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Abreviaciones

Termino en espanol Abreviacion  Termino en inglés

Sistema nervioso central CNS Central nervous system

Enfermedad de Alzheimer EA Alzheimer’s disease

Enfermedad de Alzheimer familiar FAD Familial Alzheimer’s disease

Enfermedad de Alzheimer de aparicion EOAD Early onset Alzheimer’s disease

temprana

Enfermedad de Alzheimer de aparicion tardia LOAD Late onset Alzheimer’s disease

Reaccion en cadena de polimerasa PCR Polymerase chain reaction

Patrones moleculares asociados a patogenos PAMPs Pathogen-associated molecular
patterns

Patrones moleculares asociados a dafio DAMPs Damage-associated molecular patterns

Receptores de potencial transitorio TRPs Transient receptor potential

Ganglio trigeminal TG Tigeminal ganglia

Ganglio de la raiz dorsal DRG Dorsal root ganglia

Lipopolisacéarido LPS Lipopolysaccharide

Sistema nervioso periferico PNS Peripheral nervous system

Estudio de asociacion a escala gendminca GWAS Genome-wide association study




Resumen

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa de alta incidencia entre la poblacion
de adultos mayores y por lo tanto representa un importante problema de salud publica a nivel global. Las
lesiones histopatol6gicas caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer, ovillos neurofibrilares y placas
neuriticas, se asocian con pérdida neuronal y con el establecimiento de un estado inflamatorio sostenido
en el cerebro. Las células de la microglia son reguladores centrales de la respuesta inflamatoria en el
sistema nervioso; en el estado basal vigilan constantemente el parénquima cerebral identificando sefiales
de dafo o patégenos, desencadenando una respuesta a fin de contener y reparar el dafio al tejido. En
la enfermedad de Alzheimer existen alteraciones particulares al fenotipo microglial que resultan en una
incapacidad fisioldgica de contender con la progresion de la enfermedad. Adicionalmente, se establece
un fenotipo proinflamatorio sostenido que contribuye a la neurodegeneracién y la deposicién de placa
amiloide. Consistente con esto, ratones suprimidos de sefales proinflamatorias o administrados con
agentes antiinflamatorios, son resistentes al desarrollo del déficit cognitivo en modelos murinos de la
enfermedad de Alzheimer.

Parte de las funciones de la microglia en condiciones homeostéticas y de enfermedad dependen de me-
canismos mediados por Ca’T. Estas células expresan canales permeables a Ca®* en endomembranas
y la membrana plasmética; tanto en el cerebro como en condiciones de cultivo in vitro, presentan eventos
transitorios de Ca®* de forma espontanea.

El canal cationico TRPV1 es un receptor polimodal implicado en procesos sensoriales y cuya regulacion
en el contexto de una respuesta inflamatoria ha sido extensamente implicado en el desarrollo de padeci-
mientos de dolor en el sistema nervioso periférico. TRPV1 facilita la entrada de ca’", promoviendo una
respuesta nerviosa a través de vias de sefalizacion dependientes de Ca’t. Aunque TRPV1 se expresa
ampliamente en el sistema nervioso central, la contribucion de la inflamacién a la regulacién funcional
del canal en este contexto no ha sido extensamente estudiada. El modelo murino knockout para TRPV1
es resistente al desarrollo de dolor en un contexto inflamatorio, y en el cerebro la microglia presenta un
fenotipo anti-inflamatorio. Recientemente se ha reportado a KChIP3, una proteina sensora de Ca’*t y
modulador de la actividad de canales de potasio de la familia Kv4 y presenilinas, como un regulador de
TRPV1. Estudios recientes en nuestro laboratorio indican que el fenotipo del raton knockout de KChIP3
muestra importantes similitudes con el fenotipo del ratén knockout para TRPV1 reportado en la literatura.
En particular, la ausencia de TRPV1 o de KChIP3 en modelos murinos de la enfermedad de Alzheimer
conlleva a un mejor desempefo en pruebas cognitivas. Esto sugiere que TRPV1 y KChIP3 participan en
un mecanismo fisiopatoldgico similar en el contexto neuroinflamatorio de la enfermedad de Alzheimer y
relacionado con la homeostasis intracelular de Ca®* en la microglia.

Por lo anterior, en el presente trabajo se estudio la contribucién de TRPV1 sobre los fenbmenos neu-
roinflamatorios asociados a la enfermedad de Alzheimer, asi como la relevancia de la interaccién entre
KChIP3 y TRPV1 en la regulacion del fenotipo microglial. Para evaluar la expresién y distribucion de
TRPV1 en el sistema nervioso central se realizaron ensayos de RT-PCR y de western blot. Los datos
preliminares obtenidos sugieren que TRPV1 se expresa en niveles bajos en distintas regiones del siste-
ma nervioso central.

La microglia juega un papel central en procesos neuroinflamatorios. Ademas, reportes previos indican
la expresion microglial de TRPV1. Por tanto, evaluamos la expresion de TRPV1 en cultivos primarios
enriquecidos en microglia; encontramos niveles bajos del transcrito por ensayos de RT-PCR; sin embar-
go, la proteina de TRPV1 se detecté Unicamente cuando las células fueron sometidas a un esquema de
activacion inflamatoria con PMA, lo que sugiere una asociacion entre la expresion de TRPV1 y el estado
de activacion microglial.

Dado que las consecuencias fisioldgicas de TRPV1 dependen del ensamblado de un canal funcional
sobre la membrana, se realizaron experimentos de imagenologia de Ca?" con Fluo-4 para identificar



incrementos de Ca" intracelular en cultivos microgliales en respuesta al agonista canénico del canal
de TRPV1, capsaicina. Los datos preliminares obtenidos sugieren la presencia de una subpoblacion muy
pequefia de células TRPV1™ en cultivo. Lo anterior es consistente con los niveles bajos de expresion
encontrados tanto a nivel del tejido nervioso como en cultivo primario de microglia. Interesantemente,
cuando las células son pre-tratadas con LPS o PMA, se observa una desregulacion de los eventos
espontaneos de ca’t, lo que sugiere alteraciones a nivel de pozas intracelulares de Ca®*. Estos resul-
tados son consistentes con estudios previos que muestran que la microglia en condiciones inflamatorias
y en cercana asociacion con placas seniles en la enfermedad de Alzheimer presentan alteraciones en
la dinamica de flujos de Ca?". El consenso en la literatura indica que en condiciones inflamatorias se
incrementa la frecuencia de eventos espontaneos de Cat microgliales; sin embargo, diferencias expe-
rimentales pueden ser responsables el dato contrario obtenido en nuestros resultados. Considerando la
relevancia neuroinflamatoria y la asociacion funcional reportadas para TRPV1 y KChIP3, se realizaron
ensayos tipo western blot a partir de tejidos de los modelos 5xFAD(modelo transgénico de la enferme-
dad de Alzheimer) y KChIP3#"0ckout opservamos niveles ligeramente reducidos de TRPV1 en el raton
KChiIP3knockout on una dinamica contraria en el KChIPgknockout.5yeap .

Conclusiones: Los estudios publicados difieren considerablemente respecto en los patrones de inmu-
norreactividad y deteccion del transcrito de TRPV1. En conjunto los datos aqui mostrados aportan evi-
dencias a la controversia que existe sobre la expresion y relevancia fisiolégica de TRPV1 en el sistema
nervioso central y, en particular en la microglia. Aunque preliminares, estos resultados son consistentes
con niveles bajos de expresién de TRPV1 en el sistema nervioso central y la microglia. Los niveles bajos
de TRPV1 parecen resultar de la expresion del canal solamente sobre una poblacién minoritaria de célu-
las de la microglia. Sin embargo, esto no descarta la relevancia fisiol6gica de esta subpoblacién pequefia
de células ni la contribucion de TRPV1 a la regulacion neuroinflamatoria en el contexto de la enfermedad
de Alzheimer. También surge la posibilidad de que el fenotipo antinflamatorio y neuroprotector asociado
con la ausencia de TRPV1 en el ratdbn knockout resulte, ademas de los escasos elementos del sistema
nervioso central con expresion de este canal, de células periféricas donde la expresion de TRPV1 es
mas prominente. El caso de TRPV1 podria ejemplificar la importancia de proteinas con bajos niveles
para definir subpoblaciones biolégicamente relevantes. Las tecnologias emergentes de analisis a nivel
de célula unica han permitido elucidar con gran detalle las poblaciones microgliales definidas por genes
altamente expresados, sin embargo, la relevancia de genes con baja expresién para definir subpobla-
ciones o matizar subpoblaciones predefinidas permanece como una pregunta abierta con importantes
retos técnicos.



Introduccién y antecedentes

Envejecimiento y la salud

La combinacion de los avances tecnoldgicos y cambios al estilo de vida, han resultado en un dramatico
incremento en la expectativa de vida. En paises industrializados y en vias de desarrollo se espera que
la proporcion de la poblacion mayor a 65 afios de edad se incremente durante los siguientes 20 afios,
siguiendo la tendencia de la Ultima década (Jaul y Barron, 2017). Estos cambios en la expectativa y
calidad de vida asequible en edades avanzadas han despertado un gran interés para el entendimiento
de los mecanismos bioldgicos involucrados en el envejecimiento y enfermedades relacionadas a este
proceso.

Actualmente muchas de las enfermedades de mayor prevalencia en la poblacion comparten una corre-
lacion positiva entre su incidencia y la edad. Por lo tanto, resulta clara la relacién entre el envejecimiento
y la mayor vulnerabilidad para el desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas, o incluso la con-
ceptualizacién del envejecimiento como una patologia crénica per se. Las enfermedades cronicas, sin
embargo, no son una consecuencia inescapable del envejecimiento (Fulop et al., 2019), de forma que los
mecanismos fisioldégicos del envejecimiento representan factores de riesgo que podrian ser blancos de
modulaciéon para el control de patologias diversas. El dafo oxidativo, la senescencia celular, y cambios
en la expresion génica, han sido propuestos como mecanismos acumulativos subyacentes al proceso
de envejecimiento en el organismo y que contribuyen al desarrollo de enfermedades cronicas (Chandran
et al., 2019). Todos estos mecanismos impactan sobre los procesos de regulacidén del sistema inmune,
que a su vez se han implicado en multiples enfermedades de caracter crénico-degenerativo(Franceschi
y Campisi, 2014).

Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad cronico-neurodegenerativa que afecta al sistema
nervioso central (CNS) y resulta de gran importancia desde una perspectiva de la salud publica por
su elevada prevalencia en la poblacién (Reitz y Mayeux, 2014). Los pacientes afectados tipicamente
sufren una pérdida progresiva de sus capacidades cognitivas y de memoria, pérdida de capacidades
visuoespaciales, y trastornos del comportamiento (Cummings y Zarit, 1987; Erkkinen et al., 2017). Esta
sintomatologia, en conjunto, contribuye a la pérdida de las capacidades cognitivas del paciente, de forma
que se ve drasticamente afectada su calidad de vida asi como la de sus familiares.

La creciente incidencia de la EA y los costos implicados en su atencién por los servicios de salud resaltan
la importancia de esta enfermedad como un problema prioritario en materia de salud publica. El Alzheimer
es la causa mas comun de demencia senil en la poblacion, con el 70% de los casos de demencia estando
asociados con esta patologia, y proyecciones indican que existen actualmente alrededor de 50 millones
de personas afectadas por la EA (Christina Patterson, 2018).

Actualmente no existe una cura para la EA, los Unicos medicamentos apropiados para la enfermedad
estan solo enfocados en la atenuacion de la sintomatologia con fines paliativos, y multiples estrategias
terapéuticas disefiadas para contender con la enfermedad han fracasado en ensayos preclinicos y cli-
nicos (Graham et al., 2017). Por lo tanto, el elucidar los mecanismos fisiopatol6gicos subyacentes a la
enfermedad, la caracterizacion del desarrollo de la patologia, la identificacion de factores de riesgo y
etiologicos, y el desarrollo de estrategias novedosas para el tratamiento de la enfermedad, son areas de
interés prioritario en el campo biomédico.

Fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer

Los trabajos de Alois Alzheimer produjeron la primera descripcidn clinica-patologica de una paciente afec-
tada por demencia. El analisis post-mortem del cerebro de esta paciente reveld atrofia generalizada en el



cerebro, asi como la presencia de agregados proteicos visualizables mediante microscopia (Stelzmann
et al., 1995).

Actualmente la descripcion histopatolégica de la enfermedad se basa en la presencia y abundancia de
agregados extracelulares de péptido [-amiloide (JA) en el parénquima cerebral (placa amiloide), asi
como de agregados intracelulares de proteina Tau hiperfosforilada en el interior de las neuronas (ovillos
neurofibrilares o NFTs) (Braak y Braak, 1991; Serrano-Pozo et al., 2011). Biogquimicamente, tambien se
observan niveles elevados de péptido SA y proteina Tau fosforilada, lo que sugiere que la acumulacion
y agregacion de estos productos en el cerebro constituyen eventos importantes para el desarrollo de la
enfermedad.

El modelo de la cascada amiloide. El andlisis de la ruta bioquimica para la generacion del péptido
[BA revelé que éste es generado mediante procesamiento proteolitico “amiloidogenico” de la proteina
precursora amiloide (amyloid precursor protein, APP). Inicialmente la APP es escindida por la enzima
[-secretasa dando lugar a un péptido soluble (APP[3) en el exterior de la célula y el fragmento C99
anclado a la membrana; Este producto sirve a su vez como sustrato del complejo enziméatico de la -
secretasa dando lugar al péptido SA(Graham et al., 2017). El péptido A es propenso a la formacion
de oligbmeros solubles y agregacién en placas insolubles que se depositan en el parénquima cerebral,
estas formas pueden verse acumuladas con la edad y aparentemente se asocian con cierta toxicidad que
puede contribuir al deterioro funcional (G. Bitan et al., 2003; Gal Bitan et al., 2003; Lesne et al., 2013).

Casos raros de la EA, ocurren en edades tempranas (EOAD) y habitualmente siguen un patrén de he-
rencia autosémico dominante (enfermedad de Alzheimer familiar, FAD). Estas formas de la enfermedad
son directamente atribuibles a mutaciones genéticas que resultan en un mayor procesamiento amiloido-
génico de la APP y generacion de péptido A, esta evidencia implica que, al menos para estos casos,
la desregulacion de la biogénesis de péptido A es suficiente para producir una patologia neurodegene-
rativa que afecta de manera adversa las capacidades cognitivas de los sujetos afectados (Shea et al.,
2016).

