con LPS o VEH a ZT11 o ZT19. Ratones C57BL6/J WT fueron inyectados ip con LPS (20
mg/kg) o VEH a ZT11 0 ZT19, y 2hs después se realizé la extraccion de sangre. Los niveles
de 2-AG (en suero) fueron medidos por HPLC-MS/MS. ANOVA de dos vias: todos los

factores ns (n=4 por grupo).
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11.3.3.5 Niveles de citoquinas en suero de animales tratados a ambos
horarios

Como ya se menciond en la introduccion de este capitulo, una de las
caracteristicas principales del shock séptico es el desarrollo de una respuesta
inflamatoria exacerbada caracterizada, entre otras cosas, por un aumento de los
niveles de citoquinas y otras moléculas inmunes (Cinel & Opal 2009). Por esta
razén, también se analizaron los niveles en suero de algunas de las principales
citoquinas, 2 horas después de la inoculacion con LPS o VEH. Como se observa
en la Figura 11.3.12, tanto las citoquinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-12, como la
anti-inflamatoria IL-10, se inducen significativamente luego del tratamiento con
dosis altas de LPS (A: p=0.0012; B-C: p<0.0001). Sin embargo, solamente TNF-
a se induce en mayores niveles en aguellos ratones tratados con LPS a ZT11 en
comparacion con aquellos tratados a ZT19. La citoquina IFN-y no fue detectable

en ninguno de los casos.
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Figura 11.3.12. Niveles de citoquinas en el suero de animales tratados con LPS o VEH
a ZT11 o ZT19. Ratones C57BL6/J fueron inyectados ip con LPS (20 mg/kg) o VEH a ZT11
0 ZT19, y 2hs después se realiz6 la extraccion de sangre. A continuacion, se midieron los
niveles de las citoquinas TNF-a (A), IL-10 (B) e IL-12 (C) en el suero de estos animales
utilizando el Kit CBA para Citometria de Flujo. ANOVA de dos vias: A) Factor tratamiento
p<0.0001, factor horario p=0.0011, factor interaccion p=0.0012; B) y C) Factor tratamiento
p<0.0001. En todos los casos seguido de Test de Bonferroni: A) p<0.001 para LPS ZT11 vs
VEH ZT11, p=0.0005 para LPS ZT11 vs LPS ZT19, p=0.0059 para LPS ZT19 vs VEH ZT19;
B) p<0.0001 para LPS vs VEH a ambos horarios; y C) p=0.0008 para LPS ZT11 vs VEH
ZT11, p=0.0011 para LPS ZT19 vs VEH ZT19 (n=5 para LPS/VEH ZT11, n=3 para LPS ZT19
y n=4 para VEH ZT19).
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En conclusion, pudimos observar que el suero de animales inoculados con
dosis altas de LPS es capaz de inducir una respuesta hipotérmica diferencial
sobre animales naive, al igual que el LPS (aunque de menor magnitud). De las
variables estudiadas en el suero de estos animales, solo los niveles de TNF-a
mostraron un incremento mayor a ZT11 que a ZT19, mientras los niveles séricos
de corticosterona y de las citoquinas IL-10 (anti-inflamatoria) e IL-12 en suero
aumentan luego del estimulo a ambos horarios. Este aumento diferencial de los
niveles de TNF-a en suero, podria estar relacionado con la activacion observada
en APO y NSQ. Adicionalmente, la endotoxina administrada por via ip puede

llegar a circulacion independientemente del horario en el que se inocula.

11.3.4 Respuesta inflamatoria en tejidos periféricos vy células peritoneales

[1.3.4.1 Niveles de TNF-a en tejido hepatico y esplénico

El bazo es un 6rgano inmune periférico que actiia como el principal filtro
de los patégenos y antigenos que pueden estar presentes en sangre (Bronte &
Pittet 2013). Por su parte, el higado contiene un gran numero de células
fagociticas y participa en muchas funciones de la inmunidad innata, como la
respuesta de fase aguda en la cual interviene, entre otras citoquinas, el TNF-a
(Parker & Picut 2005; Kubes 2016). Con el objetivo de conocer si el TNF-a
medido en suero proviene de algun tejido particular relacionado con el sistema
inmune, se midieron los niveles de ARNm de Tnf-a en higado y de proteina de
TNF-a en higado y bazo. Como se muestra en la Figura 11.3.13, los niveles de

ARNmM de esta citoquina son mayores en el tejido hepatico de ratones inoculados

a ZT19 comparados con aquellos inoculados a ZT11 (Figura 11.3.13 A, p=0.0129);
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mientras que los niveles de proteina tanto en higado como en bazo no se vieron

alterados (Figura 11.3.13 By C).

: ; = TNF-o en bazo
ARNm de Tnf-a en higado TNF-a en higado @ o

= - @ 0.4
£ 150- g 50 s

o}
E: % 400- T 03
[} o 8
S 1001 a L
3 © 300 %
= T o 0.2
k- o g
e £ 200 5
5 50 g £ o1
a -
Ed c _
w ¢ 0.0 T T

0- T 0 T r o
zm1 zme zm1 zT9 = Z1i Z19

N LPS
[ VEH

Figura 11.3.13. Niveles de ARNm y proteina de TNF-a en higado y bazo luego del
tratamiento con LPS o VEH a ZT11 o ZT19. Los ratones fueron inyectados ip con LPS (20
mg/kg) o VEH a ZT11 o ZT19. Dos horas después se extrajo el tejido para su procesamiento.
Los niveles de ARNm fueron medidos por PCR en Tiempo Real, mientras que los de proteina
por ELISA. A) Niveles de ARNm para Tnf-a en higado. Niveles de proteina de la citoquina en
tejido de higado (B) y de bazo (C). A) ANOVA de dos vias: Factor tratamiento p=0.0129,
seguido por post-test de Bonferroni: p<0.05 LPS vs VEH ZT19 (mRNA en higado: n=5 para
ZT11 y n= 4 para ZT19; proteina en higado: n=5 para LPS y n=4 para VEH; Bazo: n=6 por

grupo).

11.3.4.2 Porcentaje y nivel de activacion de macrofagos en exudado
peritoneal luego del tratamiento con LPS a ambos horarios

Como se explica en la seccidbn 2.3 los macrofagos son células
pertenecientes al sistema inmune innato que residen en la mayoria de los tejidos
del organismo. Son capaces de reconocer distintos patrones asociados a
patogenos (PAMPS), y gracias a ello fagocitar los cuerpos extrafios e iniciar y
modular la respuesta inmune (Murray & Wynn 2011). Es por ello que se los
considera un componente esencial de la respuesta inmune innata ante distintos
procesos infecciosos, entre los cuales se puede encontrar la sepsis (Dahdah
2014; Cheng 2018). Como el LPS es inyectado por via intraperitoneal es posible

gue exista una activacién diferencial de estas células de acuerdo al horario. Por
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esta razén se estudid el porcentaje y nivel de activacibn de macréfagos
peritoneales luego de la estimulacion con LPS o VEH a ZT11 y ZT19, utilizando
la técnica Citometria de Flujo.

De esta forma, se han identificado dos poblaciones de macréfagos que
residen en la cavidad peritoneal. Segun sus caracteristicas de tamafio (Fordward
Scater, FSC) y complejidad de membrana (Side Scater, SSC), se las identifica
como: macrofagos peritoneales grandes (MPG), los cuales, presentan valores
mayores en dichos pardmetros; y macrofagos peritoneales pequefios (MPP),
aguellos que muestran valores menores (Ghosn 2010). Por lo tanto, se
analizaron ambas poblaciones de macréfagos dentro de la suspension de células
obtenida del lavado peritoneal de cada grupo de animales, 2 horas después del
tratamiento. En la Figura 11.2.14 A se muestra un dot plot de FSC (eje X) y SSC
(eje Y) donde se observan las poblaciones celulares presentes en exudado
peritoneal, identificadas como MPG y MPP. Dentro de cada una de estas
poblaciones se identificaron los macr6fagos a partir de los marcadores de
superficie F4/80 y CD11b. Como se observa en las Figuras 11.2.14 By C, a partir
de un dot plot donde se grafica F4/80 vs CD11b, se analiz6 el porcentaje de
células doble positivas, F4/80*-CD11b*. Por ultimo, dentro de esta poblacion
doble positiva se estudi6 la expresion de la proteina de transmembrana CD86,
la cual es una molécula co-estimulatoria (necesaria para la activaciéon de los

linfocitos), que se utiliza como marcador de activacion celular.
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Figura 11.3.14. Poblaciones celulares presentes en exudado peritoneal, luego de la
inoculacién con LPS aZT11 0 ZT19. Los animales fueron inyectados ip con LPS (20mg/kg)
o VEH a ZT11 0 ZT19 y dos horas mas tarde se recolecto el exudado peritoneal. Dot plot A)
del tamafio (FSC) y granularidad (SSC) de las células presentes en exudado peritoneal, y
de F4/80 vs CD11b de las células de la poblacién B) MPG y C) MPP. En B también se
muestra la poblacion de células identificadas como F4/803°CD11b™, La poblacién celular
delimitada por la linea roja (en A) corresponde a los MPG, mientras que la delimitada por la
linea violeta a la MPP. La divisién de los cuadrantes en B y C se colocaron de acuerdo a los
correspondientes controles de isotipo. El cuadrado amarillo sefiala el cuadrante
correspondiente a las células F4/80*-CD11b*.

En la Figura 11.3.15 se muestra el analisis de las células presentes en la
poblacion de MPG. En primer lugar, se puede observar que el porcentaje de
células presentes en esta poblacion disminuye luego del estimulo con LPS a
ZT11 (Figura 11.3.15 A; p=0.019). A su vez, se observa una disminucion del
porcentaje de MPG F4/80*-CD11b* (macrofagos propiamente dichos) luego del

tratamiento con LPS (Figura 11.3.15 B; ANOVA Factor tratamiento p=0.0151).

- 209 -



Adicionalmente, se estudio el nivel de activacion de las células F4/80*-CD11b* a
través del marcador de superficie CD86, y se observd que el porcentaje de
macrofagos activados (F4/80*CD11b*CD86*) también disminuian al estimular
con LPS (Figura 11.3.15 C; ANOVA: Factor tratamiento p=0.0038). Asimismo, se
registré la intensidad media de fluorescencia (IMF) de las moléculas analizadas,
la cual se condice con la cantidad de la molécula de interés presente en la
membrana plasmatica. En cuanto a la IMF del marcador CD86 de los MPG
F4/80*"CD11b*, no se observaron diferencias (Figura 11.3.15 D), mientras que si
se observé un aumento de la IMF del marcador de CD11b en dicha poblacion
(Figura 11.3.15 E; ANOVA: Factor tratamiento p=0.0441). Esto indicaria que en
cuanto a los MPG, si bien hay menos cantidad, los presentes estarian
expresando mas CD11b en membrana, molécula relacionada con la adhesion y
extravasacion de los leucocitos (Murphy 2017).

Cabe destacar en relacion a la diferencia en el horario de inoculacién del
LPS, que la disminucion en el porcentaje de células en la poblacion MPG asi
como los macréfagos activados (F4/80*CD11b*CD86*) se observa solo en los

animales inoculados a ZT11 (p<0.05 y p=0.0119, respectivamente).
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Figura 11.3.15. Porcentajes y nivel de activacién de las células peritoneales
correspondientes ala poblacion MPG, luego de lainoculacion con LPSaZT11 0 ZT19.
Los animales fueron inyectados ip con LPS (20mg/kg) o VEH a ZT11 o ZT19. Dos horas
mas tarde se recolectd el exudado peritoneal para realizar la marcacion correspondiente.
Media + EEM de A) porcentaje de células presentes en la region correspondiente a MPG,
B) porcentaje de MPG F4/80*-CD11b* respecto de las células totales analizadas, C)
porcentaje de células CD86, D) IMF del marcador CD86, y E) IMF del marcador CD11b de
las células F4/80*-CD11b* de la region de MPG. A) Prueba de Kruskal Wallis: p=0.019,
seguido por post-test de Dunn’s *p<0.05 para LPS ZT11/LPS ZT19 vs VEH ZT11. ANOVA
de dos vias: Factor tratamiento B) p=0.0151, C) p=0.0038 y E) p=0.0441; seguido por post-
test de Bonferroni: C) p=0.0119 para LPS ZT11 vs VEH ZT11 y p=0.0357 para VEH ZT11
vs LPS ZT19 (n=5 para LPS ZT11, n=3 para LPS ZT19, n=4 para VEH ZT11 y n=3 para
VEH ZT19).

En el andlisis de la poblacion MPG, se detectdé que habia una
subpoblacién que expresaba niveles altos de los marcadores F4/80 y CD11b
(F4/803-CD11b3%), por lo que se realizé un andlisis por separado de ésta
obteniéndose los mismos resultados que en la poblacion F4/80*CD11b*. En
otros trabajos también se considera los niveles de expresion de ambos
marcadores, ya que muchas veces se corresponden con distintos tipos de
macrofagos (Tomasdottir 2014; Cassado Ados 2015). Como se observa en la
Figura 11.3.16 A, el porcentaje de macrofagos disminuy6 con el tratamiento con
LPS (F4/802°CD11ba" ANOVA Factor tratamiento p=0.0121), al igual que el

porcentaje de macréfagos activados (F4/802°CD11b2®°CD86*. Figura 11.3.16 B;
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p=0.01), mientras que la IMF para CD11b aumenté con el tratamiento en la

poblacion de macrofagos (Figura 11.3.16 D; ANOVA Factor tratamiento

p=0.0159).
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Figura 11.3.16. Porcentajes y nivel de activaciéon de las células de alto nivel de
expresion de F4/80 y CD11b presentes en la poblacion MPG. Los animales fueron
inyectados ip con LPS (20 mg/kg) o VEH a ZT11 0 ZT19. Dos horas més tarde se recolecto
el exudado peritoneal para realizar la marcacion correspondiente. Media + EEM de A)
porcentaje de células F4/802" CD11b?® de la poblacién MPG; B) porcentaje de células
CD86 dentro de las F4/803° CD11b3"; C) IMF para el marcador CD86 de las células
F4/803"° CD11b3"°; e D) IMF para el marcador CD11b de las células F4/803"°-CD11b?" de
la region MPG. ANOVA de dos vias: Factor tratamiento A) p=0.0121 y D) p=0.0159;
seguido por post-test de Bonferroni: D) *p=0.0381 para LPS ZT11 vs VEH ZT11. B) Prueba
de Kruskal Wallis: p=0.01, seguido por post-test de Dunn’s p<0.05 para LPS ZT11 vs VEH
ZT11/VEH ZT19. (n=5 para LPS ZT11, n=3 para LPS ZT19, n=4 para VEH ZT11 y n=3
para VEH ZT19).

Por ultimo, se analizé la poblacién MPP dentro de las células de exudado
peritoneal. Como se muestra en la Figura I1.3.17 A, el porcentaje de estas células

no se modifico con el tratamiento, pero si se observo una variacion diaria en sus
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porcentajes basales (vehiculo), mostrando mayores valores a ZT11 que a ZT19
(ANOVA factor tiempo p=0.0041). Exactamente lo mismo se observd con el
porcentaje de macréfagos presentes en la poblacion MPP, identificados como
F4/80" - CD11b* (Figura 11.3.17 B, ANOVA factor tiempo p=0.0280). En cuanto
al nivel de activacion de estos macréfagos, no se observaron cambios en el
porcentaje ni IMF del marcador CD86 en esta poblacion (Figura 11.3.17 C y D).
Por lo tanto, podemos decir que si bien esta poblacién celular muestra
diferencias diarias no parece participar de la respuesta a LPS, al menos durante

las 2 primeras horas luego de la inoculacion.
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Figura 11.3.17. Porcentajes y nivel de activacion de las células peritoneales
presentes en la poblacién MPP. Los animales fueron inyectados ip con LPS (20 mg/kg)
o VEH a ZT11 o ZT19. Dos horas mas tarde se recolectd el exudado peritoneal para
realizar la marcacion correspondiente. Media + EEM de A) porcentaje de células
presentes dentro de la poblacion MPP; B) porcentaje de células F4/80"-CD11b*; C)
porcentaje de células CD86" e D) IMF para CD86 de las células F4/80* CD11b* de la
region MPP. ANOVA de dos vias: Factor tiempo A) p=0.0041 y B) p=0.0280; seguido por
post-test de Bonferroni: A) *p=0.0346 para LPS ZT11 vs LPS ZT19. (n=5 para LPS ZT11,
n=3 para LPS ZT19, n=4 para VEH ZT11 y n=3 para VEH ZT19).
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Por lo tanto, en exudado peritoneal observamos que en la poblacién MPG,
disminuye el porcentaje de células totales, y en particular de macréfagos
activados en respuesta al LPS administrado a ZT11. Adicionalmente, la IMF para
CD11b en macréfagos aumenta con el tratamiento con LPS principalmente a
ZT11. En cuanto a la poblacion MPP, no se observaron variaciones con respecto
al tratamiento con LPS, pero si se encontr6 una diferencia entre los niveles
basales del porcentaje de células totales y de macréfagos, encontrandose

incrementados durante el final del dia.

