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“Lavida no se apoderd de la Tierra mediante el
combate, sino por la composicion de las redes.”

_Lynn Margulis

“El mayor desafio de los neurocientificos seré la necesidad de
controlar un tipo de celular cerebral sin alterar la actividad del resto. Es
concebible el disefio de un tipo de célula que sea sensible a la luz.”

_Francis Crick

“Hay preguntas profundas sobre el cerebro que quizas
nunca se respondan, sin embargo la optogenética nos
confiere un progreso.”

_Karl Deisseroth

“Solo podemos ver un poco del futuro, pero lo suficiente
como para darnos cuenta de que hay mucho que hacer.”

_Alan Turing
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RESUMEN

La microglia, es un tipo celular glial cuyo estudio se ha enfocado en las funciones
que ejerce dentro del sistema nervioso central mediante la respuesta inmune innata.
Sin embargo, en los ultimos afos, se ha estudiado el rol que la microglia tiene en el
funcionamiento normal de los circuitos neuronales. En este proyecto, nos
propusimos utilizar la estimulacion de la microglia para entender la influencia de
este tipo celular en la fisiologia y configuracion de la red neuronal del bulbo olfatorio
asi como en la capacidad olfatoria. Este objetivo fue abordado mediante el uso de
la optogenénica, una técnica que fue desarrollada en las neurociencias con el fin de
realizar el control remoto especifico de diversos tipos celulares como las neuronas
y las células gliales. Estas ultimas, se han convertido en un blanco reciente para
esta técnica. Por tanto, se realiz6 |la caracterizacion de los efectos de la estimulacion
optogenética en la actividad inducida por olores, en microglia que expresa
channelrodopsina-2 (ChR2). Los resultados muestran que la estimulacion fética de
la microglia provoca una disminucién en la potencia de la actividad inducida por
aromas en la capa granular del bulbo olfatorio, posiblemente por la activacion de la
microglia. Asimismo, para evaluar el efecto de la activacion de la microglia de una
manera alternativa, se realiz6 la activacion fética mediante luz UV de un compuesto
agonista de los receptores tipo TLR2 presentes en este tipo celular. Los resultados
mostraron un efecto similar al encontrado mediante la activacion optogenética.
Finalmente, para evaluar el efecto de la activacion optogenética de la microglia con
la capacidad olfatoria de los ratones, se realizo la estimulacion fética en ratones que
expresaban ChR2 de manera enddégena mientras se llevaba a cabo la prueba
conductual del alimento enterrado. Nuestros resultados mostraron que la activacion
fética induce una alteracion olfatoria que se expresa en un mayor tiempo para
encontrar el alimento enterrado, o que nos permite sugerir que la activacién de la
microglia tiene una influencia en la configuracion de los circuitos del bulbo olfatorio

y su fisiologia.



SUMMARY

Microglia is a glial cell whose study has focused on the functions the perform within
the central nervous system during the innate immune response. However, in recent
years, the role of microglia in the normal neural circuits function has started to be
studied. In this project, we used optogenetics to stimulate microglia to understand
the role of this cell type on the physiology and configuration of the olfactory bulb
neural network as well as on the olfactory capacity. This objective was addressed
through the use of optogenetics, a technique that was developed in neuroscience to
specifically control several cell types, such as neurons. Recently, glial cells have
become a potential target for this type of manipulation. First, we characterized the
effects of optogenetic stimulation in the OB activity induced by odors. The results
showed that light stimulation of microglia expressing channelrhodopsin-2 causes a
decrease in the power of odor-induced-activity in the granular layer of the OB. This
was possible due to microglial activation. Secondly, we also evaluated the effect of
microglial activation through the activation of a TLRZ2 in microglia receptor with a UV-
sensitive agonist. The results showed a similar effect compared to optogenetic
activation. Finally, we evaluated the effects of microglial activation through
optogenetics in the olfactory function. For this purpose, we stimulated mouse while
they performed the buried food test. We found that light stimulation causes an
olfactory impairment, which was reflected in the animals spending more time to
accomplish the test. Altogether these results suggest that microglia activation

influences OB circuit configuration and physiology.



1. Introduccion

1.1 El sistema olfatorio

La olfaccién evoluciond hace 550 millones de afios (Hawkes & Dowty, 2009), con la
tarea principal de detectar y discriminar entre una inmensa variedad de “odorantes”
(Mori, 2003; Su et al., 2009), los cuales son compuestos volatiles con una masa
molecular aproximada de 20-300 daltones (Firestein, 2001; Mori, 2003). Sin
embargo, también hay odorantes no volatiles, generalmente de caracter soluble
(Stowers & Marton, 2005; Hino et al., 2009). Se han desarrollado dos sistemas
olfatorios en la mayoria de los animales: el sistema olfatorio principal, que permite
a los organismos encontrar comida, detectar depredadores/presas y marcar el
territorio (Firestein, 2001; Purves et al.,, 2008; Su et al., 2009). El segundo
componente, llamado sistema olfatorio accesorio, permite la comunicacion
feromonal (Firestein, 2001; Stockhorst & Piertowsky, 2004), que participa en la
identificacion de congéneres y en la reproduccion mediante la busqueda de pareja
(Song et al., 2008).

A pesar de la relevancia de todas estas funciones, el sentido del olfato es
normalmente considerado como un sentido primitivo (Kiernan, 2001; Hawkes &
Dowty, 2009), ya que la transmision de la informacion olfatoria inicial no requiere de
un relevo talamico en su camino a la corteza cerebral (Hawkes & Dowty, 2009; Su
et al., 2009).

1.1.1 Organizacién Morfo-funcional del Sistema Olfatorio Principal

Se hipotetiza que mas de 10000 olores pueden ser distinguidos por el ser humano
(Hatt, 2004). La transduccion olfatoria se produce gracias a que las moléculas
odorantes son reconocidas por receptores especializados ubicados en la mucosa
del epitelio olfatorio (Shepherd, 1972; Firestein, 2001; Mombaerts, 2004). El epitelio

olfatorio se encuentra en el interior de las fosas nasales, sobre la parte inferior de la



lamina cribosa del hueso etmoides del tabique nasal (Haines, 2006). Para
discriminar entre una gran variedad de odorantes, los mamiferos han desarrollado
cerca de 1000 tipos de estos receptores odorantes especializados (Mori, 2003;
Nagayama et al.,, 2014), los cuales son proteinas con siete segmentos
transmembranales acopladas a proteinas G que son expresadas preferencialmente
en los cilios de células receptoras olfatorias conocidas como neuronas sensoriales
olfatorias (NSO) (Firestein, 2001; Mori, 2003; Song et al., 2008). Solamente un tipo
de proteina receptora, de una amplia variedad codificada por diferentes genes
(Mombaerts, 2004; De Maria & Ngai, 2010), esta presente en la membrana de una
NSO dada (Doty & Kamath, 2014).

La cantidad de NSO que se activan ante la presencia de un estimulo odorante
es dependiente de la concentracion de este (Kandel et al., 2001). Ademas, las NSO
son capaces de sensar a distintos odorantes (Kandel et al., 2001), aunque éstas
son activadas preferencialmente por uno solo (Araneda et al., 2000). De manera
general, se puede decir que el campo receptivo de una NSO lo conforma el conjunto
de moléculas capaces de activar a su receptor olfatorio particular (Araneda et al.,
2000).

Ademas de las NSO, también existen otros dos tipos celulares adicionales en
el epitelio olfatorio, las células de soporte y las células madre (Firestein, 2001;
Ojeda, 2004; Song et al., 2008), también conocidas como células basales (Afifi &
Bergman, 1999). Las células basales se encargan de reemplazar a las NSO,
quienes presentan un promedio de vida de 45 dias (Kandel et al., 2001); debido a
esto, existe una regeneracion frecuente de las NSO para mantener constante su
poblacién (Hawkes & Dowty, 2009). En el epitelio olfatorio también se encuentran
las glandulas de Bowman, que confieren humedad a través de la secrecion de moco
(Afifi & Bergman, 1999) y que generan enzimas que sirven para metabolizar los
agentes externos absorbidos en la mucosa (Hawkes & Dowty, 2009).

Como ya se menciond, la transduccién en las NSO comienza con la unién
del odorante a su receptor (Kandel et al., 2001; Purves et al., 2008), lo que lleva a

la activacion de una proteina Golf (Firestein, 2001) que induce, a su vez, la
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activacion de un sistema de transduccién que finalmente provoca una
despolarizacion de la membrana en la NSO y que, eventualmente, genera
potenciales de accion (De Maria & Ngai, 2010). Las NSO tienen una morfologia de
tipo bipolar y la transduccion de la sefal olfatoria se lleva a cabo principalmente en
su region apical (Carpenter, 1994; Firestein, 2001). Estas neuronas presentan en
los extremos apicales de su unica dendrita una serie de 20-30 cilios muy finos
orientados hacia la superficie exterior del epitelio (Kandel et al., 2001; Purves et al.,
2008), donde se lleva cabo la transduccion de la sefal olfatoria (Kandel et al., 2001;
Purves et al., 2008). Ademas, las NSO presentan un axon amielinico muy delgado
(0.2 ym de diametro) (Haines, 2006) que transmite la informacioén olfatoria hacia el
bulbo olfatorio (BO) (Firestein, 2001). Los nervios olfatorios (primer par craneal) se
conforman por el conjunto de axones provenientes de las distintas NSOs del epitelio
olfatorio, los cuales tienen que cruzar la membrana basal epitelial (Ojeda, 2004) y
la ldmina cribosa del etmoides para llegar hasta la superficie inferior del I6bulo
frontal (Crossman & Neary, 2007), especificamente al BO (Firestein, 2001; Kandel
et al., 2001) (Fig. 1).

1



»o = 9 A Figura 1. Anatomia de la entrada sensorial
LD St D olfatoria.

— ' g
( La informacién olfatoria se desencadena

Cilios de las NO1 cuando la molécula odorante se une a los

] receptores que son expresados en los cilios de
las Neuronas Sensoriales Olfatorias (NSOs).
Esta informacién es transducida y viaja a
través los axones de las NSOs, cuyos axones
forman los nervios olfatorios y que tienen que
atravesar la lamina cribosa del hueso etmoides
para llegar hasta los glomérulos del BO. En el
epitelio olfatorio también se encuentran
células madre o células basales, cuyo papel es
reemplazar constantemente a las NSOs, asi
como las células de Soporte, que se encargan
de mantener las condiciones idnicas
adecuadas para que la transduccion olfatoria
se lleve a cabo. En los glomérulos del BO, se
encuentran las dendritas de las neuronas de
segundo orden y de proyeccion: las células
mitrales y las células empenachadas, cuya
actividad excitatoria es modulada por un
conjunto de interneuronas granulares.
Ademas, en la localidad de los glomérulos se
encuentran varios tipos de interneuronas,
como las células periglomerulares, que se
e encargan de modular la entrada sensorial, la
B Gosmines actividad de las neuronas de proyeccion, asi
) como de establecer contactos con otros

G —~ glomérulos. Modificado de Firestein, 2001.
Olfatorio Latersl ——————— >

Glomérulo

1.1.2 El bulbo olfatorio (BO)

El BO es el primer centro de relevo en la via transduccional olfatoria en el sistema
nervioso central (SNC) (Hawkes & Dowty, 2009). Esta estructura se encuentra

conformada por 7 capas (Chen & Shepherd, 2005) que se describen a continuacion.

Como ya se menciond, los nervios olfatorios se conforman por los axones de las

NSOs, mismos que viajan desde el epitelio olfatorio (Ojeda, 2004) y componen la
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primera capa del BO, la capa de los nervios olfatorios o fasciculos (Hawkes & Doty,
2009).

Las NSOs que expresan el mismo receptor, envian axones a uno, dos o hasta
tres glomérulos (Mombaerts, 2004), que son estructuras esféricas de 100-200 pm
de diametro que se componen de las terminales axénicas de las NSOs y de las
dendritas apicales de las neuronas de segundo orden, es decir, las neuronas
mitrales y las empenachadas (Shepherd et al., 2004; Purves et al., 2008; Su et al.,
2009). Los glomérulos también contienen interneuronas GABAérgicas (Willhite et
al., 2006). Un odorante activa un repertorio de NSOs dependiendo de su naturaleza
y concentracion para, consiguientemente, activar a un grupo especifico de

glomérulos (Bozza et al., 2002).

Los glomérulos suelen estar situados estereotipicamente en el BO
(Mombaerts, 2004) y conforman la capa glomerular. Las neuronas intrinsecas de la
capa glomerular, conocidas como células yuxtaglomerulares (Hawkes & Doty,
2009), son interneuronas que no inervan regiones cerebrales fuera del BO
(Nagayama et al., 2014). Estas interneuronas son heterogéneas morfolégicamente
y se conocen tres tipos: las células periglomerulares, las células de axén corto y las
células empenachadas externas (Nagayama et al., 2014). Las células
periglomerulares son las mas abundantes en esta capa (Parrish-Aungst et al., 2007)
y tienen el cuerpo celular mas pequeio de los tres tipos de interneuronas (5-10 ym)
(Nagayama et al., 2014). Existen tres subtipos de neuronas periglomerulares, segun
la expresiéon diferencial de la tirosina hidroxilasa (Nagayama et al., 2014) y de
proteinas de unidén a Ca?* como la calretinina y la calbindina (Kosaka & Kosaka,
2007). Las células periglomerulares proyectan sus dendritas a un so6lo glomérulo y
algunas veces a varios de ellos; estas interneuronas pueden presentar axones que
se extienden hasta 5 o 6 glomérulos (Pinching & Powell, 1971). Las células de axdn
corto se encargan de comunicar varios glomérulos en la superficie del BO
(Shepherd, 2004), ya que tienen dendritas que se encuentran en el espacio
interglomerular y un axén que se dirige hacia 1-2 glomérulos (Pinching & Powell,

1971). El soma de estas células es mas grande que el de las células
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periglomerulares, y mide aproximadamente 8-12 um (Pinching & Powell, 1971). Las
células que presentan el soma mas grande de los tres tipos de interneuronas
glomerulares, son las células empenachadas externas, con un diametro de 10-15
pm (Pinching & Powell, 1971). A diferencia de las células periglomerulares, las
empenachadas externas ocupan un volumen muy grande de los glomérulos y sus

dendritas se dirigen hacia 1-2 glomérulos (Ennis & Hayar, 2008).

La capa plexiforme externa (EPL, por sus siglas en inglés) contiene muy
pocos cuerpos celulares, pero esta formada por las dendritas de las células
granulares y numerosas dendritas de las células mitrales y empenachadas (Hawkes
& Doty, 2009; Imai, 2014) que, como ya se menciono, son conocidas también como
neuronas principales o neuronas de proyeccién (Haines, 2006; Fukunaga et al.,
2014). Las dendritas apicales de las neuronas de proyeccion se dirigen hacia los
glomérulos para establecer contactos con las terminales axoénicas de las NSOs
(Hawkes & Doty, 2009; Li et al., 2014). Por otra parte, las dendritas basales de las
neuronas de proyeccion establecen contactos con otro tipo de interneuronas, las
neuronas granulares (Hawkes & Doty, 2009). El contacto que establecen las
neuronas principales con las células granulares se realiza mediante sinapsis
dendrodendriticas (Purves et al., 2008; Rojas-Libano & Key, 2008; Imai, 2014;
Fukunaga et al., 2014). Existen aproximadamente 50-100 células granulares por
cada célula mitral (Hawkes & Doty, 2009), y cada una de ellas puede establecer
contactos sinapticos de manera reciproca con varias neuronas de proyeccion
(Hawkes & Doty, 2009).

Los somas de las células mitrales se encuentran en una capa delgada
denominada capa mitral (Shepherd et al., 2004), que se encuentra de manera
adyacente a la capa plexiforme externa (Hawkes & Doty, 2009). El BO recibe un
numero muy grande de fibras centrifugas desde la corteza primaria olfatoria (Imai,
2014), asi como de estructuras externas a esta corteza (Zaborsky et al., 1986). Las
fibras centrifugas terminan en la capa plexiforme externa, la capa plexiforme interna
y la capa glomerular (Shepherd et al., 2004; Hawkes & Doty, 2009). La capa

plexiforme interna (IPL, por sus siglas en inglés), ubicada justo por debajo de la
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capa de células mitrales, se compone por axones mielinizados de las células
mitrales y empenachadas (Nagayama et al., 2014). En esta capa también se hallan

las dendritas ascendentes de las neuronas granulares (Nieuwhenhuys et al., 2008).

Las células granulares son las mas numerosas dentro del BO (Hawkes &
Doty, 2009), son relativamente pequenas (6-8 um) (Nagayama et al., 2014), carecen
de axén y su soma se ubica en la parte medial de la capa de células granulares
(Shepherd et al., 2004). En la capa granular convergen axones y colaterales de las
células de proyeccion, asi como la mayoria de las fibras centrifugas (Haines, 2006;
Hawkes & Doty, 2009).

En la ultima capa del BO, llamada core (la zona mas central del BO) (Bardy
et al., 2010) convergen los axones descendentes de las neuronas mitrales vy

empenachadas que viajan a través del tracto olfatorio (Nieuwhenhuys et al., 2008).

Capa Paxdorme
. Interna

2 ¥ e

3 Capa de Células

Cape de los x> 4 L Gramdaces
Nervies Olfataros v

Figura 2. Organizacion anatomica del Bulbo Olfatorio (BO)

Los fasciculos que conforman los axones tefiidos en azul provenientes del epitelio olfatorio llegan a
distintos glomérulos en el BO (micrografia de la izquierda). Las capas del BO estdn conformadas
en este orden: la capa de nervios olfatorios, la capa glomerular, la capa plexiforme externa, la capa
mitral, la capa plexiforme interna, la capa de células granulares y el core (tincién de X-Gal;
contratefiida con rojo neutral en corte coronal -micrografia central- ; figura a la derecha: esquema).
Modificado de Mombaerts, 1996.

1.1.3 Actividad eléctrica del bulbo olfatorio

La actividad coordinada de las poblaciones neuronales se ve reflejada en

oscilaciones ritmicas de los potenciales de campo local (LFPs, por sus siglas en
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inglés) (Rall and Shepherd 1968; Beshel et al., 2007; Rojas-Libano & Kay, 2008;
Fourcaud-Trocmé et al., 2014). Esta actividad sincronica en el BO se asocia con el
procesamiento de la informacion olfatoria (Adrian, 1942). Los LFPs reflejan
fluctuaciones regulares de los potenciales pre- y postsinapticos y de los potenciales
de accion de varias neuronas locales adyacentes (Buzsaki et al., 2012), por lo que
podria decirse que son una medida global de la dinamica eléctrica de una poblacién
neuronal (Adrian, 1942; Buzsaki et al., 2012). La potencia y la periodicidad de las
oscilaciones de los LFPs del BO varian con el grado de acoplamiento de las
neuronas de proyeccion con el resto de la poblacion neuronal del BO (Eckman &
Freeman, 1990).

La actividad oscilatoria del BO comprende una banda amplia de frecuencias
que van desde 1 Hz hasta 150 Hz (Martin & Ravel, 2014). Tres tipos de ritmos
oscilatorios han sido descritos en el BO in vivo (Kay, 2014) (Fig. 3). Estos incluyen
a las oscilaciones de alta frecuencia, el ritmo gamma (y), que se manifiestan con
frecuencias de ~40-100 Hz (Kay et al., 2009; Lepousez & Lledo, 2013; Fukunaga et
al., 2014; Kay, 2015), mismas que han sido correlacionadas con la discriminacion
fina de olores (Beshel et al., 2007; Rojas-Libano & Kay, 2008; Fourcaud-Trocmé et
al., 2014; Gschwend et al., 2015); asimismo, se les ha asociado con otras tareas
como el procesamiento perceptual del olor y el aprendizaje olfatorio (Gschwend et
al., 2015). Asimismo, las tareas de percepcion y procesamiento cognitivo del
estimulo olfatorio estan asociadas al ritmo beta (), (~15-30 Hz) (Beshel et al., 2007;
Ravel et al., 2007; Rojas-Libano & Kay, 2008; Kay et al., 2009; Bekkers & Susuki,
2013). Por otra parte, el ritmo theta (6), el mas lento de todos los ritmos bulbares,
con frecuencias de ~1-12 Hz (Rojas-Libano & Kay, 2008; Kay et al., 2009; Fukunaga
et al., 2014), se encuentra asociado con la respiracién (Kay, 2005, Fourcaud—
Trocmé et al., 2014) y la intensidad de los estimulos olfatorios (Kay et al., 2009;
Martin & Ravel, 2014). Este ritmo lento es generado por la sincronizacion entre las
neuronas de proyeccion y las interneuronas periglomerulares del BO (Fukunaga et
al., 2014).
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Figura 3.- Oscilaciones del potencial de campo local (LFP, por sus siglas en inglés) en el BO in vivo. a)
Ritmos gamma y theta del BO de una rata. En el panel de arriba se muestran el trazo del LFP en siete ciclos
respiratorios. La oscilacion theta esta estrechamente relacionada con el ciclo respiratorio, la fase ascendente
de la oscilacién theta corresponde a la inspiracién (flecha azul) mientras que la fase descendente corresponde
a la espiracion (flecha roja). El ritmo gamma comienza en el pico del ritmo theta con oscilaciones de alta
frecuencia. En el panel de abajo se muestra el espectrograma correspondiente a la banda gamma. b) Ejemplo
de los ritmos beta y gamma registrados de un BO de ratén en respuesta al olfateo ante un odorante volatil; las
lineas punteadas en rojo delimitan la duracion de la exposicion al odorante. En el panel de abajo se muestran
los espectrogramas en las bandas beta y gamma. Modificado de Kay, 2015.

La dinamica de las oscilaciones del BO depende del grado de acoplamiento
de las neuronas principales, las células mitrales y empenachadas, con los otros
tipos celulares del BO (Eckman & Freeman, 1990), principalmente con las
interneuronas bulbares (Fukunaga et al., 2014). De modo que la actividad que se
genera durante los patrones oscilatorios bulbares es dependiente de las sinapsis
excitatorias y de las sinapsis inhibitorias, comunmente a través de interacciones

dendrodendriticas y reciprocas, dentro del BO (Lepousez & Ledo, 2013).

Como se menciond, en la via de transduccién olfatoria, las neuronas de
segundo orden, las neuronas mitrales y empenachadas, reciben la sefal
proveniente de las terminales axonicas de las NSOs (Li et al., 2014). Las neuronas
de proyeccion continuan la transmision de la informacion mediante la liberacién del
neurotransmisor glutamato (Glut) (Haines, 2006; Fukunaga et al., 2014). En la parte
basal de estas neuronas, sus dendritas hacen contacto con las interneuronas de
tipo granular en la capa plexiforme externa del BO, activandolas mediante la
liberacion dendritica del Glut (Nagayama et al., 2014). En esta instancia, las sinapsis
dendrodendriticas entre las células de proyeccion con las células granulares son

mediadas por los receptores NMDA y AMPA, pero el receptor NMDA es
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particularmente esencial para este proceso (Christie et al., 2001; Isaacson & Vitten,
2003). Por su parte, las células granulares son interneuronas de tipo GABAérgicas
(Imai, 2014), es decir, que utilizan el neurotransmisor gamma acido y-aminobutirico
(GABA) (Carpenter, 1994) para inhibir a las neuronas principales, ya que estas
ultimas expresan receptores de tipos GABAay GABAB (Isaacson & Vitten, 2003).
Dada la naturaleza de estos tipos celulares, cuando una neurona de proyeccion
activa a una interneurona granular mediante Glut (Shepherd et al., 2004), ésta la
inhibe de manera reciproca mediante la liberacion de GABA en un mecanismo
conocido como “inhibicion feedback” (Fukunaga et al., 2014). Otro mecanismo por
el cual estas sinapsis dendrodendriticas tienen efecto en la configuracion del circuito
bulbar, es la “inhibicion lateral”, misma que ocurre cuando las células granulares
activadas por las células principales, inhiben a las neuronas de proyeccion aledanas
(Wachowiak & Shipley, 2006; Arevian et al., 2008; Fukunaga et al., 2014). Se ha
reportado recientemente, que las sinapsis dendrodendriticas entre las neuronas
granulares y las neuronas de proyeccion tienen un papel importante en la
generacion de los ritmos de la banda gamma (Lagier et al., 2004; Gschwend et al.,
2015) y que estan implicadas en la modulacion de la inhibicién global del BO
(Fukunaga et al., 2014). Estas oscilaciones de alta frecuencia se producen debido
al disparo repetitivo de las NSOs hacia las células principales, lo que resulta en dos
eventos: la activacion de las células granulares que provocan una inhibicion
constante de las neuronas principales, y la activacion de las neuronas piramidales
de la corteza olfatoria mediante el tracto olfatorio lateral (Rojas-Libano & Kay, 2008),
mismas que, mediante una retroalimentacion excitadora tipo feedback, proyectan

de regreso hacia las neuronas granulares del BO (Tong et al., 2014).