En modelos animales murinos la insercién de la secuencias humanas que codifican las proteinas mu-
tantes asociadas con FAD (APP, presenilina 1, y presenilina 2) resulta en un cuadro neuropatol6gico
progresivo que recapitula algunos de los elementos clave de la EA como son la deposicion exacerbada
de péptido SA en placa amiloide; el déficit en la capacidad de aprendizaje y memoria de los animales,
en pruebas conductuales de aprendizaje y memoria como el laberinto acuatico de Morris y la prueba de
reconocimiento de objetos novedosos (Hall y Roberson, 2012; Neha et al., 2014; Oakley et al., 2006).

De acuerdo con el modelo de la cascada amiloide, la acumulacion de peptido SA resultante de la desre-
gulacion de la biogénesis de la proteina APP, asi como de las funciones de los complejos 3y -y secretasa
resultan en la oligomerizacién del péptido y su agregacién en formas insolubles con efectos neurotdxicos.
Este insulto inicial desencadena consecuentemente otros fenédmenos incluyendo la hiperfosforilacion de
Tau, la formacion de NFTs, la muerte neuronal y en general la disfuncién del CNS (Heppner et al., 2015;
Karran et al., 2011). El modelo de la cascada amiloide coloca la generacion exacerbada de péptido A
como un factor crucial para dar inicio a los eventos fisiopatologicos rio abajo que producen la gama com-
pleta de consecuencias funcionales y manifestaciones clinicas de la enfermedad (Karran et al., 2011).

Aunque la genética de la forma familiar de la EA es consistente con el modelo de la cascada amiloide
0 una variante de este, esto no es necesariamente generalizable al andlisis de la forma esporadica de
la enfermedad que representa la gran mayoria de los casos. Actualmente multiples lineas de evidencia
apuntan hacia un modelo fisiopatolégico y etiolégico de muy elevada complejidad para la forma espo-
radica de la EA, el cual seguira evolucionando en afios proximos. Sin embargo, la histopatologia de la
EA, donde la acumulaciéon de grandes cantidades de péptido A y la deposicion de placa amiloide son
elementos caracteristicos, sugiere un papel relevante del péptido A y de los mecanismos de amiloido-
génesis dentro de la patofisioligia de la enfermedad y la progresion del cuadro clinico. Lo anterior resalta



la relevancia del uso de modelos animales basados en la genética de la forma familiar de la EA, en la
investigacion de los mecanismos asociados con la EA.

Modelos etiolégicos complementarios y alternativos Resulta importante destacar que los casos de
FAD son raros, representando solo el 1% de los pacientes diagnosticados con la EA, por lo que para la
gran mayoria de los casos la etiologia de la enfermedad se encuentra indeterminada y probablemente
resulta de una compleja interaccién entre factores genéticos y variables relacionadas con el ambiente y
estilo de vida de las personas (Reitz y Mayeux, 2014).

La abundancia de casos en los que cantidades considerables de deposicion de placa amiloide pueden
ser detectadas, ya sea por deteccion in-vivo mediante PET (Johnson et al., 2012), o el analisis histol6-
gico post-mortem en pacientes cognitivamente intactos, asi como lo aprendido por ensayos clinicos en
los que la eliminacion farmacol6gica de péptido amiloide es insuficiente para recuperar las capacidades
cognitivas en pacientes con demencia, y otras lineas de evidencia ampliamente discutidas en la literatura
(Castellani y Smith, 2011), sugieren fuertemente que la deposicion del péptido amiloide, por si solo, es
insuficiente para explicar el cuadro fisiopatoldgico de la EA en su totalidad, e implica que el modelo de la
cascada amiloide esta limitado en cuanto a su alcance para la descripcion de la EA tal como afecta a la
gran mayoria de los pacientes. Distintos modelos han sido propuestos como alternativos o complementa-
rios a la cascada amiloide. Entre estos se incluyen modelos basados en la desregulacion metabdlica con
déficit glucolitico en el CNS (Grieb, 2016), modelos relacionados a la presencia de agentes infecciosos
(Dominy et al., 2019) y modelos relacionados a la desregulacion de la homeostasis de Ca%* (Supnet y
Bezprozvanny, 2010), entre otros.

En resumen, existen numerosas lineas de evidencia que sugieren la participacion de multiples y diversos
mecanismos bioldgicos que contribuyen a la fisiopatologia y etiologia de la EA. Aunque el desarrollo de un
modelo etiolbgico completo permanece como una pregunta abierta a la comunidad cientifica, la evidencia
existente fuertemente apunta a la contribucion simultdnea de multiples mecanismos tanto sistémicos
como especificos del CNS y su progresiva desregulacién con la edad; todo esto sumado a la presencia de
factores genéticos de riesgo pudiera ayudar a explicar forma aparentemente esporadica en que aparecen
los signos de la EA.

La multiplicidad de factores de riesgo mencionados anteriormente comparten una asociacion importante
con mecanismos inflamatorios, tanto a nivel sistémico como especificamente en el CNS. Esto plantea
la hipétesis de que los procesos inflamatorios exacerbados representan un componente importante en
los procesos fisiopatologicos involucrados en el desarrollo de la EA y sugiere una asociacion etiol6gica
(Heneka et al., 2015).

Neuroinflamacion y Microglia

La barrera hematoencefalica mantiene al parénquima cerebral mayormente aislado de los elementos
celulares y humorales del sistema inmune que actian en la periferia, de esto se deriva la descripcién
del CNS como un sitio de “privilegio inmunitario”, es decir se trata de un tejido carente de una respuesta
inmune “tipica” (Muldoon et al., 2013).

En la actualidad existe una amplia descripcion de los mecanismos inmunologicos particulares del CNS
(Carson et al., 2006). Estos mecanismos permiten una adecuada respuesta a dafio y control de infeccio-
nes, y dependen tanto de contribuciones reguladas de elementos inmunes periféricos como de funciones
propias de CNS. Tanto las neuronas como distintos tipos celulares gliales son capaces de ejercer accio-
nes de tipo inmune, sensando la presencia de DAMPs y PAMPs en el CNS, y produciendo sefales
inflamatorias en respuesta (L. Tian et al., 2012). La actividad neuronal también tiene consecuencias en
la activacién inmune en el sistema nervioso (inflamacion neurogénica) a través de la liberacién de neu-
rotransmisores (Talbot et al., 2016; Xanthos y Sandkiihler, 2014). Esto implica que los fenédmenos de



inflamacién en el CNS, mas alla de una aberracion, constituyen un elemento integral de la fisiologia del
organismo.

La microglia cumple un papel inmunoldgico importante en el cerebro, fungiendo el papel de macrofagos
residentes del CNS (Kettenmann et al., 2011). Estas células efectian papeles de vigilancia inmunolégica
(Nayak et al., 2014), fagocitosis (Janda et al., 2018), y en general regulacion de la respuesta inflamatoria.
Estas células ejercen también un papel importante para el desarrollo del sistema nervioso y en la regula-
cion de funciones neuronales mediante la eliminacion selectiva y actividad-dependiente de las espinas
dendriticas y sinapsis, asi como de células apoptéticas (Brown y Neher, 2014; Cowan y Petri, 2018), y
la modulacion de la excitabilidad neuronal (Klapal et al., 2016).

Dado el amplio panorama de receptores de DAMPs y PAMPs expresados por la microglia (Hickman
et al., 2013), estas células son altamente eficientes en la respuesta a insultos, incluyendo dafio tisular
agudo, isquemia, e infeccién. En el estado en reposo, las células presentan una morfologia altamente
arborizada, con procesos alargados que abarcan una region discreta del parénquima cerebral y ejecutan
un papel de vigilancia; La activaciéon microglial propicia una morfologia ameboide carente de procesos
finos y alargados, también se estimula la migracion direccional, la expresion de mediadores inflamatorios,
la fagocitosis y la generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (Kettenmann et al., 2011).

Tradicionalmente la descripcién del fenotipo microglial se ha dado, por analogia con los macrofagos en
la periferia, como la distincidén dicotémica entre los estados activados M1 (o activacion clasica), asociado
con funciones proinflamatorias relacionadas a la respuesta inmune elicitada por la deteccién de DAMPs
o0 PAMPs, y el estado M2 (o alternativamente activado), relacionado con la produccion de citocinas anti-
inflamatorias relacionadas con la regulacién negativa de la respuesta inmune y el mantenimiento de la
homeostasis (Michell-Robinson et al., 2015).

Un gran volumen de trabajo reciente ha revelado una mayor complejidad en el fenotipo microglial, agre-
gado profundidad al entendimiento de estas células, y revelando la limitada utilidad del modelo M1/M2
(Ransohoff, 2016). El consenso actual en el campo es que el panorama de posibles fenotipos microgliales
es amplio e incluye subtipos comunes encontrados en condiciones de homeostasis, asi como fenotipos
particulares asociados con patologias que afectan al CNS (H. E. Hirbec et al., 2017). El paradigma emer-
gente sobre las células de la microglia es el de un tipo celular altamente dinamico y dependiente del
microambiente en el que las células se encuentran insertadas (Gosselin et al., 2017).

Las células microgliales in vivo dependen de la constante sefializacion en su microambiente dentro del
CNS. El bloqueo de la senalizacion por CSF-1 es suficiente para mermar la poblacién microglial en el
cerebro (Elmore et al., 2014; Spangenberg et al., 2019), y la sefializacion a través de TGF-[3 también ha
sido caracterizada como indispensable en el desarrollo de la microglia y la modulacién de su actividad in
vivo (Butovsky et al., 2014; De Simone et al., 2007; Utz et al., 2020). En condiciones in vitro en ausencia
de suero, la presencia de estos dos factores ademas de colesterol es indispensable para la supervivencia
de cultivos microgliales primarios de alta pureza, mientras que en el cerebro o en condiciones de cultivo
glial mixto la astroglia es capaz de proporcionar estos componentes al medio (Bohlen et al., 2017). Mien-
tras que macro6fagos insertados al parénquima cerebral adquieren un fenotipo méas proximo al microglial,
estas células no presentan firma transcriptémica que caracteriza a la microglia in-situ, destacando la im-
portancia conjunta de la ontogenia de las células y de la sefializacidén contextual para el establecimiento
del fenotipo (Hinze y Stolzing, 2011).

En los dltimos afios, multiples trabajos basados en el uso de técnicas de transcriptémica con resolucion
de célula Unica realizados sobre el cerebro, y en particular sobre la microglia proveen de una visibn mas
clara sobre la alta diversidad transcriptdmica encontrada en la poblacion microglial y el caracter dinamico
de este perfil. Entre los factores que contribuyen a la definicién del fenotipo microglial se incluyen el mi-
crobioma (Thion et al., 2018), el sexo Guneykaya et al. (2018), edad (Hammond et al., 2019), region del
cerebro (Van Hove et al., 2019), asi como el contexto fisiopatolégico (Farhadian et al., 2018; H. Hirbec
et al., 2018; Keren-Shaul et al., 2017; Tay et al., 2018). De estos trabajos también se destaca la importan-
cia de subconjuntos poco abundantes de células microgliales que surgen en contextos fisiopatolégicos



especificos con un fuerte impacto sobre las funciones del CNS.

Aunque las células de la microglia son esenciales para el mantenimiento de la homeostasis en el sistema
nervioso; en distintos contextos, incluyendo des6rdenes neurodegenerativos, desérdenes neuropsiquia-
tricos, y lesiones traumaticas, se han caracterizado efectos detrimentales que resultan de la desregula-
cion de las funciones microgliales (Colonna y Butovsky, 2017; H. E. Hirbec et al., 2017; Prinz y Priller,
2014). Esta caracteristica de “arma de doble filo” de la microglia resalta la importancia de la comprensién
de las sefiales y mecanismos involucrados en la regulacion fisiopatologica de las funciones microgliales,
incluyendo a aquellas presentes solo en subpoblaciones minoritarias, a fin de disefiar estrategias que
permitan dirigir el fenotipo microglial para combatir a enfermedades que afectan al CNS y minimizar los
efectos adversos de los procesos neuroinflamatorios.

El componente inflamatorio de la enfermedad de Alzheimer

Desde la descripcion inicial de la enfermedad homénima, Alzheimer identific alteraciones morfolégicas
en el cerebro afectado consistentes con reactividad glial (Stelzmann et al., 1995). Estas observaciones
fueron corroboradas y refinadas posteriormente por Pio del Rio Hortega con la descripcion morfoldgica
y funcional de las células de la microglia (Sierra et al., 2016). Actualmente se consideran a los procesos
neuroinflamatorios como factores inherentes de la EA y que contribuyen de forma importante al cuadro
neuropatolégico.

Tanto en pacientes que presentan deterioro cognitivo leve (MCI) (a menudo considerado como una ma-
nifestacion preclinica de la EA), como en mdltiples modelos animales de la EA, la neuroinflamacion se
presenta como un evento temprano que precede, incluso a la deposicion de placa amiloide (Heneka
et al., 2015). Multiples trabajos destacan la contribucidn de factores inflamatorios sobre: la progresion de
la EA, la severidad de la sintomatologia, y posiblemente su etiopatogenia (Karran et al., 2011; Mcgeer y
Mcgeer, 2013).

El péptido [JA, particularmente en sus formas fibrilares, activa a la microglia. Estas células adquieren
un fenotipo hipertrofico con morfologia ameboide, e incrementan tanto la generaciéon de especies reac-
tivas de oxigeno (ROS) como la expresion de mediadores inflamatorios incluyendo IL-1(3, IL-6, y TNF«
(Jekabsone et al., 2006; Mosher y Wyss-Coray, 2014). Este estado activado se caracteriza por incremen-
tada proliferacion y migracion, resultando en elevada densidad microglial (microgliosis) especialmente
en proximidad de placa amiloide.

La microgliosis localizada alrededor de las placas amiloides, sin embargo, correlaciona positivamente
con el tamafio de la placa (Betensky y Frosch, 2014), sugiriendo que las funciones de la microglia se ven
alteradas de forma que resultan inefectivas en la eliminacion fagocitica de los agregados amiloides; En
efecto existe una progresiva pérdida de las capacidades fagociticas de la microglia en modelos transgé-
nicos de la EA (Krabbe et al., 2013), y esta incapacidad de eliminar agregados amiloides se ha propuesto
como un posible mecanismo etiol6gico para la EA (Heneka et al., 2015). Sin embargo, la ablacién de la
microglia en cultivos organotipicos promueve la deposicion de péptido SA sugiriendo un efecto protectivo
de la microglia, carente en cerebros con amiloidosis (Hellwig et al., 2015).