11.3.4.3 Niveles de macrofagos en bazo luego del tratamiento con LPS a
ambos horarios

Como se menciona previamente, los macrofagos del bazo poseen un
importante rol en la inmunidad innata. Es por ello que se analizé el porcentaje y
el nivel de activacion de estas células en tejido esplénico. Para este estudio se
utilizé la poblacion celular de bazo que dadas sus caracteristicas de mayor
tamafo (FSC) y granularidad (complejidad de membrana, SSC) correspondia a
células compatibles, entre otras, con macréfagos (Figura 11.3.18 A). Luego,
dentro de esa poblacién se analizd el porcentaje de macrofagos totales y
activados, a través de los marcadores F4/80 y CD86. A partir del dot plot de la
Figura 11.3.18 B, se obtienen los macréfagos totales, poblacién F4/80*, realizando
una region que incluye ambos cuadrantes de la derecha (recuadro verde);
mientras que los macrofagos activados, F4/80*-CD86*, corresponden al
cuadrante de arriba a la derecha (doble positivo; cuadrado rojo). Adicionalmente
se analizaron los macréfagos tipo M2 (mas adelante se detallan sus funciones),

estudiando los niveles de F4/80 y CD206 (caracteristico del subtipo M2), como
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la poblacion doble positiva F4/80*-CD206* de la figura 11.3.18 C (cuadrante de
arriba a la derecha, en amarillo). Sobre esta Ultima poblacién se evaluaron

adicionalmente las células que expresan CD86 (F4/80*-CD206*-CD86").
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Figura 11.3.18. Poblaciones celulares presentes en tejido esplénico, luego de la
inoculacién con LPS a ZT11 o ZT19. Los animales fueron inyectados ip con LPS (20
mg/kg) o VEH a ZT11 o0 ZT19 y dos horas mas tarde se recolect6 el exudado peritoneal.
Dot plot A) del tamafio (FSC) vs complejidad de membrana (SSC) de las células
presentes en tejido esplénicos; y B) dot plot F4/80 vs CD86 y de C) F4/80 vs CD206 de
las células de la poblacién sefialada en A. Las lineas que delimitan los cuadrantes en
B y C se colocaron tomando en cuenta los controles de isotipo. El cuadrado verde
delimita los F4/80*, el rojo los F4/80*-CD86* y el amarillo los F4/80*-CD86*.
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Como se puede observar en la Figura 11.3.19 A, el porcentaje de células
en la region analizada no se modificd a causa del tratamiento ni del horario de
estimulacién. Sin embargo, se observo que el tratamiento con LPS a ZT11, pero
no a ZT19, produjo un aumento en el porcentaje de macrofagos (F4/80%) totales
en esta region (Figura 11.3.19 B; p<0.05); como asi también en el porcentaje de
macréfagos activados (F4/80* - CD86™) (Figura 2.3.19 C; p<0.05). En cuanto a la
IMF del marcador CD86, no se observo un efecto del tratamiento.

Adicionalmente, en forma similar a los observado en los MPP presentes
en exudado peritoneal, pudimos observar una diferencia en los niveles basales
(VEH), en este caso la IMF de CD86, siendo més elevados a ZT11 que a ZT19

(Figura 11.3.19 D; ANOVA factor tiempo p=0.0034, factor interaccion p=0.0479).
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Figura 11.3.19. Ver leyenda en la proxima pagina
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Figurall.3.19. Porcentajes y niveles de activacidon de las células extraidas de tejido
esplénico. Los animales fueron inyectados ip con LPS (20 mg/kg) o VEH a ZT11 0 ZT19.
Dos horas més tarde se recolect6 tejido esplénico, para su procesamiento y posterior
marcado. Media + EEM de A) porcentaje de células presentes dentro de la region
correspondiente; B) porcentaje de células F4/80* dentro de dicha region; C) porcentaje
de células F4/80*" CD86* dentro la misma region, e D) IMF para el marcador CD86 de las
células F4/80* CD86" dentro de la region mencionada. Prueba de Kruskal Wallis: B)
p=0.0003 y C) p=0.001. D) ANOVA de dos vias: Factor tiempo p=0.0034, factor
interaccion p=0.0479. Seguido por post-test de Dunn’s: B y C) *p<0.05 para LPS ZT11
vs VEH ZT11, o de Bonferroni: D) p=0.0061 para VEH ZT11 vs VEH ZT19. (n=6 por

grupo).

A su vez, los macrofagos son células plésticas que de acuerdo a su
localizacion y las sefiales que reciban se pueden polarizar en dos grandes
poblaciones: los activados por la via clasica o M1, y los activados por la via
alternativa o M2. Los macréfagos de tipo M1 se caracterizan, entre otras cosas,
por la produccion de citoquinas pro-inflamatorias y la respuesta a patégenos;
mientras que los de tipo M2 estan asociados con funciones anti-inflamatorias y
de homeostasis (Zhang & Wang 2014; Sica 2015). A continuacién, se estudio el
porcentaje y nivel de activacion de los macrofagos de tipo M2 en bazo,
identificados por el marcador de superficie CD206. Como se muestra en la Figura
[1.3.20 A, el porcentaje de macréfagos tipo M2 (F4/80*-CD206%) no se modifico
con el tratamiento con LPS ni por el horario de extraccion. En cambio, si se
observé una mayor activacion de estos macrofagos debido al estimulo con LPS,
evidenciado tanto por el porcentaje de macréfagos F4/80* CD206* CD86* (Figura
11.3.20 B, p=0.0028), como asi también por un aumento en la IMF de CD86 en
estas células (Figura 11.3.20 C, ANOVA factor tratamiento p<0.0001, factor
tiempo p=0.0002, factor interaccion p=0.0404). Adicionalmente, se observo que
los niveles de intensidad de fluorescencia de CD86 aumentaron en mayor

medida con el tratamiento con LPS a ZT11 en mayor medida que a ZT19
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(p=0.0007). Por ultimo, no se observaron modificaciones en los valores de IMF

obtenidos para el marcador CD206.
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Figura 11.3.20. Porcentajes y nivel de activacion de macréfagos de tipo M2 en
bazo. Los animales fueron inyectados ip con LPS (20mg/kg) o VEH a ZT11 o ZT19.
Dos horas mas tarde se recolect6 el tejido esplénico, para su procesamiento y posterior
inmunomarcacion. Media + EEM de A) porcentaje de células F4/80* - CD206*; B)
porcentaje de células CD86" dentro de los F4/80"-CD206*; C) IMF para el marcador
CD86 de las células F4/80*-CD206"*, y D) IMF para el marcador CD206 de las células
F4/80*-CD206". Prueba de Kruskal Wallis: B) p=0.0028 y C) ANOVA de dos vias: factor
tratamiento p<0.0001, factor tiempo p=0.0002, factor interaccion p=0.0404. Seguido
por post-test de Dunn’s: B) *p<0.05 para LPS ZT11 vs VEH ZT11 y LPS ZT19 vs VEH
ZT19, y de Bonferroni: C) p<0.0001 para LPS ZT11 vs VEH ZT11/ VEH ZT19,
p=0.0007 para LPS ZT11 vs LPS ZT19, p=0.0219 para VEH ZT11 vs LPS ZT19, y
p=0.0004 para LPS ZT19 vs VEH ZT19. (n=6 por grupo).
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En resumen, en bazo observamos que se produjo un aumento de los
macréfagos totales y activados en respuesta al LPS a ZT11 Adicionalmente,
observamos un aumento en la activacion de los macréfagos de tipo 2 luego de
la administracién del estimulo a ambos horarios, siendo sus niveles de activacion
(IMF para CD86) nuevamente mas altos en respuesta al LPS a ZT11. En cuanto
a los niveles basales (VEH), encontramos una diferencia en la IMF de CD86 en

los macrofagos totales, siendo mas altos a ZT11.

En conjunto, el andlisis de las poblaciones de macréfagos en exudado
peritoneal y bazo nos indican que existen diferencias diarias tanto en los
porcentajes como en el nivel de activacion de estas células en respuesta al LPS,
siendo mas pronunciadas a ZT11. La diferencia diaria basal encontrada en los
MPP en peritoneo, asi como el nivel de activacién de los macréfagos en bazo,
podria indicar que hacia el final del dia puede existir un mayor nivel de moléculas,

como citoquinas, secretadas por estos macréfagos en esta cavidad.

I1.3.5 Respuesta a las dosis altas de LPS administradas en diferentes

horarios en animales TNFR1 KO

[1.3.5.1 Mortalidad inducida por la inoculacion de dosis altas de LPS a
distintos horarios en animales TNFR1 KO

Continuando con nuestro objetivo de encontrar la o las moléculas con un
posible rol en la respuesta diferencial a las dosis altas de LPS, decidimos utilizar
como modelo animales TNFR1 KO (modelo animal caracterizado en el Capitulo
1 desde el punto de vista circadiano). Esto se debe a que de todas las mediciones

realizadas en suero de animales tratados con dosis altas de LPS, solo
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encontramos diferencias diarias en los niveles de TNF-a (Figura 11.3.12). Por lo
tanto estudiamos la respuesta al shock endotoxico inducido a ZT11 o ZT19 en
estos animales. Ya ha sido reportado que los animales deficientes de alguno o
ambos receptores (I y Il) para TNF-a, son menos susceptibles al shock séptico
(Pfeffer 1993; Leon 1998).

Como se puede observar en la Figura 11.3.21, no se observan diferencias
significativas entre las curvas obtenidas inoculando a los animales TNFR1 KO a
diferentes horarios, siendo la mortalidad para el grupo de ZT11 del 50% y para
el de ZT19 del 30%. Este resultado indica que la via mediada por este receptor
es clave para generar la diferencia horaria en la tasa de mortalidad observada
en los controles. Adicionalmente, tal como se esperaba, el porcentaje de
supervivencia de los animales TNFR1 KO es mayor al que se observé en los WT
(mortalidad a ZT11: 77,66%. Figura 11.3.1 de este capitulo), con una mediana de

sobrevida para el grupo de ZT11 de 155 horas (WT ZT11: 52,5 horas).
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[1.3.5.2 Hipotermia en respuesta alas dosis altas de LPS a distintos horarios
en animales TNFR1 KO

A continuacion se analizo la respuesta hipotérmica a las dosis altas de
LPS en los animales TNFR1 KO. Previamente se realizé un ritmo de temperatura
en estos animales, ya que no se contaba con datos al respecto. Como se observa
en la Figura 11.3.22 A, estos animales presentaron una variacién diaria en
temperatura corporal, exhibiendo una temperatura mas alta durante la noche
(p=0.0078). Sin embargo, la diferencia entre el valor maximo y el minimo de
temperatura en los animales TNFR1 KO es de 1,52°C, mientras que en los WT
resulté de 3,81°C. Adicionalmente, en los animales KO el ajuste cosenoidal
(Figura 11.3.22 B) no resultdé significativo. Estos resultados sugieren una
diferencia en la regulacion del ritmo diario de temperatura en estos animales en

comparacién con los WT.
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Figura 11.3.22. Ritmo de temperatura corporal de animales TNFR1 KO en
condiciones de LO12:12. Se tomaron fotografias de cada animal cada 4hs durante
24hs, utilizando la camara térmica FlirOne®. A) Ritmo de temperatura en animales
TNFR1 KO. B) Test de Cosinor (p=0.0544). ANOVA de una via: p=0.0078, seguido
de test de Bonferroni: p=0.0255 ZT13 (1° dia) vs ZT5, p=0.0350 ZT5 vs ZT13 (2°
dia). El fondo gris sefiala las horas de oscuridad, mientras que el fondo blanco las
horas de luz. La linea punteada representa el ritmo de temperatura de los animales
WT mostrado en la Figura 11.3.2 (n=6 por punto horario).
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Seguidamente estudiamos la respuesta térmica a la inoculacién de dosis
altas de LPS. Como se observa en las curvas de variacion de la temperatura
corporal en funcion del ZT en la Figura 11.3.23 A, los ratones TNFR1 KO
desarrollan también hipotermia en respuesta al LPS, sin embargo, en estos
animales nuevamente se pierde la diferencia horaria que se observa en los
controles (WT). Adicionalmente, podemos observar que la hipotermia
desarrollada en los KO es menor que la que desarrollan los ratones WT
inyectados a ZT11 (ANOVA p<0.0001), mostrando valores similares a los
observados en los animales WT inoculados a ZT19 (Figura 11.3.23 B, p=0.0163).
Por dltimo, en la Figura 11.3.23 C, se muestra que los animales TNFR1 KO
estimulados a ZT11 alcanzaron una temperatura minima mas baja que los
estimulados a ZT19; pero que los WT de cada grupo horario alcanzan
temperaturas minimas inferiores que el TNFR1 KO correspondiente al mismo
horario, siendo los WT inyectados a ZT11 los que alcanzaron la temperatura

minima mas baja (ANOVA factor horario y cepa p<0.0001).
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Figura 11.3.23 Curvas de temperatura de animales WT o TNFR1 KO tratados con LPS a
ZT11 o ZT19. Los ratones TNFR1 KO y WT fueron inyectados con LPS (20 mg/kg) a ZT 110
ZT19 y se les tomaron fotografias térmicas cada 4h durante 30h utilizando la cAmara térmica
FlirOne®. A) Curvas de temperatura en funcion del ZT, B) Media + EEM del area bajo la curva
de las 20 h posteriores al estimulo de cada una de las curvas individualesy C) Media + EEM
temperatura minima alcanzada por cada animal. A) ANOVA de dos vias medidas repetidas:
todos los factores p<0.0001. ANOVA de dos vias: B) factor cepa p=0.0163; C) factor horario y
cepa p<0.0001; seguido de post-test de Bonferroni: B) p=0.0163 para WT ZT11 vs KO ZT11,
p=0.0447 para WT ZT11 vs WT ZT19, p=0.0176 para WT ZT11 vs KO ZT19; C) p<0.0001 para
WT ZT11 vs WT/KO ZT19, y KO ZT11 vs KO ZT119, p=0.0064 para WT ZT11 vs KO ZT11,
p=0.0058 para WT ZT19 vs KO ZT19. (n=12 para WT ZT11, n=11 para WT ZT19, n=10 para
KO por grupo).

Por lo tanto, estos resultados sugieren que la interaccion entre TNF-a y

TNFR1 es determinante en las diferencias diarias observadas en la tasa de

mortalidad de los animales WT; y que también participaria de la respuesta
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hipotérmica que se desarrolla durante el shock séptico tanto a nivel cuantitativo

como determinando la diferencia diaria.

11.3.6 Efectos de la desincronizacion circadiana sobre la respuesta a las

dosis altas de LPS

[1.3.6.1 Mortalidad inducida por la inoculacion de 20 mg/kg de LPS en
animales bajo desincronizacion circadiana

En resumen, hasta el momento sabemos que en condiciones de
sincronizacion (LO 12:12) los ratones inoculados con dosis altas de LPS
presentan una diferencia diaria en la mortalidad, que se ve acompafiada de una
hipotermia mas pronunciada y niveles mas altos de TNF-a en suero cuando la
administracion es a ZT11.