Por otra parte, durante la excitacidn-inhibicion a nivel glomerular, se genera la
“‘inhibicion feedforward”, “anticipativa” o de “prealimentacion” (Cleland &
Sethupathy, 2006; Fukunaga et al., 2014), debido a que las terminales nerviosas de
las NSOs activan a las células periglomerulares, que inhiben, a su vez, a las
neuronas principales (Fukunaga et al., 2014). Alternativamente, se ha propuesto
otro mecanismo de regulacion feedback a nivel glomerular llamado “inhibicion

presinaptica”, en la que las terminales de las NSOs, al activar a las células
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periglomerulares adyacentes, propician que éstas inhiban de manera reciproca a
los mismos axones de las NSOs, ya que éstos expresan receptores GABAs (Imai,
2014). La dinamica de excitacion-inhibicién en los glomérulos, mediado por las
células yuxtaglomerulares (especialmente las periglomerulares) y las neuronas
principales, tiene un papel importante en la orquestacion del ritmo theta bulbar y
que, por lo tanto, estan implicadas en la modulacién de la inhibicién global bulbar
(Fukunaga et al., 2014).

1.2 La Microglia

Las células de la microglia son conocidas como “los macri6fagos del sistema
nervioso central”, pues son un tipo celular nervioso que puede generar respuestas
de tipo inmune-innatas (Frost & Schafer, 2016). Ademas de tener un papel en la
defensa inmune del SNC también se considera que estas células participan en el
mantenimiento de la homeostasis del SNC de manera similar a los astrocitos
(Ginhoux & Prinz, 2015). En el SNC maduro, estas células se distribuyen a través
de todo el cerebro (Ginhoux & Prinz, 2015; Frost & Schafer, 2016) y presentan
procesos ramificados cercanos entre ellas, pero sin tocarse entre si, por lo que cada

célula tiene un territorio anatomo-funcional exclusivo (McGeer & McGeer, 2008).

La microglia comprende entre el 5-10% del total de las células del SNC
(Mcgeer & Mcgeer, 2008; Frost & Schafer, 2016). Las células microgliales nacen en
el saco vitelino como progenitores eritromieloides, aproximadamente en el dia
embrionario 7.5, y migran dentro del cerebro en el dia embrionario 9.5 (Bertrand et
al., 2005). Una vez en el cerebro, los precursores microgliales toman residencia y
se renuevan a través de la vida adulta, con un minimo remplazamiento desde la
sangre (Ginhoux & Prinz, 2015).

Pio del Rio Hortega, en el afio de 1919, identificd a la microglia como un tipo
celular mesodérmico que migra al SNC durante la vida embrionaria donde presenta
capacidad fagocitica, lo que le permitié reconocer las similitudes funcionales y

morfoldgicas entre la microglia y los monocitos (Del Rio Hortega, 1919). De esta
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manera, del Rio Hortega introdujo la descripcion de la morfologia de las células
microgliales, a las cuales denomin6 como células “inactivas” en condiciones
fisiologicas y cuyas caracteristicas principales eran un soma pequefio (5-10 ym) y
procesos celulares extendidos (Del Rio Hortega, 1919). Estas caracteristicas
definieron a la microglia en lo que se llamé su “estado de reposo” o “ramificada”
(McGeer & McGeer, 2008). Sin embargo, trabajos recientes (Nimmerjahn et al.,
2005; Hanisch & Kettenmann, 2007), mediante preparaciones in vivo reportaron que
la microglia no tiene “reposo”, y determinaron que a diferencia de lo que se pensaba,
la microglia se encuentra en constante actividad y movimiento, incluso mas que
cualquier otra célula del cerebro adulto (Nimmerjahn et al., 2005) (Fig. 4). Ahora se
sabe que las células de la microglia extienden y retraen sus ramificaciones en una
dinamica que les permite sensar su medio extracelular (Nimmerjahn et al., 2005). A
diferencia de la microglia “activa” (Rock et al., 2004; McGeer & McGeer, 2008), la
microglia ramificada no fagocita células, pero secreta moléculas (incluyendo las
proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés)
de las clases I/ll (Aloisi, 2001). La microglia en el estado ramificado es capaz de
detectar amenazas inmunoldgicas mientras mantiene la homeostasis en el SNC
(Davis et al., 1994; Aloisi, 2001), ademas de que mantiene sus propiedades de

proliferacion celular y de diferenciacion (Lawson et al. 1990; Perry 1998).

Superposicion

Figura 4.- La microglia ramificada (en reposo) es altamente dindmica. Las imagenes de microscopia de
dos fotones muestran las proyecciones abundantes de una misma célula microglial al principio (izquierda) y 1
hora después (centro) del inicio de una serie fotografica transcranial de tipo time-lapse. La imagen superpuesta
(derecha) muestra la formacion de extensiones (verde) y las retracciones (rojo) de los procesos microgliales
después de 1 hora de grabacion. Modificado de Nimmerjahn et al., 2005.
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Ademas, se ha propuesto que la microglia no soélo elimina a agentes patogenos y
tejido dafnado, sino que también remueve conexiones débiles entre las neuronas
(Perry et al., 2010; Ginhoux & Prinz, 2015), por lo que se considera que tiene un
papel importante en el establecimiento, en el mantenimiento y en la funcién de las
redes neuronales (Frost & Schafer, 2016). De hecho, se ha relacionado a la funcién
normal de la microglia con la memoria (Bilbo et al., 2005; Williamson et al., 2011),
el aprendizaje (Parkhust et al., 2013) y el control motor (Derecki et al., 2012;
Parkhust et al., 2013).

Estudios recientes de imagenologia demuestran que la microglia fagocita
células muertas durante el desarrollo del cerebro (Frost & Schafer, 2016), debido a
que la colonizacion de los precursores microgliales ocurre antes de la diferenciacion
de otras células residentes del SNC. Como resultado, la microglia tiene un papel
importante en el desarrollo del SNC (Bessis et al., 2007; Frost & Schafer, 2016).

La microglia puede responder rapidamente a las alteraciones de la
homeostasis causada por heridas o lesiones (Gehrmann et al., 1995; Kreutzberg,
1996; Dheen et al., 2007), por patogénesis (Kreutzberg, 1996; Stoll & Jander, 1999;
Streit, 2002), por enfermedades neurodegenerativas (Dickson et al., 1993; Stoll &
Jander, 1999; Streit, 2002; Streit, 2004; Dheen et al., 2007) y por tumores cerebrales
(Kreutzberg, 1996). Bajo estas condiciones, la microglia presenta cambios
morfoldgicos y funcionales que la llevan a un estado “activo” en el que se distingue
como microglia fagocitica (Stoll & Jander, 1999; Kim & Vallis, 2005). La
caracteristica morfologica principal de la microglia “activa” es su forma ameboide,
que la convierte en una célula grande y redonda (Streit, 2004; Kim & Vallis, 2005).
Ademas de la fagocitosis (Stoll & Jander, 1999; Kim & Vallis, 2005), la activacion de
la microglia promueve la produccion de citoquinas pro-inflamatorias (Kreutzberg,
1996; Kim & Vallis, 2005), la presentacién de antigenos (Nimmerjahn et al., 2005;
Hanisch & Kettenmann, 2007; Kettenmann et al., 2011; Doorn et al., 2014) y la
expresion de factores neurotroficos (Kreutzberg, 1996; van Rossum & Hanisch,

2004). La microglia puede ser activada mediante una variedad diversa de factores,
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incluyendo: cambios en el ATP, el glutamato y el K* extracelular (indicativo de la
ruptura de células) (Gehrmann et al., 1995) y diversas moléculas involucradas en la

senalizacion inflamatoria (Cheng et al., 2016).

En general, la respuesta inflamatoria en el SNC, mediada por la microglia,
involucra la produccion de moléculas de adhesion (Raivich et al., 1999), citocinas
pro-inflamatorias como el interferon gamma (IFN-y) (Wood, 2003), la interleucina 1
Beta (IL-1PB), la interleucina 1 Ipha (IL-1a) y el factor de necrosis tumoral alpha (TNF
a, por sus siglas en inglés) (Wood, 2003; Cheng et al., 2016). Otras moléculas pro-
inflamatorias producidas por la microglia son las especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés) que normalmente se liberan ante un dafo celular
tales como el superoxido, los perdxidos (Block et al., 2007) y el 6xido nitrico (NO),
producido por la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS, por sus siglas en inglés);
asi como las prostaglandinas, sustancias lipidicas producidas por la enzima
ciclooxigenasa-2 (COX-2, por sus siglas en inglés) (Cheng et al., 2016). Asimismo,
la activacion de la microglia también desencadena la produccién de
neuromodularores como la adenosina (Lauro et al., 2010) y el ATP (Dissing-Oelsen
et al., 2014) los cuales son reconocidos mediante una variedad de receptores
purinérgicos (Rock et al., 2004). Ademas de éstos, la sensibilidad de la microglia a
su ambiente se debe a la accion de otros receptores como receptores para
inmunoglobulinas y quimiocinas, como por ejemplo el receptor a la fractalquina
(conocida también como CX3CL1, una citocina pequefia de funcién quimiotactica
considerada como el unico miembro de la familia de quimiocinas CX3C) (van
Rossum & Hanisch, 2004) Raivich et al., 1999). La liberacién de citocinas y
quimiocinas por parte de la microglia se debe a que expresa moléculas del MHC I/1l
(Kim & Vallis, 2007), cuya activacion desencadena un proceso inflamatorio que es
capaz de reclutar a otras células gliales como los astrocitos, y otras células de la
microglia (Aloisi, 2001), neuronas y células T (Gehrmann et al., 1995). Debido a
esto, la interaccion entre microglia y otros tipos celulares puede inducir el fendmeno
de acumulacion de microglia y astrocitos reactivos (Rock et al., 2004). Muchos de
los receptores de quimiocinas también son expresados en astrocitos, lo cual sugiere

que las quimiocinas pueden funcionar como sefiales de comunicacion entre la
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microglia y los astrocitos (Rock et al., 2004). También se ha sugerido la idea de que
la comunicacion astrocito-microglia puede darse mediante la interaccion a través
deATP con los receptores purinérgicos de la microglia (Verderio et al., 2001). Todo
lo anterior sugiere que la actividad microglial puede tener influencia en multiples
funciones relacionadas con otros tipos celulares y recibir retroalimentacion de éstos
(Aloisi, 2001).

La microglia también puede presentar una respuesta inmune debido a la
activacion de receptores de moléculas asociadas a patdgenos, tales como los
Receptores de Tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés) (Wang et al., 2013). Los
TLRs reconocen patrones moleculares asociados a patégenos (Wang et al., 2013),
expresados en agentes infecciosos y que median la produccion de citoquinas
provocando una actividad inmune (Curry et al., 2003). Los seres humanos presentan
10 tipos de TLRs funcionales: TLR1-10 (Roach et al., 2005), mientras que 12 tipos
han sido identificados para el raton: TLR1-10, TLR11 y TLR13 (Roach et al., 2005).
Entre ellos, el receptor TLR2 es capaz de reconocer compuestos de las bacterias
Gram-positivas en conjunto con el receptor TLR6 como un heterodimero (Wang et
al.,, 2013) y cuyos agonistas mas conocidos son los lipopéptidos sintéticos
Pam2CSK4 (Mancini et al. 2011) y MALP-2 (Wang et al., 2013).

1.2.1 La influencia de la microglia en la funcién de los circuitos neuronales

Durante mucho tiempo, las células gliales han sido consideradas como elementos
pasivos en el cerebro (Araque et al., 1999), proveyendo soporte estructural y
metabdlico a las neuronas debido a que no se comunican mediante impulsos
eléctricos (Figueiredo et al., 2011). Sin embargo, en los ultimos afios se ha
confirmado que las células gliales son elementos que pueden sensar y responder a
la actividad neuronal involucrandose en el procesamiento de la informacion (Araque
et al. 1999). Por ejemplo, los astrocitos son capaces de regular la actividad neuronal
y la transmisién sinaptica (Pascual et al., 2005) a través de su contacto con
numerosas sinapsis (Bushong et al., 2002). Este tipo celular puede tener respuestas
moduladoras debido a cambios transitorios del Ca?* intracelular que llevan a la

liberacion de gliotransmisores que modulan la actividad de los circuitos neuronales
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(Gourine et al., 2010; Figueiredo et al., 2011). Los astrocitos alteran la actividad de
los circuitos neuronales de diversas maneras (Figueiredo et al., 2011). Por ejemplo,
modifican la configuracion de las redes neuronales mediante la liberacion de
"gliotransmisores", tales como el adenosin trifosfato (ATP, por sus siglas en inglés),
el glutamato y el co-factor D-serina (Magistretti, 2006). El incremento o el
decremento de la produccién de lactato, un sustrato crucial en la comunicacion
astrocito-neurona (Magistretti, 2006) y cambios en la sefalizacion mediante
prostaglandinas (Gordon et al., 2007) también participan en la modulacion de los
circuitos neuronales por los astrocitos. Actualmente, este papel de los astrocitos en
la actividad neural ha conferido importancia a la conceptualizacion de la sinapsis

como una unidad “tripartita” (Araque et al., 1999).

Durante los ultimos afos, se ha generado evidencia de que la microglia
ramificada también puede controlar los circuitos neuronales en condiciones no
inflamatorias (Wake et al., 2013). Por ejemplo, la microglia es capaz de contactar
segmentos iniciales de los axones (Nimmerjahn et al., 2005) y zonas pre y post-
sinapticas dada la extension de sus ramificaciones en una manera dependiente de
la actividad neuronal (Wake et al., 2009; Tremblay et al., 2010). También, puede
remover sinapsis débiles (Nimmerjahn et al.,, 2005), mediante un proceso
denominado pruning sinaptico que ocurre normalmente durante el desarrollo
(Paolicelli et al., 2011, Schafer et al., 2012). En la edad adulta, este mismo
fendmeno esta involucrado en la neuroplasticidad (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn
et al., 2005; Kettenmann et al., 2011). Como ya se dijo, la microglia puede responder
a la liberacion de neuromodulares como el ATP y la adenosina (Gourine et al.,
2010), produciendo una retroalimentacion positiva de liberacion de mas ATP y
adenosina para comunicarse con los astrocitos y las neuronas, lo que sugiere su

participacion en la actividad sinaptica (Pascual et al., 2012).

De manera interesante, en nuestro laboratorio, se evalu6 el papel de la
microglia en la generacion del ritmo respiratorio (Lorea-Hernandez et al., 2016). Los
resultados reportados sugieren que la microglia modula la generacion de la

actividad respiratoria por el complejo pre-Boétzinger (circuito neuronal encargado de
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la generacion del ritmo respiratorio) (Lorea-Hernandez et al., 2016), cuya alteracién
puede ser una causa importante del Sindrome de Muerte Subita del Lactante
(SMSL) (Harper, 2000). Esta modulacion es ejercida no solo en condiciones pro-
inflamatorias, sino que los resultados muestran un papel crucial de la microglia
dentro del mantenimiento de la actividad del complejo pre-Botzinger y presenta
evidencias de que en condiciones patologicas, la microglia podria participar en los
procesos que repercuten en la depresion de la actividad respiratoria (Lorea-
Hernandez et al., 2016). Por otro lado, de manera fisioldgica, la microglia podria ser
responsable de la dinamica adecuada del complejo pre-Botzinger, ya que la
inhibicion de la actividad microglial o su "deplecion”, disminuye la generacion de la
actividad ritmica el complejo pre-Botzinger en condiciones normales (Lorea-
Hernandez et al., 2016).

1.2.1.1 La influencia de la microglia en la configuracion de los circuitos
neuronales del BO

Debido a la relevancia que tiene la dinamica de la microglia en los circuitos
neuronales, se mencionaran brevemente los estudios realizados en el BO a este
respecto. EIl BO es una estructura altamente plastica que puede cambiar la
configuracion de sus circuitos dependiendo de la informacién de entrada sensorial
que reciba (Denizet et al., 2016). Para conocer como la microglia esta involucrada
en el pruning sinaptico tanto en el SNC maduro como en el desarrollo, muy
recientemente se han llevado a cabo estudios de este proceso en el BO, en donde
cabe mencionar, existe una neurogénesis importante que contribuye
sustancialmente a la modulacion de la circuiteria olfatoria (Ribeiro et al., 2015,
Denizet et al., 2016; Grier et al., 2016). La zona subventricular (SVZ, por sus siglas
en inglés) es conocida ampliamente como una zona cerebral importante en la que
tiene lugar la neurogénesis de las células del BO (Lois & Alvarez-Buylla, 1994;
Doetsch et al., 1997). Esta zona se encuentra ubicada en la pared lateral del
ventriculo se constituye de las células ependimarias que estan en contacto directo
con el ventriculo y que forman una monocapa a lo largo del ventriculo, mezcladas

con células gliales conocidas como células tipo B, las cuales dan lugar a las tipo C
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(de amplificacién transitoria y alta proliferacion (Lim & Alvarez-Bullya, 2016). Las
células tipo C dan lugar a las tipo A, quienes son los auténticos neuroblastos
migratorios (Lim & Alvarez-Bullya, 2016) . La migracion de los neuroblastos inicia
en la SVZ a partir de donde los neuroblastos generados viajan alineados formando
cadenas con ayuda de las células tipo B, que los envuelven y facilitan su ruta a
través de la corriente migratoria rostral (RMS, por sus siglas en inglés) para entrar
al BO (Altman et al., 1967; Lim & Alvarez-Bullya, 2016). En el BO, los neuroblastos
se diespersan radialmente en forma de células individuales y an lugar a poblaciones
de interneuronas maduras granulares y periglomerulares (Lois & Alvarez-Buylla,
1994). Dado el interés en el papel que juegan las células gliales en el proceso de
neurogénesis del BO, Ribeiro y su equipo de trabajo reportaron en 2015, que la
microglia residente en la SVZ y en la RMS, incluyen distintos fenotipos de efectores
inmunes que se adaptan selectivamente al soporte y la direccion de la integracion
neuronal dentro de la circuiteria olfatoria. Cuando se realizé la deplecidon de la
microglia in vivo, se evidencié una disminucién en la supervivencia y la migracion
de los neuroblastos generados recientemente hacia la capa granular del BO, lo que
indica que una subpoblacion de la microglia es necesaria para el mantenimiento de

la circuiteria olfatoria (Ribeiro et al., 2015).

De manera similar, en 2016, Denizet y colaboradores mostraron que la microglia
también tiene un papel importante en el mantenimiento de la poblacion de las
neuronas recién incorporadas y maduradas en el BO, y que este proceso es
dependiente de la actividad. Sus resultados mostraron que la microglia es capaz de
fagocitar partes de las neuronas y reducir la densidad de espinas dendriticas en
neuronas granulares nuevas del BO sano del ratén adulto (Denizet et al., 2016).
Ellos reportaron que después de inducir la deprivacion sensorial mediante la
administracién de Dichlobenil (Dichlo, un farmaco que induce la ablacién del epitelio
olfatorio, provocando una pérdida en la entrada sensorial olfatoria) (Lazarini et al.,
2012), se indujo un incremento en la fagocitocis de restos de las neuronas
granulares, mediada por la microglia activa, que se asocié a una disminucién de la
densidad de las espinas dendriticas en estas neuronas nuevas adultas. Estos

experimentos sugieren que la microglia esta involucrada en el pruning sinaptico y
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celular, permitiendo un mecanismo de adaptacion de las conexiones neuronales
dada la experiencia sensorial (Denizet et al., 2016). Concidentemente, se demostro
que la deprivacion sensorial olfatoria es capaz de inducir de manera similar, una
disminucion en la densidad de las neuronas dopaminérgicas de la capa glomerular
del BO asi como su densidad sinaptica (Grier et al., 2016). Esto se mostré6 como
resultado de la oclusion unilateral de las narinas en los sujetos experimentales; tal
aproximacion indujo una reduccion en la produccion de dopamina y en la expresion
de la tirosina hidroxilasa (TH), asi como una reduccién en el numero de neuronas
dopaminérgicas, consistente con el aumento de la densidad microglial y una
morfologia de este tipo celular en estado activo, asi como la inclusion de
componentes enteros de las neuronas dopaminérgicas en el BO ocluido.
Adicionalmente, mediante el uso de imagenologia de 2 fotones y analisis
histolégicos, se evidencidé que la pérdida de la entrada olfatoria alterd las
interacciones microglia-neurona durante los momentos en los que las neuronas
dopaminérgicas eran eliminadas (Grier et al., 2016). Estos resultados sugieren, en
conjunto, un papel importante de la microglia en la eliminacién de las neuronas
enteras o compontentes celulares individuales, asi como en la eliminacion de
sinapsis en el BO, tanto a nivel tanto glomerular como granular, de manera
dependiente de la actividad (Denizet et al., 2016; Grier et al., 2016).

1.2.1.2 La influencia de la microglia en la fisiologia del BO y patologias

asociadas a la inflamacion

La via olfatoria primaria es un blanco vulnerable a través del cual los
microorganismos de la periferia podrian accesar hacia el SNC de manera facil
(Ginkel et al., 2003; Herbert et al., 2014). Por lo anterior, se han realizado estudios
relacionados con las vias inflamatorias que pudieran inducirse como respuesta de
la microglia ante la exposicion de agentes patdégenos o danos en la entrada
sensorial olfatoria (Herbert et al., 2014). Se ha reportado que dentro de estas

respuestas se pueden incluir el incremento en los niveles de la IL-6 y el TNF a en el

27



BO (Herbert et al., 2014), asi como la expresion de la INOS en el epitelio olfatorio
(Harris et al., 2009). Adicionalmente, se ha propuesto también que en respuesta a
heridas o dafos, la microglia en el BO puede servir como un sensor o modulador
de la inflamacion cerebral mediante la activacion del receptor TLR2 (Hérbert et al.,
2009). Ademas, en comparacion con otras regiones del cerebro, la microglia del BO
expresa mayor cantidad de ARN mensajero que codifica para moléculas que median
la inflamacion. Lo anterior indica que la microglia tiene un papel muy importante en
la proteccion inmune del BO. (Doorn et al., 2015). Por ejemplo, se ha demostrado
que la IL1-B esta presente de manera abundante en el BO del cerebro sano de ratas
en edades posnatales (Lim & Brunjes, 1999). De manera similar, se ha reportado
que en condiciones normales existe una expresion alta de CD68 en el BO (Doorn et
al., 2015). El CD68 es un marcador de la microglia activa (Holness & Simmons,
1993). Por su parte, la IL1-B ejerce un papel crucial en la microglosis bulbar (Vroon
et al., 2007). Una explicacion viable para la presencia de estos marcadores en el
BO es que la microglia activa tenga una funciéon importante ante la ejecucion de
tareas olfatorias (Doorn et al., 2015). Estos datos conducen a la hipotesis de que la
expresion incrementada de marcadores de la microglia activa del BO, confiere al
BO la capacidad de estar “preparado” ante algun insulto (Doorn et al., 2015). Lo
anterior es relevante, pues la exposicidén continua de las vias olfatorias al ambiente
exterior puede contribuir a que las células microgliales se encuentren en un estado
de alerta, capaz de responder a posibles cambios en la homeostasis o cuando se
realiza una tarea olfatoria activa como la discriminacion (Doorn et al., 2015).
Consistentemente con la importancia de la microglia en el mantenimiento de la
homeostasis olfatoria, existen estudios en los que se ha demostrado que la
inhibicién (Erblich et al., 2011) o la sobre-activacion de la microglia puede incidir en
deficiencias olfatorias (Seo et al., 2014). En este sentido, la hiposmia (la capacidad
olfatoria disminuida) puede ser inducida gracias a la produccién de citocinas
inflamatorias (Seo et al., 2014), ya que la induccién de la activacion de la microglia
puede provocar la pérdida de la capacidad olfativa (Lalancette-Hébert et al., 2009;
Kirsten et al.,, 2011). De manera interesante, se ha reportado que los niveles

exacerbados de factores pro-inflamatorios tanto en el cerebro, como el BO (Doorn
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et al., 2015, Seo et al, 2014), se presentan durante enfermedades
neurodegenerativas (Doorn et al., 2015) y que la disfuncién olfatoria es comun en
patologias como la enfermedad de Parkinson (Doty et al., 2012), la enfermedad de
Alzheimer (Wilson et al., 2009), el sindrome de Down (Mkeown et al., 1996) y la
enfermedad de Niemann- Pick (Seo et al., 2014). Lo anterior, nos sugiere que la
microglia es capaz de presentar una actividad pro-inflamatoria importante asociada
a la neurodegeneracion y que una de las funciones alteradas en esta condicion

patoldgica es la capacidad olfatoria (Doorn et al., 2015; Seo et al., 2014).