Tanto los oligémeros del péptido SA per-se como la neurodegeneracion asociada a la enfermedad consti-
tuyen estimulos inflamatorios, los cuales contribuyen a la neurodegeneracion, estableciendo un sistema
de retroalimentacion que contribuye al caracter crdnico-degenerativo de la EA (Heneka et al., 2015).
Estudios epidemiol6gicos han destacado la asociacion del uso de medicamentos antiinflamatorios no-
esteroideos (NSAIDs) con una reduccion en la incidencia de la EA, mientras que los factores de riesgo
para el desarrollo de la EA incluyen, enfermedades cerebrovasculares, hiperlipidemia, tabaquismo, dia-
betes, obesidad, y trauma cerebral, y se asocian con procesos inflamatorios sistémicos o especificos al
sistema nervioso (Reitz y Mayeux, 2014). Estudios de GWAS han encontrado asociaciones con la EA de
genes relevantes en la fisiologia microglial, como lo son CD33, la region de HLA-DRB4-DRB1 (complejo
mayor de histocompatibilidad clase Il) y TREM2 (receptor de activacion expresado en células mieloides)



(Mosher y Wyss-Coray, 2014). Recientemente, se ha demostrado la existencia de una subpoblacion de
microglia asociada con la EA (Disease Associated Microglia, DAMs) caracterizada por un decremento
en la expresion de CX3CR1 y aumento en la expresion de marcadores como Apoe, Lpl, CD9, Cst7 y
TREM2 (Keren-Shaul et al., 2017).

Por lo tanto, las células de la microglia juegan un papel central en la fisiopatologia de la EA, participando
activamente en la formacion de las placas, mediando procesos inflamatorios que dirigen la respuesta del
tejido a la agregacién de placa amiloide, y participando de forma aberrante en procesos neurodegenera-
tivos en el cerebro de Alzheimer. De lo anterior se destaca la importancia fisiopatolégica de la microglia
en la EA por su papel homeostatico y en la regulacién de la respuesta neuroinflamatoria, y se sefala a la
microglia como un atractivo blanco en el desarrollo de estrategias terapéuticas enfocadas a la regulacion
inflamatoria.

Resaltando la importancia de los mecanismos de modulacion de la respuesta neuroinflamatoria en la EA,

la ausencia de caspasa-1 (caspasa-1_/ ) en el modelo 5xFAD, protege al animal contra el desarrollo
de la sintomatologia asociada con la progresién de la enfermedad (Alvarez-Arellano et al., 2018). La de-
lecién de caspasa-1 reduce la neuroinflamacién y la deposicion de placa amiloide, ademas de prevenir
el deterioro de la memoria y la acumulacién de mitocondrias disfuncionales, todas estas caracteristi-
cas relacionadas con la edad en el modelo 5xFAD (Alvarez-Arellano et al., 2018; Blanco-Ayala, 2017;
Heneka et al., 2015). La caspasa-1 promueve la liberacion de la forma madura de IL-13 dependiente
de la activacion del inflamasoma NLRP3, por lo que en el modelo knockout, la respuesta inflamatoria
se encuentra atenuada, y de forma concordante se observa un efecto semejante con la eliminacion de
otros elementos de la maquinaria de sefializacién inflamatoria incluyendo NLRP3 y ASC (Heneka et al.,
2013; Venegas et al., 2017). Recientemente se ha reportado que en el raton 5xFAD, la ablacién micro-
glial sostenida lograda por métodos farmacol6gicos es suficiente para impedir la deposicion de placa en
el cerebro (Spangenberg et al., 2019). Por lo tanto, estrategias enfocadas a la modulacion del proceso
neuroinflamatorio a través de la microglia pueden tener gran relevancia terapéutica en el control de la
progresion de la enfermedad.

Canales i6nicos en la regulacion de la actividad microglial

La sefalizacidbn mediada por canales ibnicos permite la rapida transduccion de sefiales de naturaleza
diversa provocando una respuesta inmediata de la célula. La actividad de canales i6nicos es esencial
en la determinacion del potencial de la membrana, asi como eventos de sefalizacion propiciados por
cambios en la concentracion intracelular de iones metalicos. La diversidad de canales i6nicos permite
la respuesta modulada a estimulos de naturaleza fisicoquimica diversa, con consecuencias importantes
en la funcion de las células. Diversos canales ibnicos son importantes para la transduccién de senales
en el sistema inmune (Cahalan et al., 2001; Feske et al., 2015); Entre estos se destacan canales de
potasio dependientes de voltaje relevantes para el proceso de activacion de linfocitos-T (Hu et al., 2007),
purinoreceptores de la familia P2X importantes en la identificacion de dafo tisular a través de la deteccion
del aumento transitorio en la concentracion de ATP en el medio extracellular (Di Virgilio et al., 2018), y
receptores de neurotransmisores relevantes en el establecimiento de inflamacion neurogénica (Xanthos
y Sandkuhler, 2014). Un creciente volumen de evidencias destacan la importancia de distintos canales
iGnicos en la respuesta neuroinflamatoria y la regulacién de las funciones microgliales (Echeverry et al.,
2016; Eder, 2005; Izquierdo et al., 2018; Schilling y Eder, 2007).

El potencial de membrana de las células microgliales en el cerebro joven es significativamente distinto al
medido para el cerebro envejecido (Schilling y Eder, 2015), y este Gltimo se caracteriza por la presencia
de un mayor numero de células distréficas/hipertroficas, que contrasta con cerebros jévenes donde la
poblacién microglial presenta una uniforme morfologia ramificada (Schilling y Eder, 2015).

De particular importancia para las células de la microglia, como para otros tipos celulares “no-excitables”,
son los canales i6nicos que regulan la entrada de Ca’"T desde el exterior celular y la salida de Ca’" del
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reticulo endoplasmico. La microglia expresa una amplia gama de receptores capaces de inducir el incre-
mento de Ca®* citosolico a través de vias de sefializacion que incrementan el IP3 'y producen la liberacion
de Ca®* desde el reticulo endoplasmico, este proceso puede a su vez inducir la entrada de Ca’" desde
el exterior a través del sistema STIM-Orai1 (Sharma y Ping, 2014). Adicionalmente, la microglia expre-
sa distintos canales permeables a Ca®* a nivel de la membrana plasmatica cuya activacion resulta de
forma directa en la entrada rapida de Ca’" al citosol (Sharma y Ping, 2014). Estos mecanismos en con-
junto son relevantes para la regulacién de la funcién microglial en condiciones de homeostasis y en la
enfermedad.

La desregulacion de Ca?* intracelular es un factor comdn entre multiples enfermedades neurodegene-
rativas, incluyendo la EA, y se asocia con el envejecimiento (Bezprozvanny, 2009; Brawek y Garaschuk,
2013b, 2014). La microglia en la EA presenta alteraciones en la sefializacién mediada por Ca®* (McLar-
non et al., 2005), particularmente en proximidad a la placa amiloide en el cerebro murino (Brawek et al.,
2014a). Estas células reactivas ameboides presentan eventos transitorios espontaneos de ca’T con
una frecuencia elevada pero con intensidad atenuada y presentan una respuesta a ATP retardada (Bra-
wek et al., 2014a). También en el contexto de la EA, el receptor mieloide TREM2 ha sido intensamente
estudiado por la asociacion entre variantes de este gen y una elevada probabilidad para el desarrollo
de la EA (Ulrich y Holtzman, 2016). Entre los efectos rio abajo de la sefializacion de TREM2 se tiene la
generacion de pequefos transitorios de Ca’t enla microglia (Sessa et al., 2004)[Note823]. De aqui la
relevancia de la regulacion de la actividad microglial, y en particular en la regulacién mediada por canales
permeables a Ca®* en el contexto de la EA.

De entre el repertorio de canales ibnicos expresados por la microglia, resulta de particular interés la pre-
sencia de canales de la familia TRP por la versatilidad funcional y diversidad de estimulos agonistas para
estos canales (Echeverry et al., 2016). Mdltiples TRPs estan relacionados a la deteccion de condiciones
nocivas de pH, ROS, y temperatura, asi como la presencia de sustancias quimicas irritantes exégenos
y mediadores de senalizacion enddégenos (Moran et al., 2011; Sharma y Ping, 2014).

TRPV1 en el sistema nervioso central

Los canales de la familia TRP que actian como integradores multimodales de sefiales de distintos tipos
para dirigir la respuesta celular acorde a los estimulos a los que esta expuesto. Distintos canales de la
familia responde a una variedad de estimulos, tanto endégenos como exégenos con cada miembro de la
familia mostrando alta selectividad a agonistas quimicos y el multiples casos sensibilidad a temperaturas
en distinto rango (Nilius et al., 2007). Los canales de esta familia se caracterizan adicionalmente por
la alta plasticidad funcional que les confiere el panorama regulatorio particular donde se encuentran,
esto a través de modificaciones postraduccionales e interacciones directas proteina-proteina capaces
de regular la funcién, localizacion, y trafico de los canales.

Particularmente, TRPV1 es un canal que puede ser activado por una amplia gama de ligandos exégenos
(prominentemente la capsaicina acumulada en los frutos de las plantas del género Capsicum), ligandos
endbgenos diversos que incluyen metabolitos del acido araquiddnico, endocanabinoides y el acido liso-
fosfatidico y factores fisicoquimicos como bajo pH extracelular (<6) y temperaturas elevadas (>43°C) (Ho
et al., 2012; Nieto-Posadas et al., 2012).

Debido a la gran importancia de TRPV1 en el fenotipo de condiciones asociadas a dolor incluyendo neu-
ropatias y dolor inflamatorio, existe un amplio volumen de investigacion detallando la fisiologia del canal
en contextos periféricos. TRPV1 funciona como sensor nociceptivo en neuronas aferentes primarias, faci-
litando la entrada de Ca>™, iniciando la respuesta nerviosa, y desencadenando procesos de sefializacion
rio abajo dependientes de Ca?* (Moran et al., 2011). La expresion de TRPV1 se incrementa en diversos
tejidos en modelos de inflamacién y modelos de dolor asociado a la inflamacion, respondiendo tanto a
la estimulacion con inflamégenos (LPS, CFA y Carragenano) como al dafio nervioso W. X. Huang et al.
(2015). Adicionalmente también se ve alterada la sensibilidad del canal, disminuyendo sus umbrales de
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activacion y contribuyendo significativamente al desarrollo de alodinia, hiperalgesia y dolor espontaneo
(Echeverry et al., 2016; Talbot et al., 2016). Modelos knockout y knockdown para TRPV1, asi como tra-
tamiento con antagonistas del canal han mostrado efectos protectores para el desarrollo de neuropatias
periféricas asociadas con inflamacion (Brandt et al., 2012; Talbot et al., 2016).

Aunque la activacion aguda del canal con capsaicina induce una respuesta dolorosa en la periferia, la
activacion sostenida del canal con agonistas resulta en la desensibilizacion y tiene un efecto analgésico
(Hasan y Zhang, 2018), ejemplificando la complejidad subyacente a la regulacion fisioloégica del TRPV1.
Esta regulacion de TRPV1 resulta en variaciones de las respuestas inducidas por ligandos y condicio-
nes acidas, diferencias en los umbrales de activacién por temperatura, y alteraciones en los niveles de
expresion del canal sobre la membrana plasmética.

Enlo que respecta al CNS, estudios iniciales sugerian altos niveles de expresion del canal TRPV1 amplia-
mente distribuidos en el sistema nervioso central, con la mayor densidad observada en el giro dentado
hipocampal, la regién CA1, la corteza, y astrocitos perivasculares (Téth et al., 2005). Sin embargo, los
estudios de Cavanaugh et al. (2011) argumentaron en contra de esta perspectiva mediante el uso de
un raton reportero donde la expresion de LacZ estéd controlada por el promotor de TRPV1. Este raton
reportero sugiere niveles muy bajos de expresion en el SNC altamente restringidos a regiones discretas
dentro del cerebro. Estas lineas de evidencia, cabe notar, asumen que la expresion de la forma del pro-
motor insertada en el modelo recapitula fielmente la forma en que el promotor es utilizado en su contexto
cromosOmico original, aunque esta es una idea muy conservadora, no es una que carezca de critica.
Adicionalmente, esta evidencia sobre la actividad del promotor contrasta considerablemente con multi-
ples trabajos que caracterizan la expresion de TRPV1 en distintas regiones del SNC a nivel del mRNA
codificante, ademas de los datos existentes sobre expresion a nivel de proteina mediante técnicas ba-
sadas en anticuerpos (western blot, inmunohistoquimica, inmunofluorescencia) Otra linea de evidencia
surge de los efectos a nivel del SNC de tratamientos con capsaicina; Aunque es posible que algunos de
estos efectos pudieran ser resultado de efectos directos de la capsaicina independientes de TRPV1, la
ausencia del efecto en el raton knockout para TRPV1, el bloqueo por antagonista y la recapitulacion con
agonistas altamente especificos han sido validados para distintos de estos fenomenos. Finalmente esta
la evidencia basada en el fenotipo del ratdbn knockout para TRPV1, que muestra considerables efectos
a nivel del CNS, afectando el fenotipo microglial en el estado basal (Marrone et al., 2017) y la funcién
sinptica (Bennion et al., 2011).

