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Resumen

La Trombospondina-1 (TSP-1), es una proteina de matriz extracelular involucrada en
diversos procesos celulares, como angiogénesis, cancer, cicatrizacion, migracion celular,
apoptosis e inflamacion. La inflamacion es una reaccion de un tejido vivo a un dafio local. El
proceso de inflamacion comienza cuando las células, detectan el dafio y liberan mediadores
quimicos llamados citoquinas o interleucinas, esta liberacion la realizan principalmente
células del sistema inmune. En el sistema nervioso central (SNC), la liberacién de citoquinas
o interleucinas es realizada por células inmunocompetentes, llamadas microglia. Sin
embargo, la secrecion de TSP-1 se lleva a cabo por los astrocitos, donde juega un papel
importante en procesos como: sinaptogenesis, espinogénesis, migracion y diferenciacion
neuronal. Aunque algunos estudios sugieren que los astrocitos pueden secretar interleucinas,
no es del todo claro si la microglia es capaz de secretar TSP-1, por lo que en esta tesis se
busco establecer si la microglia del hipocampo de raton, puede expresar TSP-1. Los
resultados de este estudio mostraron que el hipocampo de ratdn presenta aproximadamente
un 15% de células microgliales. La inyeccion de minociclina (un inhibidor de la actividad
microglial), produce una disminucion de Interleucina 6 (IL-6, un marcador de la actividad
microglial), y un incremento en la secrecion de TSP-1. Sin embargo, la expresion de Iba-1
(proteina de union a calcio especifica que funciona también como un marcador de la actividad
microglial), bajo las mismas condiciones, no mostrd cambios estadisticamente significativos
en su expresion, sugiriendo que la TSP-1 podria ser secretada por la microglia y tener una

participacién en los procesos de inflamacion del SNC.

Palabras clave: Microglia, Trombospondina-1 (TSP-1), Neuroinflamacion, Hipocampo,

Astrocitos.



Introduccion

1. Trombospondinas (TSPS).

Las trombospondinas (TSPs) pertenecen a un grupo de glicoproteinas de union a calcio,
(Adams & Lawler, 2011), que se unen a la matriz extracelular (MEC), lo que les permite
funcionar como un puente entre la superficie celular y los diferentes componentes de la MEC
(Bornstein, 2001), regulando las interacciones celula-célula y célula-matriz (Stenina-
adognravi, 2015). Estas interacciones se realizan a través de receptores de membrana,
factores de crecimiento, citoquinas y proteasas extracelulares entre otras moléculas y
proteinas (Adams, 2001; Adams & Lawler, 2011; Bornstein, 1995).

La estructura de las TSPs presenta multidominios comunes (Resovi, Pinessi, Chiorino, &
Taraboletti, 2014) que incluyen: dominio C-terminal, secuencias repetidas tipo Il de unién
a calcio, secuencias repetidas tipo Factor de Crecimiento Epidemial (EGF), dominio N-

terminal y el dominio de oligomerizacion (Kazerounian & Yee, 2009) (Figura 1).

Las TSPs estan conformadas por una familia de cinco miembros: TSP-1, TSP-2, TSP-3, TSP-
4y TSP-5 (Yang, Kyriakides, & Bornstein, 2000). Basados en la conservacién de su dominio,
secuencia y estructura oligomérica las TSPs se dividen en dos subgrupos (Adams & Lawler,
2011). El subgrupo A compuesto por la TSP-1 y TSP-2 caracterizado por una estructura
trimétrica, y el subgrupo B compuesto por la TSP-3, TSP-4 y TSP-5 conformado por una
estructura pentamérica (Adams & Lawler, 2011). El subgrupo A contiene tres secuencias
repetidas tipo EGF, (Breitkopf et al., 2005), una secuencia repetida tipo | (también conocida
como trombospondinas repetidas; TSRs) y un dominio tipo C factor Von Willebrand (VWC)
(Frangogiannis, 2015); mientras que el subgrupo B, esta conformado por 4 secuencias
repetidas tipo EGF, pero que no contiene dominios TSRs ni VWC (Figura 1). Cada uno de
estos dominios le permite a las TSPs unirse a diferentes tipos de receptores de membrana
como receptor a gabapentina (a2-p1), receptor al grupo de diferenciacion 36 (CD36),

receptor al grupo de diferenciacion 47 (CD47), factor de crecimiento (TGF-p), factores de



crecimiento, proteasas extracelulares, citocinas y proteinas de la matriz extracelular
(Bornstein, 1995; Dawson et al., 1997; Adams, 2001; Adams & Lawler, 2011).

Las TSPs son codificadas por genes separados (Adams & Lawler, 2011) y su ubicacién se
encuentra en diferentes cromosomas. En humano la TSP-1 se encuentra dentro del
cromosoma 15; TSP-2 en el cromosoma 6; TSP-3 en el cromosoma 1; TSP-4 en el
cromosoma 5; y TSP-5 en el cromosoma 19 (Stenina-adognravi, 2015). En el caso del ratdn
la TSP-1 se ubica dentro del cromosoma 2; TSP-2 en el cromosoma 17; TSP-3 en el
cromosoma 3; TSP-4 en el cromosoma 13; y TSP-5 en el cromosoma 8 (Laherty, 1992;
Bornstein et al., 1993).

La TSP-1 y la TSP-2 estan estrechamente relacionadas, ya que han evolucionado con un
conjunto de dominios especificos de forma estructural y funcional (Christopherson et al.,
2005), como las TRS (Zhang & Lawler, 2008) y de homologia de procolageno (Bornstein,
2009), las cuales son importantes para la unidn del factor de crecimiento transformante g1
(TGF-B1). La TSP-1 y TSP-2 se expresan en grandes niveles durante la remodelacion del
tejido, la cual estd asociada con la cicatrizacion de heridas, la progresion de tumores
(Kazerounian, & Yee, 2009) y en el proceso de angiogénesis (Adams y Lawler, 2011). La
TSP-3 es estructuralmente similar a la TSP-5 (Hankenson, Hormuzdi, Meganck, &
Bornstein, 2005) ya que ambas son producidas durante una lesion aterosclerotica (Frolova et
al., 2011). La TSP-3 esta involucrada en funciones como la génesis y remodelacion de tejidos
(Andrade et al., 2009), en la progresion del osteosarcoma (Dalla-torre et al., 2006) y en la
regulacion de la maduracién esquelética en ratones (Hankenson, Hormuzdi, Meganck, &
Bornstein, 2005). Mientras que la TSP-4, se expresa diferencialmente en el carcinoma de
mama lobular invasivo (Turashvili, Bouchal, Burkadze, & Kolat, 2005) y esté presente en el
sistema nervioso adulto donde se localiza en algunas sinapsis del Sistema Nervioso Central
(SNC), participa en procesos relacionados con la union neuromuscular (Arber & Caroni,
1995) y la enfermedad de la arteria coronaria (Stenina et al., 2004). Por ultimo, la TSP-5 se
expresa principalmente en el cartilago, en tejidos conectivos (Posey et al., 2008), tendon,

ligamento y los vasos sanguineos (Bornstein, 2009; Ekman, Schmitz, Paulsson, & Zaucke,



2006) y algunas de sus funciones comprenden la unién de condrocitos, la diferenciacion y el
ensamblaje de ECM de cartilago (Lashea, Alcorn, & Hecht, 2014).

() 0000 @

NH2 - Dominio terminal O Repeticion tipo 1 - Repeticion tipo 3

- Dominio de procolageno O Repeticién tipo 2 < coon ’ C - Dominio terminal

Figura 1. Dominios estructurales de la familia de la Trombospondinas (TSPs). Las Trombospondinas
son una familia de cinco glicoproteinas extracelulares, los cinco miembros contienen las repeticiones
de tipo 2, la repeticién de tipo 3 y un dominio C-terminal altamente conservado, sin embargo,
solamente la TSP-1 y 2, contienen las repeticiones de tipo 1. La TSP-1 y la TSP-2 pertenecen al
subgrupo A, caracterizada por una estructura trimétrica, mientras que la TSP-3, TSP-4 y TSP-5
pertenecen al subgrupo B, caracterizado por una estructura pentamérica (modificado de Junggubo,
2015).
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1.1. Funciones de las TSPs.