1.3 La Optogenética

La optogenética es una herramienta de alta resolucion temporal que posibilita la
estimulacién o la inhibicién de distintos tipos celulares mediante luz a diferentes
longitudes de onda (Wang et al., 2007; Deisseroth, 2011) y que ofrece mejores
resultados que la estimulacion eléctrica convencional (Boyden, 2011) o la activacion
farmacoldgica clasica (Deisseroth, 2011, Vargas, 2014). Dicho de otra manera, la
optogenética permite el control optico de distintos sistemas bioldégicos de manera
especifica y dirigida (Deisseroth, 2011; Rein & Deussing, 2011; Mattis et al., 2012),
lo que permite la ganancia o la pérdida de la funcién de un tipo celular en un tejido
intacto (Chao & Li, 2016). Los mecanismos por los cuales se realiza la modulacion
optogenética son muy variados y, en los ultimos afios, se han desarrollado distintos
elementos involucrados en la modulacion de las células, tales como la expresion
dirigida de opsinas (Deisseroth, 2011), la senalizacion mediada por receptores
acoplados a proteinas G (Bernstein & Boyden, 2011; Koyanagi, & Terakita, 2013),
la activacion enzimatica (Chow & Boyden, 2015) o interacciones proteina-proteina
que finalmente tienen un efecto fisioldgico en la célula dada la estimulacion fética
(Chow & Boyden et al., 2015) (Figura 5).
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Figura 5. Herramientas moleculares optogenéticas. A) Las opsinas son proteinas transmembranales
permeables a iones que se modulan por la estimulacion con luz. B) También existen enzimas fotosensibles que
presentan un efecto en otra proteina. Por ejemplo, la fusion entre Rac1 y un dominio LOV (PA-Rac1) habilita el
control fético de la conformacion del citoesqueleto. C) La activacion de vias de sefializacion por luz puede
desencadenar una via transduccional especifica. Por ejemplo, las melanopsinas son proteinas acopladas a
proteinas G que pueden ser moduladas mediante la estimulaciéon fética para activar distintas vias de
sefializacion. (Modificado de Chow & Boyden et al., 2015).

La optogenética posibilita la modulacion de la actividad de células transfectadas que
expresan opsinas sobre su superficie membranal (Kale et al., 2015). Las opsinas
son proteinas que tienen la capacidad de ser permeables a ciertos iones cuando la
incidencia de luz a una longitud de onda en especial ocurre en ellas (Boyden, 2011;
Deisseroth, 2011). De esta manera, la modulacién mediante la estimulacion fética
permite una modulacion de alta resolucién espacial y temporal (en ms) para
sincronizar o desincronizar a neuronas u otros tipos celulares en diferentes tipos de
tejido (Boyden et al., 2005; Mattis et al., 2012; Pama et al., 2013). Debido a la
capacidad de las diferentes opsinas para responder a la luz y a la variedad de ellas
para la permeabilidad especifica de iones (Deisseroth, 2011; Zhang et al., 2011), la
optogenética facilita la inhibicidn o excitacion de las redes neuronales de una
manera especifica (Atasoy et al.,, 2008; Boyden, 2011; Deisseroth, 2011). La
expresion de estas opsinas puede darse mediante diversos mecanismos tales como
la electroporacion in utero (Petreanu et al., 2007; Miyashita et al., 2013) o la
generacion de ratones transgénicos (Arenkiel et al., 2007; Zeng & Madisen, 2012).

Otro método utilizando comunmente, es la transfeccion de constructos virales que
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contienen el gen de una opsina (Boyden, 2011). La infeccién viral para expresar
opsinas se ha hecho mediante la utilizacion de vectores como los Lentivirus y los
Virus Adeno-Asociados (AAV, por sus siglas en inglés) (Bernstein & Boyden, 2011;
Han & Friedmane, 2012; Pama et al.,, 2013; Adamantidis et al., 2015; Chow &
Boyden et al., 2015). El vector lenti- o adeno-viral puede contener el gen de la opsina
junto con un promotor que permitira su expresion (Pama et al., 2013; Cho & Li, 2016)
0, de manera alterna, puede contener el gen de la opsina inicialmente presente en
un marco inverso para prevenir su expresion, por ejemplo, flanqueado con los sitios
LoxP (Zeng & Madisen, 2012; Cho & Li, 2016). De esta manera, se puede utilizar el
sistema de la recombinasa Cre para permitir la expresion de la opsina (Rein &
Deusing, 2012; Zeng & Madisen, 2012). En este sistema el gen de la opsina, al ser
transfectado, requiere de la actividad recombinasa para la inversion de su secuencia
codificante y la subsecuente expresion de la opsina (Rein & Deusing, 2012; Zeng &
Madisen, 2012). La recombinasa Cre ha sido usada ampliamente para este objetivo,
ya que se puede expresar de manera especifica en tipos celulares particulares en

animales transgénicos (Rein & Deusing, 2012; Zeng & Madisen, 2012).

1.3.2 Opsinas Microbianas y su uso en la optogenética

La opsina mas conocida hasta el dia de hoy es la Channelrhodopsina (ChR), cuya
actividad ante la estimulacion foética modula la actividad de las neuronas (Boyden et
al., 2005). El Dr. Karl Deisseroth, pionero en este campo, acuid el término de
"Optogenética" en 2006 (Deisseroth, 2011). A partir de entonces, se genero interés
en el desarrollo de esta técnica, con elementos tecnoldgicos que pudieran
revolucionar el campo de las neurociencias en el contexto de la manipulacion
neuronal remota (Boyden, 2011). Ademas de la ChR, se demostré que hay una gran
variedad de opsinas capaces de responder a la estimulacion fética en funcién de la
longitud de onda presentada y las caracteristicas intrinsecas de la proteina
(Deisseroth, 2011; Zhang et al., 2011). Hacia el afo 2010, el campo de la
optogenética se torné popular, y muchas herramientas surgieron para la activacion
o la inhibicién de neuronas (Deisseroth, 2011) e incluso de otros tipos celulares
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como los astrocitos (Gourine et al., 2010; Li et al., 2012; Sasaki et al., 2012) y la
microglia (Tanaka et al., 2012; Sawada, 2012).

Las opsinas existen de manera natural en ciertos organismos, como las algas
o las bacterias (Rein & Deussing, 2012; Pama et al., 2013), en las que participan en
la fototaxis (Spudich, 2006; Lin, 2011) y en la obtencion de energia a partir de la
captacion de la luz (Mattis et al., 2012; Samarendra & Lakshminarayananan, 2015).
Ademas, también existen opsinas presentes en mamiferos que participan en el
procesamiento de la vision (Zhang et al., 2011). La primera opsina con potencial
optogenético descrita fue una Bacteriorhodopsina (BR) aislada de una
arqueobacteria llamada Halobacterium halobium (Oesterhelt & Strockenius, 1971).
En este organismo, la BR le permite obtener energia a partir de luz, debido a un
gradiente de protones que se forma cuando bombea protones fuera de la célula
(Racker & Stoeckenius, 1974; Mattis et al, 2012; Samarendra &
Lakshminarayananan, 2015). Otro ejemplo de BR es la archaerhodopsina (Arch)

perteneciente a Halorubrum sodomense (Rein & Deussing, 2012).

Tiempo después, se realizo el descubrimiento de las Halorhodopsinas (HR),
las cuales se encuentran presentes también en archaeobacterias del género
Halobacterium  (Matsuno-Yagi y Mukohata, 1977; Samarendra &
Lakshminarayananan, 2015). La HR es una bomba de cloro activada por luz, que
permite a las halobacterias mantener una concentracion alta de sal interna (Sasaki
et al., 1995; Mattis et al., 2012; Samarendra & Lakshminarayananan, 2015). En el
caso de la ChR, sus primeros estudios se realizaron mediante la obtencion de la
secuencia genodmica del alga verde Chlamydomonas reinhardtii (Nagel et al., 2002).
Existen dos subclases de ChR que fueron identificadas por tres grupos de trabajo
distintos (Nagel et al., 2002, 2003; Sineshchekov et al., 2002; Suzuki et al., 2003):
La Channelrhodopsina-1 (ChR1), inicialmente fue considerada como una opsina
selectiva a protones (Nagel et al., 2002), pero estudios posteriores descubrieron que
tenia una amplia conductancia a cationes incluyendo Na*, K* e incluso Ca?* (Li et
al., 2009). La Channelrhodopsina-2, (ChR2), fue identificada en el mismo organismo

(Nagel et al., 2003) y es igual que la ChR1, un canal catidnico dependiente de la luz
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(Nagel et al., 2003). Sin embargo, el uso de la ChR2 se ha convertido en popular en
comparacion con la ChR1 ya que se expresa heterélogamente en mayores niveles

en las células de mamiferos (Yizhar et al., 2011).

Las opsinas fotosensibles aisladas de sistemas bioldgicos se clasifican de la
siguiente manera (Yizhar et al., 2011; Zhang et al., 2011; Koyanagi & Terekita,
2013): Las opsinas de tipo | son las opsinas microbianas, mientras que las opsinas
de tipo Il son las opsinas animales (Zhang et al., 2011; Pama et al., 2013; Koyanagi
& Terekita, 2013). Como ya se menciond, las opsinas microbianas incluyen a las
ChRs que se utilizan para activar a las neuronas (Deisseroth, 2011; Yizar et al.,
2011; Zhang et al., 2011), mientras que las BRs y HRs se usan para inhibir o

silenciar a las neuronas (Deisseroth, 2011; Chen et al., 2012).

La funcion de las opsinas requiere de la capacidad de absorber fotones, lo que es
conferido por un elemento conocido como retinal (Zhang et al., 2011), que es un
cofactor organico derivado de la vitamina A (Deisseroth, 2011). Las opsinas de
mamiferos contienen dos elementos, el retinal y una proteina G acoplada (Yizhar et
al., 2011; Zhang et al., 2011). En el caso de las opsinas microbianas, el compuesto
opsina-retinal se conoce como rodopsina (Boyden et al., 2005) y tiene la capacidad
de sensar la luz para posteriormente inducir el flujo de los iones en la misma proteina
(Oesterhelt & Stoeckenius, 1974).

1.3.2.1 La Channelrhodopsina 2 (ChR-2)

La ChR2 es un canal iénico que se abre después de la absorciéon de un fotén y
permite la permeabilidad para cationes monovalentes y divalentes (Nagel et al.,
2002). La ChR2 es una proteina de 7 hélices transmembranales que presenta un
enlace covalente al retinal (cromo6foro microbial all-trans-retinal, ATR) (Boyden et
al., 2005; Zhang et al., 2011), por lo que es activable con una cinética rapida (en el
orden de ms) mediante luz azul en el rango de 440-500 nm con un umbral de

intensidad menor de 1TmW/mm? (Samarendra & Lakshminarayananan, 2015).

Los 315 aminoacidos de la zona N-terminal de la ChR, son los encargados de la

fotosensibilidad y son homologos a la estructura de 7 hélices transmembranales de
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muchas rodopsinas (Boyden et al., 2005). Las corrientes entrantes observadas en
las células que expresan ChR2 se evocan 50 us después de la presentacion de la
luz azul, en presencia del ATR, lo cual sugiere la posibilidad de la estimulaciéon
ultrarapida (Boyden et al., 2005).

Las propiedades cinéticas de la ChR2 determinan las caracteristicas de su
fotociclo (Lin, 2010; Bamman et al.,2010). Por ejemplo, la conductancia se
encuentra por debajo de 1ps (Nagel et al., 2003), que es menor a la conductancia
de los canales membranales comunes (Lin, 2010). La selectividad i6nica de la ChR2
se basa en una preferencia por Na*, K*, Ca?*, y H* (Nagel et al., 2003; Zhang et al.,
2008), por lo que tienen un potencial de inversion cercano a 0 mV a pH fisiolégico
(Lin, 2010). Existe mucha variacién en cuanto a la sensibilidad a la luz en las
diversas ChR (Lin et al., 2009) y, actualmente, hay mutaciones en las ChR que
aumentan dicha variable (Lin, 2010). Finalmente, con respecto del trafico
membranal y la expresion de las ChR, puede decirse que una sobreexpresion de
estas proteinas exdgenas, por periodos prolongados, puede inducir toxicidad y/o
efectos adversos en las propiedades membranales (Lin, 2010). En cambio, la
expresion baja y/o la formacion de agregados intracelulares de las ChR2 reducen la

eficiencia de la despolarizacion membranal (Lin, 2010).

1.3.3 Modulacion optogenética de los circuitos neuronales

En nuestro laboratorio se han realizado estudios relacionados con el control de los
circuitos neuronales mediante la activacion optogenética de interneuronas y otros
tipos celulares (Vargas 2014; Rojas, 2015). El primer estudio fue realizado para
manipular de manera especifica a la poblacion de interneuronas GABAérgicas
hipocampales. Este proyecto implico el uso del sistema de la recombinasa Cre para
expresar a la ChR2 en ratones transgénicos que expresaban la enzima Cre en
interneuronas (TR-CRE/GADG65) de manera especifica (Vargas 2014). Los
resultaros mostraron que la estimulacion fética con diferentes trenes de

estimulacioén, a distinta frecuencia, indujo la generacion de ritmos theta en el circuito
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hipocampal debido a la activacion de las interneuronas (Vargas, 2014).
Comparativamente, se evalud el efecto de la estimulacion farmacolégica de las
interneuronas, con lo cual se mostré que la administracién de Neuregulina, cuyo
receptor ErbB4 se expresa de manera especifica en las interneuronas (Ozaki et al.,
1998). La activacion farmacolégica de este receptor no genera ritmos theta,
posiblemente por no presentar una adecuada resolucion temporal, comparada con

la estimulacion fética (Vargas, 2014).

De la misma manera, en nuestro laboratorio realizamos, recientemente, la
caracterizacion de los efectos de la activacién optogenética sobre la actividad
espontanea de rebanadas del BO obtenidas a partir de ratas que fueron
transfectadas con un vector viral que indujo la expresion de la ChR2 sin el control
de un promotor que dirigiera la especificidad de la expresiéon a algun tipo celular
(Rojas, 2015). Nuestros resultados revelaron que ante la estimulacion fética el BO,
este circuito oscila en un rango de frecuencias bajas, independientemente de la
frecuencia de estimulacion fética. Estos datos sugieren que la estimulacion
optogenética modula la actividad del BO para generar actividad poblacional en un
rango muy restringido de frecuencia, posiblemente debido a las propiedades de

resonancia de este circuito neuronal (Rojas, 2015).

A pesar de que el area de estudio de la circuiteria del BO mediante el uso de
la optogenética no es muy vasta, se han reportado recientemente trabajos
relacionados con la modulacién de interneuronas y neuronas principales en esta
area cerebral (Bardy et al., 2010; Valley et al., 2013; Lepousez & Lledo, 2013; Li et
al., 2014; Fukunaga et al., 2014; Gschwend et al., 2015). Por ejemplo, en uno de los
primeros trabajos de optogenética en el BO, se evalué la temporalidad y la
funcionalidad inhibitoria de las interneuronas nuevas en el cerebro adulto, mediante
la expresion de la ChR2 en neuroblastos provenientes de la corriente migratoria
rostral (Bardy et al., 2010). De esta manera, se logr6 monitorear y manipular la
actividad eléctrica de estas células nuevas después de su incorporacion en el BO
(Bardy et al., 2010). Esta manipulacién de interneuronas permitid revelar una

diversidad de blancos sinapticos de las interneuronas nuevas, como células
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granulares maduras, células juxtaglomerulares y células de proyeccién (Bardy et al.,
2010). Los estudios de control optogenético sobre la caracterizacion del papel de
las interneuronas, en especial de las granulares, han sido los mas recurrentes, dada
la importancia de estos tipos celulares en la configuracion de las redes neurales
olfatorias (Valley et al., 2013; Lepousez & Lledo, 2013; Fukunaga et al., 2014).
Mediante estos estudios, se ha descubierto que las interneuronas estan implicadas
en la sincronizacion de las células granulares con las células de proyeccion (Valley
et al., 2013; Lepousez & Lledo, 2013) y que esta dinamica incide en la orquestacion
diferencial de los ritmos bulbares (Fukunaga et al., 2014). Tras la activacion
optogenética se pudo dilucidar que las interneuronas granulares son capaces de
generar el ritmo rapido gamma a través de su sincronizacion con las células de
proyeccion (Lepousez & Lledo, 2013). Por otra parte, el silenciamiento optogenético
de las interneuronas granulares pudo confirmar este dato y, adicionalmente, se pudo
conocer que hay poblaciones distintas de interneuronas que se encargan de la
generacion del ritmo gamma (a través de las células granulares) y del ritmo theta (a
través de las células glomerulares) (Fukunaga et al., 2014). También se ha
demostrado, gracias a la optogenética, que el ritmo gamma generado por esta
sincronizacion entre interneuronas granulares y las células de proyeccion modula la
discriminacion olfatoria mediada por el refinamiento de los patrones neuronales de

la entrada sensorial (Gschwend et al., 2015)

Estos estudios realizados en los ultimos anos, asi como los antecedentes de
nuestro laboratorio obtenidos mediante la técnica optogenética, nos permiten
sugerir que es posible la activacion de circuitos neuronales diversos, para dilucidar
cémo un tipo celular en especial, es capaz de modular la funcionalidad del BO
(Rojas, 2015).
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1.3.4 Control optogenético de las células gliales

Aunque la optogenética fue aplicada originalmente en distintos tipos neuronales
para manipular la actividad eléctrica de los circuitos (Deisseroth, 2011), las
aproximaciones experimentales de esta técnica son muy versatiles, por lo cual son
ampliamente aplicables para otros tipos de células y sistemas biologicos (Yawo et
al., 2013). Por ejemplo, las células de la glia son consideradas ahora blanco
potencial para la manipulacion optogenética (Figueiredo et al., 2011; Yawo et al.,
2013; Masamoto et al., 2015). En este sentido, la estimulacion optogenética puede
inducir un incremento en la concentracion de Ca?* citosélico en astrocitos del tallo
cerebral (Figura 6) (Gourine et al., 2010). Estos astrocitos pertenecientes a areas
quimiorreceptoras del nucleo retrotrapezoide, responden de manera fisioldgica a
decrementos del pH con elevaciones en el Ca?* intracelular, lo que lleva a la
liberacién de ATP (Gourine et al., 2010). Esta liberacion de ATP a su vez propaga
la excitacion astrocitica inducida por el incremento en el Ca?*, lo que deriva en la
liberacion de gliotransmisores y activa a las neuronas quimiorreceptoras que, a su
vez, provocan un incremento adaptativo en la respiracion (Gourine et al., 2010). La
simulacién de las respuestas de Ca?* inducidas por pH mediante la estimulacién
optogenética de estos astrocitos es capaz de activar a las neuronas
quimiorreceptoras mediante un mecanismo dependiente de ATP, lo que
desencadena respuestas respiratorias robustas in vivo (Gourine et al., 2010). De
manera similar, se ha reportado que el incremento en el Ca?* citosolico mediante la
estimulacion con 470 nm de longitud de onda en astrocitos que expresan la ChR2
puede inducir la liberacion de glutamato via canales anionicos (Li et al., 2012).
Asimismo, la liberacion de glutamato inducida por la estimulacion fotica también ha
sido reportada para la glia Bergmann en el cerebelo, lo que ademas es capaz de
provocar la activacion de receptores de tipo AMPA en células de Purkinje y la
depresion de largo plazo de las sinapsis entre las células de Purkinje y las fibras
paralelas mediante la activacion de receptores metabotropicos de glutamato (Sasaki
et al., 2012).
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Figura 6.- Activacion optogenética en la glia. La fotoestimulacion de astrocitos que expresan
ChR2 induce el incremento de la concentracién de Ca?* intracelular y, por consiguiente, la
liberacién de gliotransmisores (p.e. ATP). Los astrocitos estimulados optogenéticamente
inducen excitacion de las neuronas del nucleo retrotrapezoide (RTN, por sus siglas en inglés)
y, finalmente, se produce un incremento robusto en la actividad respiratoria. IPNA: Actividad
integrada del nervio frénico (por sus siglas en inglés). Tomado de Gourine et al. 2010.

A pesar de que las células de la microglia no se comunican de manera eléctrica con
las neuronas, y de que han sido categorizadas tradicionalmente como no excitables,
existen trabajos pioneros que la manipulan optogenéticamente (Tanaka et al., 2012;
Sawada, 2012; Yawo et al., 2013). Sin embargo, los mecanismos por los cuales la
microglia es capaz de activarse debido al efecto de la luz a 450 nm, aun no son bien
conocidos (Cheng et al.,, 2016). El reto del uso de la optogenética para la
manipulacion en la microglia ha comenzado a enfrentarse en trabajos muy recientes
(Tanaka et al., 2012; Swada, 2012; Chang et al., 2016). Por ejemplo, en un estudio
publicado por Tanaka y colaboradores en 2012, se indujo un modelo particular de
expresion génica de la ChR-2 alternativo al modelo de expresién ya conocido
Cre/loxP, que se trata del sistema tTA-tetO (promotor dependiente de tTA o
activador transcripcional dependiente de tetraciclina) que tiene la ventaja de poder
regular la expresion génica temporalmente mediante la aplicacién de la doxiciclina.
Usando este sistema, una variante de la ChR-2 altamente sensible a la luz fue
expresada selectivamente en diversos tipos celulares, incluyendo células gliales
como astrocitos y microglia. Los resultados de este estudio mostraron que la

microglia en la corteza presentd corrientes inducidas por luz mediante esta técnica
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(Tanaka et al.,, 2012). Adicionalmente, se ha reportado que la modulacién
optogenética es capaz de controlar la activacion microglial al producir un incremento
en la expresion de genes de citoquinas pro-inflamatorias y de la sintasa de 6xido
nitrico (Swada, 2012). De manera muy interesante, también se ha reportado que la
estimulacion con luz azul de baja intensidad y frecuencia sin la presencia de una
opsina fotosensible, induce un efecto contrario en preparaciones in vitro, es decir,
se observa una reduccion en la expresion basal de genes de factores neurotréficos
e inflamatorios en cultivos microgliales (Chang et al., 2016). Estos resultados
sugieren implicaciones nuevas e importantes para el campo optogenético y
enfatizan la necesidad de estudios futuros para dilucidar los mecanismos
moleculares que intervienen en la modulacién de la actividad microglial ante la
presencia de luz azul en funcion de los parametros de estimulacién fética y la

modalidad de la preparacidén experimental.