Estudios previos demostraron que las condiciones de desincronizacion
circadiana incrementan la susceptibilidad al LPS (Castanon-Cervantes 2010;
Fonken 2013; Guerrero-Vargas 2014). Por lo tanto, con el objetivo de estudiar la
relevancia de la sincronizacion circadiana en este modelo, en este punto, nos
propusimos estudiar la respuesta a dosis altas de LPS (20 mg/kg) en animales
mantenidos bajo un protocolo de desincronizacion circadiana. Para ello se utilizd
un protocolo de Jet Lag Cronico experimental, previamente desarrollado en el
laboratorio, que consiste en adelantar 6 horas el encendido y apagado de las
luces cada 2 dias (JLC®?) a partir de un ciclo LO12:12 normal (como se muestra
en el esquema de la Figura 11.2.1 de My M). Como se explicé en la seccion 1.4.6
de la Introduccion general, este esquema de iluminacion induce Ila
desincronizacion del ritmo de actividad comportamental, sin inducir arritmicidad

total (Casiraghi 2012). Como se observa en la Figura 11.3.24, los animales
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expuestos a dicho esquema tuvieron una

mortalidad del 80%,

independientemente del horario de inoculaciéon (ZT11 o ZT19), mostrando curvas

de sobrevida muy similares entre si. Sin embargo, la mediana de sobrevida para

el grupo estimulado a ZT11 fue de 48h, mientras que la del grupo inyectado a

ZT19 fue de 70h, indicando que aun se mantienen ciertas diferencias diarias en

estos animales.
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Figura 11.3.24. Curvas de
sobrevida de animales
bajo el protocolo de JLC®?
tratados con LPS a ZT11 o
ZT19. Ratones C57BL6/J
WT, mantenidos durante 3
semanas bajo el protocolo de
JLC®2, fueron inyectados ip
con LPS (20 mg/kg) a ZT11
0o ZT19, y monitoreados
durante 3 dias para estudiar
el porcentaje de sobrevida
(n=10 por grupo). Se informa
la mediana de sobrevida
para ambos grupos.

[1.3.6.2 Hipotermia inducida por la inoculacion de dosis altas de LPS en

animales con desincronizaciéon circadiana

A continuacién, se estudio la respuesta termoregulatoria a las dosis de

LPS en estos animales, al igual que se hizo previamente con los animales

sincronizados al ciclo LO 12:12. Nuevamente, antes se analizé el ritmo de

temperatura corporal en los animales desincronizados. Estos animales

mostraron un patrén arritmico en la variacion diaria de la temperatura corporal,

como se muestra en la Figura 11.3.25 A. En este caso también se realizd un

ajuste cosenoidal, resultando éste no significativo (Figura 11.3.25 B).
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Figura 11.3.25. Ritmo de temperatura corporal de animales WT en condiciones de
CJL®?2, Se tomaron fotografias de cada animal cada 4hs durante 40hs, utilizando la camara
térmica FlirOne®. A) Ritmo de temperatura de animales WT en condiciones de CJL®2. B)
Test de Cosinor (ns). El fondo gris en A sefala las horas de oscuridad, mientras que el
fondo blanco las horas de luz. La linea punteada representa el ritmo de temperatura de los
animales WT mostrado en la Figura 11.3.2 (n=6 por punto horario).

En cuanto a la respuesta hipotérmica inducida por el shock séptico en los
animales desincronizados, se observé que aquellos que recibieron la endotoxina
a ZT11 desarrollaron una hipotermia mas profunda que los que fueron inyectados
a ZT19 (Figura 11.3.26 A; p<0.0001). Esto mismo se ve reflejado en las Figuras
[1.3.26 B y C, donde se muestra que tanto el area bajo la curva como la
temperatura minima alcanzada son menores a ZT11 que a ZT19 (B: ANOVA
p=0.0099; C: ANOVA p=0.0109). Estos resultados sugieren que se mantiene
cierta sincronia en los animales mantenidos bajo este esquema de iluminacién.
Adicionalmente, en paralelo con estos animales se inocularon y registré la
temperatura corporal de animales WT en condiciones de LO 12:12. Cuando se
compararon los valores obtenidos entre animales mantenidos en LO y JLCS?
(datos no mostrados), se observd que los animales sometidos a JLC®?
desarrollaron temperaturas minimas mas bajas que aquellos mantenidos en LO

(LO ZT11: 28.06 + 0.7264, n=10; LO ZT19: 31.36 + 0.5026, n=10; JLC ZT11:
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25.08 £ 0.6062; JLC ZT19: 28.48 + 0.5283; ANOVA de dos vias: Factor esquema
de luz p<0.0001, Factor horario p<0.0001). Sin embargo, no se observaron
diferencias en el area bajo las curvas de temperatura, con respecto al cambio en

las condiciones de luz (LO vs JLC®7?),
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Figurall.3.26 Curvas de temperatura de animales WT mantenidos bajo desincronizacion
circadianatratados con LPS o VEH a ZT11 o ZT19. Ratones C57BL6/J mantenidos bajo un
protocolo de desincronizacion circadiana (JLC®?) durante 3 semanas fueron inyectados con
LPS (20 mg/kg) o VEH a ZT11 o ZT19 y se les tomaron fotografias térmicas durante 32h
utilizando la camara térmica FlirOne®. A) Curvas de temperatura en funcion del ZT, B) Media
+ EEM del area bajo la curva, y C) Media + EEM temperatura minima alcanzada por cada
animal. A) ANOVA de dos vias medidas repetidas: p<0.0001. ANOVA de dos vias: B) factor
horario y tratamiento p<0.0001, factor interaccién p=0.0099; C) factor horario p< 0.0001, factor
tratamiento p=0.0049, factor interaccién p=0.0109; seguido de post-test de Bonferroni: B)
p<0.0001 para LPS ZT11 vs todos los grupos, y LPS ZT19/VEH ZT11 vs VEH ZT19; C)
p<0.0001 para LPS ZT11vs VEH ZT11/ZT19,y LPS ZT19 vs VEH ZT11/ZT19, p=0.0002 para
LPS ZT11 vs LPS ZT19. (n=10 para LPS y n=5 para VEH).
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[1.3.6.3 Niveles de TNF-a en suero de animales desincronizados
estimulados con dosis altas de LPS a ZT11

Dado que los animales desincronizados pierden la diferencia horaria en la
tasa de mortalidad, mostrando valores similares a los observados en los
controles a ZT11, y que en los controles (animales WT mantenidos en LO12:12)
observamos una diferencia en los niveles de TNF-a en suero segun el horario de
inoculacién, decidimos estudiar los niveles de esta citoquina en los animales con
desincronizacion circadiana. Para ello se estimularon animales bajo el protocolo
JLC%?2 y condiciones normales de LO 12:12 con dosis altas de LPS a ZT11y se
midieron los niveles de la citoquina en suero. Como se muestra en la Figura
11.3.27, los niveles de TNF-a en el suero de animales desincronizados fueron mas
elevados que los observados en los animales mantenidos en condiciones de

LO12:12 (p=0.0142).
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Figura 11.3.27. Niveles de TNF-a en el
suero de animales bajo JLC®%? o
LO12:12 tratados con LPS a ZT11.
Ratones C57BL6/J WT bajo el protocolo
de JLC®2 durante 3 semanas o LO12:12
fueron inyectados ip con LPS (20 mg/kg)
a ZT1l, y 2h después se realiz6 la
extraccién de sangre. A continuacion, se
midieron los niveles de la citoquina TNF-
a en suero mediante ELISA. Testde t no
pareado p=0.0142. (n=5 para JLC®?, n=6
para LO 12:12))

[1.3.6.4 Disminucion del peso corporal a causa del shock séptico

Todos los resultados previos indicarian que en condiciones de JLC®? |a
respuesta a las dosis altas de LPS se ve exacerbada. Como se mostro en la
Figura 11.3.4, se observo que la pérdida de peso corporal a causa del shock

séptico era diferente de acuerdo al horario de administracion del LPS en

-228 -



% del peso inicial

animales sincronizados. Por lo tanto, por ultimo, se decidié analizar si la
desincronizacion circadiana también afecta esta variable, relacionada con el
comportamiento de enfermedad. Para ello se registré el peso de los animales
bajo JLC%2 0 LO12:12 antes y 24 horas después del estimulo inmune a ZT11 o
ZT19. Como se observa en la Figura 11.3.28, en los animales desincronizados no
se observo una disminucion diferencial del peso corporal en cuanto al horario de
inoculacién, dado que ambos grupos disminuyeron su peso en aproximadamente
un 10% del peso inicial. Estos valores son similares a los observados en los

animales mantenidos en LO12:12 estimulados a ZT11.

-5

Cambio de peso 24h post LPS

LO JLC

W 7711
ZT19

Figura 11.3.28. Cambio de peso de
animales bajo JLC®? o LD
tratados con LPS a ZT11 o ZT19.
Se registr6 el peso corporal de
ratones C57BL6/J WT bajo el
protocolo de JLC®2 o LD 12:12
antes y 24 horas después de la
inyeccién ip con LPS (20 mg/kg) a
ZT 11 o ZT19. Se muestra el
porcentaje de disminucion del peso
corporal en funcién del peso inicial.
(n=10 por grupo).

En conclusion, podemos afirmar que los ratones bajo desincronizacion

circadiana poseen una mayor mortalidad en respuesta a las dosis altas de LPS,
gue aguellos bajo un ciclo de LO 12:12; asimismo, pierden la diferencia diaria en
la mortalidad. Sin embargo, se mantiene la diferencia en la respuesta
hipotérmica, desarrollandose una mayor hipotermia en aquellos inoculados a
ZT11. Adicionalmente, los animales desincronizados estimulados con LPS a
ZT11 presentan mayores niveles de TNF-a en suero, que aquellos sometidos a
un ciclo LO 12:12.
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Las dosis altas de LPS inoculadas a ZT11 inducen una hipotermia mas
profunda (Seccion 11.3.1.2), junto con un mayor descenso de peso, que
aquellos inoculados a ZT19. (Seccién 11.3.1.3)

El LPS administrado a ZT11 induce una mayor activacion de APO, NSQ
y NPV que a ZT19. (Seccidn 11.3.2.1). Asimismo, induce la expresion de
Tnf-a como Tnfrl en APO y altera la BHE en respuesta al LPS a niveles
similares en ambos horarios. (Seccion 11.3.2.2)

El suero de animales estimulados con LPS a ZT11 induce una mayor
hipotermia que el de aquellos estimulados a ZT19 al ser inoculado en
animales naive. (Seccion 11.3.3.1). Es posible detectar niveles similares de
LPS en estos sueros a ambos horarios. (Seccion 11.3.3.2)

TNF-a es la Unica citoquina pro-inflamatoria cuyos niveles en suero de
animales estimulados a ZT11 es mayor que a ZT19. En tanto que IL-12
se induce a niveles similares a ambos horarios de administracion.
(Seccion 11.3.3.5). Los niveles de ARNm de Tnf-a en higado son mayores
en animales estimulados a ZT19. (Seccion 11.3.4.1)

La inoculacion de LPS induce una disminucién en el porcentaje de células
totales y macrofagos activados en la poblacion MPG de exudado
peritoneal (Secciones 11.3.4.2 y 11.3.4.3), junto con un incremento de estas
células y sus niveles de activacion en el bazo (Seccion 11.3.4.3). Estas
diferencias nuevamente son mas pronunciadas a ZT11 que a ZT19.
Adicionalmente, el porcentaje de macréfagos tipo 2 activados en bazo
incrementa a niveles similares a ambos horario, sin embargo estas células

presentan mayor nivel de activacion a ZT11.
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o Los niveles de corticosterona y de IL-10 en suero (Seccién 11.3.3.3),
ambos mecanismos inmunosupresores, se inducen por LPS a niveles
similares a ambos horarios.

o Los animales TNFR1 KO pierden las diferencias diarias en respuesta al
LPS observadas en los WT, en tanto que poseen una mayor sobrevida
(Seccidn 11.3.5.1), junto con una menor hipotermia (Seccién 11.3.5.2) en
comparacién con estos ultimos.

o Los animales bajo desincronizacion circadiana poseen una mayor
mortalidad en respuesta al LPS que aquellos mantenidos en LO 12:12,
perdiendo la diferencia diaria en la tasa de mortalidad (Seccion 11.3.6.1),
pero no en la hipotermia inducida por el LPS (Seccion 11.3.6.2).
Adicionalmente, los niveles séricos de TNF-a en respuesta al LPS a ZT11
son mayores en estos animales comparados con aquellos mantenidos en

LO 12:12. (Seccion 11.3.6.3)
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11.5.1 Variacion diaria de la mortalidad causada por el shock séptico

En 1960, Halberg y colaboradores demostraron la existencia de una
diferencia diaria en la tasa de mortalidad inducida por el shock séptico, siendo
ésta mayor cuando las dosis altas de LPS se administran al final del dia (Halberg
1960). Esta diferencia también fue observada en el modelo de sepsis inducido
por ligacién y puncion cecal, con la diferencia de que se observé un cuadro mas
severo (mortalidad mas temprana, pero igual porcentaje) cuando la cirugia fue
realizada a ZT19, en comparacion de ZT7 (Silver 2012). La diferencia entre los
horarios de mayor severidad observados en dichos reportes podria deberse a
las diferencias en la cinética de desarrollo del shock séptico entre ambos
modelos.

En este trabajo confirmamos la diferencia horaria en la tasa de mortalidad
inducida por dosis altas de LPS, asi como la implicancia de la sefializacion de
TNF-a a través de su receptor TNFR1, en esta respuesta. Estos resultados estan
en linea con los reportados por Hrushesky y colaboradores, los cuales
demostraron que la administracion periférica de TNF-a a distintos horarios
induce una variacion diaria en la mortalidad similar a la observada por la
administracion de LPS (Hrushesky 1994). Adicionalmente, nosotros observamos
que la falta de TNFR1 abole la diferencia horaria en la respuesta a las dosis altas
de LPS. El aumento de la supervivencia en animales TNFR1 KO ya habia sido
observado en estudios previos (Pfeffer 1993; Leon 1998), pero aun no se habia
estudiado la respuesta a la induccion del shock séptico en distintos horarios.

La correcta sincronizacion a un ciclo de LO parece ser un factor importante

para la sobrevida del animal con shock séptico. Experimentos previos de nuestro

- 237 -



laboratorio demostraron que en condiciones de OO, se pierde la dependencia
horaria en la mortalidad inducida por LPS, siendo los porcentajes de mortalidad
observados a ambos horarios similares a los inducidos por la estimulacion a
ZT11 en LO 12:12 (horario de mayor mortalidad; (Marpegan 2009)). Asimismo,
en 2008, Carlson y Chiu observaron que ratas sometidas a ligacion y puncién
cecal (realizada durante el dia) eran mas resistentes al shock séptico inducido
por la cirugia si posteriormente a ésta eran mantenidos en un ciclo LO, a
comparacion de las que fueron mantenidas en OO o LL (Carlson & Chiu 2008).
Estos resultados sugieren que la ausencia de claves temporales externas asi
como las condiciones externas desincronizantes (como LL, condiciones
presentes en las unidades de cuidados intensivos, por ejemplo) pueden disminuir
el porcentaje de supervivencia a la sepsis.

La importancia del sistema circadiano, y en particular del reloj molecular,
en la respuesta al shock séptico, se demuestra también en trabajos realizados
con animales deficientes de los genes reloj PER2 o CLOCK. Estos reportes
muestran que dichos animales son mas resistentes al shock séptico y que
pierden la diferencia diaria en la tasa de mortalidad; lo cual se relaciona con
menores niveles de citoquinas inflamatorias en suero (Liu, J. 2006; Wang 2016).

En este trabajo estudiamos la respuesta de ratones sometidos a
condiciones de jet-lag crénico y observamos un aumento de la mortalidad junto
con la pérdida de la diferencia horaria en respuesta al LPS y un aumento en los

niveles séricos de TNF-a, confirmando una vez mas la importancia de tener un

reloj circadiano sincronizado para la supervivencia ante el shock séptico.
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11.5.2 Respuesta termoreqgulatoria diferencial en la sepsis

Como se discuti6 en la Introduccion de este Capitulo, la inflamacion
sistémica generalmente esta acompafiada de alteraciones en la temperatura
corporal. Tanto la fiebre como la hipotermia son signos utilizados como
diagndstico de la sepsis (Angus & van der Poll 2013), aunque la hipotermia es
un marcador de peor pronoéstico (Remick & Xioa 2006; Stewart 2010; Rumbus
2017).