Las TSPs presentan varias funciones fisioldgicas en diversos 6rganos y sistemas (Henkin &
Volpert, 2011; Stenina-adognravi, 2014). Por ejemplo, durante la embriogenésis en humanos
y roedores, participa en el desarrollo de diversos érganos como huesos, musculos, corazon y
cerebro (Shea et al., 1990).

Durante la etapa postnatal las TSPs estan implicadas en la regulacién de la angiogénesis y
progresion del cancer (Bornstein, Agah, & Kyriakides, 2004, Bornstein, 2009; Lawler,
2012), en la regulacion de la inflamacion (Frolova et al., 2011; Lopez-dee, Pidcock, &
Gutierrez, 2011; Stenina-adognravi, 2014); modulacion de la respuesta inmune (Miller, Kaur,
Keefe, & Roberts, 2014); mantenimiento de la integridad y funcién del miocardio (Roberts,
2013); regulacion de la fibrosis (Murphy, 2013); organizacion del tejido conectivo (Bornstein

et al., 2004); angiogénesis (Adams, 2001) y en la sinaptogénesis (Risher & Eroglu, 2012).

En la etapa adulta, tanto la expresion como la regulacién de las TSPs se asocia con etapas
especificas en la cicatrizacion de heridas (Raugi, 1987; Reed et al., 1993) y la remodelacion
de tejidos (Lynch et al., 2013; Mustonen et al., 2008). En todos los casos sus distintos papeles
se deben a diferencias en la regulacion transcripcional de cada gen y a las capacidades
funcionales de cada uno de los miembros de las TSPs y los receptores con los que interactla
(Risher & Eroglu, 2012).
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2. Trombospondina — 1 (TSP-1).

La trombospondina-1 (TSP-1), fue la primera TSP en descubrirse en plaquetas activas
(Raugi, 2015), por lo que es la TSP mejor estudiada. La TSP-1 es una glicoproteina de matriz
extracelular con un tamafio de 420 kD, es una proteina trimérica y cada mondmero esta
compuesto por multiples dominios: dominios globulares NH2-terminal y COOH-terminal;
un dominio de tipo procolageno; y tres TSR tipo 1, 2 y 3 (Lawler & Hynes, 1986) (Figura 2).
Estas repeticiones median la union celular y estan involucradas en la migracién celular,
comunicacion y remodelacion de tejidos; unién a glicosaminoglicanos; inhibicion de la
angiogénesis; activacion de TGFp y la inhibicion de las metaloproteinasas de la MEC (Tan
et al., 2001; Lawler & Hynes, 1986). En la estructura de los TSR, las secuencias activas se
encuentran en dos barriles B antiparalelas y el giro intermedio (Tan et al., 2001), de esta
manera, las tres secuencias activas se organizan en un parche de superficie cargado
positivamente en el segundo TSR, cuyo parche representa el sitio de union para los diversos
ligandos de los TSR, incluidos TGFP y CD36 (Zhang & Lawler, 2008) (Figura 2). Las TSR
inhiben la migracion de células endoteliales a través de su interaccién con CD36 (Dawson et
al., 1997; Klenotic et al., 2013; Simantov & Silverstein, 2003), induciendo también la
apoptosis de estas células (Jiménez, 2000).

Generalmente las TSPs se secretan de las células por exocitosis constitutiva, es decir, se
liberan para formar parte de la matriz extracelular, pero la liberacion de TSP-1 se da a través
de los granulos de plaquetas almacenados que se descargan con la activacion de las plaquetas
por trombina (Blair & Flaumenhaft, 2010). La TSP-1 es expresada por una variedad de
células en cultivo, incluyendo células endoteliales (Mcphersons, Sage, & Bornstein, 1981;
Mosher, Doyle, & Jaffe, 1982; Sage, Pritzl, & Bornstein, 1981); fibroblastos (Jaffe et al.,
1983); adipocitos, células del musculo liso (Raugi, 1987); monocitos, macréfagos, células
transformadas en células malignas como gliomas (Frazier, 1987; Good et al., 1990; Iruela-
arispe, Bornsteint, & Sage, 1991; Mumby, Abbott-brown, Raugi, & Bornstein, 1984) y tejido
adiposo visceral (Agah et al., 2002).

Entre las principales funciones de la TSP-1 se encuentran: la formacion de complejos

multiproteinicos que modulan el fenotipo celular durante la genesis y reparacion de tejidos
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(Chen et al., 2000), la agregacion plaquetaria (Stenina-adognravi, 2015); respuesta
inflamatoria (Mcmorrow et al., 2013); modulacion de las respuestas inmunitarias (Ma et al.,
2015); en la regulacion de la angiogénesis durante la reparacion de la herida y el crecimiento
del tumor (Almog et al., 2006; Roudier et al., 2014; Zaslavsky et al., 2011; Zhang & Lawler,
2001). Por otro lado, gracias a las TSR (Lawler, 2000), la TSP-1 participa en la inhibicion de
la migracion de células endoteliales inducida por el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) o el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) (Isenberg, Martin-Manso,
Maxhimer, & Roberts, 2009).

Por otro lado, la TSP-1 puede regular la adhesion, migracion, proliferacion y supervivencia
de las células a traves de la activacion de TGEp, fibronectinas e integrinas. Mientras que la
angiogenesis (lruela-arispe, Bornsteint, & Sage, 1991), apoptosis (Lawler, Miao, Duquette,
Bronson, & Hynes, 2001), cicatrizacion (Streit et al., 2000) y la respuesta inflamatoria e
inmune podria estar asociada a la union de receptores de lipoproteinas de baja afinidad (CRP)
(Dipietro & Polverini, 1993) y proteinas de membrana como integrinas (IAP o CD47)
(Murphy-Ullrich, 2001), y multiples receptores (Kaur et al., 2010; Osz, Ross, & Petrik,
2014), como el receptor VEGFR2, CD47 y 4A2 (NR4A2) (Kaur et al., 2010).

13



A Trombospondina-1 Dominio TSR2

N-KRFKQDGCWSHWSPWSSCSVTCGDGVITRIR~
LCNSPSPOMNGKPCEGEARETKACKKDACPI-C

Inhibe FG induciendo angionesis;
Bloquea FG uniendo células endoteliales

' (D36 Regi6n de unién

l Inhibe VEGF y FGF-2 induce angionesis

Figura 2. Estructura de TSP-1 con sus repeticiones 1, 2 y 3 (TSR). (A) Secuencia del segundo
dominio de la repeticion de tipo 1 (TSR2) de la TSP-1, las regiones de TSR2 tienen un papel en la
actividad antiangiogénica y estan marcadas en negritas. (B) Estructura tridimensional de TSR2 y
TSR3 de TSP-1 humana y las regiones de la estructura correspondientes a las secuencias activas
antiangiogénicas se representan utilizando el mismo color que el subrayado en la Fig. 1A. (C)
Estructura secundaria del esqueleto y las posiciones de la cadena lateral de secuencias activas
antiangiogénicas adyacentes que comprenden las hebras y el giro conectivo de un solo surco cargado
positivamente en la superficie de TSR2 (Modificado de Grant, 2017).

14



En humanos, los niveles bajos de TSP-1 pueden contribuir a la fibrosis adiposa en la
obesidad, ya que la expresion del ARNm de la TSP-1 se correlaciona positivamente con el
IMC (indice de Masa Corporal) y se relaciona negativamente con la sensibilidad a la insulina
(Varma et al., 2010). La TSP-1 también juega un papel en el desarrollo del sindrome
metabolico (Chavez et al., 2012, Memetimin et al., 2018), por lo que la TSP-1 circulante
puede considerarse como un marcador bioldgico para definir los fenotipos del sindrome
metabdlico, la diabetes y la inflamacion del tejido adiposo asociado con la obesidad humana
(Matsuo et al., 2016).

También se ha demostrado que bajos niveles de TSP-1, estan relacionados con la disminucién
del nimero de sinapsis excitadoras en la corteza e irregularidades en la arborizacion
dendritica (Garcia et al., 2010) asi como en la cicatrizacion deficiente de la herida, la
disminucion del contenido de colageno y un retraso en la llegada de macréfagos (Jacques,
DiPietro, Murphy-Ullrichd, Hynese & Lawler, 2011).