TRPV1 se expresa en el hipotalamo (nucleo paraventricular, hipotalamico dorsomedial, e hipotalamo
lateral) y tallo cerebral (complejo vagal dorsal). Esta expresion se reduce en ratones alimentados con
dieta alta en grasa, e incrementa con dieta suplementada con capsaicina. La funcién de TRPV1 en
circuitos hipotalamicos y del tallo se han visto también alterados en modelos de diabetes (Derbenev y
Zsombok, 2016)

Se ha detectado inmunorreactividad contra TRPV1 en cultivos primarios de microglia (S. R. S. R. U. Kim
et al., 2006; Miyake et al., 2015), en la linea celular microglial BV2 (W. X. Huang et al., 2015), en microglia
retinal (Sappington y Calkins, 2008), y en microglia in situ en cortes cerebrales (Marrone et al., 2017),
mostrando patrones de expresidén no exclusivos a la membrana plasmatica. La activacion de TRPV1 en
la microglia resulta en la elevaciéon de Ca?* intracelular, produce dafio mitocondrial, y muerte celular (S.
R. S. R. U. Kim et al., 2006). La estimulacién de la microglia con agonistas de TRPV1 resulta en niveles
elevados de TNF« (Marrone et al., 2017), niveles reducidos de IL-10 (Marrone et al., 2017) e induce
comportamiento quimiotactico (Miyake et al., 2015), componentes clasicos de la respuesta inflamatoria.
Interesantemente, en ratones TRPV1 _/_, la microglia adquiere un fenotipo caracterizado por hipertrofia
basal y niveles elevados de IL-10 (Marrone et al., 2017). Esto es consistente con la descripcién clasica del
fenotipo microglial M2 activado hacia un fenotipo antiinflamatorio. El tratamiento de rebanadas cerebrales
con capsaicina resulta en cambios morfol6gicos de la microglia, elevaciéon en los niveles de expresion
de TNF« y reduccion en los niveles de IL-10 (Marrone et al., 2017).

Otros agonistas de TRPV1 también han sido implicados en la regulacion de la activacion microglial. El
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cannabidiol, incrementa la fagocitosis de células microgliales BV2 mediante un mecanismo que puede
ser bloqueado en ausencia de Ca®* o con inhibidores de TRPs (Hassan et al., 2014). Tanto la hiperter-
mia como la capsaicina incrementan los niveles de IL-1/3, IL-6 y TNF-« en células BV2 (W. X. Huang
et al., 2015). El &cido lisofosfatidico (LPA) es un agonista directo de TRPV1 (Morales-Lazaro y Rosen-
baum, 2015), y la administracion intratecal de LPA induce la activacion microglial y el cambio a morfologia
hipertréfica (Ma et al., 2010). La estimulacién de microglia primaria con LPA induce “ruffling” de la mem-
brana, expresion de BDNF vy liberacion de ATP (Fujita et al., 2008). Las células microgliales incrementan
su actividad quimiotactica en respuesta a estimulaciéon con capsaicina, respuesta que se elimina en pre-

sencia de un inhibidor de TRPV1 o en microglia TRPV1 —/= (Miyake et al., 2015).

Recientemente se report6 la expresién de TRPV1 en microglia en el contexto neuroinflamatorio asociado
con convulsiones inducidas por hipertermia en ratones jovenes (P14). En este contexto se incrementa

la expresion de TRPV1, y en el modelo TRPV1—/~ se disminuye significativamente la generacién de
citocinas proinflamatorias en respuesta al dafio (Kong et al., 2019).

TRPV1 en la enfermedad de Alzheimer

Existen pocos estudios especificos sobre TRPV1 en el contexto de la EA. En astrocitos expuestos a
péptido SA, TRPV1 actia como mediador inflamatorio dado que el bloqueo de este inhibe el aumento
de la expresién de marcadores proinflamatorios como iINOS, COX-1 y TNF-« en respuesta al péptido
BA. Sin embargo, el modelo utilizado de astrocitos knockout para FAAH limita la interpretacion de estos
resultados a un contexto fisiopatolégico (Benito et al., 2012). Otro estudio mostr6 que en células BV2 mi-
crogliales estimuladas con el péptido SA se incrementa la generacion de especies reactivas de oxigeno,
y esta respuesta puede ser inhibida con la aplicacion I-RTX (potente inhibidor de TRPV1) sugiriendo
participacion de este canal (Schilling y Eder, 2011). Interesantemente, un estudio realizado en ratones
tratados con estreptozotocina (un modelo propuesto para la EA dada la desregulacién del metabolismo
de glucosa) mostr6 una reduccién en la acumulacion de placas amiloides al ser tratado con vainillina (un
agonista de TRPV1) (Jayant et al., 2016). De acuerdo con esto, otro estudio reciente report6 el efecto
neuroprotector de la aplicacion de capsaicina a un modelo agudo de neuroinflamacién inducida por LPS;
esto a través de la regulacion del fenotipo microglial (Bok et al., 2018). Estos dos estudios sugieren la
participacién de TRPV1 en el proceso neuroinflamatorio; sin embargo, hasta el momento se descono-
cen los mecanismos que subyacen a la modulacion de TRPV1 en estos contextos celulares impidiendo
una interpretacion mas profunda a partir de estos datos. Por lo tanto, aunque estos estudios sugieren
un papel neuroprotector de la activacion exégena de TRPV1(al menos en algunos contextos celulares
y experimentales en particular), no son indicativos de que ese sea el papel del canal in situ de forma
general.

Eltrabajo de J. Kim et al. (2019) demuestra la relevancia funcional de TRPV1 en el contexto de un modelo
murino de la EA. Ratones modelo de la EA (3Tg-AD 12moa) en el contexto knockout para TRPV1 mues-
tran mejor desempefio en pruebas conductuales respecto a los ratones silvestres para TRPV1, estos
ratones muestran también una menor cantidad de péptido amiloide acumulado y proteina Tau fosforilada
en el hipocampo. En los cultivos primarios de neuronas corticales obtenidos de los ratones 3Tg-AD su-
plementar el medio con un antagonista de TRPV1(capsazepina) o con el quelante intracelular de Ca’t
BAPTA-AM disminuyen la cantidad de péptido amiloide y proteina tau fosforilada detectados en el cultivo.
Sugiriendo que la modulacién de TRPV1 puede ser relevante en la regulacion de los procesos fisiopato-
I6gicos de la EA, aunque no se descartan contribuciones TRPV1-dependientes de otros tipos celulares
en este contexto. Recientemente se reporté un fenédmeno aparentemente contradictorio utilizando el mo-
delo APP23/PS45 (Du et al., 2020). En este modelo la expresion de TRPV1 en el cerebro se disminuye
considerablemente respecto del ratdon silvestre y adicionalmente la sobreexpresiéon de TRPV1 en el hi-
pocampo mediada por virus adenoasociado parece inhibir la deposicion de placas amiloides y rescatar
el desempeno en pruebas conductuales. Por tanto, aunque multiples lineas de evidencia apuntan hacia
TRPV1 como una proteina relevante para la fisiopatologia de la EA, el papel ejecutado por esta proteina
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a nivel del CNS no ha sido aun claramente elucidado, particularmente considerando los distintos nichos
celulares que esta proteina puede ocupar en el cerebro, tanto en las neuronas como células gliales. A la
luz de trabajos previos que muestran el potencial de TRPV1 como modulador de mecanismos inflama-
torios, y particularmente en las células de la microglia, resulta de interés caracterizar la expresion y el
impacto de TRPV1 en células de la microglia, y particularmente en el contexto de neuroinflamacion y la
EA.
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Hipotesis

La funcién del canal TRPV1 promueve la activaciéon microglial en el contexto inflamatorio que se
produce en la enfermedad de Alzheimer

Objetivos

General

Determinar la contribuciéon de la funciéon del canal TRPV1 sobre el estado de activacion de la
microglia en el contexto neuroinflamatorio de la enfermedad de Alzheimer

Particulares

+ Evaluar la expresion cerebral del canal TRPV1 en un modelo murino de la enfermedad de Alzheimer
(5xFAD).

+ Evaluar el papel del canal TRPV1 sobre la activacion microglial.

+ Evaluar el papel de la interaccion KChIP3-TRPV1 sobre la regulacién del canal en el contexto de
la enfermedad de Alzheimer.

+ Evaluar la actividad del canal TRPV1 en el proceso neuroinflamatorio asociado con la enfermedad
de Alzheimer.
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Metodologia

Modelos animales

El raton 5xFAD es un modelo transgénico bien establecido para el estudio de los mecanismos asociados
con la neurodegeneracion y la neuroinflamacion en la EA. Estos animales portan transgenes para las
proteinas humanas APP, con las mutaciones Swedish(K670N, M671L), Florida(I716V), y London(V7171),
y PS1 con dos mutaciones (M146L y L286V); Todas estas mutaciones han sido asociadas con Alzheimer
familiar (Oakley et al., 2006). Este modelo se caracteriza por el acelerado curso temporal del desarrollo
de la patologia en comparacién con otros modelos como el triple transgénico (3Tg), adicionalmente este
modelo presenta una buena recapitulacién de eventos fisiopatolégicos en la EA ausentes en otros mo-
delos animales como la fosforilacion de la proteina Tau y muerte neuronal en etapas avanzadas de la
patologia (Eimer y Vassar, 2013; Hall y Roberson, 2012; Nazem et al., 2015). Los animales 5xFAD de 1.5
meses de edad, siendo esta una edad previa a la deposicion de placa amiloide y muerte neuronal, mues-
tran un fenotipo moderado. A los 6 meses de edad, el raton 5xFAD muestra un pronunciado deterioro de
la memoria, existe extensiva deposicién de placa amiloide en el cerebro, el proceso neuroinflamatorio
esta establecido, e inicia la muerte neuronal (Alvarez-Arellano et al., 2018; Eimer y Vassar, 2013).

Determinacion de genotipo

Para todos los tejidos provenientes de ratones genéticamente modificados, los genotipos de los especi-
menes fueron verificados por PCR realizada sobre DNA obtenido a partir de la digestién de una porcién
de cola con Pronasa y extraido por precipitacion etandlica.

Genotipo TRPV1
Protocolo de genotipificado fue modificado a partir del protocolo de Jackson Lab
Oligo 1: 5’- TGG CTC ATATTT GCC TTC AG -3’ 19922 Wild type Forward
Oligo 2: 5’- CAG CCC TAG GAG TTG ATG GA -3’ 19923 Common
Oligo 3: 5- TAA AGC GCA TGC TCC AGA CT -3’ 0lMR1627 Mutant Forward
Programa:

« Desnauralizacion 94°C 2min
+ Touchdown (x10)

+ 94°C 30s

+ 65°C A=-0.5°C 15s
+ 68°C 30s

« Amplificacién

+ 94°C 30s

+ 60°C 15s

« 72°C 30s

« Finalizacion

« 72°C 45s

+ 10°C Hold

Parametros: Reacciones realizadas en volumen final de 12l con 6.5% de glicerol y reactivos
convencionales para Tag-Polimerasa. Concentracion final de 500nM para cada Oligonucle6-
tido

Genotipo KChIP3
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Oligo 1: 5- CTG GGA CAT ATT TGG AAC AAG C -3’ Wild type Forward
Oligo 2: 5’- CTG CAT ACG CCC TAA GGA ATA GAG C -3’ Common
Oligo 3: 5- CTG CAG CGC ATC GCC TTC TAT C -3’ Mutant Forward

Genotipo 5xFAD
Oligo 1: 5’- AAT AGA GAA CGG CAG GAG CA -3’ PSEN1 Forward
Oligo 2: 5’- GCC ATG AGG GCA CTA ATC AT -3’ PSEN1 Reverse

Modelos in-vitro
Cultivo mixto de células gliales de neonato

Con base en protocolos previamente reportados (Medrano-Jiménez et al., 2019; Saura et al., 2003; Ta-
mashiro et al., 2012), ratones neonatales (P0-P4) fueron rapidamente sacrificados por decapitacion y el
cerebro extraido del crdneo. Las meninges fueron separadas mediante rodamiento del cerebro sobre
papel filtro estéril (cualquier sitio donde tejido meningeo permanezca adherido puede ser manualmente
removido con pinzas finas). Para cada ensayo 10-12 cerebros fueron recolectados, produciendo una
caja petri (100mm) de cultivo mixto por cada dos cerebros. Dentro de la campana de cultivo los cere-
bros fueron recolectados en HBSS estéril (10ml); Una vez recolectados todos los cerebros, estos fueron
centrifugados a 1200 rpm por 3 min, permitiendo eliminar el sobrenadante por decantacion. Este pro-
ceso de lavado del tejido fue repetido 2 veces mas. Los cerebros fueron transferidos a una caja petri y
mecanicamente triturados con uso de una navaja de bisturi 0 navaja de afeitar. Al tejido triturado se le
adicionaron 200ul/cerebro de solucion de digestion (Tripsina [ll/DNasa 1) y se transfirié a un tubo para
centrifuga. El tejido fue incubado a 37°C por 30 minutos, agitando el tubo cada 5 minutos. Transcurri-
do el tiempo de incubacion se inactivo la tripsina mediante adicion de medio completo (mismo volumen
respecto del volumen de solucién de digestion utilizado) y se agregd por cada ml de medio 200ul adi-
cionales de DNasa |I. El tejido fue incubado por 5 min a 37°C para completar la digestion de DNasa. El
medio fue entonces eliminado por centrifugacién (1200 rpm, 5 min) y las células se resuspendieron en
medio completo. Utilizando una punta de micropipeta de 1 ml se mezcl6 vigorosamente la solucién para
disgregar el tejido, y una vez eliminadas las piezas grandes de tejido el procedimiento fue repetido con
3 diametros progresivamente menores de pipetas pasteur pulidas al fuego. El disgregado resultante fue
filtrado para eliminar piezas residuales de tejido y centrifugado (1200 rpm, 5 min), el medio eliminado
por decantacion, las células resuspendidas en medio suplementado y sembradas en cajas de cultivo (2
cerebros por caja de 100mm). Los cultivos fueron mantenidos en condiciones estandar por 24 horas. Los
cultivos fueron observados para verificar la adhesion de las células, y el medio cambiado después de
dos lavados con PBS. Las células en cultivo fueron monitoreadas constantemente y el medio cambiado
cada 4 dias o segun fuera requerido. Al llegar a confluencia el cultivo mixto fue resembrado en cajas
mas grandes mediante la tripsinizacién (10 min, 37°C).

Medio completo: Medio DMEM/F12 suplementado con: 10% de suero fetal bovino inactivado
por calor, 2mM glutamina, y antibi6ticos.