1.4 Activacion microglial farmacologica

Las aproximaciones experimentales mas comunes para estudiar el efecto de la
activacion de la microglia incluyen la activacion de los receptores de tipo Toll (Kawai
& Akira, 2010). Como se mencion6 anteriormente, dentro de una gran variedad de
receptores, la microglia expresa un conjunto de receptores tipo Toll conocidos como
la familia de los TLRs (Olson and Miller, 2004). Los TLRs son una clase de proteinas
que inician respuestas inmunes innatas mediante el reconocimiento de patrones
asociados a patdégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés), los cuales estan
presentes normalmente en patégenos como bacterias Gram (-) y Gram (+) (Akira et
al., 2006). Por ejemplo, el receptor TLR4 es usado ampliamente como blanco
experimental para la activacién de la microglia; numerosos trabajos han utilizado
esta aproximacion experimental mediante el uso del lipopolisacarido (LPS, por sus
siglas en inglés) (Wang et al., 2005; Chen et al., 2012; Lorea-Hernandez et al., 2016)

un PAMP descrito como el componente principal de la pared celular de las bacterias
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Gram (-) que posee un gran potencial inmunogénico y que incide en la liberacién de

citocinas (Yoon et al., 2012).

El receptor TLR2 tiene un papel importante en la activacion de la microglia
(Kawai & Akira, 2010). Por ejemplo, se ha demostrado que este receptor es
necesario para la activacion de la microglia en la médula espinal, como resultado
de un dano periférico; asi como durante procesos de muerte celular producto de
citotoxicidad (Hayward & Lee, 2014). Este receptor es también importante para la
activacion de la microglia en otras estructuras del cerebro bajo condiciones de
isquemia (Lalancette-Hebert et al., 2009;). EI TLR2 se encuentra normalmente
formando heterodimeros con TLR1 o TLRG, lo cual resulta en una alta especificidad
de ligando (Oosenbrug et al., 2017; Kawai & Akira, 2010). El heterodimero TLR1-
TLR6 es capaz de reconocer lipopéptidos triacetilados presentes en bacterias Gram
(-), mientras que el heterodimero TLR2-TLR6 es capaz de reconocer lipopéptidos
diacetilados provenientes de bacterias Gram-positivas (Kawai & Akira, 2010). Sobre
esta base, el PAM-FAM es un farmaco que fue creado sintéticamente para combinar
el lipopéptido diacetilado Pam2CSK4 con wun fluoréforo llamado 5/6
carboxifluoresceina (Mancini et al. 2011). El PAM-FAM vy el conocido MALP-2 son
ejemplos de agonistas sintéticos (tipo lipopéptido) del complejo receptor TLR2/TLR6
(Wang et al., 2013). EI mecanismo de accién del PAM-FAM es interesante, ya que
este compuesto puede asociarse con los receptores TLR2 sin provocar la
dimerizaciéon TLR2/6 y la consecuente senal de transduccion (Mancini et al. 2011).
Sin embargo, después de la radiacién con luz ultravioleta, un grupo molecular
fotolabil es liberado, permitiendo la interaccion del TLR2 con el TLR6, lo que permite
la activacion del complejo TLR2/6 que finalmente resulta en la transcripcion de
genes de citocinas pro-inflamatorias como el TNFa, la IL-1B, la IL-6, la IL-8, la
CXCLA1 y los interferones tipo | alfa y beta (IFN-a y IFN-B) (Medzhitov, 2001; Tseng
et al., 2010; Mancini et al. 2011).
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2. Justificacion

Se ha comprobado que la microglia puede tener diversas funciones fisiolégicas en
el tejido nervioso, y que una de ellas es la modulacién de la actividad eléctrica de
las neuronas; en este proyecto pretendemos utilizar la estimulacion optogenética de
este tipo celular para entender su influencia en la conducta olfatoria y la actividad
neuronal del BO. Como una manera alternativa de activacion microglial, también
nos planteamos comparar el efecto de la activacién optogenética con la activacion
farmacoldgica mediante la activacion del PAM-FAM con luz ultravioleta, el cual es
un agonista sintético del complejo receptor TLR2/6 (un tipo de receptor que
pertenece a la familia de receptores de tipo Toll, la cual es usada ampliamente como
estrategia experimental para estudiar el efecto de la activacidén de la microglia en el
SNC).

3. Hipotesis

La estimulacién fotonica de la microglia modulara la actividad neuronal poblacional
en el BO.

4. Objetivo General

Caracterizar los efectos de la estimulacién foténica sobre la microglia y su incidencia

en la actividad poblacional del BO en preparaciones in vivo.

4.1. Objetivos Particulares

1. Caracterizar el efecto de la activacion optogenética de la microglia sobre
la actividad poblacional del BO in vivo.

2. Comparar los efectos de la activacién optogenética microglial con la
activacién desencadenada por un agonista-fotosensible de los receptores
tipo Toll-2 en la microglia.

3. Caracterizar el efecto de la activacion optogenética microglial en la

conducta olfatoria.
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5. Sujetos, Materiales y Métodos

5.1 Animales

Se empled una linea de ratones transgénicos hembras de 8 semanas de
edad (19-24 gr) de la cepa CX3CR1-Cre (JAX stock #025524: B6J.B6N (Cg)-
Cx3critmi.1(cre)ung/3) criados en la unidad de animales transgénicos del Instituto de
Neurobiologia, los cuales expresaron la enzima recombinasa Cre en células
microglialesdada su expresion regulada por el promotor del gen que codifica para el
receptor exclusivo de la microglia CX3CR1 (receptor de fractalquina tipo 1;
Parkhurst et al., 2013). Esta linea de animales fue designada para el registro de
campo in vivo, la obtencion de rebanadas para la estandarizacion del tiempo de
estimulacion con la ayuda de microscopia de fluorescencia, y la
inmunohistoquimica. Para estos procedimientos, los sujetos fueron previamente
transfectados con un vector adenoviral que contenia la secuencia genética de la
opsina  microbiana ChR2 flanqueada con dos secuencias LoxP
(AAV2/1.EF1a.DIO.hChR2(H134R)-EYFP.WPRE.hGH), creado por Penn Vector
Core (Addgene 20298). La induccién de la expresion de la ChR2 fue dirigida por la
actividad de la recombinasa Cre, ya que cuando esta enzima se expresa, en este
caso de manera exclusiva en la microglia en la linea de ratones transgénicos
CX3CR1-Cre, presenta un mecanismo de corte en los sitios LoxP que flanquean el
gen de la ChR2 para realizar la transcripcion de la secuencia del gen (Vargas, 2014);
estos animales fueron posteriormente utilizados para el registro de la actividad
eléctrica de campo en el BO tres semanas post-transfeccion (11 semanas de edad).
De manera paralela, dos grupos de esta misma linea de animales fueron
designados como controles para la transfeccion con el vector viral que indujo la
expresion de la proteina verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés):
LV/SFFV-TER-eGFP-WPRE, producido en la unidad de proteogenomica del
Instituto de Neurobiologia, UNAM, con base en el protocolo de la administracion
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central viral del Instituto Salk (Moreno-Carranza, 2009). También se utilizaron los
mismos animales en ausencia de la transfeccion con el vector viral que lleva la

secuencia de la ChR2.

Por otra parte, para la realizacion de la prueba conductual olfatoria se
utilizaron ratones de 11 semanas de edad que expresaron ChR2 exclusivamente en
la microglia; esta linea de ratones fue obtenida a partir de la cruza de los ratones
transgénicos “CX3CR1-Cre” (JAX stock #025524) con ratones “Rosa-CAG-LSL-
ChR2 (H134R)-EYFP-WPRE” (JAX stock #012569), los cuales fueron criados en la
unidad de transgénicos del Instituto de Neurobiologia. Paralelamente, un grupo de
ratones de esta misma linea fue designado para la obtencion de rebanadas
necesarias para la verificacion de la expresion de la ChR2 mediante fluorescencia

e inmunohistoquimica.

Adicionalmente, se utilizd6 un grupo de ratones hembrade la cepa silvestre
C57BL/6 de 11 semanas de edad designados para el registro in vivo y que fueron

inoculados con el péptido PAM-FAM, asi como su grupo control.

Todos los animales fueron mantenidos en el Bioterio del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM, en un cuarto a una temperatura de 22 °C con un ciclo
normal de 12 horas luz: 12 horas oscuridad y alimentacién ad libitum. Todos los
procedimientos experimentales se llevaron a cabo siguiendo las normas del Comité
de Bioética del Instituto de Neurobiologia de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
de la Secretaria de Agricultura (SAGARPA NOM-062-ZO0-1999).

5.2 Microinyeccion de los vectores adenovirales

Para realizar la transfeccion de los vectores virales que indujeron la expresion de la
ChR2-EYFP y la GFP, los animales de ambos grupos fueron anestesiados con
xilazina (5 mg/kg) y ketamina (100 mg/kg) i.p. Posteriormente, fueron colocados en
el aparato estereotaxico de ratén (Stoelting Co., IL), segun el procedimiento descrito

en la guia de Cooley y Vanderwoolf (1990). Las coordenadas de inyeccion usadas
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para este procedimiento fueron AP: 4.8 a partir Bregma, ML: £ 0.7 a partir de la linea
media, y DV: -1.7 a partir de la duramadre, obtenidas mediante la referencia de
coordenadas del atlas de Paxinos y Franklin (Paxinos & Frankin, 2001). Después
de la ubicacion de estas coordenadas, se realizaron dos trépanos con el uso de una
turbina recta rotatoria (Gacela Omega) y por cada BO se inserté una canula de
inyeccion mediante la cual se inocularon 0.7 pl (concentracion: 10'3GC/ml) del
vector viral AAV2/1.EF1a.DI0.hChR2(H134R)-EYFP.WPRE.hGH (Addgene20298)
que indujo la expresion de la ChR2, a una velocidad de 0.1 pl/min, permitiendo la
difusion de este contenido durante 5 minutos extra al finalizar la inyeccion.
Posteriormente, la canula se ascendié lentamente y el craneo fue sellado con
acrilico dental (MDC Dental-NicTone R3V) para finalmente dejar a los animales en
una incubadora e inducir su recuperacion. Este mismo procedimiento se realiz6 para
la inyeccién del vector viral LV/SFFV-TER-eGFP-WPRE que indujo la expresién de
la GFP. En todos los casos de expresién viral inducida, el proceso de infeccion y

expresion génica se dejo transcurrir por tres semanas.

5.3 Verificacion de la expresion de la ChR2 y la GFP mediante imagenes de

fluorescencia

Se tomaron micrografias de fluorescencia de las rebanadas obtenidas de los
animales transgénicos de la cruza de los ratones transgénicos “CX3CR1-Cre” con
ratones “Rosa-CAG-LSL-ChR2 (H134R)-EYFP-WPRE” asi como de aquellos
animales “CX3CR1-Cre” que fueron transfectados con los vectores virales para
expresar GFP y ChR2 mediante el uso de un microscopio de epifluorescencia (Nikon
Eclipse E600FN; software RSImage 1.9.2) asi como de un microscopio de luz de
alta definicion (Zeiss Axioimager M.2; software Zen 2.3 blue Edition). Como un
procedimiento de estandarizacion del tiempo requerido para la estimulacion fética
del tejido microglial, se tomaron micrografias de fluorescencia de rebanadas
obtenidas de animales transfectados con el vector viral para expresar ChR2. Dichas

imagenes se analizaron mediante el software Image J1.48v. El procedimiento
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incluyé la verificacion de la expresion de la ChR2 en las rebanadas obtenidas antes
y después de la estimulacion (5, 10, 15, 20 min de exposicion de luz continua) para
observar la morfologia de la microglia segun sus estados: activo (microglia
ramificada) e inactivo (microglia ameboide). La expresion de la ChR2, codificada
junto con la proteina amarilla fluorescente potenciada (EYFP, por sus siglas en
inglés) como reportero, pudo ser visualizada mediante el uso de un filtro de
excitacién pasa banda de 500 nm con una anchura de 20 nm (pico de excitacion
para la EYFP: 514 nm; pico de emisién de la EYFP: 527 nm) (Franco & Longart,
2009). En el caso de las rebanadas que expresaron a la GFP, la marca fluorescente
fue visualizada mediante un filtro de excitacion pasa banda de 470 con una anchura
de 40 nm BP (pico de excitacion de la GFP: 488 nm; pico de emision de la GFP:
503 nm) (Franco & Longart, 2009; Telford et al., 2015).

5.4 Protocolo de inmunohistoquimica para la verificacion de la expresion de la

ChR2 de manera especifica en la microglia

Para verificar que la marca fluorescente que indica la expresion de la ChR2
correspondiera a las células microgliales, se realizé simultaneamente el protocolo
de inmunohistoquimica para identificar a la proteina Iba-1. El anticuerpo secundario
utilizado en este protocolo estaba unido al fluoréforo Alexa 568. Para llevar a cabo
este marcaje, se cortaron rebanadas de 40 uym de grosor del BO de animales
transgénicos CX3CR1-Cre, previamente transfectados con el vector viral que indujo
la expresion de la ChR2 y animales CX3CR1-Cre/Rosa-CAG-LSL-ChR2 (H134R)-
EYFP-WPRE. Después del protocolo de inmunohistoquimica, se hizo la captura
simultanea de imagenes para observar la fluorescencia de la marca EYFP, la cual
indica la presencia de la ChR2; asi como del Alexa 568, la cual indica la presencia
de la microglia. Para la obtencion del tejido se requirid previamente de la anestesia
y el montaje estereotaxico de los sujetos transfectados o transgénicos que expresan
la ChR2, los cuales se sometieron a la estimulacion in vivo con 20 min de luz azul
continua sobre ambos BO’s (después de un procedimiento de craneo rebajado), asi

como de animales no estimulados como control. Posteriormente, se llevd a cabo la
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perfusion transcardiaca con el fijador tisular paraformaldehido (PFA) al 4%, dos
horas después de la estimulacion con luz azul, en el caso de los animales
estimulados, e inmediatamente después del procedimiento de craneo rebajado en
el caso de los sujetos no estimulados. La perfusion transcardiaca permitid la
extraccion del cerebro completo como primer paso del procedimiento de histologia.
Dos dias después de la incubacion del tejido en PFA 4%, el tejido se dejo reposar
en PBS 0.1 M durante un dia para proceder al corte de rebanadas en un vibratomo.
Se realizo el corte de rebanadas de 40 um de grosor en un vibratomo (Vibratomo
de la Unidad de microscopia Leica VT1200). Las rebanadas obtenidas se guardaron
en una solucién de Azida de Sodio + PBS 0.1M, como solucion antifungica, para su

mantenimiento.

El protocolo de inmunohistoquimica consistio brevemente en el lavado
repetido de 4 rebanadas con PBS 0.1 My la aplicacion de una solucién de bloqueo
que contenia 3% de suero normal de burro (NDS, por sus siglas en inglés) + 0.3%
tritdn X-100 en 0.1 M PBS) durante una hora. Posterior a ello, se realizo la aplicacion
de una solucién de anticuerpo primario Iba-1 (Anti Iba1, Rabbit; catalogo Wako No.
019-19741) (1:1000) preparado en 1% de NDS + 0.1% de triton X-100 en PBS 0.1
M vy la incubacion del tejido en esta solucion a 4° C durante una noche. Al dia
siguiente, las rebanadas fueron lavadas nuevamente en PBS 0.1 M y se aplico el
anticuerpo secundario (Alexa Fluor 568, Donkey Anti-Rabbit igG; life technologies
A10042) (1: 500), preparado en 1% NDS + 0.1% tritbn X-100 en PBS 0.1 M) durante
2 horas. El tejido fue lavado nuevamente y se realizé la aplicacion de una solucion
que contenia DAPI (1: 40,000) preparada en 0.1 M PBS. Después de esto, las
rebanadas fueron lavadas y montadas sobre portaobjetos, en los cuales se dejaron
secar al aire para finalmente ser deshidratadas y blanqueadas a través de
gradientes de alcohol al 70%, 95%, 100% y xileno (dos veces) durante 2 minutos
cada una. Finalmente, las rebanadas fueron cubiertas con resina de montaje DPX
y un cubreobjetos; las laminillas obtenidas se dejaron reposar a 4°C protegidas de
la luz con papel aluminio y al determinar que la resina estaba seca fue posible

usarlas para su observacién en el microscopio de epifluorescencia antes descrito.
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5.5 Protocolos de Genotipificacién de los animales transgénicos

5.5.1 CX3CR1-Cre

Para la genotipificacion de los animales transgénicos CX3CR1-Cre (JAX stock
#025524: B6J.B6N (Cg)-Cx3critmll (crepung/g) (Yona et al., 2013) se utilizaron los

siguientes oligonucledtidos:

Oligo # | Longitud Direccion de Secuencia
(catalogo g ..

Jax Lab) amplificacion
20669 20 Silvestre de avance AGC TCACGACTGCCTTCTTC
20670 20 Comun GCA GGG AAATCT GAT GCA AG
21250 19 Mutante de avance GACATTTGCCTT GCTGGAC

Tabla 1. Oligonucleétidos que se usan paralagenotipificacién de los animales transgénicos
CX3CR1-Cre

5.5.1.1 Extraccion de ADN

Para realizar la extraccién del ADN, se corté un pedazo de la cola o de la oreja de
los ratones adultos de 11 semanas de edad. El pedazo de tejido se colocd en un
tubo de 1.5 ml de volumen y se adicionaron 500 ul de NaOH 0.05M, posteriormente
se incubaron a 95 °C por 15 minutos. Finalmente se agregaron 50 ul de la solucién
stop (1M TRIS y 10mM EDTA) para dar paso a la reaccion de PCR.

5.5.1.2 Reaccién de PCR

Se colocaron 5 yl de ADN de cada una de las muestras en el Master Mix de PCR
(que contenia: 2.4 ul de buffer, 0.96 ul de MgCl2, 0.24 pl de dNTPs, 4.85 ul de H20
libre de RNAsas, 0.3 ul de primer 20669, 0.3 ul de primer 20670, 0.3 ul de primer
21250, 0.05 ul de Taq polimerasa Invitrogen) y se colocaron en el Termociclador.
Los tubos de reaccion fueron sometidos a diferentes ciclos con cambios repetidos
de temperatura en diferentes pasos necesarios para llevar a cabo las etapas de

amplificacion de los oligonucledtidos molde: a) 94°C durante 2 min; b) 15 ciclos
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repetidos que consistieron en 20 s a 94 °C, 15 s a 65 °C (disminuyendo 0.5 °C por
ciclo), 10 s a 68 °C; c) 35 ciclos que consistieron en 15 s a 94 °C, 15 s a (65 °C, 57
°Cy59°C),10sa72°C; 2mina 72 °C y d) un mantenimiento final a 10 °C.

5.5.1.3 Gel de agarosa al 1.6 %

Se preparo un gel de agarosa (que contenia: 0.48 gr de Agarosa y 30 ml de TBE)
donde se cargaron 5 ul del marcador del peso molecular y 3 ul de colorante con 10

Ml de PCR para cada prueba. Se corrio el gel a 80 V durante 20 minutos.

5.5.2 CX3CR1-Cre/Rosa-CAG-LSL-ChR2 (H134R)-EYFP-WPRE

Para la genotipificacion de los animales transgénicos de la linea obtenida a partir de
la cruza de los ratones CX3CR1-Cre con los ratones Rosa-CAG-LSL-ChR2
(H134R)-EYFP-WPRE, se utiliz6 el protocolo de genotipificacién anteriormente
descrito y se realiz6 de manera paralela el protocolo correspondiente a los animales
Rosa-CAG-LSL-ChR2 (H134R)-EYFP-WPRE (JAX stock #012569: B6;129S-
Gt(ROSA)26S0rtm32(CAG-COPAHIZARIEYFP)Hze 3) ' con el fin de verificar que los animales
cruzados fueran heterocigotos para ambos genes. Los oligonucledtidos utilizados
para esta genotipificacién fueron los descritos parcialmente antes (tabla 1) y de
manera paralela aquellos oligonucledétidos requeridos para la genotipificacion de los
ratones Rosa-CAG-LSL-ChR2 (H134R)-EYFP-WPRE que se muestran en la
siguiente tabla (Madison et al.; 2012):
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Oligo # Direccion de Secuencia Nota
(catalogo Jax amplificacién
Lab)

0IMR9020 Silvestre de avance AAG GGA GCT GCA GTG GAG
TA

0IMR9021 Silvestre reverso CCG AAA ATC TGT GGG AAG
TC

0IMR9102 Mutante de avance ACA TGG TCC TGC TGG AGT YFP/EGFP
TC

0IMR9103 Mutante Reverso GGC ATT AAA GCA GCG TAT WPRE
ccC

Tabla 2. Oligonucle6tidos que se usan para la genotipificacién de los animales
transgénicos Rosa-CAG-LSL-ChR2 (H134R)-EYFP-WPRE.

5.5.2.1 Reaccién de PCR

La extraccion del tejido fue realizada de la misma manera que aquella descrita para
los animales CX3CR1-Cre.

Posteriormente, se colocaron 200 ng de ADN de cada una de las muestras en el
Master Mix de PCR (que contenia: 1.3 ul de buffer, 2.6 yM de MgCl2, 0.26 mM de
dNTPs, 5 pl de H20 libre de RNAsas, 0.5 pM de primer oIMR9020, 0.5 uM de primer
o0IMR9021, 0.5 uyM de primer 0oIMR9102, 0.5 uyM de primer oIMR9103, gicerol al
6.5% y 0.03 U/ul de Taq polimerasa Invitrogen) y se colocaron en el Termociclador.
Los tubos de reaccion fueron sometidos a diferentes ciclos con cambios repetidos
de temperatura de manera idéntica a la anteriormente descrita. Finalmente se
prepararon los geles de agarosa al 1.6% en las mismas condiciones del protocolo
de genotificacidn anterior y se cargaron las escaleras moleculares correspondientes
al CX3CRL-Cre y al Rosa CAG-LSL-ChR2 (H134R)-EYFP-WPRE) en geles

distintos.
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5.6 Experimentos In Vivo

5.6.1 Craneotomia, Protocolo de Registro Electrofisiolégico de Campo y

estimulacion fética

5.6.1.1 Grupo experimental-activacidon microglial mediante la

activacion de la ChR2

La experimentacion in vivo se realiz6 en presencia de luz roja para evitar la
excitacién de la ChR2. Los sujetos fueron sometidos a una cirugia estereotaxica a
partir de los 20-24 dias de la transfeccion del vector viral que indujo la expresiéon de
la ChR2. Los animales fueron anestesiados con uretano (1 g/kg i.p.) y colocados en
el aparato estereotaxico de ratén (Stoelting Co., IL), segun el procedimiento descrito
en la guia de Cooley y Vanderwoolf (1990). Se realizé un procedimiento de craneo
rebajado en una ventana craneal de 3 x 3 mm sobre ambos BOs, de manera tal que
la duramadre permaneciera intacta excepto en la zona en donde fue implantado un
electrodo de borosilicato, con una resistencia de 1-2 MQ y lleno de liquido
cefaloraquideo artificial (LCRA) que contenia (en mM): 119 NaCl, 30 glucosa, 25
NaHCOs, 3 KCI, 1 MgCl2 y 1.5 CaClz y pH (7.4). El electrodo fue ubicado en las
siguientes coordenadas: AP: 4.7 a partir bregma, ML: £ 0.7 a partir de la linea media,
y DV: -1.6 a partir de la duramadre (Paxinos & Franklin, 2001).