En modelos animales, se desencadenan respuestas termoefectoras
autonomicas (vasodilatacion, inhibicion de la termogénesis) y comportamentales
(busqueda de ambiente frio), que pueden causar fiebre o hipotermia,
dependiendo de la dosis de patdgeno y temperatura ambiental. La fiebre se
corresponde con formas leves, y la hipotermia con formas severas de inflamacién
(Liu 2012; Garami 2018).

En este trabajo se analizé la respuesta termoregulatoria utilizando un
dispositivo nunca antes utilizado para este tipo de estudios, que es la Camara
Térmica FlirOne®. Una de las principales ventajas de esta cAmara es que de
muy facil empleo, ya que se acopla a un SmartPhone, se descarga una
aplicacion y se utiliza como la camara de éste. Adicionalmente, se trata de una
metodologia que no es para nada invasiva, a diferencia de, por ejemplo, la
medicion de la temperatura rectal. Otra ventaja es que al obtener la fotografia
térmica se tiene la informacion de la temperatura en cada pixel de la imagen, por
lo que se puede estudiar la temperatura en cualquier parte del animal. Por ultimo,
ademas de imagenes también se pueden tomar videos del proceso que se desea

analizar.
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En cuanto a nuestro modelo de estudio, observamos que los ratones
estimulados con dosis altas de LPS al final del dia (fase de reposo) desarrollaron
una mayor hipotermia que aquellos estimulados a mitad de la noche,
correlacionando con el momento de mayor mortalidad y de mayores niveles de
TNF-a circulante. Estos resultados son coherentes con datos reportados donde
las dosis altas de LPS en roedores inducen hipotermia (Nautiyal 2009), la cual
se corresponde con formas mas severas de inflamacién (Garami 2018). En linea
con nuestros resultados, Silver y colaboradores han observado una mayor
hipotermia en ratones a los cuales sometieron a ligacion y puncion cecal a ZT19
en comparacion con aquellos operados a ZT7, correlacionando ello con una
mortalidad mas temprana (aunque igual porcentaje de supervivencia; (Silver
2012)). Como se mencion6 anteriormente, la diferencia en el horario de mayor
severidad comparado con nuestro modelo puede deberse a la diferencia en la
cinética con la que se desencadena el shock séptico en cada uno de estos
modelos. Adicionalmente, el modelo de sepsis por puncién cecal utilizado en
dicho reporte parece ser de mayor severidad que el utilizado en este trabajo, ya
que induce un 100% de mortalidad en ambos grupos horarios.

Como se detectd que los niveles de TNF-a en suero eran distintos luego
de la inoculacion a ambos horarios, se estudio la respuesta hipotérmica en
animales TNFR1 KO. Estos animales, ademas de presentar un menor porcentaje
de mortalidad, mostraron una menor respuesta hipotérmica al LPS, perdiéndose
la diferencia horaria en esta respuesta (aunque los TNFR1 KO inoculados a ZT11
presentaron una temperatura minima mas baja a los inoculados a ZT19). Esto

indica que la sefializacibn por TNF-a participa de la termorregulacion en

respuesta a la sepsis. Estudios previos sugieren que ésta es una citoquina
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criogénica, es decir, que se trata de una molécula capaz de disminuir la
temperatura corporal. Se ha observado que la administracion sistémica de TNF-
a disminuye la fiebre inducida por el LPS (Long 1992; Klir 1995). Sin embargo,
otros grupos afirman que también puede participar en la respuesta pirogénica a
la inflamacion (Stefferl 1996; Luheshi 1997). Asimismo, el hecho de haber
observado que los animales TNFR1 KO presentaron una temperatura minima
menor, indicaria que ademas de TNF-a, hay otro factor que participaria en el
desarrollo de la respuesta hipotérmica. Por esta razdén, seria necesario
profundizar en el estudio de esta respuesta en estos animales.

Cabe destacar que esta respuesta podria estar influenciada por el ritmo
de temperatura. En condiciones basales, los roedores presentan un ritmo en la
temperatura corporal cuyo maximo se encuentra durante la noche (fase de
actividad; (Refinetti & Menaker 1992; Scheer 2005)). Por lo tanto, los ratones
estimulados a ZT11 poseen una menor temperatura basal que aquellos que se
estimulan a ZT19, momento en el que se presenta el maximo de temperatura en
condiciones basales. La regulacién de este ritmo es mediada por los NSQ
(Scheer 2005). Previamente se ha observado una respuesta diaria diferencial a
un estimulo capaz de causar hipotermia, como la deprivacion de alimento. Los
animales deprivados de alimento (y mantenidos en frio a 20°C) durante el dia
(fase de reposo) sufren una mayor hipotermia que aquellos deprivados durante
la noche; asimismo se observo un incremento en la activacion neuronal de los
NSQ en estas condiciones durante el dia (Tokizawa 2009).

Los animales sometidos a desincronizacion circadiana no presentaron un
ritmo de temperatura corporal. Este patron en la temperatura ya habia sido

observado en roedores con lesion de los NSQ (Refinetti & Menaker 1992) o
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sometidos a LL (Honma & Hiroshige 1978). Sin embargo, en nuestro trabajo
estos animales si presentaron diferencias diarias en la respuesta hipotérmica al
LPS. Por lo tanto, esto sugiere que la respuesta térmica durante la sepsis es

regulada por mecanismos diferentes al ritmo de temperatura corporal.

[1.5.2.1 Estructuras hipotalamicas activadas durante la sepsis

Las principales estructuras encargadas de la termorregulacion se
encuentran en el hipotdlamo cerebral. Estos circuitos neuronales permiten
mantener la homeostasis en la temperatura corporal, ante distintos estimulos
como cambios en la temperatura ambiental o estimulos inmunes (Morrison
2016). Una de las principales regiones termosensitivas es el APO, que es capaz
de sensar su temperatura como asi también la de tejidos periféricos que poseen
termoreceptores como la piel, distintos 6rganos y médula espinal (Boulant 1998;
Zhao 2017; Tan & Knight 2018). Otros grupos reportaron activacion neuronal en
el APO de ratones que desarrollaron fiebre o hipotermia de acuerdo a la
temperatura ambiental a las que se los sometia (Yoshida 2005; Uchida 2014).
Por otro lado otras regiones hipotalamicas, como los NPV y los NSQ, también
son capaces de recibir sefiales térmicas y responder modulandolas (Lu 2001,
Wanner 2013; Guzman-Ruiz 2015).

En este trabajo se estudid la activacion neuronal de estos nucleos en
respuesta al LPS, encontrandose una mayor activacion en APO, NPV y NSQ,
luego de la inoculacién a ZT11. Este resultado, por lo tanto, correlaciona con la

mayor mortalidad y la mayor hipotermia observada en estos ratones.
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Ya existian datos previos acerca de la activacion neuronal en respuesta
al LPS. En estudios previos realizados con distintas dosis de LPS se observo
que a dosis mas altas se inducen mayores niveles de cFos en distintas areas
hipotalamicas, correlacionando también con una mayor hipotermia y mayores
niveles de corticosteroides en suero (Hare 1995). Pero ningun estudio ha
estudiado la respuesta de estos nuacleos hipotaldmicos luego de la
administracion de dosis altas de LPS u otro estimulo inmune a distintos horarios.

Por lo cual, esto constituye otro hallazgo original de este trabajo.

11.5.2 Comunicaciéon neuro-inmune durante la sepsis

Como se menciond tanto en este capitulo como a lo largo de esta tesis, la
sefal inflamatoria puede llegar al SNC por distintas vias; pero ain no se conoce
cudl es la via exacta de comunicacion entre el sistema inmune y el SNC durante
la sepsis. En este trabajo observamos activacion neuronal de distintos nacleos
hipotalamicos junto con la expresion de TNF-a y su receptor en APO, luego de
la estimulacion inmune; esto estaria indicando que la sefial inmune
desencadenada en periferia esta llegando de alguna forma al SNC.

Otros trabajos han demostrado que la inflamacion inducida por dosis altas
de LPS es capaz de romper la BHE (Danielski 2018), lo cual facilita el paso de
citoquinas desde la circulacion. Debido a esto, se estudio la integridad de la BHE
en ratones estimulados a ambos horarios, y se observd una ruptura de esta
estructura en respuesta al LPS, independientemente del horario de
administracion. Esto indica que la activacion neuronal diferencial en el

hipotalamo no se deberia a una alteracion diferencial de la BHE de acuerdo al
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horario de administracion del LPS. Sin embargo, podria facilitar el pasaje de los
mayores niveles de TNF-a encontrados en suero.

Adicionalmente, la sefial inmune podria llegar diferencialmente al SNC por
otra via de comunicacion como el nervio vago, o los érganos circumventriculares.
En un modelo de sepsis por ligacién y puncion cecal se observd que la
estimulacién del nervio vago, produce un descenso en los niveles de moléculas
inflamatorias, debido a la activacion del “reflejo inflamatorio” que induce la
liberacion de acetilcolina en periferia (Borovikova 2000; Andersson & Tracey
2012). Este neurotransmisor actia disminuyendo la expresién de moléculas
inflamatorias por parte de los macréfagos (Borovikova 2000; Paviov & Tracey
2012) através de un mecanismo dependiente del plexo celiaco (ver Figura 3.1.1
de la Introduccion general) y del bazo (Huston 2006; Rosas-Ballina 2008). En
linea con estos datos, la vagotomia disminuye el nimero de células inmunes en
el bazo (Mihaylova 2014), en tanto que aumenta la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias (Bernik 2002) en animales inoculados con dosis altas de LPS.

En este trabajo también se evidencio que la sefial inmune llega al eje HPA,
estimulando la secrecion de corticosterona; sin embargo, esta fue independiente
del horario de administracion de las dosis altas de LPS. Existen evidencias de
aumentos en los niveles de cortisol en sangre en pacientes con sepsis, sin
embargo esto es muy variable (Schein 1990). Ademas, se reportd que los niveles
basales elevados de cortisol se correlacionan con un alto nivel de mortalidad en
los hospitales (Kwon 2007). En estudios con modelos animales la sepsis también
induce un aumento de los niveles de glucocorticoides (Yamashita 2017). Por otro

lado, el incremento de los niveles de glucocorticoides durante la sepsis depende
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de la citoquina IL-10, dado que ratones deficientes de esta citoquina presentan
mayores niveles de esta hormona (Cordoba-Moreno 2018).

Todos estos resultados evidencian que la comunicacion entre el SNC y
los tejidos periféricos durante la sepsis es compleja, y por lo tanto no existe una
sola via de comunicacion, sino que éstas actdan en conjunto. Dado que existen
muchas evidencias de que la respuesta durante el shock séptico varia segun el
horario en el cual este se desencadena, uno de los objetivos principales de este
trabajo fue identificar el factor o los factores responsables de esta diferencia,
entre los cuales pueden estan las vias de comunicacion entre el sistema inmune

y el SNC que mencionamos previamente.

11.5.3 Respuesta inflamatoria diferencial durante el shock séptico

[1.5.3.1 Respuesta inflamatoria a nivel central

Entonces, como se discutié en la seccidn anterior, la inflamacién periférica
inducida en pacientes con sepsis, puede llegar al SNC por distintas vias. Dicha
sefalizacion induciria la activacion de células gliales, las cuales son capaces de
secretar moléculas inflamatorias, e inducir neuroinflamacion (Meneses 2019).

A fin de profundizar en el conocimiento de los mecanismos que regulan la
diferencia diaria en la respuesta hipotérmica y en la activacion neuronal
hipotalamica, hipotetizamos que la sefial inflamatoria periférica podria inducir la
expresion de citoquinas o sus receptores en APO de manera diferencial de
acuerdo al horario de administraciéon. Como existen varios indicios del importante
rol de TNF-a y su receptor TNFR1, tanto en la comunicacion inmune-circadiana,
como en la regulacion de la respuesta hipotérmica, decidimos estudiar la

expresion de estas moléculas en APO en respuesta a dosis altas de LPS. Sin
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embargo, observamos que ambas moléculas se inducen en respuesta al shock
séptico en APO, pero independientemente del horario de estimulacién, indicando
que podrian participar del mecanismo de termorregulacién pero no de su
diferencia horaria. Sin embargo, dado que medimos niveles de ARNm mensajero
y no proteina, no podemos descartar que lleguen niveles diferenciales de ésta
molécula desde la periferia, activando esta area hipotalamica en forma diferente
segun el horario.

Adicionalmente, hasta el momento no existian evidencias de la expresion
de esta citoquina y su receptor en esta region hipotaldmica en respuesta a las

dosis altas de LPS, lo cual fue demostrado en este trabajo.

[1.5.3.2 Respuesta inflamatoria a nivel periférico

Adicionalmente, quisimos estudiar si la respuesta horaria diferencial
observada en este modelo se debia a una o varias moléculas presentes en el
suero de los ratones sépticos. Para ello, en primer lugar, inoculamos suero de
animales q recibieron dosis altas de LPS a ZT11 o ZT19, en animales naive (a
ZT13), a fin de evaluar si en estos sueros habia alguna/s moléculas/s
responsables de la diferencia horaria observada en la temperatura corporal. En
efecto, observamos que aquellos animales que recibieron el suero de ratones
estimulados a ZT11, desarrollaron una mayor hipotermia, que aquellos que
fueron inyectados con el suero de animales inoculados a ZT19. Es decir, que el
suero de estos animales generd una respuesta similar al LPS. Luego de
comprobar que, efectivamente, la respuesta hipotérmica diferencial podria estar
relacionada a una o mas moléculas presentes en el suero, nos propusimos

estudiar su composicion.
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En un principio se decidi6 analizar si el LPS inyectado por via ip era capaz
de llegar a la circulacién, ya que no hay reportes previos que hayan estudiado
esto luego de la estimulacion con estas dosis de LPS. La presencia de LPS en
suero podria correlacionar con una mayor diseminacién de la endotoxina hacia
otros tejidos, lo cual podria aumentar la severidad de la patologia. En este trabajo
observamos que 2 horas después de la inoculacién se detect6 la presencia de
la endotoxina en el suero de los ratones, pero este aumento fue independiente
del horario de administracion. En pacientes con sepsis se ha observado la
presencia de LPS y LBP en suero (Opal 1999; Zweigner 2001); mientras que en
modelos animales se observo que la proteina LBP tiene funciones protectoras
contra el shock séptico (Jack 1997; Lamping 1998).

Como ya mencionamos en la introduccion de este capitulo, durante la
sepsis se desencadenan tanto procesos pro-inflamatorios como anti-
inflamatorios. Un exceso de pro-inflamacion podria llevar al dafio tisular, mientras
qgue un exceso de anti-inflamacion puede llevar al desarrollo de infecciones
secundarias (van der Poll & Opal 2008). Por lo tanto, ambos factores podrian
agravar el cuadro séptico. Por esta razon, se estudiaron los niveles de
glucocorticoides en suero, los cuales tienen una gran variedad de funciones,
entre ellas inmunosupresoras (Stahn & Buttgereit 2008; Ayroldi 2012). Ademas,
en modelos animales de shock séptico se ha demostrado que esta molécula
disminuye la mortalidad de estos ratones, a través de sus acciones anti-
inflamatorias (Dejager 2010; Gilibert 2014). En nuestro modelo se observo una
induccion de corticosterona en suero en respuesta al LPS, pero en niveles
similares a ambos horarios. Esto seria indicativo de que no hay una activacion

diferencial del eje HPA dependiente del horario de estimulacion, y que los
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glucocorticoides circulantes no serian los responsables de la respuesta horaria
diferencial observada. Sin embargo, existen evidencias de la existencia de ritmos
en los niveles de receptores para glucocorticoides (Xu 1991), por lo tanto no se
podria descartar que se produzca una sefializacion diferencial a través de ellos.
Siguiendo con los mecanismos anti-inflamatorios, también observamos
que los niveles séricos de la citoquina IL-10 aumentaron a niveles similares en
animales inoculados a ambos horarios. Este resultado esta en linea con el
resultado obtenido en los niveles de corticosterona. Estos datos sugieren que la
respuesta horaria diferencial al shock séptico no estaria determinada por estos
parametros anti-inflamatorios. Sin embargo, otros trabajos han demostrado una
relacion entre la citoquina IL-10 y los glucocorticoides durante el shock séptico,
observando que animales deficientes de IL-10 poseen una mayor mortalidad,
junto con un incremento en los niveles de glucocorticoides y de citoquinas pro-
inflamatorias (Cordoba-Moreno 2018). Por lo tanto, seria interesante estudiar
qué sucede con esta citoquina a otros tiempos distintos a los estudiados.
También se analizaron los niveles de endocanabinoides en suero. Se ha
demostrado que estas moléculas poseen una estrecha relacion con los procesos
inflamatorios incrementando sus niveles en respuesta al LPS (Szafran 2015), asi
como en pacientes con shock séptico (Wang 2001). Adicionalmente, la
sefalizacion a través de su receptor CB2 protege a los roedores del shock
séptico (Csoka 2009), y se los ha relacionado con la hipotermia y la hipotension
inducidas por la administracion de altas dosis de LPS (Villanueva 2009; Steiner
2011; Schindler 2017). Sin embargo, a pesar de estas evidencias, no

observamos variaciones de los niveles séricos del endocanabinoide 2-AG en
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nuestro modelo. Es posible que el horario, al igual que el tejido, elegidos no
hayan sido los adecuados para la deteccion de esta molécula.