Solucion de digestion: Tripsina tipo Il (0.25 mg/ml), DNasa tipo | (0.28 mg/ml)

Aislamiento de microglia a partir de cultivos gliales mixtos

Se pueden obtener cultivos de microglia con alto nivel de pureza mediante seleccion negativa de los
cultivos mixtos por tripsinizacién moderada (Saura et al., 2003). Cultivos mixtos confluentes fueron lava-
dos dos veces con PBS y sometidos a tripsinizacién por 7 min a 37°C. Bajo un tratamiento de este tipo,
las células desprendidas por la tripsinizacion son primordialmente astrocitos con alto nivel de pureza,
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dejando a las células microgliales adheridas sobre la superficie de cultivo. Medio completo fue adicio-
nado para inactivar la tripsina, esta solucién fue recolectada y la caja lavada una vez, teniendo cuidado
de no desprender a la microglia. Se adicion6 medio nuevamente a la caja y se pipete6 repetidas veces
para desprender a las células, y las células firmemente adheridas fueron desprendidas mecanicamente.
Las células fueron recolectadas, centrifugadas, resuspendidas en medio completo, la concentracion de
células determinada por conteo en camara de Neubauer, y las células fueron sembradas para experi-
mentacion a la densidad deseada. Los experimentos fueron iniciados al menos 24 horas después del
aislamiento de la microglia para permitir su adhesion y recuperacion de la manipulacion.

Western blot

Los tejidos colectados fueron rapidamente congelados sobre hielo seco tras la diseccién. Las muestras
fueron disgregadas mediante ultrasonido en buffer TLB suplementado con inhibidores de proteasas, DTT
y ortovanadato de potasio, para obtener un lisado total del tejido. Los lisados fueron clarificados por cen-
trifugacion a 13000g por 15 minutos a 4°C recolectando el sobrenadante, y fueron almacenados a -70°C
hasta su uso. Para células cultivadas, el medio fue retirado y las células lavadas 2 veces con PBS. El
PBS fue retirado meticulosamente y las células lisadas con buffer TLB suplementado con inhibidores
de proteasas y procesos mecanicos. Los lisados fueron recolectados, clarificados por centrifugacion y
almacenados a -70°C hasta su uso. La concentracion de proteina en los extractos fue determinada por
método de Bradford y 30 p.g de proteina(a menos que lo contrario sea indicado) para cada muestra fue
corrida en electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida(SDS-PAGE) en sistema amortiguante
de Tris-Glicina. Las proteinas fueron transferidas a membrana de nitrocelulosa por transferencia hume-
da en buffer con 20% de metanol o 10% etanol en frio. La transferencia fue verificada por tincién de
Ponceau sobre la membrana. Las membranas fueron bloqueadas por 1 hora en agitacion en leche en
polvo sin grasa reconstituida al 5% en TBS y los anticuerpos fueron incubados toda la noche en formato
de camara humeda a 4°C. El anticuerpo primario fue lavado 3 veces con TBS-tween y el anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa de rabano fue incubado en agitacién a temperatura ambiente por 1
hora y lavado 3 veces con TBS-tween. Las membranas fueron reveladas por quimioluminiscencia en un
fotodocumentador digital Li-Cor C-DiGit® y niveles de expresion evaluados por densitometria en Image
Studio™ Software de Li-Cor. Para el anticuerpo anti-TRPV1 la especificidad del anticuerpo fue verifica-
da mediante la ausencia de una banda detectable por quimioluminiscencia en ausencia del anticuerpo
primario o en condiciones donde el anticuerpo primario es bloqueado con una cantidad igual por peso
del péptido antigénico que corresponde a un fragmento de la cola N-terminal de TRPV1.

Cuadro 2: Anticuerpos para western blot

Anticuerpo primario  Dilucién 1°  Anticuerpo Secundario  Dilucion 2°

TRPVA1 1:1000 antiRabbit-HRP 1:10000
GAPDH 1:5000 antiRabbit-HRP 1:20000
Actina 1:5000 antiRabbit-HRP 1:20000

Extraccion de RNA y RT-gPCR

Siguiendo la diseccion, tejidos de interés incluyendo la corteza cerebral, hipocampo, cerebelo, y médula
espinal fueron congelados en hielo seco y almacenados a -70°C hasta su procesamiento. RNA total del
tejido fue obtenido mediante extraccion por tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo de acuerdo al pro-
tocolo de Chomczynski y Sacchi (2006). El tejido fue inmerso inmediatamente en solucién D disgregado
mediante por sonicacion hasta lograr la homogeneizacion completa del tejido. La cantidad y pureza del
RNA obtenido fue evaluada por espectrofotometria en nanoDrop, y la integridad del material fue verifi-
cada por electroforesis en gel desnaturalizante de Agarosa. Las muestras de RNA fueron tratados con
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DNasa (Promega) y sometidas a reaccion de retrotranscripcion con oligo-dT como cebador. La calidad
del cDNA obtenido fue verificada mediante la amplificacion exitosa por PCR punto final del cDNA de Acti-
na (amplicén de 250 pb), aquellos cDNAs que produjeran a una banda definida para el producto de PCR
fueron determinadas aptas para andlisis subsecuente. Analisis de RT-qPCR fue realizado en reacciones
de 12ul por quimica de SYBR-Green(Thermo Scientific, Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix
2x) en un termociclador RealStepone AppliedBiosystems. Para las reacciones de RT-gPCR se utilizaron
oligonucleo6tidos cebadores previamente reportados en la literatura, que cumplieran con los criterios de
buen disefio para qPCR en cuanto al tamafio del amplicén generado, la proporcién de bases Gy C, y
especificidad evaluada por alineamiento de secuencias.

Cuadro 3: (Oligonucleo6tidos para RT-gPCR)

Diana Direccibn Secuencia

mNdufal0_2 F CCGCCTTCTTCAGTATGCAGA
mNdufal0_2 R TGCTTTCGGATATAGCCCTGG
mGAPDH F GGGAAGCTCACTGGCATGG
mGAPDH R CTTCTTGATGTCATCATACTTGGCAG
TRPV1 F CCCATTGTGCAGATTGAGCAT
TRPVA R TTCCTGCAGAAGAGCAAGAAGC
mTRPVA1 F CCCATTGTGCAGATTGAGCAT
mTRPVA1 R TTCCTGCAGAAGAGCAAGAAGC
mTRPV1_2 F CCACTGGTGTTGAGACGCC
mTRPV1_2 R TCTGGGTCTTTGAACTCGCTG
mTRPV1_3 F CTCTACTACACCCGAGGATTC
mTRPV1_3 R TTCCCATCCTCGATCAG

Kend1 F GGATGAGGTTCTGGTGGTGAAT
Kend1 R TCCTTCTTACGGTCCCTGTACT
Kcnd2 F ACAAGGACCGCAGGCGGGAGA
Kcnd2 R ACGACTAGGTGCTGCGGCCA

Microscopia

Tras el enriquecimiento microglial de los cultivos, las células fueron sembradas en cubreobjetos prepa-
rados para cultivo.

Preparacion de cubreobjetos para cultivo

+ Lavado en SDS 1% en agua destilada

+ Enjuagado 2 veces en agua destilada

« Lavado en acido (24 horas en HCI 2M)

+ Enjuagado 2 veces en agua destilada y 2 veces en agua miliQ

+ Desinfectado en EtOH 70% e introducido a campana de flujo laminar

« Irradiado con luz ultravioleta por 30 min y secado por completo bajo flujo laminar

Tincion de Rojo Oleoso

Stock de colorante Oil Red O (Sigma) 0.5% fue preparada en isopropanol. Solucidn de tincién fue prepa-
rada al momento mediante dilucién del stock de colorante 2:3 en agua destilada. La solucién fue filtrada
antes de su uso. Células cultivadas sobre cubreobjetos fueron lavadas con PBS y fijadas con PFA 4%
en PBS frio por 30 minutos. Terminada la fijacion, los cubreobjetos fueron lavado en PBS y almacenados
en PBS en refrigeraciéon hasta su uso. Los cubreobjetos fueron transferidos cada uno a un pozo de una
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placa de 24 pozos, las células fueron enjuagadas con 60% isopropanol en agua destilada e incubadas
con la solucién de tincién por 15 min. Las células fueron enjuagadas en isopropanol 60% para eliminar
el colorante excedente y posteriormente extensivamente en agua destilada.

Tinciéon de BODIPY

Células fijadas con PFA fueron lavadas en PBS y tefiidas con una dilucién 1:500 de la solucién stock de
BODIPY-493/503(3.8mM) por 1 hora. Los cubreobjetos fueron lavados 2 veces con PBS y contra tefiidos
por 20 min con DAPI 1:10000 en PBS. después de lavado con PBS las células fueron montadas sobre un
portaobjetos con medio de montaje Fluroshield™ vy visualizadas por microscopia de fluorescencia (Zeiss
Axioscope 10X/0.3,20X/0.5, filtro FITC, camara CCD Photometrics CoolSnapcf Monocromatica).

Inmunofluorescencia

Para la identificacion de astrocitos (GFAP+) y microglia (F4/80+), las células fijadas en 4% PFA fueron
permeabilizadas con una solucién de 0.1% Triton x-100 por 30 min, bloqueadas con 10% BSA por 1
hora. Los anticuerpos primarios fueron utilizados a dilucién de 1:200 para F4/80 y 1:250 para GFAP en
presencia de 5% BSA y 0.1% Tritén e incubados toda la noche. Tras lavado de anticuerpos primarios
se incubaron anticuerpos secundarios acoplados a fluoréforo anti-Rat-Alexa594(1:400) y anti-Mouse-
Alexa488 (1:400) en 5% BSA 0.1% Tritdn por 1 hora. Tincién nuclear con DAPI fue aplicada por 15 min
a una dilucién de 1:10000. Las muestras se montaron en medio Fluroshield™ y fueron observadas con
microscopia de fluorescencia(Zeiss Axioscope 10X/0.3,20X/0.5, filtros FITC y Rodamina, camara CCD
Photometrics CoolSnapcf Monocromatica).

Imagenologia de Ca>"

Para el cargado de las células con el marcador de Ca?* permeable a la célula Fluo-4 AM (Invitrogen),
una aliquota fresca de solucion stock del marcador fue preparada mediante la dilucion de 50 pg del
reactivo (un vial) en 501 de DMSO. Esta solucién fue vigorosamente mezclada en Vortex para lograr
la completa solubilizacién del marcador. Células cultivadas sobre cubreobjetos fueron lavadas 2 veces
con PBS y cubiertas con solucién 3uM de Fluo-4 AM en medio DMEM/F12 sin suplementacion. El mar-
cador fue cargado en las células por 1 hora a 37° protegido de la luz. Posteriormente las células fueron
lavadas 2 veces en solucion extracelular amortiguada con HEPES(ECS; ver Cuadro 4 ) e incubadas
20 minutos para permitir la completa desesterificacion del marcador. Para la evaluacién preliminar del
cargado de las células: Cada cubreobjetos con las células adheridas en la superficie fue montado sobre
una camara de imagenologia(Warner Instruments), y las células fueron sumergidas en 400l de ECS
y observadas en un microscopio equipado con linea de fluorescencia de 488nm en iluminacién LED a
aumento de 60x (PlanApo N 60X/1.42NA). Con iluminacién de campo claro fue localizada una célula
aislada y morfolégicamente consistente con lo esperado para la microglia cultivada. Cambiando a modo
de fluorescencia se observa la fluorescencia basal de la célula. Durante aproximadamente 120 segun-
dos con una captura realizada por segundo(exposicién de 100ms por imagen, camara EMCCD Andor
iXon). Tras 60 segundos de adquisicion de las condiciones basales se adicionaron 50uL de solucion de
ionomicina(Sigma) para lograr una concentraciéon de 10M de ionomicina en la cadmara. Células apro-
piadamente cargadas con Fluo-4 deben presentar un notorio incremento de fluorescencia en respuesta
al tratamiento con ionomicina por la entrada de Ca’* facilitada por este ionéforo. Para la cuantificacion
de la respuesta celular a estimulos: Cubreobjetos portando las células fueron montados en la camara
para microscopia (Attofluor™, Invitrogen™) y visualizadas en microscopio confocal invertido de disco
giratorio (3i Marianas Yokohawa, LNMA). La adquisicidén se realizd en z-stacks de 8 imagenes con se-
paracion de 1.5um para una profundidad total de 12um, capturando z-stacks de forma secuencial con
At de 1.285s (Laser 488nm, objetivo 20X/0.8, camara EMCCD Andor iXon). Durante la adquisicion se
hicieron pausas permitiendo la adicion de estimulos diluidos en ECS para alcanzar la dilucién deseada
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en la camara. Para analisis de datos, ROlIs fueron determinados manualmente en ImageJ en base a la
fluorescencia en su punto méaximo. Datos de intensidad media obtenidos de estos ROls y de ROls de
tamafno comparable pero carentes en células fueron utilizados para analisis. Para analisis basado en
cuadricula, un conjunto de 1024 ROIs formando una cuadricula fueron sobrepuestos sobre cada serie
de tempo en Imaged para extraer datos con resolucion espacial y temporal. Los datos resultantes fueron
Analizados en Jupyter-notebook haciendo uso de las paqueterias de Pandas, Scipy, Numpy, y Matplotlib
(Figura 1).

Segmentacion por Identificacion de cuadrantes
b) cuadrantes €) conteniendo céllulas
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cuadrantes responsivos a ionomicina

Figura 1: Procesamiento de las imagenes: a) Imagenes obtenidas por microscopia confocal mostrando
la sefial producida por Fluo-4 en cultivos enriquecidos en microglia; b) Cada imagen fue segmentada en
cuadrantes; c) Deteccion de cuadrantes conteniendo células con la aplicacion de umbral; d) Las series
de tiempo para cada cuadrante fueron procesadas para identificar eventos espontaneos en el periodo
previo a la aplicaciéon de estimulos; e) Las series de tiempo para cada cuadrante fueron procesadas para
identificar incrementos en la sefal en periodo posterior a la aplicacién de capsaicina o ionomicina.