El protocolo de registro electrofisioldgico y estimulacion fotica, se llevo a
cabo como sigue: se registraron 15 min de actividad basal y, posterior a ello, se
realizé una estimulacion sensorial con dos odorantes de manera independiente
como se ha descrito por Hernandez-Soto (2015) en nuestro laboratorio. La primera
estimulacion sensorial consistid en la exposicion a 15 ul de acetato de amilo (1% en
aceite mineral) impregnado un hisopo de algodén que se colocé directamente
enfrente de las narinas del ratdon durante de 10 s. Después de 3 min de recuperacion
de la sefal, se realiz6 el segundo estimulo con esencia de limén natural (Drogueria
Cosmopolita S.A DE C.V), de manera idéntica al estimulo anterior. Después de
registrar el efecto de la estimulacion sensorial de manera basal, se realizé la

estimulacion con luz azul continua mediante el uso de un LED con una emisién a
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460 nm y una potencia de 17 mW/mm? a una distancia de 0.5 cm del craneo.
Inmediatamente después de que la luz fue retirada, se realizd el protocolo de
estimulacion sensorial con acetato de amilo y esencia de limon ya descrito; el cual
fue repetido a los 30 min y 60 min posteriores a la exposicién a la luz azul para
evaluar el efecto de la estimulacién fética sobre la respuesta del BO inducida por
olores. Concluido el registro, el raton fue eutanizado con una sobredosis de
pentobarbital sédico. Fig. 7. La sefial electrofisioldgica registrada fue amplificada,
filtrada en un rango de 1.5-3000 Hz y digitalizada a 3 kHz. Finalmente, el registro

fue almacenado en una computadora para su analisis fuera de linea.
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Figura 7.- Protocolo de estimulacion sensorial y fética con luz azul durante el registro de
la actividad electrofisioldgica in vivo. El esquema muestra los diferentes tiempos en los que
se realizaron registros de la actividad electrofisiolégica del animal anestesiado: 15 min. de
actividad basal previa a la luz; 10 segundos de estimulacién olfatoria mediante la presentacion
de un hisopo con acetato de amilo (amarillo) y esencia de limén natural (verde); la estimulacion
durante 20 min. con luz azul continua; la estimulacién olfatoria a los 30 y 60 min posteriores a
la presentacion de la luz y la eutanizacién del animal con una sobredosis de pentobarbital
sédico.

5.6.1.2 Grupos control: GFP y ChR2 (-)

Se llevo a cabo el registro electrofisiolégico de campo in vivo en los animales
previamente transfectados con el vector viral LV/SFFV-TER-eGFP-WPRE que
indujo la expresion de la GFP. Se llevé a cabo el procedimiento de foto-estimulacién
in vivo descrito anteriormente (Fig. 7). La sefial electrofisiolégica registrada fue
amplificada, filtrada en un rango de 1.5-3000 Hz y digitalizada a 3 kHz. Finalmente,

el registro fue almacenado en una computadora para su analisis fuera de linea.
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5.6.1.3 Grupo experimental-activacion microglial mediante la

estimulaciéon del compuesto fotosensible PAM-FAM

Con el fin de evaluar la activacion de la microglia de una manera alternativa a la
modulacion optogenética, se realizé un protocolo de activacion mediado por un
agonista foto-activable de los receptores de tipo Toll-2 (TLR-2): el lipopéptido
Pam2CSK4 (PAM) (agonista de TLR2/6) unido al fluoréforo FAM (5/6
Carboxifluoresceina) (Mancini et al., 2011). El protocolo se llevé a cabo como sigue:
se realizé el procedimiento de cirugia estereotaxica y la inyeccidn en la capa
granular de BO (AP: 4.8 a partir bregma, ML: + 0.7 a partir de la linea media, y DV:
- 1.7 a partir de la dura) de ratones C57BL/6 de 11 semanas de edad con un volumen
de 1.0 pl del farmaco (10 ng/ml) a una velocidad de 0.1ul/min. Se dejo el animal en
una incubadora durante tres horas para permitir la unién del farmaco en el tejido.
Posteriormente, se realizdé un procedimiento de craneo rebajado y el registro de
campo electrofisiologico (AP: 4.7 a partir bregma, ML: + 0.7 a partir de la linea
media, y DV: - 1.7 a partir de la dura) y el protocolo de estimulacion sensorial y fética
de manera idéntica a la descrita para la ChR2, pero sustituyendo la luz azul con luz
ultravioleta continua durante 10 min en cada exposicion, la cual fue irradiada
mediante un filtro de luz ultravioleta (360-380 nm; SFA-LSF-UV Nightsea). Fig. 8.
La senal electrofisioldgica registrada fue amplificada, filtrada en un rango de 1.5-
3000 Hz vy digitalizada a 3 kHz. Finalmente, el registro fue almacenado en una

computadora para su analisis fuera de linea.
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Figura 8.- Protocolo de estimulacion sensorial y fética con luz ultravioleta durante el
registro de la actividad electrofisiolégica in vivo. El esquema muestra los diferentes tiempos
en los que se realizaron las siguientes condiciones de la actividad electrofisiolégica del animal
anestesiado: 15 min. de actividad basal previa a la luz; 10 segundos de estimulacién olfatoria
mediante la presentacién de un hisopo con acetato de amilo (amarillo) y esencia de limoén natural
(verde); la estimulacion durante 10 min. con luz ultravioleta continua que activa el compuesto
PAM-FAM; la estimulacion olfatoria a los 30 y 60 min posteriores a la presentacion de la luz y
la eutanizacioén del animal con una sobredosis de pentobarbital sédico.

5.6.1.4 Grupo Control: PAM-FAM (-) v luz ultravioleta

Se realizé6 el procedimiento de cirugia estereotaxica en ratones de la cepa silvestre
C57BL/6 de 11 semanas de edad. Se dejo el animal en una incubadora durante tres
y, posteriormente, se hizo el procedimiento de craneo rebajado y registro de campo
electrofisiologico (AP: 4.7 a partir bregma, ML: £ 0.7 a partir de la linea media, y DV:
-1.7 a partir de la dura). El protocolo de estimulacién sensorial y fotica se llevo a
cabo de manera idéntica al descrito para el grupo experimental que fue inyectado
con PAM-FAM, con las mismas condiciones de estimulacion con luz ultravioleta (Fig.
8). La senal electrofisioldgica registrada fue amplificada, filtrada en un rango de 1.5-
3000 Hz vy digitalizada a 3 kHz. Finalmente, el registro fue almacenado en una

computadora para su analisis fuera de linea.
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5.6.2 Grupo Experimental-activacion optogenética de la microglia y su efecto

en la deteccion olfatoria

Para evaluar el efecto de la activacién microglial sobre la funcién del bulbo olfatorio
se realizé una prueba conductual olfatoria en los ratones transgénicos obtenidos de
la cruza de ratones CX3CR1-Cre /Rosa-CAG-LSL-ChR2 (H134R)-EYFP-WPRE
que expresaron la ChR2 de manera endégena en la microglia. Para ello, se realizd
la cirugia estereotaxica y la posterior implantacion de LEDs diminutos (3 mm x 3
mm, 19 mW/mm?2, emision a 460 nm) conectados dos pines hembra (Figura Anexa
1). El procedimiento se realizé de la siguiente manera: se hizo una craneotomia
sobre ambos BO’s como ha sido descrita anteriormente. De manera adicional, se
agregaron gotas de cianocrilato sobre la superficie craneal y en la zona anterior a
Bregma se realizé un trépano que permitio la colocacion de un pequefio tornillo para
tener una mayor fijacion del implante. Posteriormente, con la ayuda de una torre
estereotaxica se descendié el LED sobre el sitio de la craneotomia para ser fijado
con cianocrilato. Finalmente, se recubri6é toda la zona con acrilico dental (MDC
Dental-NicTone R3V), dejando expuesta solamente los pines hembra. Los animales
se devolvieron al bioterio para su recuperacion durante una semana previa a la
evaluacion conductual; durante este periodo, los animales fueron alojados en

obscuridad para evitar su exposicion a la luz blanca.

Posterior a la recuperacion de la cirugia, se llevo a cabo la prueba olfatoria
del alimento enterrado en dos grupos diferentes de animales. Para el primer grupo,
se realiz6 la prueba conductual en condiciones control (antes de la estimulacion
fética) e inmediatamente después de la estimulacion fotica (460 nm, 20 min
continuos) para lo cual, el LED del implante fue conectado a un cable unido a una
bateria de 9V con una resistencia de 330 Q.

La prueba conductual utilizada para evaluar la capacidad del animal para
detectar un aroma fue la “prueba del alimento enterrado” (Burried food finding test)
(Alvarado-Martinez, et al., 2013), la cual consistié en la ubicacion de 30 mg un trozo

de galleta con chocolate (triki trakes) enterrado en una de las esquinas, de manera
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aleatoria, de una caja inodora con aserrin nuevo (37.5 x 17 x 18 cm). El ratén fue
depositado en la caja y se cronometré inmediantamente la latencia en encontrar la
comida (definida como el tiempo para ubicar los alimentos e iniciar la excavacion).
Se cuantifico el tiempo en el que fue hallado el alimento durante un maximo de 10
min y, tan pronto como se descubrio el alimento, los sujetos se sacaron de la jaula.

Todos las pruebas fueron realizadas bajo condiciones de luz roja (Figura Anexa 2).

6. Analisis de los datos

Todos los registros electrofisiolégicos de campo se sometieron a un analisis para
obtener espectros de potencia de la senal mediante el uso de la Transformada
Rapida de Fourier (TRF). Con el apoyo del software pClamp 9.3. se aplicé la TRF
en ventanas de 10 s en momentos diferidos durante 2 horas y media de la duracién
de los registros in vivo, como se menciona a continuacion: 15 ventanas, 1 cada
minuto en la condicion basal (sin estimulacién sensorial ni estimulacion fética); 1
ventana para el segmento “control” en el que se realizara la estimulacion sensorial
con acetato de amilo y limoén (de manera independiente) previo a la estimulacion
con luz. Lo anterior, se repitié para el caso con el limoén; 20 ventanas, una cada
minuto durante la estimulacién fética sin la estimulacion sensorial; 1 ventana para
el segmento post-estimulo para acetato de amilo y limon inmediatamente después
de finalizar la estimulacion fética. Este ultimo protocolo fue repetido a los 30 min y
60 min post-estimulo. Finalmente, se obtuvo el espectro de potencia de 10 ventanas
de la condicion en presencia de pentobarbital sédico como prueba de viabilidad del

registro electrofisiologico.

Se realizaron promedios de los espectros de potencia (en el rango de
frecuencia de 1-60 Hz) de cada registro para cada condicién. El mismo analisis se
realizd para el caso del protocolo de estimulacién con luz UV en animales
inyectados con el farmaco PAM-FAM vy para los respectivos grupos controles de

estos grupos.
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6.1 Analisis Estadistico

Los datos fueron procesados en un software de analisis estadistico (GraphPad
Prism 6.0) en el cual fueron sometidos a las pruebas de normalidad de Kolmdgorov-
Smirnov y D’Agostino Pearson. Para evaluar las cuantificaciones de potencia de las
distintas condiciones experimentales en la actividad espontanea (actividad basal,
actividad durante la presentacion de 20 min de luz continua y en presencia de
pentobarbital sddico) se realizaron pruebas de ANOVA de muestras pareadas y
comparaciones multiples de Tukey de manera independiente para cada grupo.
Posteriormente, con los datos obtenidos de estas cuantificaciones se realizé una
comparacion de la condicion experimental entre grupos; para esto realizd una
ANOVA de una via de muestras independientes y pruebas de comparaciones
multiples de Tukey entre grupos. En algunos casos se llevdé a cabo pruebas de
ANOVA de dos vias y pruebas post hoc de Bonferroni. Para evaluar la diferencia en
el tiempo de exploracién en la conducta olfatoria antes y después de la luz, se

realizaron pruebas de t de student, correspondientes a cada uno de los dos grupos.
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7. Resultados

7.1 Estandarizacién de las coordenadas de microinyeccion

Se realiz6 la estandarizacion de las coordenadas de inyeccion en la capa granular
del BO, en ratones C57BL/6 machos de 8 semanas de edad. Se establecieron las
coordenadas AP: 4.8 a partir Bregma, ML: £+ 0.7 a partir de la linea media, y DV: -
1.7 a partir de la duramadre (Paxinos & Franklin, 2001), como el sitio adecuado de
inyeccion. Para ello, se realizaron inyecciones con azul de pontamina (tinta azul)
para la evaluacion de estas coordenadas y posterior a distintas pruebas, con
velocidades variadas de inyeccion, se establecieron los siguientes valores: 0.7 pl de
solucién por cada BO a una velocidad de 0.1 pl/min. Mediante el uso de un
microscopio estereoscopico se pudo evaluar una adecuada difusion del volumen de

tinta en la capa granular (Fig. 9).

Figura 9.- Estandarizacion de las coordenadas de inyeccién con azul de pontamina.
Microfotografia de un corte sagital del BO izquierdo de un ratén C57BL/6 de 8 semanas de edad. La
flecha en azul muestra el area de difusidon de la tinta principalmente en la capa granular del BO.
Coordenadas de inyeccion: AP: 4.8 a partir bregma, ML: + 0.7 a partir de la linea media, y DV: - 1.7
a partir de la dura. Imagen amplificada a 10X.
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7.2 Verificacion de la expresion de la ChR2 en la microglia del BO mediante

imagenes de fluorescencia y estandarizacion del protocolo de fotoestimulacion.

Para verificar la expresion de la ChR2-EYFP en la microglia del animal transgénico
CX3CR1-Cre transfectado, se inyectaron 6 ratones de 8 semanas de edad con el
vector adenoviral que indujo la expresion putativa de la ChR2 en la microglia. Al
término de 20-24 dias de expresion (tiempo promedio de la expresion de la ChR2:
21 dias; Moriyoshi et al., 1996), se obtuvieron rebanadas de 400 um de grosor y
mediante el uso de un microscopio de epifluorescencia y se evaluo la expresion de
esta opsina en la microglia (Fig. 10). Adicionalmente, se realiz6é la estimulacion
fética en rebanadas durante 5 min, 10 min, 15 min, 20 min y 25 min con un LED de
460 nm para evaluar un posible cambio en la morfologia de la microglia ante la
estimulacion fética. Después de estas pruebas, se eligio realizar los experimentos
posteriores con un tiempo de exposiciéon a la luz azul de 20 min debido a que fue el
tiempo en el que se observoé un mayor cambio en la morfologia celular a diferencia
de la condicion previa a la luz sin denotar un fotoblanqueo en el tejido (datos no

mostrados).

Figura 10.- Marcaje fluorescente de la EYFP que indica la presencia de ChR2 en la capa
granular del BO en el ratbn CX3CR1-Cre transfectado. Micrografias que muestran la expresion
de la ChR2 marcada por la fluorescencia de la YFP en la poblacién microglial de la capa granular
del BO perteneciente a una rebanada sin fijar. El acercamiento muestra una célula en la que se
indica un posible proceso microglial (punta de flecha naranja) y una zona fluorescente que
pertenece a un posible soma (punta de flecha verde). Micrografia tomada a 20X.
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También se tomaron micrografias de fluorescencia para ver la expresion de la EYFP
en el tejido de ratones transgénicos CX3CR1-Cre/Rosa-CAG-LSL-ChR2 (H134R)-
EYFP-WPRE que expresan putativamente a la ChR2 en la microglia (Fig. 11) por
cruzamiento genético de las lineas parentales originales como se describe en
Materiales y Métodos. Cabe mencionar que la marca fluorescente de esta linea de
animales fue demasiado difusa en todo el BO, especialmente en la capa granular,
de manera que esta gran marca fluorescente no nos permiti6 observar una
distribucidn definida y especifica de la marca de la proteina amarilla fluorescente en
la mayoria de las rebanadas obtenidas con grosores de 100 ym y de 40 um (Fig. 11
a,b). De manera muy esporadica se pudo observar una célula regularmente definida
como se observan en la Fig. 11 c. Dadas las condiciones de la fluorescencia de
fondo ampliamente encontrada en este animal transgénico, no se pudo observar
definidamente la colocalizacién con marca Iba1 identificada por inmunohistoquimica

(datos no mostrados).

Figura 11.- Marcaje fluorescente en el BO del ratdon transgénico CX3CR1-Cre/Rosa-CAG-
LSL-ChR2 (H134R)-EYFP-WPRE. Micrografia que muestra la marca fluorescente en rebanadas
del BO. Se indica en a) una rebanada en fijacion de 40 ym en donde se observa una marca
fluorescente difusa en todas las capas del BO, incluyendo la capa granular. En b) se muestra la
marca fluorescente hallada en la capa granular del BO en una rebanada sin fijar de 100 um de
grosor. En esta ultima imagen se observa la posible marca de la EYFP lo suficientemente intensa
como para denotar el soma y procesos microgliales que contrastan con el fondo. Ambas
micrografias fueron tomadas a 20X. c) Amplificacidon de una rebanada sin fijar a 80 ym, en donde
se observa la fluorescencia de dos células que muestran que denotan procesos microgliales.
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7.3 Verificacidn de la expresiéon de la GFP en el BO mediante imagenes de
fluorescencia

Como control, se transfectaron 4 ratones transgénicos CX3CR1-Cre hembras de 8
semanas de edad con un vector lentiviral que indujo la expresién de la GFP de
manera ubicua bajo el control del promotor del Virus Formador de Foco Esplénico
(SFFV, por sus siglas en inglés). Al término de 22 dias posteriores a la inyeccion,
se obtuvieron rebanadas de 400 um de grosor para observar la expresion de esta
proteina en diferentes tipos celulares del BO (Fig. 12). Al comprobar la correcta
expresion de esta proteina como consecuencia de las mismas condiciones
experimentales de aquellas empleadas en la microinyeccion del vector viral que
indujo la expresion de la ChR2, se determind usar un grupo de animales control que
expresaran GFP designado para el registro electrofisiologico que se mostrara

posteriormente.

Figura 12.- Expresién de la GFP en la capa granular del BO por transfeccién viral. Se
muestra una micrografia de epifluorescencia que muestra la expresién de la proteina verde
fluorescente (GFP) en una diversidad de tipos celulares en el bulbo olfatorio. Amplificacion a 40X.
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7.4 Verificacidon de la difusion del lipopéptido PAM-FAM mediante imagenes de
fluorescencia

Con el fin de verificar la difusion y persistencia del lipopéptido PAM-FAM en el tejido
bulbar, se inyectaron 3 ratones silvestres C57BL/6 de 11 semanas de edad con el
farmaco a una concentracion de 10 ng/ml. El farmaco se dej6 incubar durante 3
horas y, posteriormente, se obtuvieron rebanadas de 400 um de grosor. Mediante
el uso de un microscopio de epifluorescencia, se evaluo la presencia del fluoréforo
en la microglia antes y después de la exposicion a luz UV durante 10 min continuos
(Fig. 13).

Figura 13.- Marcaje del lipopéptido PAM visualizado acoplado al fluoréforo 5/6
carboxifluoresceina. a) Micrografia de fluorescencia que muestra la presencia del fluoréforo en
células putativas de la microglia en condiciones control y en b) 10 min después de la exposicion a
la luz UV para inducir la activacion del lipopéptido PAM, agonista de los receptores TLR 2/6. Fotos
tomadas con objetivos a 10X (a 'y b). Para apreciar mejor el efecto de la estimulacién con luz UV
sobre la fluorescencia, se muestran en c) acercamientos de dos fotos distintas tomadas a 40X.
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Con el experimento descrito en el parrafo anterior se confirmé la presencia del
fluoréforo que acompana al lipopéptido PAM en el tejido bulbar incubado, ademas
de que se determind que la luz ultravioleta induce la activacién de la microglia unida
a este farmaco fotosensible. En base a lo anterior, un grupo de animales C-57 fue
inyectado intrabulbarmente in vivo para llevar a cabo la activacion de la microglia

durante los registros electrofisiologicos.

7.5 Verificacidn de la expresion de la ChR2 de manera especifica en la microglia

mediante inmunohistoquimica

Con la finalidad de determinar si la ChR2 se expres6 especificamente en la
microglia, el tejido de los animales transfectados fue sometido a la deteccién
inmunohistoquimica de la proteina Iba-1. La captura simultdnea de imagenes de
fluorescencia confirmé que la marca fluorescente de EYFP que indica la expresion
de la ChR2 se ubico en las células microgliales pues colocalizé con la marca Iba-
1(Fig. 14).

goopn  EMPALME

Figura 14.- Expresion de ChR2 en la microglia de la capa granular del BO de un ratén
transfectado con un vector viral. Izquierda: Se muestran dos micrografias de fluorescencia que
muestran la expresion de la EYFP (arriba) que indica la expresion de la ChR2 y la marca del
fluoréforo Alexa 568 utilizado en el protocolo de inmunohistoquimica anti Iba-1, la cual indica la
presencia de la microglia. A la derecha se muestra el empalme de ambas micrografias en el que
se confirma que la fluorescencia proveniente de la EYFP en verde corresponde a los cuerpos y
procesos microgliales definidos en color naranja. Amplificacion a 20X.
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En esta misma serie de experimentos también se evalué el cambio morfolégico de
la microglia que expresa o no a la ChR2 ante la presencia de la luz azul. Lo anterior
en animales transgénicos CX3CR1-Cre y CX3CR1-Cre/ROSAChR2 (Fig. 15). La
microglia en condiciones control presentd una morfologia tipica de la microglia
vigilante o ramificada con multiples procesos expuestos y soma pequeno (Fig. 15).
En cambio, las rebanadas que fueron expuestas a la luz y fijadas dos horas después
de la fotoestimulacion, mostraron una microglia con menor presencia de procesos,

indicando la transicién a un estado activo (Nimmerjahn et al., 2005).
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Figura 15.- Morfologia microglial antes y después de la estimulacién optogenética. Se
muestran cuatro micrografias de la marca del fluoréforo Alexa 568 acoplado a la deteccidn
inmunohistoquimica de la Iba-1. A la izquierda se muestran las micrografias correspondientes a
dos rebanadas control obtenidas de animales que expresaron la ChR2 en la microglia ya sea
mediante la transfeccion viral o por retrocruza. Note la presencia de multiples ramificaciones
caracteristicas de la microglia vigilante o en reposo. A la derecha se observan dos rebanadas
diferentes de ambos tipos de animales que fueron expuestas a luz azul. Se observa una microglia
menos ramificada en transicién a un estado activo. Amplificacién a 20X.
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7.6 Genotipificacion de los ratones transgénicos

Rutinariamente se realizé la genotipificacién de los animales transgénicos que
expresan a la recombinasa Cre y, al mismo tiempo, carecen de la secuencia del
receptor CX3CR1, pues en el sitio donde se encontraba el gen que codifica para el
receptor CX3CR1 se integro la secuencia que expresa la enzima recombinasa Cre
(CX3CR1-Cre). El protocolo de genotipificacién realizado con los oligonucledtidos
que se describen en materiales y métodos, mostré que los animales carentes del
receptor CX3CR1 no presentan el amplicdn correspondiente a la parte del locus que
contiene a este receptor y que corresponderia a una banda de 816 pb (Fig. 16)
mientras que presentan el amplicon de parte de la secuencia transgénica que
corresponde a una banda de 380 pb (Fig. 16). Por su parte, los animales

heterocigotos muestran ambos amplicones (Fig. 16).

goto: ~380 pb y 816 pb
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Figura 16.- Genotipificacion de los ratones CX3CR1-Cre. Geles de agarosa con una escalera
molecular de 250 pares de bases (pb, carril izquierdo) y los productos de la reaccion de PCR
correspondientes al tejido de cuatro diferentes animales genotipificados (carriles derechos). A
la izquierda se muestran los amplicones de dos sujetos heterocigotos que presentan el amplicén
de parte de la secuencia transgénica correspondiente a ~380 pb y el amplicén de parte del locus
que contiene al receptor CX3CR1 correspondiente a ~816 pb. A la derecha se muestran los
amplicones de dos sujetos homocigotos para la expresion de la secuencia transgénica y
carentes del gen para el receptor CX3CR1. Los animales homocigotos se utilizaron para los
experimentos de esta tesis.
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Se realizé también la genotipificacion de los animales transgénicos de la cruza
CX3CR1-Cre/Rosa-CAG-LSL-ChR2 (H134R)-EYFP-WPRE. EI protocolo de
genotipificacion fue realizado con los oligonucledtidos que se describen en
materiales y meétodos para esta cepa. Los geles de agarosa mostraron la
heterocigocidad de estos ratones para ambos transgenes. Los resultados de la
reaccion de PCR mostraron que los animales presentaron el amplicon de parte del
locus que contiene al receptor CX3CR1 (816 pb), asi como el amplicdn de una parte
de la secuencia transgénica (380 pb). Adicionalmente, estos animales presentaron
el amplicon de parte del locus que contiene al Rosa26 (297 pb), asi como el

amplicon de parte de la secuencia transgénica (212 pb) (Fig. 17).