La induccion de la “tormenta de citoquinas” es una de las principales
caracteristicas del shock séptico (Chen 2014), donde TNF-a es una de las
principales citoquinas involucradas. Como también se menciona previamente
(seccion 11.1.1.4), la falta de sefalizacion mediada por TNF-a en ratones induce
una resistencia parcial al shock séptico (Tracey 1987; Mohler 1993; Pfeffer 1993;
Opal 1999; Guo 2009). Ademas, ha sido sugerido que la secrecion de TNF-a
soluble a la circulacion, el cual depende de su clivaje por parte de la enzima
TACE (también conocida como ADAM17), seria uno de los principales
responsables en la induccion del shock séptico (Mishra 2016). En este trabajo
demostramos un incremento en los niveles séricos de esta citoquina en
respuesta a la estimulacion con dosis altas de LPS a ZT11. Este resultado junto
con la disminucion de la tasa de muerte y de los niveles de hipotermia
observados en animales TNFR1 KO refuerzan dichas evidencias. Sin embargo,
esta via no seria la Unica responsable del shock séptico dado que los animales
TNFR1 KO aun presentan niveles de mortalidad e hipotermia, aunque menores
gue los animales WT. El tratamiento de pacientes sépticos con antagonistas de
TNF-a tiene resultados controversiales, que podrian deberse a la complejidad y
diversidad de la respuesta al shock séptico observada en pacientes. Esto,
ademas, podria estar relacionado con la induccion diferencial de TNF-a de
acuerdo al horario en el que se desencadena el shock séptico en nuestro modelo.
Por lo tanto, dicha complejidad en la respuesta al shock séptico observada en

pacientes, podria deberse al horario en el que se inici6 la respuesta séptica
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Por otro lado, la citoquina IL-12 aument6 en suero en igual magnitud en
animales inoculados a ambos horarios sugiriendo que participa en la respuesta
al LPS pero no de la diferencia horaria observada.

Sin embargo, al analizar los niveles de TNF-a en higado y bazo, no
observamos alteraciones luego del tratamiento con LPS; aunque si se evidenci6
un aumento en la expresion de Tnf-a luego de la estimulacion a ZT19 en tejido
hepatico, compatible con la induccion de la respuesta de fase aguda (Kubes
2016). En otro estudio en el que se utilizé una dosis similar de LPS, se observo
un aumento de los niveles de expresion de citoquinas en higado, entre las que
se encontraba Tnf-a, a las 24h después del estimulo (Wu 2018). Por lo tanto, es
posible que esta variable deba estudiarse a otros horarios. Otra posible hipotesis
es gue la expresion en higado de esta citoquina se produzca mas rapido luego

de la estimulacion a ZT11, y por lo tanto hayamos perdido el pico de expresion.

11.5.3.3 Respuesta de macréfagos al shock séptico

Los macréfagos son una de las primeras células que se activan en
respuesta a un patdégeno, ya que reconocen los PAMPs presentes en ellos a
través de sus RRPs. Al activarse se desencadena la respuesta inflamatoria,
mediante la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias y otros mediadores
inmunes, como quemoquinas, especies reactivas de oxigeno, etc. (Cinel & Opal
2009). Poseen un rol esencial durante todas las fases de la sepsis, debido a su
presencia ubicua y sus funciones tanto homeostaticas como inflamatorias
(Cheng 2018).

Por lo tanto, decidimos estudiar los porcentajes y niveles de activacion de
estas células en la cavidad peritoneal y en bazo. Como la inyeccion de LPS es
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intraperitoneal, los macréfagos presentes en esta cavidad serian los primeros en
activarse. Estos macrofagos se pueden clasificar de acuerdo a su morfologia en
macréfagos peritoneales grandes y pequefios (MPG y MPP, respectivamente;
(Cassado Ados 2015)). Los MPG constituyen aproximadamente el 90% de los
macréfagos peritoneales en animales no estimulados, pero sus niveles
disminuyen rapidamente en respuesta a estimulos como LPS o tioglicolato. Estas
células, ademas, expresan altos niveles de TLR4 y moléculas co-estimulatorias
(entre ellas CD86). Por su parte, los MPP expresan menores cantidades de estos
marcadores y aumentan en respuesta a la estimulacion, pero este aumento no
suele darse tan rgpidamente (Ghosn 2010).

En linea con los datos mencionados, en este trabajo observamos que en
la poblacion MPG, tanto el porcentaje de células totales como el de macréfagos
activados (F4/80*-CD11b*-CD86* y F4/802©°-CD11b3®©-CD86*), disminuye
significativamente en respuesta a las dosis altas de LPS administradas a ZT11.
Sin embargo, los macréfagos totales disminuyen independientemente del horario
de estimulacion. Ha sido reportado que debido a la excesiva inflamacién
generada durante la sépsis, se induce un gran numero de factores que
promueven la apoptosis de los macréfagos peritoneales (Zhu 2009; Luan 2015).
En otro modelo de infeccion causado por la bacteria Enterococcus faecium se
demostré que los macréfagos peritoneales son importantes en la contencion de
la infeccidn, al evitar que ésta se disemine, y regular el proceso inflamatorio. Por
lo tanto, una disminucion de estas células seria contraproducente para el
huésped (Leendertse 2009). Adicionalmente, en el caso de los MPG esta

disminucién en sus niveles dentro de la cavidad peritoneal podria estar
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relacionada con su migracién hacia otros sitios del organismo (Okabe &
Medzhitov 2014).

En la poblacién MPP, no se observaron alteraciones en el porcentaje o
niveles de activacion de los macrofagos en respuesta al LPS. Aunque si se
observ6 una variacion diaria en el porcentaje de células totales en esta region,
siendo estos valores mayores a ZT11 (observado en los vehiculos).

Como se menciona previamente, la activacion de los MPP es posterior a
la de los MPG (Ghosn 2010). Existen evidencias de que la disminucion en los
niveles de MPG en respuesta a un estimulo inflamatorio se ve acompafiada de
un aumento en los MPP y de la llegada de monocitos inflamatorios a la cavidad
peritoneal (Davies 2011; Cassado Ados 2015). Este factor correlaciona con la
renovacion y mejora de las condiciones de la cavidad peritoneal, para responder
ante el estimulo inmune (Cassado Ados 2015). Por lo tanto, es probable que un
andlisis del porcentaje de macréfagos dentro de esta poblacion a tiempos
posteriores evidencie alteraciones en sus niveles, ya que los monocitos que
llegan desde la circulacién se diferencian a macro6fagos que pasan a ser parte
de los MPP (Ghosn 2010).

Por otro lado, estudios in vitro han demostrado que los MPP desarrollan
un perfil pro-inflamatorio en respuesta al LPS, ya que al ser estimulados
producen niveles altos de citoquinas pro-inflamatorias, entre las que se
encuentra TNF-a (Cain 2013). En este trabajo hemos observado una variacién
diaria en el porcentaje de esta poblacion de macrofagos, con mayores niveles a
ZT11. Por lo tanto, este resultado podria estar relacionado con los mayores
niveles de TNF-a detectados en circulacion luego del estimulo con LPS a ZT11.

Hasta el momento no existen otros trabajos que hayan estudiado la existencia
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de ritmos en los niveles de ambas poblaciones de macr6fagos peritoneales, lo
cual entonces seria un hallazgo de esta investigacion.

Por otro lado, los macréfagos de bazo son también un componente
importante de la respuesta inmune innata (Liu, G. 2006). En este trabajo,
observamos un aumento en el porcentaje de macréfagos (F4/80%) en bazo en
respuesta al LPS a ZT11, al igual que en el porcentaje de macréfagos activados
(F4/80*-CD86™), mientras que a ZT19 estos parametros resultaron similares a
los controles. Otros trabajos han evidenciado un aumento en la expresion de
CD86 en estos macréfagos en respuesta al LPS (Liu, G. 2006), pero no se
encontraron trabajos que estudien esta respuesta a distintos horarios.

En cuanto a los perfiles de activacion de los macréfagos han sido
descriptas dos subpoblaciones: los activados por la via clasica o M1, y los
activados por la via alternativa o M2. Los macré6fagos de tipo M1 se caracterizan,
entre otras cosas, por la produccién de citoquinas pro-inflamatorias, la respuesta
a patdgenos y; mientras que los de tipo M2 estan asociados con funciones anti-
inflamatorias y de homeostasis (Zhang & Wang 2014; Sica 2015). Si bien el
porcentaje de macréfagos tipo 2 (identificados como F4/80*CD206%) en bazo no
se modifico en respuesta al LPS, observamos un incremento en el porcentaje de
estas células que expresan CD86, asi como en los niveles de fluorescencia de
este marcador (IMF para CD86), a ambos horarios estudiados. Sin embargo a
ZT11 la IMF de CD86 resulto levemente mayor que a ZT19. Este resultado
nuevamente se condice con los obtenidos en la medicion de moléculas
inmunosupresoras como los glucocorticoides, y la citoquina IL-10, que también
se indujeron en respuesta al LPS independientemente del horario. Existen

evidencias de que la excesiva inflamacion durante el shock séptico puede llevar
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a la apoptosis de los macréfagos M1 o a su polarizacion hacia el fenotipo M2,
contribuyendo a la inmunosupresion (Krausgruber 2011; Sindrilaru 2011).
Asimismo, ciertas citoquinas como TNF-a, IL-4, IL-13, IL-10 pueden inducir la
polarizacion de los macrofagos M1 a M2 (Sica 2015; Ip 2017). Aunque
nuevamente, no hemos encontrado resultados de otros grupos que investiguen

estas variables a distintos horarios.

11.5.2 Efectos de la desincronizacion circadiana en la respuesta al shock

séptico

Como ya lo mencionamos en la seccion 11.1.4.1 de la introduccion de este
capitulo, la desincronizacion circadiana es capaz de generar alteraciones en
distintos sistemas y funciones, incluyendo el sistema inmune. Existen evidencias
de que la desincronizacién generada por la exposicion a ciclos de jet-lag crénico,
es capaz de alterar distintos factores y funciones inmunes (Castanon-Cervantes
2010; Adams 2013). Por lo tanto, en este trabajo estudiamos la respuesta al
shock endotdxico en animales sometidos a un ciclo de JLC®2. Estos ratones
presentaron una tasa de mortalidad alta independientemente del horario en el
que se les administrd la endotoxina. Ambos grupos presentaron una mortalidad
del 80%, lo que significa que se perdio la diferencia diaria en respuesta al shock
séptico. Carlson y colaboradores también evidenciaron una menor supervivencia
en animales sometidos a ligacion y punciéon cecal mantenidos bajo condiciones
disruptivas del ciclo circadiano (luz constante) luego de la operacion (Carlson &
Chiu 2008). Por su parte, Castanon-Cervantes y colaboradores, observaron un

aumento en la mortalidad en respuesta a LPS de animales sometidos a 4
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cambios de fase agudos, uno por semana, del ciclo de LO (Castanon-Cervantes
2010).

Sin embargo, en los animales de nuestro modelo se conserva la respuesta
hipotérmica diferencial de acuerdo al horario en el que se inocul6 el LPS como
sucede en los animales mantenidos en LO12:12. Este Ultimo resultado sugiere
que el mecanismo responsable del desarrollo de la respuesta hipotérmica
mantiene su sincronia en los animales mantenidos bajo este esquema de
iluminacién. Sin embargo, si se compara los niveles de hipotermia desarrollados
por los animales mantenidos en condiciones de JLC®? con aquellos mantenidos
en LO12:12, los animales desincronizados manifiestan una menor temperatura
minima con respecto a aquellos sincronizados e inyectados en ese mismo
horario (ZT11 o0 ZT19). Como se menciona previamente, resultados previos del
grupo de Alec Davidson también mostraron que los ratones sometidos a los
cambios del ciclo LO, desarrollaron una mayor hipotermia que los controles
(Castanon-Cervantes 2010), pero los animales no fueron estimulados a distintos
horarios.

Adicionalmente, se estudiaron los niveles séricos de TNF-a en los
animales desincronizados estimulados a ZT11 (los cuales presentan una
respuesta exacerbada), observandose niveles mayores de esta citoquina en
comparaciéon con aquellos mantenidos en condiciones de LO12:12.

Por lo tanto, la desincronizacion circadiana genera un aumento en la
mortalidad de los animales estimulados con dosis altas de LPS, y ademas, se
pierde la diferencia diaria, produciéndose un aumento de la mortalidad en
aquellos inoculados a ZT19. Esto se condice con el desarrollo de una mayor

hipotermia, aunque en este caso no se pierde la diferencia diaria; y con un
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incremento de los niveles de TNF-a en suero, en aquellos animales inyectados
a ZT11, comparados con los mantenidos en condiciones de LO 12:12. Como
podemos observar, nuevamente, mayores niveles de TNF-a sérico correlacionan

con el desarrollo de una hipotermia mas profunda.
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1.6 CONCLUSIONES

En este Capitulo demostramos que la diferencia diaria en la mortalidad
inducida por dosis altas de LPS se ve acompafiada por una diferencia diaria en
la respuesta hipotérmica y activacion del APO, NSQ y NPV hipotalamicos. Esta
variacion en la respuesta estaria vinculada a la sefializacion de TNF-a mediante
TNFR1, citoquina que podria estar siendo secretada por los macrofagos que se
activan en la periferia en respuesta al LPS. Por ultimo, la desincronizacion
circadiana exacerba la mortalidad, perdiéndose la diferencia diaria en esta
respuesta e induciendo mayores niveles de hipotermia, aunque en este caso se
mantiene la diferencia diaria.

En la Figura 11.6.1 se observa un resumen de los resultados diferenciales
obtenidos en este capitulo. Los resultados obtenidos en este capitulo nos
indicarian que las dosis altas de LPS por via intraperitoneal actian sobre los
macrofagos peritoneales, induciendo su activacién y posterior secrecion de
mediadores inmunes, entre ellos citoquinas como TNF-a. Dicha activaciéon
masiva produce un descenso en los niveles de las células de la poblacion MPG,
especialmente luego de la estimulacion a ZT11. A su vez, tanto la endotoxina
como las citoquinas inducidas pueden pasar a circulacion y actuar sobre el bazo,
induciendo la activacion de los macréfagos alli presentes luego del estimulo a
ZT11, los cuales también podrian secretar TNF-a. Asimismo, se produce un
aumento en la acivaciéon de los macrofagos de tipo M2 alli presentes. Toda esta
respuesta, en conjunto, induce un incremento de los niveles de TNF-a en suero,
mas pronunciado a ZT11. Asimismo, tanto el LPS como las citoquinas inducidas
pueden sefializar al SNC atravesando la BHE, que se rompe en respuesta al

LPS, como asi también, sefalizando a través del nervio vago (o de los érganos
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circumventriculares). Al llegar esta sefial al SNC, se produce la activacion de
NSQ y APO, luego de la administracion de LPS a ZT11; y de NPV a ambos
horarios (aunque mayor a ZT11), y se produce la expresion de Tnf-a y Tnfrl en
APO. Se hipotetiza que la activacion de estos nucleos hipotalamicos
desencadena la respuesta hipotérmica, la cual es mas pronunciada a ZT11.
Ademas, la activacion de los NPV que forman parte del eje HPA genera la
secrecion de corticosterona a partir de la glandula adrenal (aunque ésta no seria
responsable de la diferencia temporal en la respuesta al LPS).