2.1. TSP-1y Sistema Nervioso Central

En el SNC, la TSP-1 es sintetizada y secretada principalmente por astrocitos durante el
desarrollo postnatal temprano (Asch et al., 1986; Risher & Eroglu, 2012), promoviendo la
proliferacion y diferenciacion de las células progenitoras neurales (Lu, Kipnis, & Tsp, 1999),
migracion y adhesion neuronal (Eroglu et al., 2010; Li, Qi, Tong, & Wang, 2013),
crecimiento de neuritas (Osterhout, Frazier, & Higgins, 1991; Shea, 1990; Yu, Chung, Deo,
Thompson, & Turner, 2008), asi como la regulacién y mantenimiento de la sinaptogénesis y
espinogénesis (Christopherson et al., 2005; Crawford, Xiaoping Jiang, Amanda Taylor,
2013; Eroglu et al., 2010; Hughes, Elmariah, & Balice-gordon, 2011), a través del receptor
de gabapentina a26-1 (Eroglu et al., 2010) y neuroligina-1 (Xu et al., 2010). La TSP-1
incrementa el numero de espinas dendriticas y sinapsis en modelos de la enfermedad de
Alzheimer (Dorostkar, Zou, Llorca, & Herms, 2015), sindrome de Down (Garcia, Torres,

Helguera, Coskun, & Busciglio, 2010; Torres, Garcia, Tang, & Busciglio, 2017), sindrome
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de X fragil (Cheng et al., 2016) y lesion de motoneuronas (Zhao, Franklin, Karadottir, &
Fawcett, 2014).

Algunos estudios han reportado que la TSP-1 favorece la recuperacion funcional después de
lesion o episodio isquémico (Liauw et al., 2008), mejora el aprendizaje espacial (Chu, Ko,
Wang, & Wang, 2016) e incrementa la excitabilidad en modelos de epilepsia en ratones (Sun,
Ma, Zhang, Pan, & Wang, 2018). Estos trabajos en su conjunto sugieren un papel importante
de la TSP-1 en la fisiologia y patologia del SNC. Aungue la mayoria de los trabajos proponen
que la TSP-1 es sintetizada y secretada por los astrocitos (Asch, Leung, Shapirot, &
Nachman, 1986; Risher & Eroglu, 2012), algunos estudios sugieren que la microglia también
podria estar involucrada en la expresion de TSP-1 (Chamak, Morandi, & Mallat, 1994;
Chamak, 1995).

3. Macrofagos y TSP-1.

Los macrdfagos son células del sistema inmune que se forman a partir de monocitos en
respuesta a una infeccion, lesion, inflamacién o al cimulo de células dafiadas 0 muertas
(Cavaillon, 2011; Medzhitov, 2008, 2010). Pueden activarse a través de una via clésica,
denominada M1 o inflamatoria, funcionando como células efectoras en las respuestas
inmunes celulares Thl; y por la via alternativa 0 M2 que es antiinflamatoria y profibrotica,
involucrada en la inmunosupresion y la reparacién tisular (Mantovani et al., 2004). La
activacion de estas vias esta asociada a través de la activacion, y presentacion de antigenos,
moléculas coestimuladas y citocinas (Mosser, 2003). Las funciones bioldgicas de los
macrofagos activados se han fundamentado en procesos de inflamacién patoldgica (Wu &
Zhuo, 2008), y homeostatica (Mcnelis & Olefsky, 2014; Weisberg et al., 2003).

Los macrofagos son capaces de producir TSP-1 (Kern, 2014; Lee, Saxena, & Frunza, 2015),
generalmente en respuesta de algun tipo de lesion y estrés (Kermorvant-duchemin et al.,
2005). Esta produccidn esta asociada a la produccion de citocinas como el TGF- y la IL-10,

regulando la respuesta inmunologica inflamatoria (Tie et al., 2014).
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3.1. TSP-1 e inflamacion

La inflamacion es la reaccion de un tejido vivo a un dafio local. El proceso de inflamacion
aguda comienza cuando las células detectan el dafio y liberan mediadores quimicos llamados
citocinas (Chen, Deng, Cui, Fang, & Zuo, 2018). Durante esta fase aguda de la inflamacién
la TSP-1 es liberada transitoriamente a través de multiples factores (Lopez-dee, Pidcock, &
Gutierrez, 2011); su expresion en neutrofilos, induce una fuerte respuesta quimiotactica al
tejido lesionado (Roberts,1987). La secrecion de TSP-1 en respuesta a la inflamacion
promueve la resolucion del proceso inflamatorio y facilita la fagocitosis de las células
dafiadas (Dardik et al., 1999). La TSP-1 media la fagocitosis de macrofagos de células
apoptdticas via CD36 y los procesos de inflamacion via oxido nitrico (NO), CD47
(Salajegheh, Raju, Schmidt, & Dalakas, 2007), y receptor activador de proliferacion del
peroxisoma (PPAR) (D1 & Ortiz-masia, 2012).

El incremento en la produccion de TSP-1 podria ser un mecanismo compensatorio para
controlar la respuesta inmune y la proteccion de tejidos de un dafio excesivo (Lopez-Dee et
al., 2011). Por otro lado, en condiciones de inflamacién cronica, la TSP-1 puede modular el
proceso inflamatorio por la inhibicién o aumento de la secrecion de interleucina 10 (I1L-10),
por esta via, la TSP-1 regula la funcion de las células dendriticas (Dardik et al., 1999). Se ha
reportado que la TSP-1 decrece la respuesta inmune por la inhibicion de efectores de célula
T o por la induccién directa de apoptosis en la célula T (Savill, Dransfield, Gregory, &
Haslett, 2002). La TSP-1 ejerce un poderoso efecto angiogénico y esta funcion tiene un
impacto significativo en la inflamacion cronica (Haviv et al., 2005; Zak, Treven, Nash, &
Gutierrez, 2008), sugiriendo que la expresion de la TSP-1 es esencial para mantener una
respuesta inmune (Ng, Turpie, & Masli, 2009; Zamiri, Masli, Kitaichi, Taylor, & Streilein,
2004). Durante el desarrollo del SNC, los macrofagos liberan TSP-1 de forma activa,
promoviendo el crecimiento de neuritas (Chamak, Morandi, & Mallat, 1994). Las microglias
son consideradas los macréfagos del SNC sin embargo, se desconoce si la microglia puede
expresar TSP-1, y si esta tiene alguna funcion dentro del SNC (Ginhoux et al., 2013;
Michelucci, 2017). Por lo que en esta tesis se buscd conocer si la TSP-1 se expresa en la

microglia del hipocampo de raton.
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ANTECEDENTES

1. El hipocampo: anatomia y funciones

El hipocampo es una estructura que se sitda dentro de la circunvolucion parahipocampal en
el asta temporal inferior del ventriculo lateral (Roth, 1993). Los subcampos del hipocampo
incluyen cuatro compartimentos de Cornus Ammonis (CA1-CA4) y el complejo del subiculo
que incluye, ademas del subiculo, el pre y el parasubiculo. El giro dentado y el hipocampo
forman dos anillos en forma de C que se entrelazan, mientras que el subiculo es las zona de
transicion que une al hipocampo con el giro dentado (Kizilirmak et al., 2019). Los subcampos
son estructuralmente similares en todas las especies de mamiferos (Amaral, Scharfman, &
Lavenex, 2008) por lo que su estudio en roedores puede proporcionar informacion sobre el

hipocampo humano (Mattison, Vaughan, & Branch, 2018) (Figura 3).

Tradicionalmente el hipocampo se ha asociado a la regulacién del aprendizaje, codificacion
y consolidacion de la memoria y sociabilizacién (Lisman et al., 2017). El hipocampo esta
estrechamente asociado con la amigdala, el septo y los cuerpos mamilares, de modo que
cualquier estimulacion de las partes cercanas también estimulan al hipocampo (Li et al.,
2019).
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Figura 3. Cerebro de raton, el cual sefiala la estructura del hipocampo, sus circuitos y subregiones
anatémicas (regiones: CA1, CA2, CA3, giro dentado, colaterales de Schaeffer, camino perforante)

dentro de un corte transversal del hipocampo (Modificado de Nguyen, 2006).