Heterocigoto: Heterocigoto
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Figura 17.- Genotipificacion de un ratén transgénico CX3CR1-Cre/Rosa-ChR2 que
putativamente expresa a la ChR2 de manera especifica en la microglia. Geles de agarosa
con una escalera molecular de 100 pares de bases (pb, carriles de los extremos izquierdo y
derecho) y la marca de la reacciéon de PCR correspondiente al tejido de un animal obtenido a
partir de la cruza CX3CR1-Cre/Rosa-CAG-LSL-ChR2 (H134R)-EYFP-WPRE. En el gel
izquierdo, se muestran los amplicones que demuestran la heterocigosidad con respecto al
CX3CR1 (~816 pb) y la secuencia transgénica (~380 pb). En el gel derecho, se muestran los
amplicones que demuestran la heterocigosidad con respecto al locus Rosa26 (297 pb), asi como
la secuencia transgénica asociada con la incorporacion de la ChR2-YFP (212 pb). Los animales
heterocigotos como el ejemplo que se muestra en esta figura fueron utilizados en esta tesis.

300 pb
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7.7 La activacion optogenética de la microglia disminuye la actividad espontanea
de la capa granular del BO in vivo

La actividad eléctrica espontanea in vivo de la capa granular del BO de ratones
CX3CR1-Cre de 11 semanas de edad y anestesiados con uretano, fue evaluada 3
semanas después de la inyeccion del vector viral que indujo la expresion de la
ChR2-YFP en la microglia, de la inyeccion del vector viral que indujo la expresion
inespecifica de la GFP, asi como animales control no transfectados. En los tres
casos, la actividad del BO se mantuvo robusta y estable durante el periodo control
(20 min en condiciones basales previas a la estimulacion con luz azul) (Fig. 18 AB).
La potencia de la actividad basal de los 3 grupos se utilizé para normalizar el resto

del registro y su potencia se consideré como el 100%o0 (N=6; Fig. 18C).

El analisis de potencia mostré una disminucion en la actividad espontanea
del BO durante la presentacion de 20 min de luz continua en los animales que
expresaron la ChR2 en la microglia. Esto se vio reflejado en una reduccion del 39.05
1+ 4.92 % de la potencia comparada con la de la actividad basal (N=6, Fig. 18 C;
grupo representado como ChR2 (+)). Las pruebas de ANOVA de muestras
pareadas y comparaciones multiples de Tukey mostraron una diferencia significativa
entre la condicion basal y aquella en presencia de luz azul (p <0.001). Por el
contrario, esta disminuciéon en la actividad espontanea del BO por la activaciéon
optogenética de la microglia con luz azul no ocurrié en los animales control que no
expresaron a la ChR2 (N=6, Fig. 18 C; grupo representado como ChR2 (-)), en los
cuales la potencia total de la actividad durante la presentacién de la luz es del 106
1 3.28 % de la actividad en la condicién basal. Lo mismo ocurrié en el grupo que
expreso a la GFP de manera inespecifica, en los cuales la potencia total de la
actividad durante la presentacion de la luz es del 109.75 + 4.68% de la actividad en
la condicién basal. Las pruebas de ANOVA de muestras pareadas y de
comparaciones multiples de Tukey arrojaron un valor de p>0.05, N=6, para ambos
grupos control cuando se compara la actividad bulbar durante la presencia de la luz

azul en comparacion con la actividad basal (Fig. 18 C).
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La inyeccion i.p. de una sobredosis de pentobarbital sédico indujo una reduccion
significativa en la actividad espontanea del 88.15% £ 2.17% (p<0.0001) en el grupo
experimental (ChR2(+)). Lo mismo ocurrié con los animales de los grupos control
que presentaron una reduccion del 93.49 £ 0.53% para el grupo ChR2 (-) y una
reduccion del 93.69 £ 0.91% para el grupo GFP (p<0.0001 en la prueba de ANOVA
de muestras pareadas y de comparaciones multiples de Tukey para ambos grupos

control; Figura 18C).
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Figura 18.- La estimulacion fotica disminuye la actividad espontanea de la capa granular del BO en
ratones que expresan la ChR2 en la microglia. a) Trazos representativos del registro electrofisiolégico in
vivo de la capa granular del BO del grupo experimental que expresa ChR2 en la microglia (ChR2 (+)) y para
los grupos controles no transfectados (ChR2 (-)) y transfectados con la GFP. En todos los casos se muestra
la actividad en condiciones basales (negro), en presencia de luz azul continua durante 20 min (azul) y en
presencia de pentobarbital sédico (rojo). b) Graficas del espectro de potencia promedio de las condiciones
basal negro), en presencia de luz azul continua durante 20 min (azul) y en presencia de pentobarbital sédico
(rojo). N=6 para todos los grupos. c¢) Cuantificacién de la potencia normalizada con respecto a la condicién
basal (tomada como el 100%). Se observa una disminucion significativa de la potencia total de las frecuencias
de 1-60 Hz posterior a la estimulacién fética en el grupo experimental, que no se observa en los grupos
control. También se observan diferencias significativas para todos los grupos entre la condicién basal y la
posterior aplicacion de pentobarbital sodico. Los histogramas representan las medias + EEM. Datos
analizados con pruebas de ANOVA de una via de medidas repetidas y comparaciones multiples de Tukey.
Los asteriscos representan diferencias estadisticamente significativas con respecto a la actividad basal con
una p<0.001 entre la condicién basal y la actividad en presencia de luz en el grupo ChR2 (+) y una p<0.0001
entre la actividad basal y la actividad después de la aplicacion de pentobarbital para los 3 grupos.
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La comparacion estadistica de la potencia de la actividad de la condicidn
experimental (durante la presencia de 20 min de luz azul), normalizada respecto a
las condiciones control y comparada entre los 3 grupos permitié corroborar que
solamente existid una reduccion significativa en la potencia total del grupo que
expresd ChR2, que mostré una diferencia significativa con respecto a los grupos
control (p<0.05), segun la prueba de ANOVA de una via de muestras
independientes y pruebas de comparaciones multiples de Tukey entre el grupo
ChR2 (+) y ambos grupos control, N=6. Por otra parte, no se hallaron diferencias
significativas entre la potencia total del grupo control ChR2 (-) y del grupo control

GFP (p>0.05; N=6 para ambos grupos; Figura 19).
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Figura 19.- Comparacion del efecto inducido por la estimulacion fética en la potencia de la actividad
de la capa granular del BO del grupo de ratones que expresaron ChR2 en la microgliay de los grupos
control. Cuantificacién de la potencia normalizada con respecto a la condicién basal correspondiente a cada
grupo (tomada como el 100%, linea punteada). Se incluyen el grupo experimental ChR2 (+) y los dos grupos
control ChR2 (-) y GFP. Los histogramas representan las medias + EEM. La prueba ANOVA de una via y la
de comparaciones multiples de Tukey denotaron una diferencia significativa de la potencia entre el grupo
ChR2 (+) en comparacioén con los grupos control, representada con un asterisco (p<0.05).
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7.8 La activacion optogenética de la microglia disminuye el incremento en la
potencia de la actividad inducida en la capa granular del BO por exposicion al

acetato de amilo

Con la finalidad de evaluar el efecto de la estimulacién fotica de la microglia sobre
la actividad oscilatoria inducida por olores, se realizaron registros electrofisioldgicos
in vivo de la capa granular del BO de ratones TR-CX3CR1-Cre de 11 semanas de
edad transfectados para inducir la expresion de la ChR2 en la microglia, los cuales
fueron expuestos durante 10 segundos a acetato de amilo en las narinas. Este
protocolo estimulacion con acetato de amilo se realizé en la condicion basal (previa
a la estimulacion de luz azul continua durante 20 min), inmediatamente después de
la estimulacién fética, asi como 30 min y 60 min posteriores a la estimulacién fética.
Lo ultimo, con la finalidad de evaluar la persistencia del efecto de la activacion
optogenética de la microglia. Cabe mencionar que se realizé el promedio de las
potencias en el rango de 1-60 Hz obtenidas de tres ensayos de la exposicién al
odorante en cada condicion experimental. La aplicacion de acetato de amilo en las
narinas induce un incremento en la potencia de la actividad del BO de 16130.44 +
1496.68 pV?2. Este incremento en condiciones basales se considerd la respuesta
control normalizada (considerada el 100 %) y el resto de las estimulaciones se
normalizaron con respecto a esta respuesta. La cuantificacion de la potencia
normalizada mostré que la estimulacion fética de la microglia indujo un decremento
en la potencia de la actividad inducida del 56.88 + 5.09% del control cuando es
evaluada al finalizar la estimulacion fética, del 58.73 + 3.15% cuando es evaluada
30 min posteriores a la estimulacién fética y del 61.68 + 3.74% cuando es evaluada
60 min posteriores a la estimulacion fética (N=6, Fig. 20 C). Las pruebas de ANOVA
de muestras pareadas y de comparaciones multiples de Tukey mostraron una
diferencia significativa entre la condicién control en comparacién con la actividad
post-estimulo (p <0.001), asi como en comparacién con la actividad 30 min (p
<0.001) y 60 min post-estimulo (p <0.001).

El decremento en la actividad inducida durante la exposicidén a acetato de amilo en

los animales que expresan ChR2 en la microglia y que son estimulados con luz azul,
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no se produjo en los animales del grupo control que no fueron transfectados, ChR2
(-), y que fueron evaluados también inmediatamente después del estimulo fético. La
actividad inducida por acetato de amilo post-estimulo fético representa el 95.28 +
3.35% de la actividad control. La actividad inducida por acetato de amilo a los 30
min posteriores al estimulo fotico representa el 99.12 + 3.36% de la actividad control
y la actividad inducida por acetato de amilo a los 60 min posteriores al estimulo
fético representa el 99.32 + 6.38% de la actividad control. EI ANOVA de muestras
pareadas y la prueba de comparaciones multiples de Tukey no arrojaron diferencias
significativas (p>0.05) para las tres condiciones experimentales (N=6). Lo mismo
ocurre en el grupo control GFP pues la actividad inducida por acetato de amilo post-
estimulo foético representa el 103 £ 2.99% de la actividad control. La actividad
inducida por acetato de amilo a los 30 min posteriores al estimulo fotico representa
el 92.99 + 3.98% de la actividad control y la actividad inducida por acetato de amilo
a los 60 min posteriores al estimulo fético representa el 90.07 £ 2.94% de la
actividad control. EIl ANOVA de muestras pareadas y la prueba de comparaciones
multiples de Tukey no arrojaron diferencias significativas (p>0.05) para las tres

condiciones experimentales (N=6).
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Figura 20.- La estimulacion fética disminuye la actividad inducida por acetato de amilo en la capa
granular del BO en ratones que expresan la ChR2 en la microglia. a) Trazos representativos del registro
electrofisiologico in vivo de la actividad inducida por acetato de amilo en la capa granular del BO del grupo
experimental que expresa ChR2 en la microglia (ChR2 (+)) y para los grupos controles no transfectados
(ChR2 (-)) y transfectados con la GFP. En todos los casos se muestra la actividad en condiciones basales
(amarillo), posterior al estimulo de luz azul (azul), 30 min post-estimulo (azul claro) y 60 min post-estimulo
(verde agua). b) Graficas del espectro de potencia promedio de las condiciones basales (amarillo), en
presencia de luz azul continua durante 20 min (azul), 30 min post-estimulo (azul claro) y 60 min post-estimulo
(verde agua). N=6 para todos los grupos. c) Cuantificacion de la potencia normalizada con respecto a la
condicion control (tomada como el 100%) para las condiciones experimentales del protocolo de registro. Los
histogramas representan las medias + EEM. Los grupos fueron analizados con una ANOVA de muestras
independientes y comparaciones multiples de Tukey; los asteriscos representan una diferencia significativa
entre la condicién control en comparacion con la actividad post-estimulo (p <0.001), la actividad 30 min. post-
estimulo p <0.001) y 60 min. post-estimulo (p <0.001) para el grupo ChR2 (+). Este efecto no es observado
en ninguno de los grupos control; p >0.05.
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La comparacién de la actividad inducida por acetato de amilo entre el grupo
experimental ChR2 (+) y los grupos control ChR (-) y GFP denoté una diferencia
significativa. La potencia de la actividad inducida por acetato de amilo que
corresponde a las condiciones experimentales fue cuantificada y normalizada
respecto a las condiciones control correspondiente a cada uno de los tres grupos
experimentales (la linea punteada representa el 100 % de la potencia cuantificada).
Se hall6 una diferencia significativa entre los grupos (p<0.05), segun las pruebas de
ANOVA de dos vias y pruebas post-Hoc de Bonferroni, particularmente entre el
grupo ChR2 (+) y ambos grupos control; N=6 en las tres condiciones de tiempo
(post-estimulacion, 30 min y 60 min posteriores a la estimulacién con luz azul). Por
otra parte, no se hallaron diferencias significativas entre la potencia total del grupo
ChR2 (-) y el grupo GFP en ninguna de las tres condiciones de tiempo (p>0.05; N=6
para ambos grupos control). Figura 21.
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Figura 21.- Comparacion del efecto inducido por la fotoestimulacién en la actividad inducida por
acetato de amilo en la capa granular del BO de los ratones que expresaron ChR2 en la microgliay de
los grupos control. Cuantificacion de la potencia normalizada con respecto a la condicién basal de cada
grupo (tomada como el 100%). Se incluyen el grupo experimental ChR2 (+) y los dos grupos control ChR2 (-
) y GFP, asi como las condiciones post-estimulo, 30 min y 60 min posteriores a la estimulacion con luz azul.
Los histogramas representan las medias + EEM. La prueba ANOVA de dos vias y comparaciones post hoc
de Bonferroni denotaron una diferencia significativa de la potencia entre el grupo ChR2 (+) y ambos grupos
control en las tres condiciones de tiempo representada por un asterisco, p<0.05. No se hallaron diferencias
significativas entre los grupos control (p>0.05).
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7.9 La activacion optogenética de la microglia disminuye el incremento en la
potencia de la actividad inducida en la capa granular del BO por exposicion a

esencia de limoén

El analisis descrito anteriormente para la exposicion con acetato de amilo fue
realizado de la misma manera para evaluar el efecto de la estimulacion fética de la
microglia sobre la actividad oscilatoria inducida por la exposicidn a esencia de limon.
La exposicion al odorante se realizé durante 10 segundos para la condicién basal
(previo a la estimulacion fotica), posterior a la estimulacién, asi como a los 30 miny

60 min posteriores a la estimulacion fética.

La aplicacion de esencia de limén en las narinas induce un incremento en la
potencia de la actividad del BO de 6327.08 + 1040.37 uVZ2. Este incremento en
condiciones basales se consideré como 100 % de la respuesta control y el resto de
las estimulaciones se normalizaron con respecto a esta respuesta. Tal como se
reporta para la actividad inducida por acetato de amilo, la cuantificaciéon de la
potencia normalizada mostré que la estimulacion fotica de la microglia indujo un
decremento en la potencia de la actividad inducida por esencia de limén del 40.62
+ 4.68% del control cuando es evaluada al finalizar la estimulacion fética, asi como
del 58.14 + 4.16% cuando es evaluada 30 min posteriores a la luz y de 60.98 +
3.73% cuando es evaluada 60 min posteriores a la estimulacion fotica. Las pruebas
de ANOVA de muestras pareadas y de comparaciones multiples de Tukey
mostraron una diferencia significativa entre la condicién control y la actividad post-
estimulo (p <0.001), asi como en comparacion con la actividad 30 min post-estimulo
p <0.0001) y 60 min post-estimulo (p <0.0001). (N=6, Fig. 22 C).

El decremento en la actividad inducida durante la exposicidn a esencia de
limén en los animales que expresan ChR2 en la microglia y que son estimulados
con luz azul, no se produjo en los animales del grupo control que no fueron
transfectados (ChR2 (-)) y que fueron evaluados también inmediatamente después
del estimulo fotico. La actividad inducida por esencia de limoén representa el 103.43

*+ 1.42% de la actividad control. La actividad inducida por esencia de limén a los 30
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min posteriores al estimulo fotico representa el 93.65 + 1.59% de la actividad control
y la actividad inducida por esencia de limon a los 60 min posteriores al estimulo
fético representa el 99.67 + 1.34% de la actividad control. EI ANOVA de muestras
pareadas y la prueba de comparaciones multiples de Tukey no arrojaron diferencias
significativas (p>0.05) para las tres condiciones experimentales (N=6). Lo mismo
ocurre en el grupo control GFP pues la actividad inducida por esencia de limoén post-
estimulo fotico representa el 95.97 + 6.86% de la actividad control. La actividad
inducida por esencia de limén a los 30 min posteriores al estimulo fético representa
el 85.86 + 3.99% de la actividad control) y la actividad inducida por esencia de limén
a los 60 min posteriores al estimulo fético representa el 91.39 = 3.44% de la
actividad control. EIl ANOVA de muestras pareadas y la prueba de comparaciones
multiples de Tukey no arrojaron diferencias significativas (p>0.05) para las tres

condiciones experimentales (N=6).
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Figura 22.- La estimulacién fotica disminuye la actividad inducida por esencia de limén en la capa
granular del BO en ratones que expresan ChR2 en la microglia. a) Trazos representativos del registro
electrofisiolégico in vivo de la actividad inducida por esencia de limén en la capa granular del BO del grupo
experimental que expresa ChR2 en la microglia (ChR2 (+)) y para los grupos controles no transfectados
(ChR2 (-)) y transfectados con la GFP. En todos los casos, se muestra la actividad en condiciones basales
(verde), posterior al estimulo de luz azul (azul), 30 min post-estimulo (azul claro) y 60 min post-estimulo (verde
agua). b) Graficas del espectro de potencia promedio de las condiciones basales (verde), en presencia de luz
azul continua durante 20 min (azul), 30 min post-estimulo (azul claro) y 60 min post-estimulo (verde agua).
N=6 para todos los grupos. ¢) Cuantificacion de la potencia normalizada con respecto a la condicion control
(tomada como el 100%) para las condiciones experimentales del protocolo de registro. Los histogramas
representan la media + EEM. Los grupos fueron analizados con una ANOVA de muestras pareadas y
comparaciones multiples de Tukey; los asteriscos representan una diferencia significativa entre la condicién
control y la actividad post-estimulo (p <0.001), la actividad 30 min. post-estimulo p <0.0001) y 60 min. post-
estimulo (p <0.0001) para el grupo ChR2 (+). Este efecto no es observado en ninguno de los grupos control;
p>0.05.
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La comparacion estadistica de la actividad inducida por esencia de limoén entre el
grupo experimental ChR2 (+) y los grupos control ChR (-) y GFP denoté una
diferencia significativa. La potencia de la actividad inducida por esencia de limoén fue
cuantificada y normalizada respecto a las condiciones control de los tres grupos
experimentales (la linea punteada representa el 100 % de la potencia cuantificada).
Segun las pruebas de ANOVA de dos vias y pruebas post-Hoc de Bonferroni, se
encontrd una diferencia significativa entre el grupo ChR2 (+) y ambos grupos control
ChR2 (-) y GFP (p<0.001, p<0.05, respectivamente; N=6) en las tres condiciones
de tiempo (post-estimulacién, 30 min y 60 min posteriores a la estimulacion con luz
azul). Por otra parte, no se hallaron diferencias significativas en la potencia total
entre el grupo control ChR2 (-) y el grupo control GFP en ninguna de las tres

condiciones de tiempo (p>0.05; N=6 para ambos grupos control; Figura 23).
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Figura 23.- Comparacion del efecto inducido por la fotoestimulacién en la actividad inducida por
esencia de limon en la capa granular del BO de los ratones que expresaron ChR2 en la microgliay de
los grupos control. Cuantificacion de la potencia normalizada con respecto a la condiciéon basal que
corresponde a cada grupo (tomada como el 100%). Se incluyen el grupo experimental ChR2 (+) y los dos
grupos control ChR (-) y GFP asi como las condiciones post-estimulo, 30 min y 60 min posteriores a la
estimulacion con luz azul. Los histogramas representan las medias + EEM. La prueba ANOVA de dos vias y
comparaciones post hoc de Bonferroni denotaron una diferencia significativa entre la potencia del grupo ChR2
(+) y el grupo ChR2 (-) con una p<0.05 y p<0.001 en comparacién con el grupo GFP, representada por un
asterisco en las tres condiciones de tiempo. No se hallaron diferencias significativas entre los grupos control
(p>0.05).
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7.10 La modulacién microglial mediante la activacion del lipopéptido PAM-FAM
disminuye el incremento en la potencia de la actividad inducida en la capa granular

del BO por exposicién al acetato de amilo

Con la finalidad de evaluar el efecto de la activacion microglial sobre la actividad
oscilatoria inducida por aromas de una manera alternativa a la estimulacion
optogenética, se realizaron registros electrofisiolégicos in vivo de la capa granular
del BO de ratones C-57 de 11 semanas de edad anestesiados con uretano, los
cuales fueron inyectados intrabulbarmente con el lipopéptido PAM-FAM 3 horas
antes del registro, como se detalla en los materiales y métodos. Se realiz6 el mismo
protocolo de estimulacién olfatoria durante 10 segundos con acetato de amilo en las
narinas en la condicion basal (previo a la estimulacion con luz UV continua durante
10 min), inmediatamente después de la estimulacion con luz, asi como 30 min y 60
min posteriores a la estimulacién con luz. Para el analisis de este protocolo también
se realizo el promedio de las potencias espectrales obtenidas de tres repeticiones
de la exposicion al odorante en cada condicion. La aplicacion de acetato de amilo
en las narinas induce un incremento en la potencia de la actividad del BO de
17013.05 + 3550.99 uV2. Este incremento en condiciones basales se considerd
como 100 % de la respuesta control y el resto de las estimulaciones se normalizaron
con respecto a esta respuesta. La cuantificacion de la potencia normalizada mostro
que la activaciéon del PAM-FAM provocd una disminucién en la potencia de la
actividad inducida del 50.46 £ 0.84% del control cuando es evaluada al finalizar la
exposiciéon a la luz UV, asi como del 61.25 + 4.57% del control cuando es evaluada
30 min posteriores a la estimulacion fotica y del 61.83 + 3.33% del control cuando
es evaluada 60 min posteriores a la estimulacion fotica (N=6, Fig. 24 C). Las pruebas
de ANOVA de medidas repetidas y de comparaciones multiples de Tukey mostraron
una diferencia significativa entre la condiciéon basal en comparacién con la actividad
post-estimulo, asi como en comparacion con la actividad 30 min post-estimulo y 60
min post-estimulo (p <0.0001 para las tres condiciones). El decremento en la
actividad inducida durante la exposicion a acetato de amilo en los animales que

expresan ChR2 en la microglia y que son estimulados con luz UV, no se produjo en
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los animales del grupo control C-57 sin inyeccion intrabulbar de PAM-FAM y que
fueron evaluados inmediatamente después del estimulo fético. La actividad inducida
por acetato de amilo representa el 92.56 + 1.20 % de la actividad control. La
actividad inducida por acetato de amilo a los 30 min posteriores al estimulo fético
representa el 90.36 + 0.89 % de la actividad control y la actividad inducida por
acetato de amilo a los 60 min posteriores al estimulo fético representa el 90.22 +
1.75 % de la actividad control. El ANOVA de muestras pareadas y la prueba de
comparaciones multiples de Tukey no arrojaron diferencias significativas (p>0.05)

para las tres condiciones experimentales (N=6).
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Figura 24.- La activacion microglial putativa mediante el farmaco PAM-FAM disminuye la actividad
inducida por acetato de amilo en la capa granular del BO en ratones C-57. a) Se muestran trazos
representativos del registro electrofisiologico in vivo de la actividad inducida por acetato de amilo en la
capa granular del BO del grupo experimental PAM-FAM inyectado intrabulbarmente y el grupo control sin
la inyeccion. En todos los casos se muestra la actividad en condiciones basales (amarillo), posterior a la
presentacion de luz UV (violeta), 30 min post-estimulo (morado claro) y 60 min post-estimulo (morado
claro). b) Graficas del espectro de potencia promedio de la condicion basal (amarillo), post-estimulo
(violeta), 30 min post-estimulo (magenta) y 60 min post-estimulo (morado claro). N=6 para ambos grupos.
¢) Cuantificacion de la potencia normalizada con respecto al control (tomado como el 100%). Los
histogramas representan las medias + EEM; los grupos en c) fueron analizados con una ANOVA de
muestras pareadas y comparaciones miultiples de Tukey; los asteriscos representan diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la actividad basal (p<0.0001) para el grupo experimental.
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La comparacién estadistica de la actividad inducida por acetato de amilo entre el
grupo experimental PAM-FAM (+) y el grupo control mostré una diferencia
significativa. La potencia de la actividad inducida por acetato de amilo posterior a la
presentacion de la luz fue cuantificada y normalizada. Se hallé6 una diferencia
significativa entre los dos grupos en la actividad evaluada después de la
estimulacion a la luz (p<0.05); 30 min posteriores a la estimulacién con la luz
(p<0.001), y 60 min posteriores a la estimulacion con la luz (p<0.001) segun las

pruebas de ANOVA de dos vias y pruebas post-Hoc de Bonferroni; N=6. Figura 25.
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Figura 25.- Comparacion del efecto inducido por la estimulacién con luz UV en la actividad inducida
por acetato de amilo en la capa granular del BO de los ratones C57BL/6 inyectados intrabulbarmente
con PAM-FAM y del grupo control. Cuantificacién de la potencia normalizada con respecto a la condicién
control (tomada como el 100%). Se incluyen el grupo experimental PAM-FAM (+) y el grupo control PAM-FAM
(-), asi como las condiciones post-estimulo, 30 min y 60 min posteriores a la estimulacién con luz ultravioleta.
Los histogramas representan las medias £ EEM. Los datos fueron analizados con una prueba ANOVA de dos
vias y comparaciones post hoc de Bonferroni; los asteriscos representan una diferencia significativa de la
potencia entre el grupo PAM-FAM (+) y el grupo control PAM-FAM (-) (p <0.05).
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7.11 La modulacién microglial mediante la activacion del lipopéptido PAM-FAM
disminuye el incremento en la potencia de la actividad inducida en la capa granular

del BO por exposicién a esencia de limon

El analisis descrito anteriormente para la activacion microglial por la estimulacion
fética del PAM-FAM en presencia de acetato de amilo fue realizado de la misma
manera para evaluar el efecto de la estimulacion de luz ultravioleta sobre la actividad
oscilatoria inducida por la exposicion a esencia de limoén. La exposicion al odorante
se realiz6 durante 10 segundos para la condicion basal (previo a la estimulaciéon
fética), inmediatamente después de la estimulacion con luz, asi como 30 min y 60

min posteriores a la estimulacion fética.