Todos estos efectos dependen de la sefalizacion mediada por TNF-a y
su receptor TNFR1, ya que de no estar presente este Ultimo, se pierde la
respuesta diferencial en la mortalidad e hipotermia. Ademas, se ha observado
que la desincronizacion circadiana exacerba estos efectos.

En resumen, en este capitulo profundizamos en el conocimiento de los
mecanismos subyacentes al efecto cronodependiente del LPS que desencadena
una respuesta séptica diferencial a lo largo del dia. Nuevamente la citoquina
TNF-a jugaria un rol preponderante en la sefializaciéon temporal en este modelo,
lo cual puede considerarse un punto de partida para eventuales diagndsticos o
tratamientos de sepsis o shock séptico que tengan en cuenta el horario de la

injuria.
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Figura 11.6.1 Resumen de los resultados obtenidos en el capitulo 2. A la izquierda se
muestran la respuesta observada tras la inoculacion de dosis altas de LPS a ZT11,y a la
derecha la respuesta desencadenada a ZT19. La administracion de LPS actla sobre los
macroéfagos peritoneales, induciendo su activacién y la secrecion de citoquinas inflamatorias.
Los niveles de macrofagos peritoneales disminuyen con el estimulo inmune, observandose
menor activacion de estas células a ZT11. Tanto el LPS como las citoquinas secretadas
actuarian sobre el higado induciendo un aumento en la expresion de Tnf-a. A su vez, ambos
también podrian actuar sobre el bazo induciendo una mayor activaciéon de macréfagos totales
y M2 luego de la inoculacién a ZT11 y un incremento en el porcentaje de macro6fagos M2 a
ambos horarios. Las citoquinas secretadas por los macr6fagos, o por otros tejidos pasan a
circulacion, produciéndose un aumento de IL-10, IL-12 y TNF-a, siendo los niveles de ésta
dltima mayores a ZT11. También se detectaron niveles de LPS en sangre. Adicionalmente, la
endotoxina y las citoquinas, pueden ingresar al tejido del SNC a través de la BHE que se
rompe en respuesta a las dosis altas de LPS, o sefializando a través del nervio vago, por
ejemplo. Esta comunicacion induce la activacién de los NSQ y APO luego de la inoculacion a
ZT11, mientras que los NPV se activan independientemente del horario (aunque en mayores
niveles a ZT11). Asimismo se induce la expresion de Tnf-a y Tnfr1 en APO. Esta activacién
hipotaldmica desencadena hipotermia, la cual es mas profunda a ZT11. Adicionalmente, se
activa el eje HPA, induciendo secrecion de glucocorticoides en periferia, independientemente
del horario.

- 259 -



- 260 -

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



ANEXO

Efectos de la inflamacion
pulmonar cronica sobre los

ritmos circadianos
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis general:
La inflamacién pulmonar cronica puede alterar los ritmos circadianos en

un modelo murino de asma.

Hipotesis especificas:
o La inflamacion pulmonar cronica es capaz de generar inflamacion en el
SNC, especificamente en los NSQ.
o La inflamacién pulmonar crénica puede alterar los ritmos circadianos de

actividad locomotora.

Por lo tanto el objetivo general de este anexo es estudiar la respuesta

del sistema circadiano ante un modelo de inflamacién pulmonar cronica.

Objetivos especificos:

1. Desarrollar un modelo de inflamacion crénica pulmonar capaz de generar
inflamacién en los NSQ de los animales tratados.

2. Analizar la activacién inmune en NSQ, suero y tejido pulmonar.

3. Estudiar la existencia de modificaciones circadianas en un modelo de

asma en ratones WT.
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111.1 INTRODUCCION
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I11.1.1 Caracteristicas de las reacciones de hipersensibilidad

Las enfermedades comunmente conocidas como enfermedades
alérgicas: rinitis alérgica, asma, conjutivitis alérgica, dermatitis atépica, etc., son
parte de un grupo de patologias denominadas reacciones de hipersenbilidad tipo
1. Afectan al 25% de la poblacion mundial, y son mediadas por anticuerpos
desarrollados en respuesta a antigenos inocuos (alérgenos) para la mayoria de
las personas (Fainboim 2011).

En un primer encuentro con el alérgeno, etapa de sensibilizacion, se
induce una respuesta inmune adaptativa contra esta molécula en la cual se
producen los anticuerpos especificos de isotipo IgE. En los siguientes
encuentros con el alérgeno, este es reconocido por los mencionados anticuerpos
induciendo la degranulacion de los mastocitos (células que presentan receptores
de alta afinidad para IgE). Dichos granulos poseen elevadas concentraciones de
histamina, molécula que induce broncoconstriccibn (broncoespasmo),
hipotensién arterial, y aumento de la permeabilidad vascular, etc. A esta
respuesta se suma la produccion de citoquinas y quemoquinas por los
mastocitos, lo que promueve el desarrollo de una respuesta inflamatoria local,
que recluta macréfagos y eosindéfilos (Fainboim 2011). En este tipo de respuesta
predominan las citoquinas IL-3, GM-CSF e IL-5, junto con mediadores lipidicos
como prostaglandinas y leucotrienos, y otras citoquinas, que amplifican la

respuesta inflamatoria (Murphy 2017).
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[11.1.1.1 Patogénesis del asma: rol de TNF-a

En el caso de las vias aéreas inferiores, el estadio mas avanzado de
hipersensilidad es el desarrollo del asma. Se trata de un sindrome muy
prevalente y complejo, caracterizado por la inflamacion de los bronquios y la
hipersensibilidad de las vias respiratorias (Boyce 2006). La remodelacion de las
vias aéreas se caracteriza por cambios estructurales, como hipertrofia del
musculo liso, fibrosis subepitelial, hiperplasia de las células globulares vy
proliferacion de los vasos sanguineos y nervios de estas vias (Blacquiere 2010).
Estas alteraciones son mas comunes en pacientes con asma severo, mientras
que la inflamacién es el principal factor patogénico (Pepe 2005).

En cuanto a la inmunopatogénesis, ha sido observado que aun en los
estadios mas tempranos se observa una acumulacidon cronica de células
inflamatorias (linfocitos, mastocitos, macréfagos) en la mucosa de las vias
aéreas (Holgate 1992; Laitinen 1993), con un caracteristico aumento de linfocitos
T CD4 en las paredes de las vias respiratorias (Robinson 1993). En estos casos,
tienen un importante rol las citoquinas IL-4, IL-13, IL-5 e IL-9 (Robinson 1993).
IL-4 induce la degranulacion de los mastocitos y, en conjunto con IL-13, la
remodelacion de las vias aéreas, la hiperreactividad broquial y la estimulacion
de la produccion de mucus (Webb 2000; Wadsworth 2010). IL-9 induce la
produccién de mastocitos y de mucus (Kim 2013). Por su parte, IL-5 induce la
produccién de eosinofilos (Webb 2000; Hamelmann & Gelfand 2001).
Adicionalmente, también se observo que la citoquina TNF-a secretada por los
mastocitos es responsable de la expresion de moléculas de adhesion en pulmon
(Chai 2011) y de la hiperreactividad de las vias aéreas (Kim 2007). A su vez, la

gquemoquina CCL2 también tendria un rol en esta patologia, a través del
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reclutamiento de macrofagos y células T a las vias aéreas (Lee 2015; Wang, A.
2015).

Adicionalmente, en pacientes con asma severo se ha observado un
aumento en los niveles circulantes de las tipicas citoquinas indicadoras de
inflamacion sistémica: TNF-a e IL-16, las cuales parecieran tener un rol
fundamental en el aumento de la severidad de esta patologia (Silvestri 2006). En
particular se cree que TNF-a actia como un amplificador de la inflamacion local
desarrollada durante el asma. Se ha observado que los niveles de TNF-a soluble
son mayores en nifios asmaticos (Najam 2001). Pero como no se trata de una
de las clasicas citoquinas relacionadas con alergias, alin no se ha estudiado en

profundidad el rol de TNF-a durante el desarrollo de esta patologia.

[11.1.1.2 Modelos murinos de asma bronquial

Existen distintos modelos murinos que intentan reproducir las caracteristicas
del asma para su posterior estudio. Por un lado, en algunos se expresan o
modifican genéticamente factores que contribuyen a su inmmunopatogénesis
como por ejemplo, la expresion de IL-5 0 IL-13 en pulmadn, la cual lleva al desarrollo
de remodelacion e inflamacion de las vias aéreas (Lee 1997; Elias 2004). Por otro
lado, los modelos mayormente utilizados son los de estimulacion aguda o crénica
a través de las vias aéreas con un alérgeno, como ovalbumina (OVA) o con acaros
del polvo doméstico (HDM, de sus siglas en inglés; (LIloyd 2007)). Los modelos
mas utilizados de inoculacién de OVA realizan una inoculacion repetida de este
antigeno de forma crénica (hasta 12 semanas) en ratones, con una previa
sensibilizacion a este antigeno. Este modelo induce las caracteristicas principales
de remodelacion estructural e inflamacion de las vias respiratorias (Shinagawa &
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Kojima 2003). En linea con el aumento de TNF-a en vias respiratorias de
pacientes, en este modelo animal se observd que el bloqueo de la respuesta a
TNF-a (TNFR KO o por inoculacion del receptor soluble) provoca una disminucién
en el nimero de eosindfilos en el liquido broncoalveolar, en la produccién de IL-5
e IgE y en la remodelacion estructural (fibrosis peribronquial y espesor del musculo
liso) (Hutchison 2008; Malaviya 2017). Adicionalmente, en este modelo se observo
gue el TNF-a liberado por los mastocitos de las vias respiratorias promueve la
inflamacion e hiperreactividad de estas vias en el asma (Nakae 2007; Chai 2011).

Por lo tanto, se puede observar que, ademas de producirse un aumento de
los niveles de las citoquinas IL-4, IL-5 e IL-13, existen evidencias de que TNF-a
participa en la patogénesis del asma, al menos en los casos mas severos. Sin
embargo, al no tratarse de una las citoquinas clasicas de la respuesta a
hipersensibilidad, y debido a resultados contradictorios en estudios con pacientes
asmaticos (Matera 2010), atin no se conoce en profundidad el rol de esta citoquina

en esta patologia.

I11.1.2 Ritmos circadianos en la funcién pulmonar

Existen muchas patologias con un fuerte componente circadiano. Por
ejemplo, los pacientes con artritis reumatoidea presentan mayores sintomas de
dolor articular, rigidez e impedimentos funcionales temprano durante la mafana,
lo cual correlaciona con un aumento en los niveles de citoquinas pro-inflamatorias
en suero y otros parametros inmunes (Cutolo 2008). Otras patologias como las

cardiovasculares, metabdlicas y renales, entre otras, también poseen
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fluctuaciones circadianas en sus sintomas (Martino & Young 2015; Johnston &
Pollock 2018; Lemmer & Oster 2018).

En cuanto al asma bronquial, sus sintomas son mas severos durante la noche
en la mayoria de los pacientes. Fisiolégicamente, la funcion pulmonar exhibe un
ritmo circadiano, con un maximo durante la tarde (16hs), y un minimo a la
madrugada (4hs) (Silkoff & Martin 1998). En la mayoria de estos pacientes, esta
variacion es mas pronunciada, y se ve acompafada por hipersensibilidad
bronquial, inflamacién de las vias respiratorias y una limitacion mas profunda del
flujo de aire por la noche (Kraft 1996; Van Keimpema 1997; Jarjour 1999). Ademas,
se han observado mayores niveles de linfocitos T CD4 y eosindfilos en las vias
areas de pacientes a las 4hs en comparacion con las 16hs (Kelly 2004). Asimismo,
en pacientes asmaticos, se encontraron alteraciones en los ritmos de secrecion de
las hormonas cortisol y melatonina (Fei 2004). Dichas caracteristicas clinicas
permiten separar a los pacientes en 2 grupos, que a su vez se asocian con la
severidad de la patologia: los que presentan asma nocturno y los que presentan
sintomas diurnos, siendo los sintomas nocturnos mas severos y los que podrian
llevar a la mortalidad (Sutherland 2002; Sutherland 2003; Sutherland 2005).
Pacientes con asma nocturno muestran mayores niveles de eosinéfilos y
macrofagos en fluido broncoalveolar durante la noche que individuos con asma no
nocturno (Kraft 1996). Asimismo se observé que presentan mayores limitaciones
respiratorias y una mayor disminucion de la capacidad pulmonar (Sutherland
2005).

Adicionalmente, estos pacientes presentan dificultades para mantener el
suefio, una baja calidad de suefio y somnolencia diurna (van Keimpema 1995).

Estudios polisomnograficos en adolescentes y nifios asmaticos revelaron un mayor
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riesgo de desarrollar trastornos respiratorios relacionados con el suefio (por
ejemplo, apneas) y alteraciones en la continuidad del suefio, con una mayor
fragmentacion de este parametro (Stores 1998; Khassawneh 2019). Se observo
gue un mejor tratamiento de la patologia puede generar mejorias en la calidad del
suefio de estos sujetos (Stores 1998).

Como se puede observar, el sistema circadiano tiene un rol fundamental en
la modulacién de las funciones pulmonares y por lo tanto, en el desarrollo del
asma. Pero aun se desconocen los mecanismos por los cuales los ritmos en la
funcion respiratoria de los pacientes asmaticos son mas pronunciados, exhibiendo
una menor funcién pulmonar durante la madrugada. Esto ademéas se ve
acompafado de inflamacion en las vias respiratorias, lo cual nos indica que el

sistema inmune también participa de dicha interaccion.

[11.1.2.1 La interaccidén inmune-circadiana en el asma bronquial

Como se mencioné en la seccion anterior, los niveles de la hormona
melatonina, fuertemente relacionada con el sistema circadiano, se alteran en los
pacientes con asma. La estimulacion con melatonina de células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) de pacientes asmaticos, extraidas a diferentes
horarios, muestran un aumento en la secrecion de IL-1, IL-6 y TNF-a en diferentes
momentos del dia en pacientes con patologia nocturna, pero solo de noche en
pacientes con la forma no nocturna (Sutherland 2002). Adicionalmente, en ratas
pinealectomizadas (se extrae la glandula pineal, principal productora de
melatonina), tratadas con OVA, se inhibe la migracion de células inflamatorias al
liquido broncoalveolar; pero si luego se las trata crénicamente con melatonina,

esta migracion celular se recupera (Martins 2001). El tratamiento in vitro de células
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epiteliales de pulmén humano con TNF-a mas melatonina, pero no con melatonina
sola, induce la secrecién de quimioatractantes, como RANTES y eotaxina, y el
incremento de la quimiotaxis de eosindfilos; en forma dependiente de la dosis de
melatonina (Luo 2004).

Adicionalmente, estudios recientes han demostrado una relacidon entre esta
patologia y el gen reloj Bmall. La falta de este gen reloj exacerba la respuesta
inflamatoria de las vias respiratorias durante el asma, por lo que se considera que
BMALL1 actuaria como un regulador negativo de esta patologia. Asimismo, se
observaron niveles alterados de genes reloj en muestras de pacientes asmaticos

(Ehlers 2018).

Dado que, como se menciona previamente, el asma presenta una
importante relacion con el sistema circadiano, el modelo murino de asma
bronquial resulta interesante a fin de estudiar el funcionamiento del sistema
circadiano en el contexto de la inflamacién crénica. Nuestra hipotesis es que la
inflamacion pulmonar cronica podria alterar el funcionamiento del reloj
circadiano. Esta hipétesis se sustenta, ademas, en que el TNF-a juega un papel
central en la inmunopatogénesis de esta patologia y como se describe en el
Capitulo 1 de esta tesis, es capaz de sefalizar al reloj central hipotalamico
modulando sus variables de salida. Por lo tanto, en este apartado se estudiara
la respuesta del sistema circadiano a la inflamacion pulmonar cronica, a través
del registro de actividad locomotora, y analizando si la inflamacion es capaz de

llegar a los NSQ.
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1.2 MATERIALES Y

METODOLOGIA
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111.2.1 Animales vy condiciones de alojamiento

Se utilizaron los mismos animales y condiciones de alojamiento descriptas

en la seccion 1.2.1 del Capitulo 1.