Cuadro 4: Solucion extracelular amortiguada con HEPES
(ECS)(Kong et al., 2019) pH 7.2

Compuesto Informacion Concentracion

NaCl Sigma 145 mM
KCI Sigma P5405 5 mM
CaCl2 Sigma C7902 2 mM
MgCI2 Sigma 1mM
HEPES Sigma H403  10mM

Glucose Sigma G702 10 mM

Analisis estadistico

Gréficas y analisis estadistico (ANOVA-1 via) fueron generados en Python con la interfaz de Jupyter-
Notebook con uso de las paqueterias Numpy, Seaborn, Pandas, Matplotlib y Scipy.
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Recursos clave

Cuadro 5: Recursos clave

Categoria Nombre

Informacion

Anticuerpo Anti-TRPV1 (VR1)
Anticuerpo Anti-KChIP3
Anticuerpo TRPV1
Anticuerpo GAPDH
Anticuerpo GFAP (GA5)
Anticuerpo F4/80
Reactivo Fluo-4 AM
Reactivo  lonomycin
Reactivo PMA (phorbol myristate
acetate)
Ratén 5xFAD (C57BL6)

Raton KChIP3~/~ (C57BL6)
Raton TRPV1~—/~ (C57BL6)

Alomone ACC-030
NeuroMab K66/38
Alomone

Cell Signaling D16H11
Cell Signaling #3670
Abcam ab6640
Invitrogen™

Sigma

Sigma

Tg(APPSwFILon, PSEN1M146LL286V) 6799Vas 34848-JAX,
Oakley et al. (2006)

Donacién Alexander et al. (2009)

Trpv1t™17% 003770-JAX, Donacion: Tamara Rosenbaum M.
J. Caterina et al. (2000)
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Resultados y Discusion

TRPV1 en el cerebro murino

La expresion de TRPV1 ha sido ampliamente reportada en el sistema nervioso periférico, con los niveles
mas altos de la proteina encontrados en lisados de DRG y TG (D. Huang et al., 2012; Menigoz y Bou-
des, 2011; Ono et al., 2015; Quartu et al., 2016). Adicionalmente se han reportado niveles considerables
de expresion de TRPV1 en diversos tejidos periféricos incluyendo el intestino (Csekd et al., 2019), piel
(Gouin et al., 2017), higado (Li et al., 2012), tejido adiposo (Chen et al., 2015), y pulmén (Mitchell et al.,
2005; Omar et al., 2017; Zhao et al., 2016), consistente con el caracter multifuncional de la proteina y
su participacion en procesos fisioldgicos diversos. Sin embargo, en lo que respecta al sistema nervioso
central existen reportes contradictorios sobre los niveles de expresion de TRPV1; algunos trabajos re-
portan considerables niveles de expresion ampliamente distribuidos en el cerebro (Roberts et al., 2004;
Téth et al., 2005), mientras que otros reportan niveles de expresion muy bajos y altamente compartimen-
tados (Cavanaugh et al., 2011). Agregando a esta discrepancia, existe considerable discordancia en la
literatura sobre los patrones de inmunorreactividad obtenidos con distintos anticuerpos comerciales (Ma-
rrone et al., 2017). Por lo tanto, resultd necesario evaluar en nuestras manos la presencia de la proteina
TRPV1 en el CNS del ratén. Para esto, de manera inicial se realizaron ensayos tipo western blot reve-
lados mediante reaccion de quimioluminiscencia con el anticuerpo ACC030 (Alomone Lab). Este es un
anticuerpo policlonal disefiado para reconocer un segmento de la cola C-terminal del canal TRPV1 de la
rata. Este segmento presenta alta identidad con la proteina del ratén(93.33%) y el humano, pero no esta
conservado en otros miembros de la familia de canales TRP. Este anticuerpo ha sido utilizado en mas
de 180 publicaciones a la fecha, y previamente se han reportado datos que validan su especificidad a
través del bloqueo antigénico del anticuerpo con el péptido que corresponde a los residuos 824-838 del

TRPV1 de la rata, asi como la carencia de inmunorreactividad en el raton TRPV1 */*(TRPV1 tm”“l)
(Chen et al., 2015).

Bajo nuestras condiciones identificamos una banda principal de ~90 kDa a partir de extractos proteicos
del cerebro total. Extractos proteicos del ganglio trigeminal se usaron como control positivo, ya que es-
te tejido presenta robusta expresion de TRPV1 dado a que aqui se localizan los somas de neuronas
sensoriales TRPV1™ (Figura 3). Lo anterior es consistente con los patrones de inmunorreactividad re-
portados previamente para el canal en tejido murino (Chen et al., 2015), y en células HEK transfectadas
con TRPV1 (Nieto-Posadas et al., 2012; Ortiz-Renteria et al., 2018) y concuerda con el peso tebrico
de TRPV1 (~95 kDa) y la informacion proporcionada por el fabricante del anticuerpo. Adicionalmente,
detectamos una banda de mayor peso molecular lo cual concuerda con lo reportado en otros trabajos y
que corresponde a la forma N-glicosilada (en la posicion Asn604) de TRPV1 (Rosenbaum et al., 2002;
Veldhuis et al., 2012) (Figura 3, flechas negras). En experimentos futuros esto podria ser verificado me-
diante el tratamiento de los extractos proteicos con la enzima PNGasaF para escindir los glicanos de la
proteina y obtener un patron de bandeo monodisperso. Estas dos bandas inmunorreactivas principales
no se observan en ausencia del anticuerpo primario (descartando artefactos resultantes de inespecifici-
dad del anticuerpo secundario utilizado), ni tampoco se pueden visualizar cuando el anticuerpo primario
es incubado bajo las mismas condiciones pero en presencia del péptido bloqueante que corresponde
a los aminoacidos 824-832 de la proteina TRPV1 de la rata y que corresponde a un segmento de la
cola intracelular C-terminal del canal (péptido antigénico contra el que fue generado el anticuerpo en
cuestion)(Figura 3).

Una tercera banda mas ligera es detectable (Figura 3, flecha blanca), que pudiera ser consistente con
reportes previos sobre variantes pequefias de TRPV1. Por ejemplo, la variante TRPV1-5’sv, una variante
de splicing que se genera por omision exonica y que produce una proteina carente de una segmento
de 60 aminoacidos en la cola N-terminal de la proteina (Schumacher y Eilers, 2010). Sin embargo, la
inmunorreactividad observada en presencia del anticuerpo bloqueante (Figura 3, asterisco) sugiere un
marcaje inespecifico.
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Figura 2: Datos disponibles en la literatura respaldan la efectividad del anticuerpo Acc030 dirigi-
do contra TRPV1 a) Inmunoreactividad producida por el anticuerpo sobre lisados de DRGs de la rata,
reportada por el fabricante (Alomone Lab) muestra dos bandas inmunorreactivas (~90 kDa) (carril 1) que
no pueden ser observadas en presencia del péptido antigénico (carril 2). b) 1) Inmunoreactividad sobre
DRG de raton recapitula el patron reportado por el fabricante 2) Inmunoreactividad sobre células HEK
transfectadas con TRPV1 muestran una banda adicional de mayor peso (flecha) correspondiendo a la
forma del canal asociado a glicanos complejos (Ortiz-Renteria et al., 2018). ¢) Inmunoreactividad obser-
vada sobre: DRG de rata (carril 1), arteria car6tida de la rata (carril 2), células HEK no transfectadas
(carril 3), células HEK transfectadas con la proteina TRPV1 fusionada a GFP(carril 4) (Téth et al., 2013).
d) Inmunoreactividad sobre tejido adiposo de ratones tipo silvestre y TRPV1 —/= (Chen et al., 2015). e)
Inmunofluorescencia sobre células HEK transfectadas con TRPV1 (Miyake et al., 2015)

24



WBL TG

WBTRPVI: - +BP + +
-130

-100
-70

Stripping

-55

WBTRPVI: + + - -
-130

-100
T e

>

-70

-55

Figura 3: Inmunoreactividad especifica para TRPV1 en tejidos del sistema nervioso del raton. Pa-
nel superior: La inmunorreactividad observada para ganglios trigeminales (TG), donde los niveles de
expresion de TRPV1 son altos, y lisados de cerebro completo (WBL)(carril 3) no se observa cuando
la membrana se incuba en ausencia del anticuerpo primario (carril 1) o con el anticuerpo primario en
presencia del péptido bloqueante(BP). Panel inferior: Al lavar los anticuerpos unidos a la membrana y
repetir la incubacion de los primeros dos carriles en presencia del anticuerpo contra TRPV1 se observa

la sefial previamente ausente.
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Para comparar niveles de TRPV1 entre distintas regiones del CNS del raton, se evaluaron tejidos de la
médula espinal, cerebelo, hipocampo, y corteza. Nuestros datos sugieren que los niveles de TRPV1 son
detectables en todas las regiones del CNS probadas, lo que sugiere una amplia distribucién de este canal
en el sistema nervioso central (Figura 4). Estos niveles de expresidn son comparables con tejidos del
intestino, donde la expresion de TRPV1 ha sido previamente reportada (Buckinx et al., 2013; Csekoé et al.,
2019), y cabe destacar que los niveles de TRPV1 observados en el intestino estan elevados respecto de
los tejidos del CNS (2.4 veces mayores respecto a la corteza). Adicionalmente los niveles observados
en los lisados de los ganglios trigeminales son de igual manera mayores a los observados en el CNS
en lisados totales del cerebro (7.5 veces)(Figura 4) consistente con los reportes previos que identifican
a los ganglios sensoriales como los principales sitios de expresion de TRPV1 (Michael J. Caterina et al.,
1997; Cavanaugh et al., 2011). Estos datos contrastan con lo reportado por Cavanaugh et al. (2011), cuyo
estudio sugiere una distribucion altamente compartamentalizada de TRPV1 en el cerebro adulto, donde
TRPV1 se encuentra Unicamente en el hipotdlamo y una subpoblacion de neuronas hipocampales. La
discrepancia del trabajo de Cavanaugh et al. (2011) con nuestros datos y los reportados por otros grupos
(W. X. Huang et al., 2014; Téth et al., 2005), sugiere que los niveles de TRPV1 en el cerebro adulto son
muy bajos (relativo a otros tejidos) y estos niveles bajos pueden quedar por debajo del limite de deteccion
del modelo reportado por Cavanaugh et al. (2011), como ha sido propuesto previamente en otros trabajos
(Marrone et al., 2017; Menigoz y Boudes, 2011).

Int SC Crb Hip Ctx TG WBL

TRPVA

TRPVA1
R — .-

GAPDH - -
.‘- - Actin

Figura 4: Niveles de TRPV1 en distintos tejidos. Los Niveles de TRPV1 fueron evaluados por western
blot. Consistente con lo reportado en la literatura, los ganglios trigeminales y el intestino(Int) muestran
prominente expresion de TRPV1. Distintos tejidos del CNS del ratdn presentan niveles comparables de
TRPV1. (SC: médula espinal, Crb: cerebelo, Hip: hipocampo, TG: ganglios trigeminales, WBL: lisado del
cerebro completo)

Previamente se ha reportado expresion de TRPV1 en el cerebro hasta 4 meses de edad en el fondo
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C57BL/6, con niveles maximos a los 2 meses de edad (W. X. Huang et al., 2014), sin embargo datos
comparativos que incluyan edades mas avanzadas no han sido reportados. Considerando que los niveles
de TRPV1 pueden cambiar considerablemente a lo largo del desarrollo Michael J. Caterina et al. (1997) e
incluso presentarse de forma transitoria en un tejido (Cavanaugh et al., 2011) resulta necesario evaluar el
perfil de expresién de TRPV1 a diferentes edades en la etapa adulta. Por lo tanto, para evaluar cambios
en los niveles de TRPV1 en funcion de la edad en el CNS del raton adulto se realizaron ensayos de
tipo western blot con muestras de la corteza cerebral de ratones de 2, 4, 9, y 12 meses de edad (Figura
5). Nuestros datos indican que TRPV1 es detectable en todas las edades evaluadas sugiriendo que
los niveles de TRPV1 son relativamente estables en el cerebro adulto, sin diferencias estadisticamente
significativas entre las edades con el numero de muestras limitado que fue usado (ANOVA 1-via, n=3,

a) b)
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2moa 4moa 9moa 12moa = 7000
WBL -
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130 - E 5000 [ 1 o
100 - i 3 -1 | -
o 4000 -
0 - ---..J--— sne £
‘@ 3000
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S 20004 *
L .
1000 -

Figura 5: Niveles corticales de TRPV1 en el ratén adulto. Mediante ensayos de western blot se eva-
luaron los niveles de TRPV1 en la corteza cerebral de ratones de 2, 4, 9, y 12 meses de edad(MOA)
(Resultados preliminares n=3)

Con el fin de analizar los niveles de expresion de TRPV1 mediante otra técnica, se realizaron prue-
bas de RT-PCR en tiempo real con quimica de SYBR-green para determinar la expresion del transcrito
que codifica para TRPV1. Se evaluaron distintos juegos de oligonucleétidos previamente reportados en
la literatura, oligonucleétidos disefados de novo, y una combinacién de oligonucle6tidos seleccionada
para generar un amplicon de mayor tamafo que los normalmente amplificados para RT-PCR cuanti-
tativa (Cuadro 3). Bajo nuestras condiciones amplificamos de manera consistente el fragmento con el
tamaro esperado para el cDNA de Trpv1. Desafortunadamente, debido a la presencia de amplicones
no-especificos, eficiencias de amplificacion subéptimas, y amplificacion con valores de Ct elevados, no
fue posible realizar cuantificacion de los niveles del transcrito de Trpv1 con los tejidos de interés del CNS
o células en cultivo. (Figura 7). Sin embargo, los valores de Ct elevados son consistentes con los niveles
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bajos de expresion reportados en la literatura y observados en este trabajo mediante ensayos de western
blot.

En conjunto, los datos aqui mostrados sugieren que la expresion de TRPV1 en el sistema nervioso central
(corteza, médula espinal, cerebelo, hipocampo) es menor a la presente en tejidos periféricos como el
intestino, e incluso, el ganglio trigeminal. Estos niveles no descartan la posible relevancia fisiologica de
este canal para estos tejidos; seria interesante conocer los componentes celulares donde se localiza
esta expresion.

TRPV1 en la microglia

Existen multiples reportes previos en la literatura que proveen evidencia sobre la expresién de TRPV1
en las células de la microglia (Marrone et al., 2017; Miyake et al., 2015; Schilling y Eder, 2011). Sin em-
bargo, otros estudios, particularmente aquellos realizados mediante técnicas de secuenciacién masiva,
no identifican la presencia del transcrito de Trpv1 en este tipo celular (Hammond et al., 2019; Van Hove
et al., 2019). Para proveer evidencia independiente bajo nuestras condiciones, cultivos enriquecidos en
microglia se obtuvieron por tripsinizacion desde cultivos gliales mixtos y fueron cultivados a baja densi-
dad (100 celulas/mmz) en cubreobjetos para evaluar el estado de activacion de la microglia y el registro
de entrada de Ca®". Asi mismo, cultivamos a una alta densidad celular para lograr confluencia y realizar
ensayos de western blot, y RT-PCR.