2. Las células gliales.

Las células gliales son el tipo celular mas abundante en casi todas las subregiones del cerebro
de los mamiferos (Pfrieger & Barres, 1995). Los estudios que cuantifican experimentalmente
los nimeros de células gliales en cerebros de mamiferos han demostrado que, entre el 50% -
90% de todas las células en el cerebro humano, de primates y roedores, son glias, con
diferencias entre diferentes areas del cerebro y etapas del desarrollo (Farfel et al., 2009;
Herculano-houzel, & Barton, 2009; Pelvig, Pakkenberg, Stark, & Pakkenberg, 2008).

De acuerdo a su morfologia, funcion y ubicacion en el sistema nervioso, la glia se clasifica
en dos grandes grupos (Zhang, 2001). El primero llamado macroglia que a su vez se
subdivide en: 1) astroglia, que incluye a los astrocitos, glia radial y células epidemiales; 2)

oligodendroglia, que incluye propiamente a los oligodendrocitos y a las células de Shwann;
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y 3) la glia NG2+ o células progenitoras NG2 (Dimou & Gallo, 2016) y el segundo grupo
incluye a la microglia. Las macroglias tradicionalmente se consideran como células de
soporte, mientras que las microglias se consideran como las células inmunes del cerebro
(Reemst, Noctor, Lucassen, Hol, & Nolan, 2016) (Figura 4).

Los astrocitos son el tipo de célula méas abundante en el cerebro (Volterra & Meldolesi, 2005),
sus funciones estan presentes durante el desarrollo, mantenimiento y plasticidad del SNC
(Oberheim, Wang, Goldman, & Nedergaard, 2006), por lo que brindan soporte trofico para
las neuronas, promueven la formacion, poda y funcion de las sinapsis, ademas de cumplir
con una variedad de otras funciones de mantenimiento homeostatico (Chung et al., 2014;
Clarke & Barres, 2015; Liddelow, Barres, & Barrier, 2015; Sofroniew & Vinters, 2015). A
través de este contacto cercano con las neuronas, los astrocitos pueden modular la eficacia
de las sinapsis mediante la liberacion y la captacion de sustancias neuroactivas (Eroglu,
2009).

Los oligodendrocitos y las células de Shawn tienen como funcidon la mielinizacion, que es
necesaria para la integridad y la supervivencia de los axones, (Nave & Werner, 2014). Los
oligodendrocitos proporcionan a los axones metabolitos ricos en energia, y su pérdida esta
asociada directamente a enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de
Alzheimer, la esclerosis lateral amiotréfica y la atrofia de multiples sistemas (Mot, Depp &
Nave, 2018).

El antigeno nervioso / glial 2 (NG2) es un proteoglicano de sulfato de condroitina que en el
cerebro se clasifica principalmente en una clase de células gliales llamadas NG2-glia
(Nishiyama et al. 2009) o en pericitos asociados con vasos sanguineos (Ozerdem et al. 2001)
En el SNC, la NG2-glia representa una poblacion de células cerebrales que es distinta de las

neuronas, astrocitos y oligodendrocitos.

20



Figura 4. Morfologia de los diferentes tipos de células gliales; astrocito, microglia y oligodendrocito
(respectivamente) (Modificado de Martinez, 2014)

2.1. Microglia

La microglia se origina de los macrofagos del saco vitelino, desde donde migra hacia el SNC
durante el desarrollo prenatal (primeros 10 dias) (Ginhoux et al., 2013). La microglia
representan el 10 por ciento de las células gliales (Romano, 2011) y son consideradas las
células del sistema inmune del cerebro (Paolicelli et al., 2011; Kettenmann, Hanisch, Noda,
& Verkhratsky, 2011). La microglia responde y forma sefiales inflamatorias en situaciones
de infeccidn, lesiones o dafio en el SNC (Kohsaka & April, 2001) para lo cual pasa a traves
de tres estados: 1) microglia en reposo, 2) microglia activa o en estado proinflamatorio y 3)
microglia fagocitica o estado antiinflamatorio.

En condiciones fisioldgicas normales, la microglia se encuentra en un estado de reposo-
vigilancia, limpiando los desechos celulares y células apoptéticas (Liddelow et al., 2017).
Sin embargo, en condiciones inflamatorias o de riesgo para el cerebro, la microglia pasa de
tener funcién de vigilancia inmune a funciones de fagocitosis, produciendo citoquinas
inflamatorias y presentando antigenos en presencia de un estimulo inmune (Perry et al.,
2003). La microglia activa es capaz de adquirir dos fenotipos: 1) la microglia activa o de
estado proinflamatorio (M1), que responde a la lesion o infeccion mediante la produccion de
citocinas proinflamatorias como interferones (IFN) tipo I, interleucinas como son las
citocinas IL-1 IL-6, IL-12, TNF a y B, e IFN-y y quimiocinas proinflamatorias para inducir
la infiltracion de leucocitos perifericos en el tejido con el fin de combatir y eliminar la

infeccion (Wendeln et al., 2018) y 2) microglia fagocitica o estado antiinflamatorio (M2).
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En el estado M2, se produce el efecto contrario con la secrecion de citoquinas anti-
inflamatorias (Ransohoff, 2016), regulando la inflamacién del estado M1, facilitando la
fagocitosis de los restos celulares y promoviendo la reconstruccion de la matriz extracelular
y la reparacion de tejidos (Arcuri, Mecca, Bianchi, Giambanco, & Donato, 2017) por medio
de la liberacion del TGF-B e IL-10 y con la ayuda de la galactina-1 (Gal-1), que es secretada
por los astrocitos (Starossom et al., 2013). Sin embargo, la relacion entre microglia y TSP-1

durante el proceso inflamatorio no ha sido totalmente explorada.

Ademas de su papel inmune la microglia también desempefia un papel fundamental en
procesos del desarrollo normal del cerebro (Pfeiffer, Avignone, & Né&gerl, 2016) (Figura 5).
Esta involucrada en la poda sinaptica (Fuentes et al., 2016); establecimiento y remodelacion
de circuitos neuronales (Schafer et al., 2012); maduracion sinaptica (Parkhurst et al., 2014);
neurogénesis (Cunningham, Martinez-Cerdeno, & Noctor, 2013; Ueno et al., 2013);
crecimiento axonal (Chamak et al., 1994); muerte celular programada (Wakselman et al.,
2008); eliminacion de sinapsis (Verney, Monier, Fallet-Bianco, & Gressens, 2010); y en
procesos de mielinizacion (Miron et al., 2013). Ademas existen evidencias que la microglia
esta implicada en enfermedades y lesiones del SNC (Helmut Kettenmann, Kirchhoff, &
Verkhratsky, 2013; Schafer et al., 2012), como el infarto cerebral (Perry, 1998) y el desarrollo
activo de enfermedades crénicas (Prinz & Priller, 2014; Wu et al., 2014) como son la
enfermedad de Alzheimer (Liu & Quan, 2018) y la esclerosis lateral amiotrofica (Lee et al.,
2016). Lo que sugiere que la microglia es esencial para el mantenimiento de la homeostasis
cerebral (Datta et al., 2018).
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En modelos de axotomia del nervio facial y en ojos tratados con fotocoagulacion con laser
se ha observado una expresion de la TSP-1 en respuesta a una lesién tanto en neuronas y
microglia (Chan et al., 2005, Binz et al., 2005, Ng et al., 2009). También se ha reportado una
fuerte inmunorreactividad a la TSP-1 en los vasos sanguineos de retina (Suzuma, Takagi, &
Otani, 1999), y en microglia estriatal durante su transformacion a macréfagos fagociticos
(Chamak et al., 1994). La expresion de la TSP-1 por macrofagos apoya su funcion
antiinflamatoria (Masli, Turpie, Hecker, & Wayne, 2015; Masli, Turpie, & Streilein, 2009)

pero su importancia en la microglia no se ha establecido totalmente

N s
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Movilida Interacciones sinapticas Fagocitosis

Figura 5. Comportamiento de la microglia en el cerebro. Los procesos microgliales remodelan
continuamente su entorno local (izquierda), interactGan estructural y funcionalmente con elementos
sinapticos como las espinas dendriticas (centro; espinas dendriticas: verdes) a través de contactos
directos e intercambios de sefiales moleculares. Y contribuyen a la reestructuracion de los circuitos
neuronales mediante fagocitosis de los elementos sinapticos (derecha) (Modificado de Tremblay et
al., 2011).
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2.2. Microglia y expresion de TSP-1 en el hipocampo.