111.2.1.1 Reqistro de actividad locomotora

Los animales se colocaron en jaulas plasticas individuales provistas de
sensores de infrarrojo para la deteccién de actividad general. La actividad
locomotora se registr6 mediante el sistema de adquisicién de datos Archron®

version 2.1, disefiado en el Laboratorio de Cronobiologia.

111.2.1.2 Anédlisis de datos de actividad locomotora

Se analiz6 el periodo enddgeno de los animales utilizando periodogramas
y la distribucién de la actividad utilizando waveforms, tal como se indica en la
seccién 1.2.2.1 del apartado de Materiales y Métodos del Capitulo 1.

Adicionalmente, se realizaron mapas de calor. Estos graficos muestran el
periodo instantdneo de méaxima significancia a lo largo del tiempo, siendo los
colores méas célidos (como el rojo) los que demuestran mayor significancia.
También se analizo la variabilidad interdiaria (V1) y el indice de ritmicidad (IR).
La VI se calcula como la relacion de la media cuadratica de la primera derivada
de los datos respecto de la varianza de la poblacion de datos (Witting 1990). Un
VI alto indica una fragmentacion de los ritmos de actividad-reposo de los

animales, indicando tanto episodios de reposo en la fase de actividad como
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episodios de actividad en la fase de reposo. En cuanto al IR, indica cian robusta
es la ritmicidad de una oscilacion, lo cual depende de la amplitud y de la
regularidad de la sefal que se esta estudiando. Para su céalculo se realiza una
autocorrelacion de la sefial, lo cual es un buen indicador de la amplitud a lo largo
de todo el registro asi como de su tasa de decaimiento. La autocorrelacion es un
andlisis donde se realiza una correlacion cruzada de una sefial contra si misma.
Se inicia con las dos sefales alineadas (es decir desde el mismo tiempo inicial)
por lo que la correlacién en ese punto es maxima (=1). Luego se va "moviendo"
la sefial a lo largo del tiempo. Si ésta posee algin patrén temporal que se repita
se van a ver picos en la correlacion cuando las sefiales estén en fase y valles
cuando estén en antifase. Si no existen patrones temporales que se repitan la
correlacion de la sefal contra si misma va a ser baja y sin picos. Para poder
medir la intensidad de la ritmicidad se utiliza la altura del tercer pico del
autocorrelograma (grafico donde se representa la autocorrelacion; (Levine
2002)).

Los algoritmos para estos analisis se programaron en nuestro laboratorio
utilizando el software MatLab, lo cual forma parte del trabajo de Tesis del Dr.

Carlos Caldart Valle.

111.2.2 Inducciéon de asma alérgico

Los ratones fueron inoculados por via ip 3 veces por semana con 30 ug de
ovalbumina (OVA; Sigma Aldrich) durante 2 semanas. Luego de 2 semanas de
descanso, se les administré OVA por via intranasal (100 pg/20ul) o nebulizado (1%

de OVA en solucion fisiologica), 3 veces por semana durante 3 o 6 semanas. El
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nebulizado se realiz6 en una camara de acrilico. En los casos en los cuales se
utilizé adyuvante, la OVA se inyecté mezclada con 100 pl de una solucién de
hidréxido de aluminio e hidroxido de magnesio (Imject Alum — Thermo Scientific).
Como control se administro solucion fisiolégica.

En todos los casos para evitar una posible sincronizacién debido a la
manipulacion durante la estimulacion, las inoculaciones se realizaron cada

semana a horarios distintos (mafiana-tarde-noche).

I11.2.3 Analisis de la histopatologia pulmonar

Los animales fueron sacrificados en el punto final correspondiente y se
extrajeron los pulmones, los cuales se colocaron en formalina. En dicha solucién
fueron enviados a un servicio de histopatologia, donde de los embebié en parafina,
cortdé en secciones de 40-50 ym y se tifid con hematoxilina y eosina; o con la

técnica de acido periédico de Schiff (PAS) para deteccion de mucus.

I11.2.4 Determinacion de los niveles de expresién de Tnf-ay Ccl2

[11.2.4.1 Extraccion de ARN de tejido y retrotranscripcion
El tejido de pulmén y de NSQ fue procesado en 300 y 100 ul de Trizol®,
respectivamente, y se realizé la retrotranscripcion tal como se indica en la

seccién 1.2.5.1 del apartado de Materiales y Métodos del Capitulo 1.

[1.2.4.2 PCR en Tiempo Real
Con las muestras de ADNc provenientes del tejido de pulmén y NSQ, se

realizd una Real-Time PCR utilizando el equipo SmartCycler 1l Thermal Cycler
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Automated Real-Time PCR System (Cepheid) y la mezcla de reaccién Master
Mix gPCR (Productos BioLogicos, Argentina). Para la normalizacion se utilizo el
gen HPRT. Los oligonucleoétidos utilizados fueron: HPRT-F 5’- TGT TGG ATA
CAG GCC AGA C-3’, HPRT-R 5 TGG CAA CAT CAA CAG GAC TC-3’, TNF-F
5-GAC AGT GAC CTG GAC TGT GG-3’, TNF-R 5-GAG ACA GAG GCA ACC
TGA CC-3’, CCL2-F-5- CGG CTG GAG CAT CCA CGT GTT-3’, y CCL2-R-5-
TGG GGT CAG CAC AGA CCT CTC-3..

Para el andlisis de la expresion relativa se utilizd el método del AACt.
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111.3.1 Confirmacion del desarrollo de la patologia

Para el desarrollo del modelo de asma bronquial, se someti6 a los ratones
a un protocolo de induccion de inflamacion crénica de las vias respiratorias.
Como primer paso, se puso a punto la dosis de OVA a inocular tanto por via ip
como por via intranasal. Ademas, se analiz6 si era conveniente utilizar un
adyuvante para la sensibilizacion ip y si la etapa de induccion alérgica era mejor
realizarla por medio de repetidas inyecciones intranasales o por medio de
nebulizaciones. A través de estos analisis se concluy6 que la administracion de
OVA sin adyuvante por via ip y las siguientes inoculaciones por via intranasal
induce las caracteristicas inmunopatoldgicas deseadas. El protocolo elegido
consistié en la inoculacién repetida de OVA por via intranasal durante 3 y 6
semanas, luego de una previa sensibilizacion al alérgeno por via ip (sin
adyuvante; comenzando 1 mes antes: 15 dias de inoculacion ip y 15 dias de
descanso antes de la inoculacion intranasal) como se describe en la seccién

[11.2.2 del presente anexo.

[11.3.1.1 Histopatologia de los pulmones

Utilizando el mencionado protocolo se estudio el fenotipo histopatoldgico
caracteristico al modelo murino de asma bronquial, en todos los protocolos
realizados. En este caso se muestran las imagenes histopatologicas del
protocolo elegido, el cual presenté caracteristicas mas severas que el protocolo
nebulizado, y similares al protocolo en el cual las inyecciones de sensibilizacion

se realizaron con adyuvante.
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Las tinciones de Hematoxilina-Eosina y PAS demostraron un aumento en
la fibrosis del tejido pulmonar (flecha negra en la Figura 111.1), en la infiltracion de
células inmunes (flechas rojas de la Figura Ill.1) y en la acumulacién de mucus
(observable como “gotas” de color fucsia en la tincién de PAS; flecha amarilla de
la Figura l111.1); asi también, se observd hipertrofia e hiperplasia del epitelio

pulmonar (Figura I11.1).

Figura lll.1 Histopatologia de cortes de pulmén provenientes de ratones a los cuales se
sometié al modelo de asma bronquial murino. Se realiz6 una tincion de hematoxilina y eosina
(A) para poder visulizar la fibrosis e infiltrado pulmonar, y de PAS (B) para observar la
presencia de mucus, en los pulmones de ratones sometidos al protocolo de administracién
de OVA intranasal durante 6 semanas, posterior a la sensibilizacion por via ip. Los recuadros
indican las areas que fueron ampliadas en las imagenes que se muestran debajo para una
mejor visualizacion del epitelio pulmonar y del infiltrado. La flecha negra sefiala la fibrosis
pulmonar, las rojas el infiltrado, y la amarilla el mucus.
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Expresion relativa de ARNm

[11.3.1.2 Niveles de expresion de Tnf-a 'y Ccl2, y de IL-6 en pulmon

Adicionalmente, se evaluaron los niveles de ARNm de la citoquina Tnf-a
y de la quemoquina Ccl2, y los niveles de IL-6, en pulmon luego de la inoculacion
de OVA intranasal durante 3 y 6 semanas. Se confirmé que los niveles de mARN
de la citoquina Tnf-a, y los niveles de proteina de la citoquina IL-6, aumentaron
en pulmon (Figura 111.2, p=0.0248 y p<0.0001, respectivamente), 3 y 6 semanas
luego de comenzar con la inoculacion intranasal, respectivamente. En cambio,
los niveles de Ccl2 no resultaron distintos entre los grupos de animales
analizados. También se tomaron muestras de suero, pero no fue posible detectar

la presencia de citoquinas en €l a ninguno de los tiempos estudiados.

Expresion Tnf-a en Pulmon Expresioén Ccl2 en Pulmén IL-6 en pulmén

49 3 VEH

E1 OVA 3sem
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Figura 1l.2. Expresién de citoquinas pro-inflamatorias en tejido pulmonar de
animales tratados con OVA o VEH por via intranasal durante 3 o0 6 semanas. Niveles
de ARNm de Tnf-a (A) y Ccl2 (B) y de proteina de IL-6 en pulmén (C). ANOVA de una via
A) p=0.0248 y C) p<0.0001, seguido de Test de Bonferroni: A) p=0.0002 para OVA 3 sem
vs VEH, p=0.0124 para OVA 6 sem vs VEH, p<0.0001 para OVA 3 sem vs OVA 6 sem;
C) p=0.0319 para OVA 3 sem vs OVA 6 sem. (n=3 para cada grupo)
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111.3. 2 Expresion de citoquinas en NSO en animales con asma bronguial

Una de nuestras hipotesis era que a través de este modelo se iban a
inducir citoquinas pro-inflamatorias, especialmente TNF-a, crénicamente en

NSQ vy, por lo tanto, se deseaba estudiar si esto afectaria la normal actividad del
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reloj circadiano. Por lo tanto, 3 y 6 semanas luego de la inoculacion intranasal
con OVA se extrajo el cerebro y, a continuacion, el tejido correspondiente a los
NSQ, y se analizaron los niveles de expresion de la citoquina Tnf-a y de la
guemoquina Ccl2. Como se observa en la Figura 111.3, luego del protocolo no se
modificd significativamente la expresion de ninguna de estas dos moléculas en

NSQ a los tiempos estudiados.

Expresion Tnf-a en NSQ Expresion Ccl2 en NSQ
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Figura lll.3. Expresion de Tnf-a'y Ccl2 en NSQ de animales tratados con OVA
intranasal o VEH por 3 0 6 semanas. Niveles de ARNm de Tnf-a (A) y Ccl2 (B)
en NSQ. (n=3 para VEH y OVA 3 sem, n=2 para OVA 6 sem).

111.3.3 Caracterizacion de la actividad locomotora general de animales

sometidos al asma bronquial

Una vez confirmado el fenotipo patogénico, se realizé el analisis de los
registros de actividad locomotora general. Previo a la induccion del asma, los
animales fueron mantenidos en condiciones de LO12:12 a fin de corroborar que
sus patrones de actividad se encontraran sincronizados al mismo.
Posteriormente, se los dejé en condiciones de oscuridad constante (libre curso)
en las cuales es posible analizar el funcionamiento del sistema circadiano como

se explica en la secciéon 1.4 de la Introduccion general. En estas condiciones se
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realizé la induccién del asma alérgico, utilizando el protocolo de inoculacién de
OVA intranasal durante 6 semanas, y se evalud el ritmo de actividad general en
las diferentes etapas del mismo: sensibilizacion (S), reposo (R), y primer (I 1),
segundo (I 2) y tercer periodo (I 3) de inoculacién intranasal. Cada periodo I1, 12

y I3, corresponde a 15 dias del periodo de inoculacion intranasal.

A partir de los datos obtenidos, se analizaron distintos parametros del
ritmo de actividad de los animales sometidos al protocolo de induccion de asma
bronquial en comparacién con los controles inoculados con VEH. En la figura
Figura lll.4 A se muestran actogramas y mapas de calor representativos. Como
se explica en la seccion [11.2.1.2 de este capitulo, los mapas de calor muestran
el periodo instantdneo de maxima significancia a lo largo del tiempo. En el eje X
se grafican periodos posibles, mientras que en el eje Y los dias sucesivos. Los
colores mas calidos indican mayor significancia, siendo el rojo el mas
significativo. Si se observan los mapas de calor de los animales inoculados con
OVA, estos muestran una inestabilidad en el periodo, ya que a medida que se
avanza en el protocolo, comienzan a aparecer distintos periodos significativos
(en rojo) diferentes a 24 horas, mientras que se va perdiendo la significancia del

periodo principal (cercano a 24h).

Adicionalmente, se analiz6 el periodo en libre curso en cada una de las
etapas del protocolo utilizando periodogramas como se explica en la seccién
1.4.2. Como se muestra en la Figura 1.4 B, el periodo cercano a las 24h, no se
modifica durante el protocolo. Esto nos indica que el componente de 24h se
mantiene a lo largo del protocolo, pero como se observa en el mapa de calor,

emergen otros posibles periodos que podrian ser significativos.
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Dias

Por ultimo se analiz6 la cantidad y distribucion de la actividad durante el

dia circadiano utilizando waveforms, como se explica en la seccion 1.4.2. En la

Figura Ill.4 C-E se puede observar que, el a (duracidon de la noche subijetiva), la

relacion a/p y el porcentaje de actividad nocturna no difieren entre animales con

asma bronquial y los controles.
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Figura lll.4. Caracterizacion circadiana de los animales sometidos al protocolo
de inflamacién pulmonar crénica. A) Actogramas representativos (a la izquierda)
mostrando la actividad locomotora general durante el protocolo de induccion de asma
bronquial, registrada con un sensor de infrarrojo en condiciones de luz-oscuridad
(LO) y oscuridad constante (OO), y los mapas de calor (a la derecha)
correspondientes al mismo registro de actividad mostrando en rojo los periodos mas
significativos, en LO u OO, a lo largo de los dias. Media + SEM B) del periodo de
actividad, C) porcentaje de actividad durante la noche subjetiva, D) de la duracion
de la noche subjetiva en minutos (alpha), y E) del cociente entre alpha y la duracion
del dia subjetivo (ro), en los periodos de sensibilizacién (S), reposo (R), y primer (I
1), segundo (I 2) y tercer periodo (I 3) de inoculacién intranasal en OO. Cada periodo
corresponde a 15 dias. (n= 6 OVA, n=4 VEH, excepto para | 3: n=3 OVA, VEH n=2.

A continuacion, se estudié la variabilidad interdiaria y el indice de
ritmicidad. Como se explica en la seccion 111.2.1.2, la VI se relaciona con la
fragmentacién de los ritmos de actividad-reposo de los animales. Por su parte el
IR, indica cuan robusta es la ritmicidad de una oscilacion (Witting 1990; Lahti
2006). Para calcular el IR se utilizan autocorrelaciones de la actividad de cada
dia con el siguiente, y asi sucesivamente. Si existe algun patron temporal que se
repita se van a ver picos en la correlacion (ver en detalle seccion 111.2.1.2). En la
Figura 111.5 A se muestran las autocorrelaciones de los animales en el periodo
de oscuridad constante previo a la administracion de OVA, y en el segundo
periodo de inoculaciones intranasales. Como se observa previo al estimulo
ambos animales (tratados y controles) presentan picos sobre la linea de
significancia, demostrando la existencia de patrones ritmicos en la actividad. En
cambio en el segundo periodo de inoculaciones intranasales, los animales
tratados con OVA pierden estos picos significativos y la sefial baja, a diferencia
de los controles. Esto indica una pérdida en la robustez del ritmo de actividad
locomotora. Como se muestra en la Figura IIl.5 B, se observd que los ratones
inoculados con OVA poseen una tendencia a disminuir el IR de la actividad e

incrementar la VI, hacia el final del protocolo de inoculacion de OVA,
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especialmente en el ultimo periodo (I 3). Esto nos indica que podria existir una

mayor fragmentacién del ciclo de suefio-reposo en estos animales.