De manera similar a lo que se reporta para la actividad inducida por acetato
de amilo, la cuantificacién de la potencia mostré que la activaciéon del PAM-FAM
provoco una disminucidn en la potencia de la actividad inducida por esencia de
limoén del 38.87 £ 2.08 % evaluada inmediatamente después de la exposicién a la
luz ultravioleta, asi como del 41.53 £ 2.79 % a los 30 min posteriores y del 47.12 +
2.12 % a los 60 min posteriores a la luz (N=6, Fig. 26 C). Las pruebas de ANOVA
de muestras pareadas y de comparaciones multiples de Tukey mostraron una
diferencia significativa entre la condicion control y la actividad post-estimulo, asi
como en comparacion con la actividad 30 min post-estimulo y 60 min post-estimulo
(p <0.0001 para las tres condiciones). Este decremento en la actividad inducida
posterior a la luz UV no es producido en el grupo control C-57 sin inyeccion
intrabulbar del PAM-FAM inmediatamente después del estimulo fético (la actividad
inducida representa el 91.07t 1.21% de la actividad control), a los 30 min
posteriores al mismo (89.09 + 2.53 % de la actividad control) ni a los 60 min post-
estimulo (95.53 + 62.44% de la actividad control; ANOVA de muestras pareadas y
prueba de comparaciones multiples de Tukey: p>0.05 para las tres condiciones

experimentales; N=6).
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Figura 26.- La activacion microglial putativa por el farmaco PAM-FAM disminuye la actividad inducida
por esencia de limén en la capa granular del BO en ratones C-57. a) Se muestran trazos representativos
del registro electrofisiolégico in vivo de la actividad inducida por esencia de limén en la capa granular del BO
del grupo experimental PAM-FAM intrabulbar y el grupo control sin la inyeccion. En todos los casos se muestra
la actividad en condiciones basales (verde), posterior a la presentacién de luz UV (violeta), 30 min post-
estimulo (morado claro) y 60 min post-estimulo (morado claro). b) Graficas del espectro de potencia promedio
de la condicion basal (amarillo), post-estimulo (violeta), 30 min. post-estimulo (magenta) y 60 min. post-
estimulo (morado claro). N=6 para ambos grupos. c) Cuantificacion de la potencia normalizada con respecto
al control (tomado como el 100%) para las condiciones del protocolo de registro. Los histogramas representan
las medias + EEM; los grupos en c) fueron analizados con una ANOVA de muestras pareadas y
comparaciones multiples de Tukey; los asteriscos muestran diferencias estadisticamente significativas con
respecto a la actividad basal (p<0.0001) para el grupo experimental.
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La comparacion estadistica de la actividad inducida por la esencia de limon entre el
grupo experimental PAM-FAM (+) y el grupo control mostré una diferencia
significativa. La potencia de la actividad inducida por esencia de limén posterior a la
presentacion de la luz fue cuantificada y normalizada respecto a las condiciones
control correspondientes a los dos grupos (la linea punteada representa el 100 %
de la potencia cuantificada). Se hallé una diferencia significativa entre los dos
grupos en la actividad evaluada después de la estimulacion a la luz (p<0.05), 30 min
posteriores a la estimulacion con la luz UV (p<0.05) y 60 min posteriores a la
estimulacion con la luz (p<0.001) segun las pruebas de ANOVA de dos vias y

pruebas post-Hoc de Bonferroni; N=6. Figura 27.
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Figura 27.- Comparacion del efecto inducido por la estimulacién con luz UV en la actividad inducida
por esencia de limdn en la capa granular del BO de los ratones C57BL/6 inyectados intrabulbarmente
con PAM-FAM y del grupo control. Cuantificacién de la potencia normalizada con respecto a la condicién
control que corresponde a cada grupo (tomada como el 100%). Se incluyen el grupo experimental PAM-FAM
(+) y el grupo control PAM-FAM (-) asi como las condiciones post-estimulo, 30 min y 60 min. posteriores a la
estimulacion con luz ultravioleta. Los histogramas representan las medias + EEM. Los datos fueron analizados
con una prueba ANOVA de dos vias y comparaciones post hoc de Bonferroni; los asteriscos representan una
diferencia significativa de la potencia entre el grupo PAM-FAM (+) y el grupo control PAM-FAM (-) al finalizar
la estimulacion fética y 30 min post-estimulacién (p <0.05), asi como 60 min. posteriores a la exposicion a la
luz (p<0.001).
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7.12 Los efectos de la activacion microglial mediante la activacion optogenética son
similares a los efectos de la activacion inducida por el lipopéptido PAM-FAM en la

potencia de la actividad inducida en la capa granular del BO

Se evalud si el efecto de la activacion de la microglia mediante la activacion
optogenética presentaba alguna diferencia con el efecto producido por la activacion
fética mediante la aplicacion de luz ultravioleta en el bulbo olfatorio incubado con el
lipopéptido PAM-FAM. La comparacion estadistica de la potencia de la actividad de
la condicion experimental (durante la presencia de 20 min de luz azul), cuantificada
y normalizada respecto a las condiciones control correspondientes a los dos grupos
(ChR2 y PAM-FAM) no arrojoé ninguna diferencia significativa en la potencia de la
actividad inducida por acetato de amilo, segun la prueba de ANOVA de dos vias y
prueba de Bonferroni (p>0.05 al finalizar la exposicion a la luz, 30 min posteriores a
la luz y 60 min posteriores a la luz; N=6 para ambos grupos; Figura 28 a). Un efecto
similar se mostré segun la ANOVA de dos vias y prueba de Bonferroni para evaluar
el efecto de la activacién microglial en la actividad inducida por esencia de limon
(p>0.05, al finalizar la exposicion a la luz, 30 min posteriores a la luz y 60 min
posteriores a la luz; N=6 para ambos grupos, Figura 28 b). Estos resultados indican
una similitud en los efectos producidos por ambos tipos de activacién microglial.
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Figura 28.- Resumen del efecto inducido por la activacion microglial optogenéticay por la activacion
mediante la estimulacién éptica del lipopéptido PAM-FAM. Cuantificacion de la potencia normalizada con
respecto a la condicién basal correspondiente de cada grupo (tomada como el 100% para todos los casos).
Los histogramas representan las medias + EEM. La prueba ANOVA de dos vias y comparaciones post hoc
de Bonferroni no denotaron diferencias significativas entre ambos grupos para la actividad evocada por a)
acetato de amilo y b) esencia de limén natural para las tres condiciones de tiempo post-estimulacion fotica.
0>0.05.
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7.13 La activacion optogenética de la microglia disminuye la deteccion olfatoria

Con el objetivo de caracterizar el efecto de la estimulacion con luz azul en los
animales transgénicos de la linea cruzada CX3CR1-Cre/Rosa-CAG-LSL-ChR2
(H134R)-EYFP-WPRE que expresaron a la ChR2 en la microglia, se realiz6 la
prueba del alimento enterrado como se describe en materiales y métodos. Para
llevar a cabo esta tarea, se realizé previamente el implante de un mini LED de
emision de luz azul mediante una ventana de craneo rebajado vy la fijacion del LED
con acrilico dental (Ver Figura anexa 1). Después de una semana del procedimiento
quirurgico, 2 grupos de animales se sometieron a la prueba olfatoria. El primer grupo
realizo la prueba conductual antes de la presentacion de la luz (condicién control) y
la misma prueba inmediatamente después de la exposicion a 20 min de luz azul
(N=5). El segundo grupo de animales realiz6 la prueba en la condicion control y la
misma prueba una hora después de la presentacion de la luz (N=5). Para el primer
grupo de animales, la prueba t de student revel6 una diferencia significativa entre
los puntajes de la prueba obtenidos durante la condicion control y la prueba después
de la exposicion a la luz, con un incremento en el tiempo para encontrar el alimento
después de la activacion optogenética de la microglia (p<0.001, figura 29 a). De
manera similar, una prueba t de student revelé una diferencia significativa entre los
puntajes de la prueba durante la condicién control y 60 min después de la exposicion
a la luz, con un incremento en el tiempo para encontrar el alimento después de la

activaciéon optogenética de la microglia (p<0.05, Figura 29 b).
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Figura 29.- Efecto de la activacion optogenética de la microglia sobre la capacidad olfatoria. a) Tiempo
en el que el grupo de animales implantados con un LED de emision de luz azul encuentra un trozo de galleta
enterrada en la condicién control (antes de la exposiciéon a la luz azul) e inmediatamente después de la
exposicion a la luz azul (p<0.001) b) Tiempo en el que el grupo de animales implantados con un LED de
emision de luz azul encuentra un trozo de galleta enterrada en la condicion control (antes de la exposicion a
la luz azul) y una hora después de la exposicion a la luz azul (p<0.05).

8. Discusion

Tal como fue hipotetizado, nuestros datos mostraron que la activacion de la
microglia mediante la via optogenética induce una disminucién en la potencia de la
actividad del BO de la actividad espontanea en respuesta a la presentacion de 20
min de luz continua (Fig. 18). Lo mismo ocurrié en la actividad inducida por acetato
de amilo (Fig. 20) y esencia de limén natural (Fig. 22) después de la estimulacion
fética. De manera interesante, esta observacion correlaciona con una alteracion en
la deteccion olfatoria durante las pruebas conductuales (Figura 29). Ademas,
encontramos un efecto similar en la actividad del BO inducida por acetato de amilo
y esencia de limén natural (Figura 28) mediante la activacion de la microglia a través
de la activacién del lipopéptido PAM-FAM con luz UV. Lo anterior nos sugiere la

microglia modula la funcién del BO.
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8.1 Posibles mecanismos involucrados en la activacion optogenética de la microglia

A diferencia de lo que ocurre con los astrocitos (Figueiredo et al., 2011), los intentos
de manipulacion de la microglia mediante la optogenética son escasos y se han
limitado, hasta el momento, la activacion de un tipo de ChR2 mutante (ChR2
C128S), ha permitido observar corrientes activadas por luz en microglia de la
corteza cerebral (Tanaka et al., 2012). Ademas, se ha logrado a la expresion del
ARNm de citoquinas pro-inflamatorias y de la iINOS debido a la estimulacion
optogenética de la ChR2 (Swada, 2012).

La ChR2 es un canal para cationes no selectivo que es capaz de permear iones en
el orden siguiente: Na*, K*, Ca?* y H* (Zhang et al., 2008). Por ello, es probable que
la microglia se activa optogenéticamente por el incremento del Ca?* intracelular y/o
por el incremento del Na* intracelular. A continuacioén, se ofrecera evidencia que

apoya ambas posibilidades.

El Ca?* es un ion clave para la modulacion microglial que induce respuestas
funcionales como la liberacién de citoquinas y quimiocinas, asi como la respuesta
de la microglia a la actividad neuronal (Neary et al., 1996; Hoffmann et al., 2003;
Farber & Kettenmann, 2005). Varios moduladores de la microglia son capaces de
cambiar las concentraciones de Ca?* intracelular (Verkhratskyand & Kettenmann,
1996; Hide et al., 2000; Hoffmann et al., 2003), entre los que se encuentran los
nucledsidos como la adenosina y los nucleétidos como el ATP (Neary et al., 1996)
y la uridina trifosfato (UTP, por sus siglas en inglés), que actuan a través de
receptores purinérgicos que incrementan el Ca?* intracelular (Hoffmann et al., 2003).
La microglia es sensible a los nucledtidos y nucledsidos presentes en el medio
extracelular en situaciones de dafio (Waltz et al., 1993; Hide et al., 2000). Tales
moduladores producen un efecto quimiotactico que induce la movilizacion de los
procesos de la microgliales y la estimulacion de la sintesis de ADN, asi como la
proliferacion de la microglia (Neary et al., 1996; Wake et al., 2013). La adenosina, a

través del receptor purinérgico P1 modula la generacion de especies reactivas de
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oxigenos, asi como la proliferacion de la microglia (Schubert et al., 1994; Neary et
al., 1996).

Las células microgliales son sensibles al ATP debido a que expresan
receptores de las familias P2X y P2Y (Waltz et al., 1993), que al ser activados
inducen un aumento del Ca?* intracelular (Nérenberg et al., 1994), el cual esta
relacionado con procesos de activacion microglial como la secrecion, la fagocitosis
y la proliferacién (Norenberg et al., 1994; Hide et al., 2000). La activacion microglial
mediada por Ca?* genera una variedad de respuestas entre las que la se incluye la
liberacion de mas nucledtidos y nucledsidos, generando un proceso de
retroalimentacion positiva (Neary et al., 1996). Por lo anterior, se dice que los
nucledtidos y los nucledsidos podrian fungir como reguladores paracrinos vy
autécrinos de la microglia (Neary et al., 1996). Hasta el momento se desconoce el
mecanismo preciso por el cual el ATP induce, de manera dependiente de Ca?*, la
transcripcion génica relacionada con la liberacién de factores inflamatorios; un
mecanismo posible podria ser similar al que se ha propuesto que ocurre en otras
células gliales como los astrocitos, en los que el incremento de Ca?*que induce la
liberacion de ATP que puede conducir a la expresidn génica mediante la cascada
de las cinasas activadas por mitégeno (MAP kinases, por sus siglas en inglés)
(Neary et al., 1994). En el caso de los astrocitos, mediante la activacion de los
receptores tipo P2Y, el ATP puede disparar la cascada de las MAP kinasas (Neary
et al., 1994), las cuales pueden actuar como reguladores funcionales de factores de
transcripcion tales como Jun y Fos mediante procesos de fosforilacion en diversas

etapas de la expresion génica (Pulverer et al., 1991; Guille et al., 1992)

Existen otros moduladores importantes de la microglia que modula el Ca?*
intracelular entre los que se incluye el LPS (Hoffmann et al., 2003) y los
componentes 5 y 3 del complemento (C5a, C53 por sus siglas en inglés)
involucrados en respuestas inflamatorias mediante su receptor CD88
(Verkhratskyand & Kettenmann, 1996; Hoffmann et al., 2003). Otro de los
moduladores microgliales que modula el Ca?* intracelular es el factor neurotréfico

derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés), el cual induce la activacion
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de la fosfolipasa C (PLC, por sus siglas en inglés) que induce el incremento del Ca?*
intracelular proveniente de los reservorios intracelulares por la produccién de IP3
(Mizoguchi et al., 2009). De esta manera, el BDNF puede llegar a modular procesos

inflamatorios (Mizoguchi & Moniji, 2017).

Uno de los mediadores de la activacion de la microglia a través del Ca?*
intracelular es la modulacion del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas (NF-kB, por sus siglas en inglés) (O’'Neill &
Kaltschmidt, 1997; Cao et al., 2011). EI NF-kB es un complejo proteico que controla
la expresion génica, que es uno de los factores de transcripcion mas caracterizados
en el cerebro (O'Neill & Kaltschmidt, 1997). EI NF-kB es crucial para el
funcionamiento de las células gliales e inmunes en las que media la expresion de
un amplio rango de genes dentro de los que se encuentran citoquinas de diversos
tipos, las enzimas COX e iNOs, inmunorreceptores e interferones (Sparacio et al.,
1992; Swingler et al., 1992; Moynagh et al., 1993; Kaltschmidt et al.,1994; Carter et
al., 1996; O’'Neill & Kaltschmidt, 1997). Por lo tanto, las cascadas bioquimicas del
NF-kB estan asociadas con la regulacion de las respuestas inmunes innatas y
adaptativas, asi como la inflamacién (Freitas & Fraga, 2018). Ademas, el Ca?* es
un elemento importante que se requiere para la activacion de NF-kB en distintos
tipos celulares, incluyendo a las células inmunogénicas (Hsuan et al., 1999;
Jefferson et al., 1999; Han & Logsdon, 2000; Tabary et al., 2006).

EI NF-kB esta compuesto por 5 subunidades: la Rel A (p65), p50, Rel B, c-rel
y p-52, de las cuales, el dimero p50/p65 es el mas prominente (Kopp & Ghosh,
1995). En las células no estimuladas, el NF-kB existe en forma latente, unido a una
proteina inhibitoria denominada kB (Whiteside & Israel, 1997). Luego de la
activacién por una amplia gama de agentes extracelulares, la IkB es fosforilada por
un complejo de cinasas de kB (IKK, por sus siglas en inglés) (Israél, 2000).
Posteriormente, la IkB es ubiquitinada y degradada por el proteosoma (O’Neill &
Kaltschmidt, 1997). La fosforilacion del IkB permite al NF-kB translocarse al nucleo
donde se une a una secuencia consenso kB que activan la transcripcion de genes
blanco (Baeuerle & Baltimore, 1996; Lilienbaum & Israél, 2003). Ademas, el NF-kB
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puede tener un segundo nivel de regulacion relativo a la capacidad de
transactivacion génica que ejerce sobre la subunidad p65 mediante la fosforilacion

de sus dominios especificos (Wang & Baldwin, 1988; Sakurai et al., 1999).

A pesar de que hay evidencia del requerimiento del Ca?* para la activacion
del NF-kB, se desconoce el mecanismo preciso por el cual ocurre esto en diferentes
tipos neuronales o gliales. Sin embargo, en 2003 Lilienbaum e Israél propusieron 3
vias de sefalizacidn principales que podrian converger en el complejo IKK, como
integrador de las sefiales disparadas por el Ca?*. Los elementos de estas vias tienen
como elementos principales a la calmodulina, a las proteinas cinasas C (PKCs, por
sus siglas en inglés) y la cascada “Ras/fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K, por sus
siglas en inglés)/proteina cinasa B (también llamada Akt)” (Lilienbaum & lIsraél,
2003). Segun esta hipdtesis, el ultimo nivel de integracidon de las sefales inducidas
por Ca?* es el complejo p50/p65, controlado en dos niveles: la
calmodulina/calcineurina, las PKC’s y las cinasas o fosfatasas de ras/PI3K/Akt, que
dirigen la translocacion de NF-kB desde el citosol a nucleo mediante la modulacion
del complejo de las IKKs y, como segundo nivel, la transactivacion geénica que
podrian ejercer las subunidades de NF-kB y que podria ser controlada por la
sefnalizacion de la calmodulina/CaMKIl y de la Akt, de manera paralela (que podria
incluir también al complejo IKK como integrador) (Lilienbaum & Israél, 2003). De
todas estas vias, se ha encontrado evidencia de la participacion de la
calmodulina/calcineurina y de las PKC'’s en la activacién de NF-kB dependiente de
Ca?* en linfocitos T (Trushin et al., 1999), un tipo celular que también participa en
las respuestas del sistema inmune y que sintetiza factores pro-inflamatorios (Dong
et al., 2010).

Se ha reportado previamente la regulacién de NF-kB en la microglia por vias
similares a las descritas en el parrafo anterior (Kaltschmidt et al., 1994; Liu et al.,
2016; Xiao et al., 2018). De manera importante, la regulacion de NF-kB ha sido
relacionada con la expresidén génica de factores involucrados en la formacion del

ambiente inflamatorio en la microglia, que incluye la produccion y liberacién del
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TNFa, la IL-1B, la IL-6, la IL-8, la CXCL1 y los interferones tipo | alfa y beta (IFN-a y
IFN-B) (Cao et al., 2011; Cao et al., 2017).

Por los antecedentes descritos, es la viable la idea de que una via de
sefializacion comun que inicia con el incremento en el Ca?* intracelular microglial
pueda converger en la activacion de NF-kB mediante la participacién de las
cascadas intermediarias de la calmodulina/calcineurina y PKC’s, asi como del IKK
fungiendo como integrador (Lilienbaum & Israél, 2003). Todo lo anterior, podria
inducir produccién de factores pro-inflamatorios necesarios para el funcionamiento

de la microglia (Lilienbaum & Israél, 2003; Cao et al., 2011).

Hasta el momento, se ha relacionado la accidn de algunas de las citoquinas
y quimiocinas que acompafian la activacion de la microglia, tales como IL-13, TNF-
a, CXCL1 y ROS, con la regulacion de la excitabilidad neuronal, por lo cual pueden
afectar potencialmente la transmision sinaptica (Stellwagen & Malenka, 2006;
Zhang et al., 2014; Vezzani & Viviani, 2015; Werneburg et al., 2017). Por otra parte,
uno de los efectos derivados del incremento de Ca?* intracelular en la microglia es
la liberacion BDNF (Gottmann, 2009). Este factor es capaz de regular la estabilidad
sinaptica y promover el pruning sinaptico de la transmisién GABAérgica (Gottmann,
2009). Ademas, el BDNF liberado por la microglia puede regular la transmisiéon
sinaptica mediante la desinhibicién de interneuronas inhibitorias (Coull et al., 2005;
Ferrini & De Koninck, 2013). De manera consistente con la funcién del BDNF en la
actividad neuronal, se conoce que su liberacidon en el grupo respiratorio ventral
puede modular la actividad respiratoria (Feldman y del Negro, 2006), lo cual se
complementa con el dato de la implicacion del BDNF en la estimulacion de la
actividad del complejo pre-Botzinger que comanda la respiracion (Bouvier et al.,
2008).

En resumen, dos posibles vias pueden estar involucradas en la modulacién
de los circuitos neuronales a través de la activacion microglial dependiente de Ca?*:
1) el Ca?* intracelular microglial podria inducir varias vias de sefializacion que
conducen a la expresion de genes de factores pro-inflamatorios (Neary et al., 1996).