La distribucién de las células microgliales en el hipocampo se ha demostrado a través de
diferentes métodos estereologicos (Long et al., 1998; Savchenko, Mckanna, Nikonenko, &
Skibo, 2000; Wirenfeldt, Dalmau, & Finsen, 2003). Estos estudios muestran que la densidad
de la microglia en laregién CA1 es mayor que en la GD, aunque el nimero total de microglia
también es diferente. Usando la inmunohistoquimica con la molécula adaptadora de unién a
calcio ionizada (Iba-1), se encontr6 que en el hipocampo del raton la densidad microglial en
la region CA3 es mas baja que en la region CAl y la GD, y la densidad de la microglia en la
CAL es mayor que en la GD (Jinno, Fleischer, Eckel, Schmidt, & Kosaka, 2007). Lo que
sugiere que la densidad de las células microgliales podria estar involucrada en la
vulnerabilidad especifica del hipocampo, y que la distribucion heterogénea de la microglia
podria participar en la modulacién de la actividad neuronal del hipocampo (Imai, Ibata, Ito,
Ohsawa, & Kohsaka, 1996).

En cultivos primarios de neuronas del hipocampo de rata se ha demostrado que la TSP-1
aumenta la velocidad en el proceso de formacién de sinapsis (sinaptogénesis) en la etapa
temprana de las neuronas, sin embargo, la TSP-1 no estimula la densidad sinaptica en
neuronas ya maduras, sugiriendo que la TSP-1 podria inducir un mecanismo para controlar
el nimero total de sinapsis en neuronas del hipocampo (Christopherson et al., 2005). En
modelos de sindrome de X fragil (Cheng et al., 2016), sindrome de Down (Garcia et al.,
2010) e hipoxia (Tohidpour et al., 2017), se ha observado que los astrocitos presentan un
déficit en la secrecion de TSP-1, los cuales contribuyen a un desarrollo anormal de las
neuronas y de la sinaptogénesis (Cheng, Lau, & Doering, 2016). Adicionalmente se ha
observado que la TSP-1 protege contra el dafio inducido por el péptido B-amiloide en
hipocampo (Kan et al., 2018), sugiriendo que la TSP-1 puede tener un papel importante en
la actividad de las células hipocampales. Sin embargo, el papel de la microgliay la TSP-1 en

el hipocampo en modelos in vivo es desconocido.
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3. Justificacion

La sintesis y secrecion de TSP-1 en el SNC ha sido observada en astrocitos (Asch et al., 1986;
Christopherson et al., 2005), en oligodendrocitos (Scott-drew, 1997), en neuroblastomas,
astrocitomas (Pijuan-thompson et al., 1999) y en células de Muller (Eichler, Yafai, Keller,
Wiedemann, & Reichenbach, 2004). Sin embargo, algunos estudios sugieren que la microglia
también podria estar involucrada en su expresion (Chamak, Morandi, & Mallat, 1994;
Chamak, 1995). Particularmente se ha observado que la microglia de ratas puede expresar
TSP-1 después de una lesion (Chamak et al., 1994), y también durante el desarrollo del
cerebro anterior (Chamak et al., 1995). Mientras que en ratones deficientes de TSP-1, se ha
demostrado que una lesién en la retina incrementa la expresion de genes asociados a la
inflamacion en la microglia (Ma, Wenxin, 2014). Sin embargo, no se conoce totalmente como
es la expresion de TSP-1 en la microglia, y si esta expresion es funcional durante un proceso
inflamatorio, por lo que en esta tesis se tratd de establecer si la microglia del hipocampo de
raton puede expresar TSP-1. Los hallazgos derivados de este proyecto pueden contribuir a
un mejor conocimiento sobre la fisiologia de la microglia y el papel de la TSP-1 en los

procesos de inflamacion del SNC.
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4. Obijetivo general:

Conocer si la microglia es capaz de expresar TSP-1 en el hipocampo del ratén C57BL/6J.

4.1. Objetivos especificos:

1) Analizar la expresion de TSP-1 en el hipocampo de raton C57BL/6J.

2) Conocer si la TSP-1 es secretada por la microglia del hipocampo de raton C57BL/6J.

3) Conocer si la administracion de minociclina altera la actividad de los marcadores de la

microglia, de Iba-1y de IL-6.

4) Determinar si la inhibicion de la microglia por minociclina, se correlaciona con una baja

en la expresion y/o secrecion de TSP-1 en el hipocampo del raton C57BL/6J

5. Hipotesis

Ho. La microglia del hipocampo de ratdn expresa y secreta TSP-1

H1. La microglia del hipocampo de ratén no puede expresar y ni secretar TSP-1

H2. La inhibicién de la microglia afectara la expresion y secreciéon de TSP-1

H3. La inhibicion de la microglia no tiene ningun efecto en la expresion y secrecion de TSP-
1.
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6. Materiales y Método

6.1 Animales

Se utilizaron ratones machos de la cepa C57BL/6J, procedentes del bioterio del Laboratorio
de Neurobiologia del Sindrome de Down, de la Facultad de Psicologia, UNAM (Figura 6).
Todos los ratones tuvieron una edad de cuatro semanas postnatales después del destete. El
destete se realizd en el dia 21. Los ratones se mantuvieron en ciclos de luz/oscuridad (12:12h)
con las luces encendidas de 8:00 am a 8:00 pm, con una temperatura y humedad constante.
Todo el protocolo se realiz6 durante la fase de luz. Los ratones tuvieron acceso ad libitum de
agua y alimento durante toda la fase experimental. Después de 4 semanas de desarrollo los
ratones fueron sacrificados y sus cerebros procesados para la determinacién de TSP-1 asi
como los analisis histologicos. EI mantenimiento, manipulacion y cuidado de los ratones
siguio las reglas establecidas en la norma Oficial Mexicana (NOM-062-200-1999). El uso de
los animales y el desarrollo experimental han sido previamente aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Psicologia de la UNAM (FPSI/DIP/CE/07/2015).

Para los experimentos de inhibicion de la microglia, los ratones del grupo experimental
fueron inyectados por via intraperitoneal (ip) con una inyeccion de minociclina (Silvera
Ciencia e Ingenieria S.A de C.V.) de 1 mg/200 pL, donde se dejé actuar la reaccion del
farmaco durante una hora entre cada raton y para su posterior sacrificio; el mismo
procedimiento se aplicd para el grupo control sustituyendo la minociclina con agua destilada
como vehiculo de control. La minociclina es un antibiotico derivado de las tetraciclinas con

acciones antiinflamatorias y que inhibe la actividad de la microglia (Kobayashi, 2013).
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Figura 6. Raton de la cepa C57BL/6J. Esta cepa se utilizd durante todo el proceso experimental.

6.2 Diseccion hipocampal.

La diseccion del hipocampo se realiz6 de acuerdo con el procedimiento descrito por Baron
et al. (2018). Los sujetos fueron sacrificados por decapitacion rostral en la primera vértebra
cervical, posteriormente se empujo la piel del cuero cabelludo hasta el hueso nasal. Se realizé
un corte del craneo siguiendo la linea media para extraer sus capas, una vez expuesto el
cerebro, fue retirado de la base del craneo. Durante la diseccion, el cerebro se mantuvo en
Buffer RIPA (50 mM Tris-HCL, 150 mM NacCl, 1% Tritén X-100, 0.5% Desoxicolato de
Sodio, 0.1% Dodecil Sulfato de Sodio con inhibidores de proteasas) (Figura 7A). Se realiz6
un primer corte para retirar el cerebelo (Figura 7B), posteriormente se corté el cerebro por la
linea media separando ambos hemisferios a los cuales se les retird la capa de la corteza
parietal dejando expuesta la corteza temporal donde se podia visualizar el hipocampo (Figura
7C), el hipocampo, a través de la cual se pudo extraer el hipocampo dejando a un lado los
nucleos subcorticales. Una vez extraido el hipocampo se procesé para la determinacion de la
concentracion de TSP-1y de IL-6 (Figura 7D).