Previo

estimulo

Segundo
periodo
12

0.2

0.6

-0.2

0.4
-100

A
W/

VY
b

VEH

I *

| \
;H‘“ ih .\\‘* “”L 14
T OB P
ERRTErEEEY
VIRV R N VRV

0 50 100

L u

O L R

an (O & BT O A
h ¢ AR L\y e o /‘ "
W W W

Y

OVA
Cor o
' N Al J IS 1
LAY '}« qh q" A4
; A .
hW x% -w/ W W .u'n‘/ wﬁ
100 50 0 50 100

1 i M i |
2 Phadnd b gt o St

0 50 100

-100 -50 0 50 100

Indice de ritmicidad

Variabilidad interdiaria

Indice de ritmicidad
037 3 VEH
N OVA
0.2
0.1
0.0-
S R 11 12 13
Tiempo
Variabilidad interdiaria
2.0
1.5
1.0
0.5-
S R 1 12 13
Tiempo

Figura lll.4. Indice de ritmicidad y variabilidad interdiaria de la actividad locomotora
de ratones inoculados con OVA o VEH. A) Autocorrelaciones de la actividad diaria de
ratones estimulados con OVA o VEH. Media £+ EEM de B) el indice de ritmicidad y C) la
varibilidad interdiaria. La estrella roja sobre las autocorrelaciones indica el pico que se
utilizé para el andlisis (n= 6 OVA, n=4 VEH, excepto para | 3: n=3 OVA, VEH n=2.
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I11.4.1 Desarrollo de la patologia

En este caso se utilizé6 un modelo de asma bronquial, inducido por la
inflamacion crénica de las vias respiratorias, generado por la repetida inoculacién
de OVA por via intranasal durante 6 semanas. Nuestro principal objetivo fue
estudiar si la inflamacion crénica era capaz de llegar a los NSQ y alterar el
funcionamiento del reloj circadiano de los animales. Se utilizd6 este modelo
debido a que existen evidencias de que TNF-a, citoquina de interés en el
desarrollo de este trabajo de tesis, posee un rol importante en su
inmunopatogénesis.

A través de los estudios de la histopatologia en pulmon, se pudo confirmar
que el desarrollo del modelo fue efectivo, ya que se observaron las
caracteristicas principales de remodelacién de las vias respiratorias: aumento en
la fibrosis del tejido pulmonar, infiltracion de células inmunes y la acumulacion
de mucus; como asi también se observd, hipertrofia e hiperplasia del epitelio
pulmonar. Adicionalmente, se estudiaron caracteristicas inflamatorias
(evidenciado por el aumento de infiltrado en tejido) y se demostré un aumento

en la expresion de la citoquina Tnf-a, y en los niveles de IL-6, en tejido de pulmon.

I11.4.2 Niveles de mediadores inflamatorios en NSO

Como se explicd anteriormente, nuestra hipétesis era que los niveles de
citoquinas aumentarian en NSQ en respuesta a la inflamacion cronica periférica.
En los Capitulos 1y 2 de esta tesis, se demostro que TNFa podria actuar como

mediador de la comunicacidn inmune-circadiana a nivel central. Numerosos
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estudios también demostraron su rol en la patogénesis del asma (seccion 111.1.1).
Adicionalmente, resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que la
quemogquina CCL2 participa en la respuesta circadiana al LPS periférico y que la
expresion de su receptor se induce en NSQ en respuesta a un estimulo inmune
periférico (Duhart 2016). Asimismo, en este trabajo demostramos la induccion de
la qguemoquina en esta region después de la inoculacion con LPS (seccion
1.3.2.1). Por estas razones se postula también a CCL2 como un posible mediador
de la interaccion inmune-circadiana. Por otra parte, se ha evidenciado un
aumento de los niveles de esta quemoquina en los pulmones y vias aéreas en
modelos animales de asma, la cual se encargaria de reclutar macréfagos y
células T a las vias aéreas (Lee 2015; Wang, A. 2015).

A partir de todas estas evidencias se estudiaron los niveles de Tnf-a y
Ccl2 en NSQ, pero no se observaron cambios significativos. Esto indica que la
sefal inflamatoria desencadenada en la periferia no induce la expresion de estas
moléculas en los NSQ, al menos en los tiempos estudiados y con el protocolo
utilizado. Una posible hip6tesis es que las citoquinas/quemoquinas estén
llegando directamente al cerebro desde la periferia a través de la BHE o de los
organos circumventriculares o sefializando a través del nervio vago, como se
explica en la seccién 3.1.2 de la Introduccién general, y por lo tanto no se
expresen en los NSQ. Otra posibilidad es que la sefal inmune periférica induzca
la expresion de citoquinas/quemoquinas en otras regiones del SNC y éstas
pueden sefalizar a los NSQ a través de vias nerviosas especificas, funcionando
como vias de entrada de estos nucleos.

Otros grupos han encontrado respuesta inflamatoria en el SNC en

respuesta a la inflamacion de las vias respiratorias. Por ejemplo, se ha
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observado que en un modelo de asma similar al utilizado en este trabajo, hay un
incremento de TNF-a e IL-1B, y se induce activacién de la microglia en
hipocampo y corteza prefrontal (Xia 2014). Otros estudios demostraron un
aumento en la expresion de cFos, GFAP y de la enzima 6xido nitrico sintasa en
hipocampo en respuesta a la estimulacion periférica con OVA (Chen 2008).
Adicionalmente, se conoce que los pulmones estan innervados por neuronas
sensoriales y parasimpéticas que pueden llevar a cabo esta interaccion

bidireccional (Nassenstein 2018).

111.4.3 Andlisis del patrén de actividad circadiana

Mediante el estudio de actividad general de los ratones sometidos a este
protocolo, observamos una tendencia al aumento de la variabilidad interdiaria, y la
disminucién del indice de ritmicidad, en los ultimos periodos del protocolo. Estos
son parametros que se utilizan generalmente para estudiar alteraciones del ciclo
de suefio-vigilia, e indican cuan fragmentada se encuentra la actividad durante las
24h del dia o cuan consolidada esta a la fase de actividad (Witting 1990; Lahti
2006). Por lo tanto, el andlisis de ambos parametros en conjunto nos estaria
indicando que estos animales con asma bronquial presentan un ciclo de actividad-
reposo menos consolidado que los controles, y que estan teniendo episodios de
actividad durante la fase de reposo. Estos resultados se correlacionan con las
observaciones en pacientes asmaticos, los cuales suelen presentar una baja
calidad y fragmentacion del suefio (van Keimpema 1995; Meltzer & Pugliese 2017).

Adicionalmente, estos pacientes han demostrado un mayor riesgo de desarrollar
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trastornos respiratorios relacionados con el suefio, en adolescentes y nifios
asmaticos (Stores 1998; Khassawneh 2019).

Por dltimo, estos animales no presentaron diferencias en los parametros de
actividad que se estudian clasicamente, como el periodo, el porcentaje de

actividad nocturna y duracion de la noche subjetiva.

A pesar de haber detectado modificaciones del ritmo de actividad, con este
modelo no obtuvimos los resultados esperados en cuanto a la induccion de TNF-
o Yy CCL2 en los NSQ, los cuales podrian alterar al funcionamiento del reloj
circadiano en forma significativa. Dichas alteraciones podrian ser inducidas por
vias diferentes a las estudiadas. En este punto, se deberia profundizar en el
estudio de otros modelos, o realizar este mismo protocolo durante un periodo mas
prolongado de tiempo para analizar si de esta forma se logra obtener un estado
inflamatorio cronico capaz de alterar de forma significativa al sistema circadiano,
dado que han sido reportados protocolos similares con una duracién de hasta 12
semanas que muestran como incrementa el dafio tisular y la inflamacién en
pulmén. En estos protocolos se observa que se incrementa la remodelacion del
tejido pulmonar, junto con la infiltraciéon celular, llevando a la inflamacién de las
vias aéreas (Wegmann & Renz 2005; Van Hove 2009). Asimismo, esta hipétesis
se sustenta también en que hacia el final del protocolo utilizado en este trabajo se
comenzaron a observar modificaciones circadianas. Adicionalmente, se podrian
estudiar otras vias de sefializacion dado que los niveles de TNF-a en pulmon
descienden a las 6 semanas de inoculacion. De esta forma se podria tener mayor
informacion acerca del comportamiento del reloj circadiano durante la inflamacion

cronica, ya que al dia de hoy se conoce muy poco al respecto.
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En la presente tesis se estudio la interaccion bidireccional entre el sistema
inmune y el circadiano, poniendo especial énfasis en el rol de la citoquina TNF-
a en esta comunicacion. En relacion a la modulacion del sistema circadiano por
parte del sistema inmune, se utiliz6 en una primera instancia un modelo de
inflamacion aguda con dosis bajas de LPS, el cual se habia demostrado que era
capaz de inducir alteraciones sobre el reloj circadiano, estudiando de esta forma
como el sistema inmune puede alterar su funcionamiento. Este modelo no puede
considerarse patoldgico, ya que las dosis de LPS utilizadas son muy bajas, y no
son capaces de generar una respuesta inflamatoria significativa. Posteriormente,
se evalué un modelo de inflamacion cronica como lo es el asma bronquial, el
cual, hasta el momento, no habia sido estudiado desde el punto de vista
circadiano.

En el otro sentido de la interaccién, se utilizé un modelo de inflamacion
aguda pero en este caso con dosis altas de LPS capaces de inducir sepsis. Este
modelo fue elegido dado que desencadena una respuesta diferente en el
organismo de acuerdo al horario en el que el LPS es administrado. A través de
este modelo, se deseaba analizar en mayor profundidad como el reloj circadiano
es capaz de modular la respuesta a un estimulo inmune.

Nuestros resultados apuntan a una participacion importante de la
citoquina TNF-a en la comunicacion bidireccional entre ambos sistemas. En
primer lugar, como se demostro en el Capitulo 1, sumado a datos bibliograficos,
ante la estimulacion inmune aguda leve, la via de sefalizacion mediada por TNF-
a y su receptor TNFR1 es clave para modular la funcion del reloj central ubicado
en los NSQ. En este sentido, un aporte clave de este trabajo es que la

dependencia horaria de la respuesta circadiana a dicho estimulo (dado que solo
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produce cambio de fase si se administra durante la noche temprana) podria
depender de la expresion ritmica del receptor TNFR1 en los NSQ.

En cuanto al modelo cronico presentado en el Anexo |, pudimos observar
algunas modificaciones de los ritmos de actividad locomotora inducidas por la
inflamacion pulmonar (utilizando un modelo de asma bronquial).

Por otro lado, en el modelo patolégico de shock séptico, estudiado en el
Capitulo 2, se demostré6 que, ademas de existir una variacion diaria en la
mortalidad inducida por dosis altas de LPS, también se desarrolla una respuesta
hipotérmica diferencial, acompafiada por una mayor activacién neuronal de APO,
NSQ y NPV en respuesta al LPS administrado al final del dia. Los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren que la respuesta hipotérmica diferencial
estaria provocada por un factor presente en el suero de los animales sépticos, y
que la diferencia horaria en la severidad podria depender de una respuesta
inmune pro-inflamatoria més agresiva desarrollada en dicho horario. En relacion
con esto se observo que los niveles de TNF-a en suero son mayores cuando la
patologia se desencadena al final del dia. Adicionalmente, se demostrd que la
sefalizacion por TNFR1 participa de la respuesta séptica tanto influyendo en la
supervivencia como en la respuesta termoregulatoria, y que seria responsable
de la dependencia horaria observada. Por ultimo, la importancia de una correcta
sincronizacion del sistema circadiano en la determinacion de la severidad del
proceso séptico, queda en evidencia al observar que la desincronizacion
circadiana cronica exacerba la respuesta a las dosis altas de LPS.

Los resultados presentados en este trabajo de tesis aportan datos
relevantes acerca de la comunicacion bidireccional entre el sistema inmune vy el

circadiano. En el primer caso (capitulo 1 y anexo 1), esta interaccion podria ser
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necesaria para que el sistema circadiano “conozca” el estado del sistema
inmune, y pueda realizar un ajuste mas fino de su mecanismo molecular a través
de diferentes variables que sefializan a la region de Shell de los NSQ como se
describe en la introduccién general. Una vez ajustado, este mecanismo podria
regular mejor a los relojes periféricos, adaptandolos a las situaciones a las cuales
puedan estar expuestos los diferentes 6rganos y tejidos. De este modo, el LPS,
a través de la induccion de citoquinas en periferia, podria actuar como un
sincronizador de los ritmos inmunes (compartiendo vias con la sincronizacion
fética), formando parte de un mecanismo de retroalimentacion que el sistema
circadiano utiliza para ajustar la fase del oscilador central.

En el modelo utilizado en el Capitulo 2, se estudié cémo el sistema
circadiano es capaz de generar ritmos en distintas variables, como las inmunes,
debido a lo cual el organismo responde de manera diferencial ante el mismo
estimulo administrado en distintos momentos del dia. Dado que la sola
modificacién del horario de administracion del LPS genera una diferencia
importante en la sobrevida de los animales, el conocimiento en mayor
profundidad de este modelo podria ser de utilidad para comprender los
mecanismos que determinan la muerte por shock séptico y por lo tanto, los
mecanismos que pueden desencadenar la muerte de un paciente, y los que
pueden protegerlo. De esta forma se podrian encontrar posibles blancos
terapéuticos, a través de la inhibicion de los mecanismos que llevan a la muerte
o la estimulacion de aquellos que facilitan la sobrevida.

Por otro lado, si logramos entender mejor la comunicacion entre ambos
sistemas, podriamos comprender la etiologia de ciertas patologias, como la del

asma nocturno (descripto en el anexo de este trabajo, (Sutherland 2005)) o la
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artritis reumatoidea, en la cual se observaron alteraciones en los ritmos
circadianos de secrecién de ciertas hormonas y factores inmunes (Kouri 2013).
Como asi también, comprender las alteraciones inmunes que ocurren durante la
desincronizacion circadiana. Por ejemplo, el mayor desarrollo de hipotiroidismo
autoinmune observado en trabajadores en turnos rotativos (Magrini 2006), o el
agravamiento de los sintomas de las enfermedades gastrointestinales
inflamatorias (Enfermedad de Crohn y Colitis ulcerativa), observado en
condiciones de disrupcion circadiana (Swanson & Burgess 2017).

El objetivo general de este trabajo fue estudiar el rol de TNF-a en la
comunicacién inmune-circadiana. A través de los resultados obtenidos podemos
afirmar que esta citoquina tiene un rol fundamental como mediador de esta

comunicacion, en ambas condiciones.
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ABREVIATURAS

ADNCc: acido desoxiribonucleico copia
APOQO: area predptica

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero
BHE: barrera hematoencefalica

CCL2: proteina quimiotactica de monocitos 1
CRF: curva de respuesta de fase

CT: hora circadiana

HPA: hipdfisis-pituitaria-adrenal

icv: intracerebroventricular

IL: interleuquina

IL-R: receptor de interleuquina

in: intranasal

ip: intraperitoneal

JLC: jet-lag crénico

LL: luz constante

LO: luz-oscuridad

LPS: lipopolisacarido bacteriano

NPV: nlcleos paraventriculares

NSQ: nucleos supraquiasmaticos

OO: oscuridad constante

OVA: ovalbamina

PAMPs: patrones moleculares asociados a patdégenos
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
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RRP: receptor de reconocimiento de patrones
SNC: sistema nervioso central

TLR: receptor de tipo Toll

TNF: factor de necrosis tumoral

TNFR: receptor para TNF

ZT: hora del zeitgeber
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