Para evaluar la pureza de los cultivos, se realizaron tincion con inmunofluorescencia contra la proteina
GFAP ,marcador astrocitico, y con F4/80, marcador microglial. Bajo nuestras condiciones experimentales,
el enriquecimiento microglial se demostr6 al identificar una mayoria de células positivas para F4/80 (59%
de las células) a pesar de que se detecté una cantidad considerable de astrocitos GFAP™ (31% de las
células) residuales en el cultivo (Figura 6 a).

F4/80

Figura 6: Evaluaciéon del enriquecimiento microglial en cultivos primarios. Cultivos primarios enri-
quecidos en microglia fueron sembrados sobre cubreobjetos de 25mm a densidad de 100 células por
mm?Z. Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia contra microglia (F4/80, antiRat-Alexa594) y astro-
citos (GFAP, antiMouse-Alexa488).

Para evaluar los niveles de TRPV1 en la microglia, asi como cambios resultantes de la activacion infla-
matoria de la microglia, se realizaron cultivos primarios enriquecidos en microglia sembrando las células
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a alta densidad (100% de confluencia) y 24 horas después se trataron con estimulos pro-inflamatorios
(LPS (1004g/ml) o PMA(20ng/ml)). El uso de LPS (agonista de TLR4 e inductor de la activacion inflama-
toria) y PMA (activador de la via de PKC e inductor de la actividad de NADPH oxidasa)(Smith et al., 1998),
recapitula de forma parcial la activacién microglial inducida por el péptido beta amiloide en el contexto
de la EA (Jekabsone et al., 2006; Reed-Geaghan et al., 2009; Walter et al., 2007). Al final de 24 horas de
estimulacion, las células se lavaron dos veces con PBS y se congelaron rapidamente sobre hielo seco
para la posterior obtencion de lisados.

En una prueba preliminar de western blot no fue posible identificar la expresion de TRPV1 en cultivos
primarios en ausencia de estimulacion o ante estimulacion con LPS, mientras que en células estimuladas
con PMA observamos, de manera interesante, inmunorreactividad de una banda de ~110 kDa consis-
tente con el peso esperado para el canal TRPV1 en su forma glicosilada (Figura 7 c)). El peso (~110
kDa) observado en este experimento para las células en cultivo contrasta con el bandeo de ~95 kDa
observado para muestras de tejido cerebral, sin embargo diferencias de este tipo pueden ser resultado
de las condiciones distintas entre ambas muestras (in vitro contra in vivo) que podrian resultar en un
diferente procesamiento postraduccional del canal, y especificamente para TRPV1 diferencias de este
tipo han sido previamente reportadas y atribuidas a diferencias en los patrones de glicosilacion (Rosen-
baum et al., 2002; Schumacher y Eilers, 2010; Wang et al., 2018). En este caso, el peso observado es
consistente con la forma de TRPV1 asociada a glicanos complejos sensibles a corte por PNGasaF pero
invulnerables al proocesamiento con endoglycosidasa-H, como ha sido previamente observado en otros
trabajos (Jahnel et al., 2001; Veldhuis et al., 2012). Estos resultados sugieren que al menos ciertos es-
guemas de activacion inflamatoria son capaces de inducir la expresion de niveles proteicos de TRPV1
en cultivos enriquecidos en microglia, sin embargo experimentos adicionales serian necesarios para
complementar y corroborar estos datos, incluyendo la replicacion de los mismos, la validacion cruzada
con distintos anticuerpos anti-TRPV1, el tratameinto de los lisados con N-glicosidasa F(PNGasaF) para
corroborar que las diferencias observadas en el peso molecular son atribuibles a diferencias en el estado
de glicosilacion de la proteina, y la comparacion de la inmunorreactividad observada con el producido
por células transfectadas con TRPV1 para su expresion heteréloga. Adicionalmente, el uso de agonistas
de la via de PKC adicionales a PMA podrian apoyar a esta como una ruta de sefalizacién relevante para
la regulacion de la expresion de TRPV1 en estas células gliales.

Considerando que hemos identificado la presencia del transcrito de TRPV1 a partir de cultivos primarios
de microglia mediante RT-PCR, aunque este no ha sido amplificado con la eficiencia necesaria para su
cuantificacion (Figura 7 a) y b)), esto sugiere que los niveles bajos de expresion basal de TRPV1 en estos
cultivos pudiera quedar por debajo del limite de deteccion para los ensayos de western blot utilizados.
Sin embargo, las pruebas de western blot sugieren que estos niveles de expresion podrian incrementar
con la activacién inflamatoria (al menos con el esquema de activacion con PMA).

Durante la realizacidén de este trabajo, fue publicado un reporte sobre la expresion de TRPV1 en cultivos
microgliales primarios, asi como el incremento de su expresion en respuesta al tratamiento con capsaici-
na, LPS, o hipertermia (Kong et al., 2019), aunque cabe destacar que la estimulacion con LPS utilizada
por Kong et al. (2019) es mucho mayor (1g/ml) a la utilizada en este experimento.

La expresién de TRPV1 resulta en el ensamblado de un canal funcional sobre la membrana que, en
respuesta a un agonista, permite el flujo catiénico y la entrada de Ca’t al citoplasma, por lo tanto, la
expresion y funcion de este canal en la microglia puede ser demostrada mediante el registro de fluctua-
ciones en la concentracion de Ca" intracelular inducidas por capsaicina. La evaluacion de los flujos de
Ca%t requiere de un sensor intracelular fluorescente que pueda ser detectado mediante microscopia. En
este caso, el marcador intracelular fluorescente sensible a Ca®*, Fluo-4 AM (Invitrogen) fue incubado
con las células en cultivo para permitir su internalizacion y la desesterificacion que resulta en la forma
activa del sensor y atrapa a la molécula al interior de la célula. Pruebas de estandarizacion del proceso
de cargado de las células con Fluo-4 AM realizadas con microscopia de epifluorescencia muestran un
incremento de fluorescencia en respuesta a ionomicina (ionéforo de Ca2+) en presencia de ca’tTenel
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Figura 7: Expresion de TRPV1 en cultivos primarios de microglia. Mediante RT-PCR fue posible
identificar la expresion de TRPV1 en cultivos primarios de microglia (a), sin embargo la generacion de
amplicones inespecificos y la baja eficiencia de la reaccion dificultan la cuantificacion del transcrito (b).
Mediante western blot se identifica inmunorreactividad en un peso de ~110 kDa para células tratadas
con PMA, contrastado con inmunorreactividad en ~95 kDa observada en muestras obtenidas de tejido
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medio (ECS), indicando el correcto cargado y desesterificacion de Fluo-4 con las condiciones utilizadas
(Figura 8). En pruebas preliminares realizadas con microscopia confocal de disco giratorio se observaron
eventos espontaneos de Ca?" intracelular en condiciones basales, asi como eventos que coinciden con
la adicién de capsaicina al medio solo en una poblacion pequefia de células (3/61 células) (Figura 9).
Aunque por si solo este resultado no es conclusivo sobre la presencia de células responsivas a capsai-
cina en nuestras condiciones de cultivo, en experimentos subsecuentes, con una muestra més grande,
se observa un claro incremento en la frecuencia de eventos de Ca®* en respuesta al tratamiento con
capsaicina (Figura ?7?).

Para evaluar la dinamica de Ca" en condiciones de estimulacién inflamatoria y considerando los resulta-
dos previos sobre el incremento en los niveles de TRPV1 en la microglia activada, se utilizé un esquema
de tratamiento con LPS (1ug/ml) y PMA (20ng/ml) por 24 horas previo al lavado de las células, seguido
por el cargado con Fluo-4AM y la preparacion de las células para microscopia. En estos experimentos,
para facilitar y estandarizar el procesamiento de datos, cada imagen obtenida fue dividida en una cua-
dricula 1024 cuadrantes(32x32). Cada cuadrante fue evaluado individualmente para identificar aquellos
cuadrantes que contienen células (senal de Fluo-4), asi como cuadrantes en los que los tratamientos
con capsaicina o ionomicina resultan en un incremento rapido de fluorescencia indicando un incremento
en la concentracion intracelular de Ca®*.

Los datos obtenidos durante la primera fase del experimento, previo a los tratamientos, fueron analiza-
dos para identificar y comparar los eventos espontaneos de ca’*t que ocurren (Figura 10). De manera
interesante los resultados muestran que los eventos espontaneos de Ca’" observados en condiciones
control se ven drasticamente atenuados en condiciones de activacion inflamatoria (Figura 10 b y d).

Estas fluctuaciones espontaneas de Ca?* intracelular en la microglia han sido previamente reportadas
en modelos in vitro e in vivo, y dependen de pozas intracelulares de Ca’t, por lo que la reduccion de
estos eventos pudiera indicar desregulacion o merma de estos reservorios (Brawek et al., 2014a; Korvers
et al., 2016). Sin embargo, las pruebas realizadas hasta el momento no permiten la distincion entre el
incremento de la concentracion intracelular de Ca®* resultante de la entrada de Ca®* desde el medio
extracelular, o el debido a la liberacion de Ca®" desde el reticulo endoplasmico. Pruebas subsecuentes
deberan realizarse para distinguir entre la entrada de Ca’T alaceélula y la liberacion desde pozas intrace-
lulares, asi como la posible potenciacion o inhibicion de estos eventos de Ca%* como funcién del estado
de activacion inflamatoria de las células. Para esto, se tendra que evaluar la actividad espontanea de
las células en ausencia de Ca®" extracelular, asi como posteriormente al tratamiento con tapsigargina
para vaciar las pozas intracelulares de ca’".

La relativa abundancia de eventos espontaneos observados bajo nuestras condiciones experimentales,
en el orden del 50% de los cuadrantes conteniendo células en condiciones control durante un periodo de
observaciéon de 1 minuto, resulta interesante en el contexto de la literatura disponible que indica que en
condiciones basales estos eventos de Ca®" microgliales son infrecuentes, ya que solo se observan en el
orden del 20% de las células durante un periodo de medicion de 15 minutos (Brawek et al., 2014b; Brawek
y Garaschuk, 2013a; Korvers et al., 2016). Dadas las condiciones del experimento existe la posibilidad
de que exista dano celular incurrido durante el montaje de las células en la camara de microscopia,
en este caso, estos eventos de Ca’* podrian ser de caracter reactivo y posiblemente resultantes de la
liberacidén de ATP por células dafiadas y la activacion de corrientes de Ca’tenla microglia mediadas por
receptores P2X y P2Y (Brawek et al., 2014b; Brawek y Garaschuk, 2013a; Verkhratsky et al., 2012). En
experimentos futuros esto podria ser evaluado mediante el tratamiento de las células con antagonistas
quimicos de estos receptores (PPADS, TNP-ATP) y modificando la metodologia de cultivo con el fin de
reducir el dafio a las células.

Utilizando el mismo analisis basado en cuadricula se continu6 el analisis para las siguientes fases del
experimento con el propésito de identificar los eventos de ca’T en respuesta a los tratamientos (capsai-
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cina y PMA) aplicados a las células (Figura 11). Un evento de Ca" producto del estimulo fue definido
cémo un cuadrante donde la diferencial maxima de la fluorescencia (max(éF/ét)) en los 20 segundos
subsecuentes al tratamiento excede un umbral definido como la media méas 4 veces la desviacidn estan-
dar de los puntos maximos en experimentos carentes de eventos espontaneos. Este enfoque permite
identificar cuadrantes conteniendo respuesta a capsaicina, respuesta a ionomicina y ambas respuestas
de forma subsecuente (Figura 11 b y c). Contrario a lo esperado con base en los experimentos previos
de western blot, los datos obtenidos sugieren que la estimulacion inflamatoria, tanto para la estimulacion
con LPS como PMA, reduce la respuesta a capsaicina en cultivos enriquecidos en microglia. Evidente-
mente, se requieren experimentos adicionales utilizando esquemas inflamatorios adicionales, ademas
de experimentos con antagonistas de TRPV1 y agonistas alternativos a la capsaicina para corroborar
estas observaciones.

En conjunto los datos presentados sobre la expresion del canal sugieren niveles bajos de expresion, lo
que podria ser consistente con la expresion en bajos niveles distribuida uniformemente en la poblacién
de células, o con la expresion del canal TRPV1 en un subconjunto de las células analizadas. Trabajos
previos, realizados tanto en condiciones in vitro como en cortes cerebrales, reportan inmunorreactividad
contra TRPV1 solo en una fraccién de las células microgliales observadas(Marrone et al., 2017; Miyake
et al., 2015). Lo anterior es consistente con nuestros resultados de imagenologia de Ca%* donde solo
se observa respuesta a capsaicina en una fraccion de las células observadas en cultivos enriquecidos
en microglia. Adicionalmente, los datos obtenidos son consistentes con la idea de que la expresién
de TRPV1 puede ser modulada por el contexto inflamatorio en estas células. Por consiguiente, resulta
de gran interés caracterizar el mecanismo a través del cual sefales inflamatorias incluidas aquellas
asociadas a la EA modulan la expresion de TRPV1 en el contexto microglial.

Recientemente se ha descrito la presencia de microglia cargada con gotas lipidicas en pacientes con
Alzheimer, asi como en modelos animales de la enfermedad (raton 5xFAD) y ratones envejecidos (Mars-
challinger et al., 2020). Para evaluar la acumulacién de gotas lipidicas in-vitro como parametro fenotipico
de la microglia disfuncional en el contexto neuroinflamatorio, cultivos primarios de microglia fueron culti-
vadas sobre cubreobjetos y estimulados con LPS(100ng/ml) por 24 o 48 horas. Posterior al tratamiento,
las células estimuladas por 24 horas se fijaron y sometieron a la tincién de rojo oleoso, mientras que
las células estimuladas por 48 horas fueron adicionalmente tefidas con BODIPY para evaluaciéon de
gotas lipidicas por microscopia de fluorescencia. Datos preliminares sugieren la acumulacion de gotas
lipidicas en células tratadas con LPS por 24 horas (Figura 12). Sin embargo, es necesario confirmar es-
tas observaciones en experimentos independientes. Adicionalmente, en pruebas preliminares realizadas
sobre cultivos microgliales estimulados por 48 horas con LPS no fue posible visualizar gotas lipidicas te-
nidas con BODIPY (Figura no incluida). Cabe mencionar que el esquema de estimulacion utilizado (LPS
100ng/ml 24-48 horas) es comparativamente débil al usado por Marschallinger et al. (2020), por lo que
se requieren experimentos subsecuentes para probar esquemas mas agresivos de estimulacién infla-
matoria para la caracterizacion de este fenotipo, asi como la evaluacién de este fendmeno en células
provenientes de ratones TRPV1 /.