28



Figura 7. Diseccion del hipocampo de raton C57BL/6J. A) Cerebro expuesto después de retirar del
créneo B) Separacion del cerebelo del resto del cerebro C) Corte del cerebro por la linea media
separando ambos hemisferios a los cuales se les retir la capa de la corteza parietal dejando expuesta
la corteza temporal donde se podia visualizar el hipocampo, D) Hipocampos de ambos hemisferios

expuestos.
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6.3 Tincién de Golgi

La visualizacion de las microglia se realizé por medio de una modificacién de la tincion de
Golgi (Vargas, Manzano & Rugerio, 2000). Brevemente, los ratones se sacrificaron con una
sobredosis de pentobarbital sodico (2ml) (Pet’s Pharma USA). Los cerebros se procesaron
por medio de un ensayo rapido Golgi (FD NeuroTechnologies), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los cerebros se impregnaron en una solucion A y B compuestas por dicromato
de potasio al 3% y tetradxido de osmio al 0.3%, las cuales permanecieron en total obscuridad
a temperatura ambiente por 15 dias. Posteriormente los cerebros se sumergieron en la
solucién C, compuesta por nitrato de plata al 0.75% para su impregnacion durante 72 hrs.
Después de este periodo los cerebros se sumergieron en parafina y posteriormente se
obtuvieron rebanadas de 70 um que contenian al hipocampo con un micrétomo (EcoShell)
(Figura 8). Finalmente, las rebanadas con los cerebros fueron deshidratadas con alcohol al
70% y montadas en portaobjetos. Los portaobjetos fueron puestos en un horno de diseccion
por tres dias y posteriormente tratados con xilol y alcohol absoluto. Las preparaciones se

dejaron secar por dos dias para su posterior analisis.

El andlisis para identificar cada tipo celular fue tomado de Ranjan & Mallick (2012). Las
neuronas se identificaron por su cuerpo celular “triangular” especifico de las neuronas
piramidales que son frecuentes en el hipocampo; los astrocitos por el tipo de ramificaciones
y mayor tamafio en comparacién de las neuronas; y por Gltimo las microglias se detectaron
por su cuerpo celular “aplastado” y su tamafio mas pequefio que el resto de las células,
teniendo cuidado de no confundirlas con las células epiteliales. En este andlisis los

oligodendrocitos no pudieron ser identificados.
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6.4 Tincion de Nissl

La tincion de Nissl se utilizo para identificar la morfologia de las células nerviosas. La tincion
utiliza el violeta de cresilo para identificar acido nucleico, lo que permite visualizar los
nucleos celulares, y a partir del diametro del nucleo identificar neuronas, astrocitos,
oligodendrocitos y microglia (John, Barbas, & Zikopoulos, 2016). La tincion de Nissl se
Ilevo a cabo por medio del kit FD Rapid MultiStain (FD NeuroTechnologies), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, los ratones se sacrificaron con una sobredosis de
pentobarbital sddico (2ml) (Pet’s Pharma USA). Posteriormente los cerebros se obtuvieron
y fijaron con PFA/PBS al 4% por 12 horas seguidos de lavados con agua destilada, y
sumergidos en alcohol al 70% para su proceso de deshidratacién y aclaramiento. Los cerebros
se colocaron en bloques de parafina, y se cortaron en rebanadas de 20 um con un micrétomo
(EcoShell), las rebanadas se montaron en portaobjetos (Figura 8). Los cerebros se
sumergieron dos veces durante 10 minutos en Xilol para su desparafinacion; seguido de bafios
de alcohol en concentraciones decreciente (100%, 96%, 80%, 50%), por 10 minutos cada
una. Solo el alcohol 100% tuvo 2 bafios. Posteriormente el tejido se sumergié durante 5
minutos en agua destilada seguido por una incubacién en solucién de violeta de cresilo al 0.1
% por 8 minutos. Los tejidos se lavaron dos veces por 10 minutos con agua destilada, etanol
100% vy xilol. Finalmente, los tejidos se cubrieron con una resina de montaje y un

cubreobjetos para su posterior analisis al microscopio.

La cuantificacion celular se realizé con el programa de ImageJ, tomando fotografias con un
aumento de 40X, se seleccionaron diferentes regiones del hipocampo de manera aleatoria y
se realizo el conteo con el programa de ImageFocus clasificando las células de acuerdo a la

forma de su cuerpo celular, identificando neuronas, astrocitos, microglias y oligodendrocitos.
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Figura 8. Representacion de un corte coronal de cerebro de raton C57BL/6J (izquierda);
representacion de las rebanadas para las tinciones de Nissl y Golgi (centro); y aumento del
hipocampo (derecha).

6.5 Cuantificacion de TSP-1 e IL-6

Los niveles de TSP-1 se determinaron para el hipocampo completo, a través de un ensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA, por sus siglas en inglés). Esta técnica se basa
en el uso de un antigeno o anticuerpo que son marcados con una enzima, dando como
resultado una actividad inmunoldgica y enzimética de los conjugados que se producen. La
reaccion antigeno-anticuerpo queda estable e inmdvil, esto da como resultado que sea facil
ser revelada mediante su adicion a un substrato especifico, el cual, al actuar, hace que la
enzima produzca un color facilmente observable y cuantificable mediante el
espectrofotdmetro. La intensidad del color es proporcional a la concentracion de la proteina
de interés. Brevemente los hipocampos previamente disectados se homogenizaron en un
buffer RIPA (50 mM Tris-HCL, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.5% Desoxicolato de
Sodio, 0.1% Dodecil Sulfato de Sodio con inhibidores de proteasas). EI homogenizado se
centrifugé a 14000 rpm por 30 minutos a 4°C para poder separar la fraccion soluble. Los
niveles de TSP-1 se determinaron mediante un kit comercial de ELISA para TSP-1 (R&D
system, Cat.DTSP10-KIT), de acuerdo al manual de instrucciones. Los niveles de TSP-1
fueron obtenidos a partir de una curva estandar de concentraciones conocidas de TSP-1 (7.81
ng/ml, 15.6 ng/ml, 31.3 ng/ml, 62.5 ng/ml, 125 ng/ml, 250 ng/ml y 500 ng/ml) en un lector
de microplatos iMark (BioRad) a una longitud de 450-530nm vy los resultados se expresan

como ng/ml (Garcia et al.,2010).
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Los niveles de IL-6 también se determinaron a partir de la region completa del hipocampo a
través de un kit comercial de ELISA (Mouse IL-6 RABO308- Kit, Sigma-Aldrich). La
expresion de los niveles de IL-6 se determind a partir de una curva estandar de
concentraciones conocidas de IL-6 (600 pg/ml, 200 pg/ml, 66.7 pg/ml, 62.5 ng/ml, 22.2
pg/ml, 7.4 pg/ml, 2.5 pg/ml y 0.82 pg/ml) en un lector de microplatos iMark (BioRad) a una

longitud de 450-490nm y los resultados se expresan como pg/ml.

6.6 Deteccion de microglia

La actividad de microglia se determiné mediante un Western Blott como se describe en Baron
Mendoza et al., (2018). Brevemente los hipocampos se homogenizaron en un buffer de lisis
con inhibidores de proteasas (10 mM Tris-HCI, 1 mM ditiotreitol, 30% glicerol, 1% Triton
X-100, 15 mM de azida de sodio, 1ImM EDTA, 2g/ml leupeptina, 2 g/ml aprotinina, 1 mM
PMSF). El homogenado se centrifugd a 15,000 rpm, 4 °C por 15 minutos y se conservo el
sobrenadante. Posteriormente las proteinas se separaron por electroforesis y transferidas a
membranas de nitrocelulosa marcadas con el anticuerpo anti-lba-1 (WAKO 019-19741) con
una dilucion de 1:500, el cual es un marcador especifico de microglia con un peso molecular
de 18 kDa (Doyle, Eidson, Sinkiewicz, & Murphy, 2017), y reveladas con un anticuerpo
secundario especifico a una dilucion de 1:500. (Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Alexa Fluor
594, ThermoFisher Scientific) con una dilucion de 1:500. Las membranas se observaron en
un equipo de quimioluminiscencia (Kodak Biomax Light Film). La densidad de las bandas

se realiz6 usando el programa ImageJ 1.45S (NIH).