Una via posible, podria tratarse de la liberacion de ATP dentro de un proceso de

91



retroalimentacion positiva que conduce a la liberacién de factores pro-inflamatorios
(Neary et al., 1996; Hide et al., 2000). Por otra parte, en la activacion microglial
producida por el incremento del Ca?* intracelular también se involucran las vias de
la calmodulina y la PCK, debido a su accion directa sobre factores de transcripcion
(Trushin et al., 1999; Lilienbaum & Israél, 2003; Liu et al., 2016). Los factores pro-
inflamatorios que se liberan por la activacion de la microglia dependiente de Ca?*
incluyen citoquinas y quimiocinas como la IL-13, el TNF-a, el CXCL1 y los ROS que
podrian estar potencialmente implicados en la regulacion de la excitabilidad
neuronal (Vezzani & Viviani, 2015; Werneburg et al., 2017) y 2) el BDNF liberado
por la microglia podria estar implicado en la modulacion de la actividad neuronal,
debido a su participacion en la plasticidad sinaptica (Coull et al., 2005; Gottmann,
2009).

De manera adicional, se debe considerar en la activacién optogenética de la
microglia la posible implicacion de las corrientes de Na* inducidas por la activacién
de la ChR2. Como se ha mencionado, esta opsina tiene la mayor permeabilidad a
este catién (Zhang et al., 2008). Considerando el antecedente de que la ChR2 es
capaz de expresarse en la microglia e inducir un incremento de Na* intracelular
(Sawada, 2012), mencionaremos los antecedentes que nos permiten sugerir que la
activacion microglial puede ser potenciada debido a la induccién de corrientes de

Na* que secundariamente favorecen el incremento del Ca?* intracelular.

La microglia expresa una gran cantidad de receptores y canales idnicos
(Eder, 1998). Ademas de canales de Ca?*, estas células también expresan canales
de CI, de K* y de H* (Eder, 1998; Eder & DeCoursey, 2001; Farber & Kettenmann,
2005), los cuales se han sugerido que tienen una participacion importante en el
mantenimiento del potencial de membrana microglial, las concentraciones
intracelulares idnicas asi como en una variedad de funciones como la proliferacion,
la ramificacion, la migracion y la secrecion de citoquinas y quimiocinas (Eder, 2005).
De manera interesante, la microglia también presenta canales de sodio activados
por voltaje (VGSC, por sus siglas en inglés) de las isoformas: Nav1.1, Nav1.5 and

Nav1.6 (Pappalardo et al., 2016) que participan en la transduccion de estimulos
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externos o respuestas intracelulares (Craner et al., 2005; Kettenmann et al., 2011;
Black & Waxman, 2013). Recientemente, se reportdé que la microglia presenta
corrientes de Na* que se bloquearon completamente con la Tetradotoxina (TTX), un
bloqueador clasico de canales de Na* (Persson et al., 2014). La participacion de los
canales de sodio en distintas funciones de la microglia ha sido revelada mediante
la utilizacion de TTX y de fenitoina (bloqueadores de canales de Na* sensibles a
voltaje) (Black et al., 2009). Ambos bloqueadores reducen significativamente la
actividad fagocitica de la microglia y atenuan la liberacién de interleucinas, tales
como la IL-1a, la IL-1b y el TNFa provocada por la activacion de la microglia
mediante la exposicion a LPS (Black et al., 2009). De manera similar, ambos
bloqueadores producen un decremento en el proceso de migracion microglial
producido por el ATP (Black et al., 2012), dejando ver la participacion de los canales
de sodio en la movilizacion de la microglia en condiciones de dafno, un proceso
funcional microglial importante (Persson et al., 2014). De esta manera, el bloqueo
de los canales de Na* ha permitido revelar la importancia funcional de este ion en
las acciones de la microglia como la actividad fagocitica, la liberacién de citoquinas
y la migracion (Black et al., 2012; Persson et al., 2014). Adicionalmente, se ha
reportado que el Na* también juega un papel importante en la proliferacién de la
microglia (Wu et al., 2006).

En relacién con lo anterior, se ha sugerido que la alteracién de los canales
de Na* en la microglia tiene un papel importante en los mecanismos patofisiolégicos
que subyacen ciertas condiciones patoldgicas (Kim et al., 2005; Brown et al., 2011).
Por ejemplo, se sugiere que, en la Enfermedad de Alzheimer, la sobreactivacion de
la microglia inducida por la interaccion del péptido Beta Amiloide con ciertos VGSC
podria incidir en la induccidon de un ambiente pro-inflamatorio mediante la liberaciéon
alterada de interleucinas, asi como alteraciones en la interaccion neurona-microglia
y cambios en la migracion microglial (Catalin et al., 2015). En resumen, la regulacion
de las funciones gliales mediante canales de Na* tiene implicaciones particulares
en la respuesta de la glia activada en el sistema nervioso central tanto en
condiciones tanto fisiolégicas como patoldgicas (Catalin et al., 2015; Black &
Waxman, 2013; Pappalardo et al., 2016).
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Se ha reportado que en condiciones que favorecen la despolarizacion en la
membrana celular de la microglia inducen la activacion de VGSC’s, induciendo un
incremento en el Na* intracelular (Annunziato et al., 2004; Black & Waxman, 2013).
De manera crucial, este incremento de Na* es capaz de generar un mecanismo
reverso de intercambio entre el Na* y el Ca?* en la bomba intercambiadora NCX
(Na*/ Ca?* exchanger, por sus siglas en inglés) (Ifuku et al., 2007; Kettenmann et
al., 2011). La NCX normalmente acttia removiendo el Ca?* de las células y captando
Na* debido a su capacidad como proteina membranal antiportera (Yu & Choi, 1997).
Gracias a la actividad reversa de esta bomba, el incremento en el Na* intracelular
consecuentemente contribuye a la elevacion en los niveles de Ca?* dentro de la
microglia, lo que cambia la funcién microglial (Black & Waxman, 2013; Li et al., 2013;
Pappalardo et al., 2016). Adicionalmente, también se ha propuesto que los canales
de K* dependientes de Ca?* son activados por el influjo de Na* mediante el proceso
reverso en la bomba NCX, conduciendo a la hiperpolarizacion microglial (Ifuku et
al., 2007). Finalmente, como una consecuencia de la salida de K* se puede

potenciar la capacidad de migracion y quimiotaxis en la microglia (Li et al., 2014).

Sobre la base de todo lo que se ha descrito anteriormente, en esta tesis
sugerimos dos hipétesis que podrian estar dando lugar a la activacién microglial a
través de la modulacién optogenética controlada por la estimulacion de la ChR2. 1)
el incremento en el Ca?* intracelular es capaz de inducir respuestas de la microglia
tales como la liberacién de factores pro-inflamatorios y de BDNF, resultando en una
incidencia sobre la actividad de los circuitos neuronales y 2) el incremento de Na*
intracelular, debido a la mayor preferencia de la ChR2 por este ion, podria potenciar
la actividad generada por el Ca?* intracelular. Mas adelante describiremos la
evidencia que revela la influencia de la liberacion de factores pro-inflamatorios en

los circuitos neuronales.
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8.2 La estimulacion éptica de la ChR2 en la microglia induce la alteracion de la
actividad espontanea e inducida por aromas en el BO, asi como una disminucion en

la capacidad olfatoria

De manera muy interesante, nuestros datos mostraron que la potencia de la
actividad del BO sufre una disminucion durante la actividad espontanea en
respuesta a la presentacion de 20 min de luz continua en aquellos animales que
expresaron de manera especifica la ChR2 en la microglia (Figura 18). Lo mismo
ocurre con la potencia de la actividad inducida por acetato de amilo (Figura 20) y
por esencia natural de limén (Figura 22). Lo anterior, no solo sucede
inmediatamente después de la exposicion a la luz azul sino que se mantiene a los
30 min e incluso a los 60 min después de la estimulacion fética. Esta observacion
correlaciona con una deteccion olfatoria alterada en las pruebas conductuales
(Figura 29). Desconocemos aun los mecanismos por los cuales la activacion de la
ChR2 microglial es capaz de inducir esta inhibicion robusta en la actividad eléctrica
del BO. Sin embargo, mas adelante desarrollaremos las premisas mostradas en la
literatura que dan lugar a una posible explicacion del fendmeno hallado en esta

tesis.

Como se menciono previamente, uno de los efectos asociados al incremento
en el Ca?* intracelular en la microglia es la liberaciéon de BDNF (Gottmann, 2009).
Nuestros resultados podrian ser explicados por las acciones del BDNF, mismo que
regula la funcién sinaptica y el pruning sinaptico (Gottmann, 2009). El BDNF puede
afectar la inhibicion mediada por interneuronas (Coull et al., 2005; Gottmann, 2009;
Ferrini & De Koninck, 2013), lo que incidiria en una alteracion en la actividad
inhibitoria, que en caso del BO es comandada globalmente por las células
granulares (Fukunaga et al., 2014). Por otra parte, la liberacion de factores pro-
inflamatorios de las células gliales como la IL-13, el TNF-q, la fractalquina (CXCL1),
el CXCL6 y los ROS modulan la excitabilidad neuronal y la plasticidad sinaptica
(Bertollini et al., 2006; Ragozzino et al., 2006; Stellwagen & Malenka, 2006; Maggi
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et al.,, 2009; Lim et al..k 2013; Zhang et al., 2014; Vezzani & Viviani, 2015;
Werneburg et al., 2017).

Algunas de las primeras evidencias que sugieren que el TNF-a liberado por
la microglia podria modular las funciones sinapticas se basan en que el TNF-a
regula la cantidad de receptores AMPA, la fuerza sinaptica y la plasticidad
homeostatica (Beattie, et al., 2002; Stellwagen et al., 2005; Stellwagen & Malenka,
2006; Lewitus et al., 2016).

La CXCLA1, el ligando natural del receptor CX3CR1 y el cual se encuentra
ampliamente expresado en las membranas neuronales (Werneburg et al., 2017), es
capaz de afectar funcién sinaptica disminuyendo la transmision glutamatérgica
(Bertollini et al., 2006; Ragozzino et al., 2006) y alterando la potenciacion a largo
plazo (LTP, por sus siglas en inglés) (Maggi et al., 2009); de manera similar a la
quimiocina CXCL6 que esta implicada en la regulacion de la transmision
glutamateérgica y GABAérgica (Di Castro et al.,2016). Lo mismo fue econtrado para
la IL-1pB, la cual también es capaz de alterar la LTP, (Ross et al., 2003; Goshen et
al., 2007; Werneburg et al., 2017). Adicionalmente, la IL-1B y la IL-6, asi como el ya
mencionado TNF-a, modulan receptores ionotrépicos, asi como de receptores
dependientes de ligando; por lo que una excesiva liberacion de factores pro-
inflamatorios podria conducir a una alteracion tanto en la transmision glutamatérgica

como en la GABAérgica (Vezzani & Viviani, 2015).

Estos datos sustentan s6lidamente la hipdtesis de que la activacion microglial
que resulta en la liberacion de mediadores inflamatorios podria tener una severa
influencia en la dinamica de los circuitos neuronales y, consecuentemente, en el
comportamiento. Por tanto, esto es consistente con lo que ocurre a nivel de la
funcién olfatoria, ya que la sobre-activacién de la microglia es capaz de generar
deficiencias olfatorias dependientes de un probable ambiente inflamatorio
(Lalancette-Hébert et al., 2009; Berti et al., 2011; Seo et al., 2014).
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De manera integral, las dos hipotesis planteadas que relacionan el incremento en la
liberacion de BDNF y de factores pro-inflamatorios dependiente de una actividad
sinérgica generada a partir de la posible sefializacién inducida por el incremento
intracelular de los iones de Ca?* y Na* en la microglia gracias a la activacion de la
ChR2, podrian explicar los cambios encontrados a nivel del circuito bulbar en la
capa granular del BO tanto en la actividad basal como en la actividad inducida por
aromas, lo que en términos finales podria conducir a una alteracion en la capacidad

olfatoria.

8.3 Efecto de la estimulacién optogenética en comparacién con la estimulaciéon

farmacoldgica mediante la activacion del PAM-FAM en la microglia del BO

Nuestros resultados mostraron que la activacion de la microglia mediante la
activacidon optogenética o la activacion fotica mediante luz UV del lipopéptido PAM-
FAM produce efectos muy similares en la actividad del BO inducida por acetato de

amilo y esencia de limén natural (Figura 28).

Es concebible la idea de que el efecto provocado por la activacion microglial
farmacolégica mediante la activacion del PAM-FAM se deba a mecanismos de

induccion de un ambiente pro-inflamatorio similar.

Como se describié anteriormente, los farmacos PAM-FAM y MALP-2 son
ejemplos de agonistas sintéticos del complejo receptor TLR2/TLR6 presente en las
células microgliales (Wang et al., 2013). Casi todos los TLRs, comparten una via de
sefalizacion comun dependiente de MyD88 (molécula adaptadora) y TIRAP
(dominio del TLR) (Takeda & Akira, 2004; Kawai & Akira, 2010). Dos de las tres
cadenas lipidicas del lipopéptido triacetilado de las bacterias interactuan con TLR2
lo que induce la activacion del complejo TLR2/TLRG6 y el reclutamiento de MyD88 y
TIRAP, esto conduce a la activacion de NF-kB (Kawai & Akira, 2010). Gracias a este
mecanismo, se inicia la transcripcion de genes de las citocinas involucradas en la

formacion del ambiente pro-inflamatorio provocado por la activacién del complejo
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TLR2/6; tales citocinas han sido reportadas en la literatura como TNFa, la IL-1, la
IL-6, la IL-8, la CXCL1 y los interferones tipo | alfa y beta (IFN-a y IFN-) (Medzhitov,
2001; Tseng et al., 2010). Prototipicamente, la induccion de las citocinas pro-
inflamatorias estd mediada por (NF-kB) (Li & Verma, 2002), mientras que la
transcripcion de IFN-l es inducida mediante la activacién de los factores de
transcripcion reguladores de inteferén (IRF, por sus siglas en inglés) (Honda &
Taniguchi, 2006).

Con base en el mecanismo de accion de la activacion microglial mediante el
complejo TLR2/6 (Kawai & Akira, 2010), que finaliza en la liberacion de factores pro-
inflamatorios y dado el antecedente de la influencia de éstos sobre la excitabilidad
neuronal (Vezzani & Viviani, 2015; Werneburg et al., 2017), podemos sugerir que
las alteraciones en la actividad inducida por aromas en el BO tanto con acetato de
amilo (Fig. 24) y limén (Fig. 26), posterior a la aplicacion de PAM-FAM, podria ser
el resultado de estos mediadores pro-inflamatorios que se producen al activar a la
microglia. Ademas, esta disminucién en la actividad inducida por aromas debido a
la activacion del PAM-FAM también se encuentra mediante la estimulacion
optogenética (Fig. 20 y Fig. 22) y no parece tener diferencias (Fig. 28), apuntando
aun mas a la probable accidn de los factores pro-inflamatorios dependientes de la

actividad de la microglia.
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9. Conclusion

La activacion optogenética de la microglia disminuye la potencia de la actividad
oscilatoria espontanea de la capa granular del BO, asi como el incremento en la
potencia de la actividad inducida en la capa granular del BO por la exposicion al

acetato de amilo y esencia de limén natural.

La activacién farmacolégica de la microglia mediante la activacion del PAM-FAM
disminuye el incremento en la potencia de la actividad inducida en la capa granular
del BO por la exposicion a acetato de amilo y esencia de limén natural, de manera

similar a la que ocurre con la activacion optogenética.

La activacién optogenética de la microglia en el BO disminuye la capacidad olfatoria.
Estos datos sugieren la activacion microglia altera la funcién olfatoria debido al

decremento de la actividad del BO.
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11. Lista de Abreviaturas

(AAV) Virus Adeno-Asociado (por las siglas en inglés de Adeno-Associated virus)
(ATP) Adenosin Trifosfato (por las siglas en inglés de Adenosine Triphosphate)
(ATR) All-trans-retinal

(BR) Bacteriorhodopsinas

(BDNF) Factor Neurotrofico Derivado del Cerebro (por las siglas en inglés)
(ChR2) Channelrhodopsina 2

(COX-2) Ciclooxigenasa-2

(MHC) Complejo mayor de histocompatibilidad (por las siglas en inglés de Major
Histocompatibility Complex)

(EPL) Capa plexiforme externa (por las siglas en inglés de External Plexiform Layer)
(FAM) 5/6 Carboxifluoresceina

(GABA) Acido gama aminobutirico (por las siglas en inglés de Gamma-Aminobutyric
Acid)

(GFP) Proteina Verde Fluorescente (por las siglas en inglés de Green Fluorescent
Protein)

(GL) Capa glomerular (por las siglas en inglés de Glomerular Layer)

(Glut) Glutamato

(HR) Halorhodopsinas

(IRF) Factores de Transcripcion Reguladores de Inteferon

(INOS) Sintasa de Oxido Nitrico inducible, por sus siglas en inglés)

(IP3) Inositol Trifosfato (por las siglas en inglés de Inositol trisphosphate)

(IPL) Capa Plexiforme Interna (por las siglas en inglés de Inner Plexiform Layer)
(LCR) Liquido Cefaloraquideo

(LCRA) Liquido Celfaloraquideo Artificial

(LED) Diodo de Emision de Luz (por las siglas en inglés de Light-Emitting Diode)
(LFP) Potencial de Campo Local (por las siglas en inglés de Local field potential)
(LPS) Lipopolisacarido

(LTP) Potenciacion a Largo Plazo (por las siglas en inglés de Long Term Potentiation)

(MAP kinases) Cinasas Activadas por Mitdgeno (por las siglas en inglés de Mitogen-
activated protein kinase)
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(MCL) Capa de Células Mitrales (por las siglas en inglés de Mitral Cell Layer)

(NF-kB) Factor Nuclear Potenciador de las Cadenas Ligeras Kappa de las Células B
Activadas (por las siglas en inglés)

(NSO) Neurona Sensorial Olfatoria

(PAM-FAM) PAM (lipopéptido Pam2CSK4)-FAM (6 Carboxifluoresceina)

(PFA) Paramormaldehido

(PKC) Proteina Cinasa C (por las siglas en inglés de Protein Kinase C)

(PLC) Fosfolipasa C (por las siglas en inglés de Phospholipase C)

(RMS) Corriente Migratoria Rostral (por las siglas en inglés de Rostral Migratory Stream)
(ROS) Especies Reactivas de Oxigeno (por sus siglas en inglés)

(SNC) Sistema Nervioso Central

(SFFV) Virus Formador de Foco Esplénico (por las siglas en inglés de Spleen Focus
Forming Virus)

(SVZ) Zona Subventricular (por las siglas en inglés de Subventricular Zone)
(TLR) Receptores de Tipo Toll (por las siglas en inglés de Toll Like Receptors)
(TNF a) Factor de Necrosis Tumoral Alpha (por sus siglas en inglés)

(TRF) Transformada Rapida de Fourier
(TTX) Tetrodotoxina
(UTP) Uridin Trifosfato (por las siglas en inglés de Uridine triphosphate)

(EYFP) Proteina Amarilla Fluorescente Potenciada (por las siglas en inglés de Enhanced
Yellow Fluorescent Protein)
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12. Anexos

Figura anexa 1.- Cirugia de implantacién de un mini LED de emisién de luz azul para la
activacion optogenética de la microglia y la evaluacion de la conducta olfatoria. a) Se
muestra la adaptacion de un LED de 3 mm x 3 mm a una estructura de pines hembra. El implante
completo que recubre el LED ubicado sobre la zona de ambos BOs posterior a un procedimiento
de craneo rebajado es adaptado a pines macho conectados con una bateria como fuente de
energia para activar el LED.

Figura anexa 2.- Prueba del alimento enterrado. La prueba olfatoria consistio en la
determinacion del tiempo de exploracién del sujeto hasta encontrar un pedazo de galleta enterrado
en aserrin y después de la estimulacion optogenética. En la imagen de la izquierda se muestra un
sujeto de prueba cuyo LED esta siendo conectado a una fuente de energia para activarlo
directamente sobre los BO’s (en los experimentos reales la luz roja fue apagada para permitir que
la unica fuente de iluminacién presente fuera la luz proveniente del LED azul implantado). Se
muestra en la derecha un sujeto sometido a la prueba de deteccion olfatoria en la que realiza la
exploracién sobre el aserrin.
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13. Lista de Tablas y Figuras

Tabla 1.- Oligonucledtidos que se usan para la genotipificacion de los animales
transgénicos CX3CR1-Cre

Tabla 2.- Oligonucledtidos que se usan para la genotipificacion de los animales
transgénicos Rosa-CAG-LSL-ChR2 (H134R)-EYFP-WPRE.

Figura 1.- Anatomia de la entrada sensorial olfatoria
Figura 2.- Organizacion anatomica del Bulbo Olfatorio (BO)

Figura 3.- Oscilaciones in vivo del Potencial de campo Local (LFP, por sus siglas en inglés)
en el BO

Figura 4.- La microglia ramificada (en reposo) es altamente dinamica
Figura 5.- Herramientas moleculares optogenéticas
Figura 6.- Activacidon optogenética en la glia

Figura 7.- Protocolo de estimulacién sensorial y fotica con luz azul durante el registro de la
actividad electrofisioldgica in vivo

Figura 8.- Protocolo de estimulacion sensorial y fética con luz ultravioleta durante el registro
de la actividad electrofisiolégica in vivo

Figura 9.- Microinyeccién con azul de pontamina para el establecimiento de las
coordenadas

Figura 10.- Marcaje fluorescente de la EYFP que indica la presencia de ChR2 en la capa
granular del BO en el raton CX3CR1-Cre

Figura 11.- Figura 11.- Marcaje fluorescente en el BO del raton transgénico CX3CR1-
Cre/Rosa-CAG-LSL-ChR2 (H134R)-EYFP-WPRE.

Figura 12.- Expresién de GFP en la capa granular del BO

Figura 13.- Marcaje del lipopéptido PAM visualizado mediante el fluoréforo 5/6
carboxifluoresceina

Figura 14.- Expresion de ChR2 en la microglia de la capa granular del BO de un ratén
transfectado con un vector viral

Figura 15.- Imagenes de Inmunfluorescencia que muestra la morfologia microglial antes y
después de la estimulacion optogenética

Figura 16.- Genotipificacion de los ratones CX3CR1-Cre

Figura 17.- Genotipificacion de los ratones transgénicos CX3CR1-Cre/Rosa-ChR2 que
expresan ChR2 de manera especifica en la microglia

128



Figura 18.- La estimulacion fética disminuye la actividad espontanea de la capa granular
del BO en ratones ChR2 (+) en la microglia

Figura 19.- Resumen del efecto inducido por la estimulacion fética en la potencia de la
actividad de la capa granular del BO del grupo de ratones que expresaron ChR2 y de los
grupos control

Figura 20.- La estimulacion fética de la microglia disminuye la actividad evocada por
acetato de amilo en la capa granular del BO en ratones ChR2 (+)

Figura 21.- Resumen del efecto inducido por la fotoestimulacién de la microglia en la
actividad evocada por acetato de amilo en la capa granular del BO de los ratones que
expresaron ChR2 y de los grupos control

Figura 22.- La estimulacién fética de la microglia disminuye la actividad evocada por
esencia de limén en la capa granular del BO en ratones ChR2 (+)

Figura 23.- Resumen del efecto inducido por la fotoestimulacion en la actividad evocada
por esencia de limén en la capa granular del BO de los ratones que expresaron ChR2 y de
los grupos control

Figura 24.- La activacion microglial mediante el farmaco PAM-FAM disminuye la actividad
evocada por acetato de amilo en la capa granular del BO en ratones C-57

Figura 25.- Resumen del efecto inducido por la estimulacion con luz UV en la actividad
evocada por acetato de amilo en la capa granular del BO de los ratones C57 inyectados
intrabulbarmente con PAM-FAM y del grupo control

Figura 26.- La activacion microglial mediante el farmaco PAM-FAM disminuye la actividad
evocada por esencia de limén en la capa granular del BO en ratones C-57

Figura 27.- Resumen del efecto inducido por la estimulacion con luz UV en la actividad
evocada por esencia de limén en la capa granular del BO de los ratones C57BL/6
inyectados intrabulbarmente con PAM-FAM y del grupo control

Figura 28.- Resumen del efecto inducido por la activacién microglial optogenética y por la
activacion mediante la estimulacion optica del lipopéptido PAM-FAM

Figura 29.- Efecto de la activacion optogenética de la microglia en la capacidad olfatoria
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