7.7 Andlisis estadistico

El analisis estadistico se llevo a cabo a través de la aplicacion estadistica GraphPad Prism.
Utilizando una prueba de ANOVA, para muestras no paramétricas, para el analisis
comparativo entre grupos. La comparacion de los grupos control y experimental se realiz6
con una prueba T-Student para muestras relacionadas para el analisis entre la relacién de la
TSP-1 y microglia. Los niveles de significancia fueron establecidos con un valor de p < 0.05,

los resultados se expresaron como la media * error estandar.

33



7. Resultados

7.1 Densidad celular (Golgi)

Con el fin de identificar los diversos tipos celulares que se encontraban en el hipocampo del
raton C57BL/6J se realiz6 una tincion de Golgi. EI método de Golgi permite identificar
neuronas y células gliales (Ranjan, & Mallick, 2012) (Figura 9A). Para este analisis los
cerebros de ratones de 21 dias de edad fueron procesados por medio de una tincion de Golgi.
Se analizaron 30 rebanadas con un grosor de 75 um cada una por raton. La densidad celular
se llevd a cabo contando las células a un aumento de 40X en un area de 0.01mm? con un
método a ciegas para disminuir la influencia del observador sobre los resultados. Con este
método se pudo comprobar que hay una mayor cantidad de células neuronales que células
gliales (Figura 9B). Un analisis por tipo celular demostré que las neuronas representan el
62.90%, astrocitos el 37.09% y la microglia el 15.32% (Figura 9C). Estos datos en su
conjunto demuestran que con la impregnacion de Golgi las neuronas son el tipo celular con
mayor presencia en las regiones del hipocampo en comparacion de la glia, sin embargo, se

mantiene la proporcién de microglia.
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Figura 9. Densidad de neuronas y glia detectada con la tincion de Golgi. A) Corte coronal a través
del eje transversal del hipocampo, donde se observan los diferentes tipos celulares con la tincion de
Golgi: (N) Neurona, (A) Astrocito, (M) Microglia. Escala de la barra = 100 um. B) Total de células
nerviosas, (neuronas, 7.8 + 0.005; astrocitos/microglia, 6.3 £ 0.05). C) Tipo celular de observado en
las preparaciones hipocampales (neuronas= 7.8 + 0.005; astrocitos= 4.6 + 0.1; microglia= 1.9 +
0.003).
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7.2 Densidad celular (Nissl)

Con el objetivo de corroborar los diferentes tipos celulares encontrados con la impregnacion
de Golgi, se realizé un analisis de tipo celular a través de la tincion de Nissl. Se analizaron
30 rebanadas bien preservadas cada una por raton (Figura 10A). Un conteo celular se llevo a
cabo cuantificando las células hipocampales a un aumento de 40X en un area de 0.01mm?
con un método a ciegas para disminuir la influencia del observador sobre los resultados. Las
células fueron clasificadas de acuerdo a su didmetro y morfologia (Figura 10B) en neuronas

(N), astrocitos (A), microglia (M) y oligodendrocitos (O).

El anélisis cuantitativo demostré un nimero similar de neuronas y glia (Figura 10C), un
analisis mas detallado demostrd que los astrocitos, oligodendrocitos y microglia mantienen
la densidad celular descrita para las células gliales, siendo la microglia la menor poblacion

celular encontrada (Figura 10D).
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Figura 10. Densidad de neuronas y glia, detectada con la tincion de Nissl. A) Corte coronal a traves

del eje transversal del hipocampo, donde se observan las regiones CAl, CA2, CA3 y giro dentado

(GD) con la tincion de Nissl. B) Amplificacion del corte donde se muestran los diferentes tipos

celulares analizados con la tincion de Nissl: (N) Neurona, (A) Astrocito, (M) Microglia y (O)

Oligodendrocito. C) Total de neuronas y células gliales (neuronas= 27.6 + 0.06; astrocitos, microglia

y oligodendrocitos= 26.3 + 0.1). Escala de la barra = 100 um. D) Tipo celular observado (neuronas=
27.6 £ 0.06; astrocitos= 14.2 + 0.05; microglia= 3.1 + 0.1; oligodendrocitos = 9.05 + 0.04).
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7.3. El tratamiento con minociclina disminuyd los niveles de IL-6.

Con el fin de determinar la actividad inflamatoria de la microglia observada por la
impregnacion de Golgi y la tincion de Nissl, los ratones fueron inyectados con minociclina,
un inhibidor de la actividad de la microglia, y se cuantificaron los niveles de IL-6 (marcador
especifico de la actividad microglial), con un inmunoensayo ELISA. Los resultados
demostraron que la minociclina fue capaz de reducir mas de un 80% la secrecion de los
niveles de la IL-6, en comparacion con el grupo control (Control=4.43 £ 1.16 pg/ml; MyO=
0.43 + 0.06 pg/ml) (Figura 11), demostrando que la actividad microglial es inhibida con la

minociclina.
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Figura 11. Niveles de IL-6 en el hipocampo del raton C57/BL6. Los ratones con el tratamiento de
minociclina mostraron una disminucion significativa en los niveles de IL-6 en comparacion con el

grupo control (p= 0.0085), los datos son expresados como el promedio +* error estandar **p<0.05.
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7.4. La inhibicién de la microglia incremento los niveles de TSP-1

Con el fin de determinar si la inhibicion de la microglia podria afectar la secrecion de la TSP-
1, se cuantificaron los niveles de TSP-1 mediante un inmunoensayo de ELISA. Los
resultados demostraron que la inhibicion en la actividad de la microglia indujo un incremento
significativo en los niveles de TSP-1 comparado con los grupos control (Control= 48.65 £
3.08; MyO= 64.04 + 2.70 ng/ml) (Figura 12). Estos resultados sugieren que la microglia

podria modular la secrecion de la TSP-1.
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Figura 12. La inhibici6n de la microglia incrementa los niveles de TSP-1. Los ratones tratados con
minociclina presentaron un aumento significativo en los niveles de TSP-1 comparados con el grupo

control (p= 0.005), los datos fueron expresados como el promedio * error estandar **p<0.05.
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7.5 El tratamiento con minociclina no altero la expresion de Iba-1

Con el fin de demostrar indirectamente si la minociclina incide en la actividad de la microglia
en el hipocampo, que se piensa, puede estar involucrada en la secrecion de TSP-1, se realizo
un Western Blot (WB) en el hipocampo de ratones tratados con el antibidtico. Los resultados
mostraron que la minociclina produce una disminucion en la expresion de Iba-1, sin embargo,
esta reduccién no es estadisticamente significativa sugiriendo que la microglia permanece

intacta.
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Figura 13. El tratamiento con minociclina no altera la expresién de Iba-1. A) Expresion de la proteina
de Iba-1 en ratones inyectados con minociclina (MyO) y ratones control (Ctrl) el peso molecular es
expresado en kDa Las flechas muestran el peso molecular de Iba-1, tanto del grupo control como el
grupo de ratones tratados con MyO. B) La cuantificacion de la expresion de Iba-1 en los ratones
tratados con minociclina no presentd una disminucién significativa en la cantidad expresada de Iba-
1 comparados con el grupo control (p= 0.052) los datos fueron expresados como el promedio + error
estandar *p<0.05.

Iba-1 Tubulina Iba-1/Tub
1 Ctrl 39550,238 53572,066 0,738262325
1 MyO 30103,116 36087,581 0,8341682974
2 Ctrl 18221,409 26694,217 0,6825976203
2 MyO 38528,459 35338,045 1,090282697
3 Ctrl 38326,288 12642,489 3,031546082
3 MyO 32266,288 38654,51 0,8347354034
4 Ctrl 29396,752 45524,167 0,6457394816
4 MyO 50477,61 53045,267 0,951594984

8. Discusioén

En el presente trabajo se tratd de ver la relacion que existe entre la actividad de la microglia
y la expresion de los niveles de TSP-1. Se logro identificar a la microglia en el hipocampo
del raton C57BL/6J a través de la impregnacion de Golgi y la tincion de Nissl. Ambas
tinciones pueden identificar el tipo celular, la técnica de Nissl en funcién del diametro del
nacleo de la célula, y la impregnacion de Golgi por medio de la morfologia, mostrando
informacién sobre la densidad y morfologia de las neuronas, astrocitos, microglia y
oligodendrocitos. Los resultados mostraron que la densidad de células neuronales y células
gliales en el hipocampo de raton, es similar con la tincion de Nissl, y el nUmero de neuronas
es mayor con Golgi; resultados similares han sido publicados por VVon Bartheld (2016). Sin
embargo, en el caso de la tincién de Golgi, no se pudo comprobar la morfologia de los
oligodendrocitos, probablemente por el tiempo de exposicién al que fueron sometidos los
cerebros, por lo que se omitio en el conteo celular, tomando en cuenta solo a neuronas,
astrocitos y microglias. Como se muestra en la figura 9 y en la figura 10, con ambos métodos

se confirmo que la microglia pertenece a la poblacién con menor presencia de las células

41



gliales, lo cual coincide con datos previamente reportados (Béchade, et al., 2013). Estas
técnicas fueron utiles para distinguir entre los tipos celulares y comprobar que en el
hipocampo de los ratones estuviera presente la microglia.

La actividad de la microglia resulta muy relevante en regiones como el hipocampo, dado que
la microglia participa activamente en la neurogénesis del hipocampo adulto y la funcion
cognitiva y conductual (Gemma & Bachstetter, 2013). Durante la neurogénesis del
hipocampo en adultos, la mayoria de las células recién nacidas se someten a apoptosis y son
fagocitadas rapidamente por la microglia residente para prevenir el desbordamiento de su
contenido intracelular (Gebara, Sultan, Kocher-braissant, & Toni, 2013). Sin embargo,
posteriormente, la microglia fagocitica reprogramada actGa como un sensor de la muerte
celular local, modulando el equilibrio entre la proliferacion celular y la supervivencia celular
en el nicho neurogeénico, lo que apoya el mantenimiento a largo plazo de la neurogénesis del
hipocampo adulto (Diaz-Aparicio et al., 2019).

Ademés se ha visto que, procesos de la microglia pueden experimentan cambios
significativos en el nimero y la distribucion espacial de acuerdo con los diferentes estados
funcionales de las células gliales en la region del hipocampo CA1 de ratas jovenes durante

inflamacion cronica (Nosi, Lana, Grazia, & Giovanni, 2016).

Con el fin de demostrar si en nuestras condiciones experimentales, la microglia sufria de
cambios en su actividad, se realiz6 una inhibicidn de esta con minociclina. La minociclina es
conocida por su accién inhibitoria en la actividad de la microglia, principalmente atenuando
la induccion de la expresion de marcadores de microglia M1, los cuales estan involucrados
en funciones proinflamatorias (Kobayashi, 2013). Para mostrar la funcionalidad del farmaco,
se midieron los niveles de IL-6 (Figura 11), la cual es una citocina proinflamatoria, conocida
como un indicador para detectar la actividad microglial (Garner, 2018), los resultados
mostraron una disminucion significativa en los niveles de IL-6, comprobando el efecto de la
minociclina sobre la actividad de la microglia. El siguiente objetivo fue tratar de demostrar
si lamicroglia estaba implicada en la secrecion de TSP-1, para lo cual se midieron los niveles
de TSP-1 en presencia de minociclina. Nuestros resultados mostraron que la microglia podria

estar modulando la secrecion de TSP-1 (Figura 12).
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Enel SNC, la TSP-1 es expresada y sintetizada por los astrocitos, quienes pertenecen al grupo
de células gliales, su expresion participa en diversos procesos como: la proliferacion y
diferenciacion de las células progenitoras neurales (Lu & Kipnis, 1999); la migracion y
adhesion neuronal (Eroglu et al., 2010); el crecimiento de neuritas (Osterhout, Frazier, &
Higgins, 1991; Shea, 1990; Yu, Chung, Deo, Thompson, & Turner, 2008); la regulacion de
sinaptogénesis y espinogénesis (Christopherson et al., 2005; Crawford, Xiaoping Jiang,
Amanda Taylor, 2013; Eroglu et al., 2010; Hughes, Elmariah, & Balice-gordon, 2011,
Dorostkar, Zou, Llorca, & Herms, 2015). A pesar de la mayoria de las evidencias que sefiala
que los astrocitos son los principales secretores de-TSP-1 en el cerebro, algunos estudios han
propuesto que la TSP-1 puede ser expresada por la microglia durante los primeros estadios
del desarrollo (Chamak, 1994, 1995), funcionando probablemente para inducir la
sinaptogénesis y espinogénesis (Christopherson et al., 2005; Garcia et al., 2010), asi como
eliminar el debris celular inducido por la poda neuronal (Verney et al., 2010; Fuentes 2016).
Adicionalmente se ha observado la expresién de la TSP-1 en microglia en modelos
degeneracion microvascular retiniana (Rivera et al., 2017) y en la conversion del TGF-

latente en su forma activa, que se considera inhibidora inmune (Zamiri et al., 2004).

Nuestro estudio demuestra por primera vez que en el hipocampo del ratén la microglia podria
estar implicada en la modulacion de la secrecion de TSP-1, ya que los resultados demostraron
que la inhibicion en la actividad de la microglia indujo un incremento significativo en los
niveles de TSP-1 comparado con los grupos control (Figura 12). En este sentido otros
estudios in vivo han sefialado que los macréfagos tienen la capacidad de producir TSP-1
(Kern, 2014; Lee, Saxena, & Frunza, 2015), en respuesta de algin tipo de lesion
(Kermorvant-duchemin et al., 2005), aumentando los niveles de TPS-1 en los vasos de ratas
(Stenina et al., 2003) y células progenitoras endoteliales (Tie et al., 2014). La expresion de
la TSP-1 es esencial para mantener este tipo de respuesta inmune, gracias a su papel en la
produccién de interleucinas como la IL-10, que ayudan a la regulacion local de una respuesta
inmunoldgica inflamatoria (Ng, Turpie, & Masli, 2009; Zamiri, Masli, Kitaichi, Taylor, &
Streilein, 2004). Durante el desarrollo del SNC, los macréfagos en su estado activo liberan

TSP-1, promoviendo el crecimiento de neuritas (Chamak, Morandi, & Mallat, 1994), y
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apoyando la funcion antiinflamatoria (Ng et al., 2009; Zamiri et al., 2004), la microglia
pudiera estar monitoreando de manera constante el estado inmunoldgico del cerebro, ante un
evento de dafio, podria mandar una sefial que ayudara a mantener altos niveles de TSP-1
junto con la TSP-1 secretada por los astrocitos para evitar la pérdida de sinapsis. En este
sentido la interacciones microglia-astrocitos empiezan a recibir atencién por la comunidad
cientifica (Jha, Jo, Kim, Suk, 2019; Vainchtein & Molofsky et al., 2020)

Para demostrar que el efecto de la minociclina sobre la secrecion de la TSP-1, no se debia a
un dafo del antibiotico sobre las células microgliales se midio la expresion de la proteina
Iba-1, la cual esta restringida a microglia (Imai, Ibata, Ito, Ohsawa, & Kohsaka, 1996). Los
resultados mostraron que, aunque los ratones que fueron inyectados con minociclina
expresaron una menor cantidad de la proteina de Iba-1 esta disminucion no fue
estadisticamente significativa (Figura 13), sugiriendo que la microglia no sufre de cambios
en su actividad y que la secrecién de TSP-1 e IL-6 es un efecto de la inhibicion de la

microglia.
Estos resultados en su conjunto sugieren que la microglia puede estar en la modulacion de la

expresion y secrecion de TSP-1. Estudios en curso son realizados para conocer el papel que
tiene la microglia y la TSP-1 en procesos de inflamacién en el cerebro.
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9. Conclusiones

1. El nimero de células obtenido por la tincion de Nissl, muestra una densidad similar
de neuronas y células gliales, mientras que en la tincién de Golgi se observa un mayor
numero de neuronas con respecto a las células gliales, lo cual coincide con la teoria
previa revisada y permite identificar a la microglia entre los diferentes tipos celulares
en el hipocampo.

2. Tanto la tincion de Nissl como la impregnacion de Golgi demostraron que la

microglia es la poblacién celular més pequefia del hipocampo de ratén.

3. Lainhibicion de la microglia por minociclina produce una disminucion en los niveles

de IL-6 y un incremento en los niveles de TSP-1.

4. La minociclina no afecta de manera significativa la expresion de marcadores de la

microglia (Iba-1)

5. Los datos en su conjunto sugieren que la microglia puede modular la expresion de los
niveles de TSP-1.
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