Regulacion de TRPV1 por KChIP3

La proteina KChIP3 es un sensor de Ca’t y una subunidad accesoria de canales de potasio de la
familia Kv4. Ademas, se ha demostrado que esta involucrada en la fisiopatologia de la EA, ya que se
encuentran niveles elevados de esta proteina en el contexto de la enfermedad tanto en humanos como
en modelos animales (Dong-Gyu et al., 2004; Jin et al., 2005). Adicionalmente, la carencia de KChIP3 en
el modelo knockout mejora el desempeno de los animales en pruebas de memoria y previene la aparicion
de cambios asociados al envejecimiento en el cerebro (Fontan-Lozano et al., 2009). Estudios recientes
identifican a KChIP3 como un regulador negativo del trafico y retencion de TRPV1 en la membrana
plasmatica en las neuronas del DRG (N.-X. Tian et al., 2018). Estas observaciones apuntan a KChIP3
como un potencial regulador de TRPV1 en el contexto microglial. Para evaluar los niveles de TRPV1
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Figura 8: Evaluacién de fluctuaciones de Ca’" intracelular en la microglia Cultivos primarios de
microglia sembrados sobre cubreobjetos fueron cargados con el sensor de la concentracion intracelular
de Ca®* Fluo-4. La grafica muestra el curso temporal de la fluorescencia intracelular en respuesta al
tratamiento con el ionoforo de Ca?™ ionomicina(lono) evaluado por microscopia de epifluorescencia
sobre una célula.
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Figura 9: Evaluaciéon de fluctuaciones de Ca’" intracelular inducidas por capsaicina en la mi-
croglia. Cultivos primarios de microglia sembrados sobre cubreobjetos(100 células por mm2) fueron
cargados con el marcador intracelular de Ca®* Fluo-4. a) Niveles basales de fluorescencia para Fluo4.
b) y ¢) Curso temporal de la intensidad de fluorescencia en respuesta al tratamiento con capsaicina (Cap,
4uM) y ionomicina (10M), flechas blancas indican eventos de Ca?t en presencia de capsaicina.
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Figura 10: Eventos de calcio espontaneos en cultivos enriquecidos en microglia Cultivos primarios
enriquecidos en microglia fueron sembrados sobre cubreobjetos y sometidos a tratamientos proinflama-
torios durante 24 horas previo al cargado con el marcador intracelular de Ca®*t Fluo-4. Para facilitar
el analisis de los datos, las imagenes fueron divididas en una cuadricula de 1024 cuadrantes y cada
cuadrante fue analizado. a) Los cuadrantes que contienen la sefial de Fluo-4 (y que por lo tanto pu-
tativamente contienen segmentos de células) fueron identificados. b) Previo a la adicioén de cualquier
tratamiento las células presentan eventos espontaneos de calcio, pero este fenébmeno se ve atenuado
en células activadas con LPS o0 PMA. ¢) y d) Identificacion y cuantificacion de eventos espontaneos de
calcio.
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Figura 11: Respuesta a capsaicina de cultivos enriquecidos en microglia en condiciones de acti-
vacion inflamatoria Cultivos primarios enriquecidos en microglia fueron estimulados con LPS o PMA
por 24 horas, y cargados con Fluo-4. a) Sefial normalizada para cada cuadrante en muestras pretrata-
das con PMA indicando los puntos de adicion de capsaicina e ionomicina al cultivo en observacion. b)
Representacion de la derivada numérica de los trazos mostrados en “a”, esto facilita la identificacion de
picos de actividad. ¢) Correlacion entre los puntos maximos de los trazos mostrados en b. d) Localiza-
cion de los cuadrantes reactivos a ionomicina (cian) y capsaicina (magenta). €) Numero normalizado de
cuadrantes responsivos a Capsaicina.
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Figura 12: Identificacion preliminar de gotas lipidicas en la microglia. Ejemplo de marcaje observado
contincién de rojo oleoso sobre cultivos microgliales estimulados con LPS por 24 horas. La tincién sugiere
la presencia de gotas lipidicas
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Figura 13: Impacto de la activaciéon microglial y la capsaicina sobre la acumulacién de gotas lipi-
dicas Cultivos primarios de microglia fueron expuestos a estimulacién con LPS o PMA en presencia o
ausencia de capsaicina por 24 horas, y después las células se fijaron y fueron tefiidas con rojo oleoso.
Interesantemente se observa mayor deposicion de rojo oleoso en células tratadas con LPS en contraste
con las células control o las tratadas con PMA. El tratamiento simultaneo con capsaicina no parece tener
un efecto obvio sobre la morfologia celular o la deposicién de rojo oleoso
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en el contexto knockout para KChIP3 se realizaron ensayos de tipo western blot sobre muestras de
la corteza cerebral de ratones wildtype y KChIP3~/~. En ratones de 2 (Figura 14) y 9 meses de edad
(Figura 15), los tejidos del raton KChIP3—/~ presentan niveles significativamente disminuidos de TRPV1
en la corteza cerebral respecto del ratén wildfype. Este comportamiento no es consistente con el modelo
de N.-X. Tian et al. (2018) que propone a KChIP3 como un regulador negativo de TRPV1 mediante
interaccion proteina-proteina, y sugiere distintas posibilidades:

1. La regulacion de TRPV1 dependiente de KChIP3 se asocia al tipo celular. Mientras que a nivel de
neuronas sensoriales periféricas (DRG), KChIP3 regula negativamente la abundancia de TRPV1 en
la membrana celular (N.-X. Tian et al., 2018); mientras tanto, en el CNS, KChIP3 podria promover la
retencién de TRPV1 a nivel de membrana celular, de forma anal6gica a su actividad sobre canales
Kv4.

2. TRPV1 pudiera ser blanco de regulacién por KChIP3 a nivel transcripcional.

3. Labaja expresion de TRPV1 observada en el contexto KChIP3—/— podria ser un efecto secundario
de la carencia de KChIP3 a través de la regulacion de elementos sefalizadores intermedios o
posiblemente mediante un mecanismo no-auténomo de la célula.
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Figura 14: Expresion de TRPV1 en la corteza cerebral del ratén KChIP3-knockout. Ensayos tipo
western blot realizados sobre muestras corticales de ratones de 2 meses de edad (n=5) indican que en
el ratén KChIP3~/~ existe una expresion significativamente reducida (p=0.019) de TRPV1. a) Ensayos
de western blot contra TRPV1 y Actina como control de carga. b) Cuantificacién de “a)” normalizando
los niveles de TRPV1 contra la sefial total de Actina
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TRPV1 en el contexto de la enfermedad de Alzheimer

Para identificar cambios en los niveles de TRPV1 en el contexto neuroinflamatorio del cerebro del raton
5xFAD (modelo de la EA) y el raton 5xFAD-KChIP3_/_, se realizaron ensayos de tipo western blot sobre
muestras de la corteza cerebral de estos modelos a 9 meses de edad (Figura 15). En el ratébn 5xFAD
no se observaron cambios significativos respecto del ratén wild-type en cuanto a los niveles de TRPV1.
Sin embargo, de forma interesante, el raton KChIP3~/~ presenta una tendencia a la baja en los niveles
de TRPV1 cortical, consistente con lo observado previamente para los ratones de 2 meses de edad (Fi-

gura 14). Adicionalmente, el fondo 5xFAD-KChIP3*/*, muestra una tendencia a la alta en los niveles

de TRPV1 respecto del raton KChIPS*/*, aunque esta tendencia no alcanza significancia estadistica
(0.1>p>0.05). Este ultimo fenbmeno es consistente con el modelo de N.-X. Tian et al. (2018) descrito
en neuronas sensoriales de los DRGs, donde se observa que KChIP3 actia como regulador negativo
de TRPV1 cuando existe inflamacion, por lo que observaron respuestas exacerbadas dependientes de
TRPV1, como la nocicepcion térmica asociada a inflamacion, en ausencia de KChIP3. Por lo tanto, aun-
que no hay cambios significativos en los niveles de TRPV1 entre los ratones wild-type y 5xFAD, estos
resultados sugieren que KChIP3 esta involucrado en mantener niveles bajos de TRPV1 dependiendo
del contexto inflamatorio celular. Esto pudiera ser consistente con la funcién de KChIP3 como represor
transcripcional, aunque aun no existe una caracterizacion de la regulacion de KChIP3 sobre el promotor

de TRPV1.
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Figura 15: Niveles de TRPV1 en el ratén 5xFAD a) Ensayos de western blot contra TRPV1 en la corteza
cerebral de ratones de 9 meses de edad (n=3). b) Cuantificacién de TRPV1 total, TRPV1 no glicosilado,
TRPV1 glicosilado, y la relacién entre estas dos formas.

Con base en los datos que resultaron de este estudio, resulta interesante analizar con mayor profundidad
las alteraciones en los niveles de TRPV1 en el modelo KChIP3*/*, aumentando el nUmero de experi-
mentos y utilizando otros anticuerpos, ademas de complementar este enfoque con qPCR para evaluar
el mensajero que codifica TRPV1, y extender la evaluacion hacia otros tejidos y contextos inflamatorios.
Adicionalmente, es necesaria la evaluacion de estas dos proteinas en las células de la microglia a reso-
lucion de célula Unica (inmunofluorescencia y citometria de flujo) para evaluar la coexpresion de ambas
proteinas en las mismas células lo que permitiria su interaccion directa. Estudios de secuenciacion ma-
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siva (Zhang et al., 2014) muestran altos niveles (30 veces) del transcrito de KChIP3 en astrocitos con
respecto a la microglia, por lo que resulta posible que la regulaciéon de TRPV1 por KChIP3 in vivo sea
mediada por comunicacién paracrina y no interaccion directa proteina-proteina.

Consideraciones sobre el anticuerpo Acc030

Hasta este punto, los resultados obtenidos con el bloqueo antigénico del anticuerpo sugieren que este
es altamente especifico por la secuencia de la proteina TRPV1. Sin embargo, con la intencién de obte-
ner evidencias adicionales sobre la especificidad del anticuerpo, se realizaron pruebas de western blot

para comparar los ratones wild-type y TRPV1 —/= previamente caracterizado (M. J. Caterina et al., 2000).
Previamente se ha reportado que este ratén knockout no expresa TRPV1, es deficiente en la funcion
de TRPV1, y no presenta inmunorreactividad en el DRG (M. J. Caterina et al., 2000). Para verificar el
genotipo del ratén knockout se realizaron ensayos de PCR en punto final siguiendo las condiciones es-
tandarizadas. Este modelo knockout fue establecido mediante la insercidbn de un gen de resistencia a
neomicina, lo que resulta en la interrupcion del gen Trpv1; por lo tanto, el protocolo de genotipificacion
utiliza tres oligonucleétidos en una misma reaccion de PCR, con dos de los oligonucle6tidos formando un
par productivo sobre el locus wild-type y genera un producto de 289pb, mientras que en el locus knockout
el oligonucleétido forward es remplazado por uno complementario a la construccién introducida al gen
y genera un producto de 179bp, lo que permite diferenciarlos facilmente (Figura 16). Bajo nuestras con-

diciones experimentales, tanto los ratones TRPV1 ~/~ como los ratones wild-type mostraron un patron
de inmunorreactividad muy similar usando el anticuerpo Acc030 (Figura 16). Estos resultados ponen en
duda la especificidad de este anticuerpo para reconocer a TRPV1, al menos bajo las condiciones experi-
mentales usadas en este trabajo. Este resultado se opone directamente a mdltiples reportes publicados
en la literatura que utilizan este mismo anticuerpo; asi también, se opone a estudios previos donde carac-
terizan la ausencia de TRPV1 en esta linea de ratones knockout (Bertin et al., 2014; M. J. Caterina et al.,
2000; Chen et al., 2015; H. S. Kim et al., 2014). Revisando con detenimiento la literatura sobre el anticuer-
po ACCO030 identificamos un reporte previo (Sand et al., 2015) donde encontraron resultados semejantes
usando el mismo anticuerpo y la misma linea de ratones knockout, tanto en muestras de aorta como en
los DRGs. Por otro lado, Hurtado-Zavala et al. (2017) analizaron la expresién de TRPV1 en el hipocampo
del ratén y encontraron que en los ratones TRPV1~/~ de esta linea presentan niveles detectables del
transcrito que codifica TRPV1 cuando estos son evaluados con oligonucleétidos que corresponden a
las secuencias que codifican para el N-terminal y el C-terminal de la proteina, mientras que el uso de
oligonucle6tidos complementarios a la regién del poro (eliminada en el knockout) no produce una sefal
detectable. Adicionalmente, mientras que un anticuerpo dirigido contra el N-terminal de TRPV1 marca
una subpoblacién de neuronas hipocampales y no produce inmunorreactividad en los ratones knockout,
un anticuerpo dirigido contra el C-terminal de TRPV1 marca las mismas neuronas de forma selectiva,
pero produce inmunorreactividad en los ratones knockout; por lo que estos autores plantean la posibi-
lidad de que los ratones knockout, aunque desprovistos de la funcién de TRPV1, retienen la expresion
del segmento C-terminal de la proteina, posiblemente a través de procesos naturales o aberrantes de
splicing (Hurtado-Zavala et al., 2017) Considerando estos datos contradictorios es necesario disefar
experimentos adicionales que nos permitan evaluar de manera definitiva la especificad del anticuerpo
Acc030. Para ello se debera:

1. Comparar la reactividad de Acc030 con otros anticuerpos desarrollados contra TRPV1, e incremen-
tar la resolucion con la que proteinas individuales son separadas, optimizando las condiciones de
electroforesis para los ensayos de western blot, o de ser necesario incluyendo ensayos de western
blot bidimensionales.

2. Validar la ausencia de TRPV1 en la linea TRPV1 ~/~ utilizada en este estudio, y descartar efec-
tos relacionados a la deriva genética de la linea utilizada, usando una fuente alternativa de tejido
knockout.

3. Caracterizar la composicién del inmunoprecipitado que produce el anticuerpo ACC030 sobre la
corteza cerebral y el ganglio trigeminal mediante técnicas de protedmica (cromatografia liquida
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acoplada a espectrometria de masas en tandem)
4. Verificar los resultados obtenidos de los ratones 5xFAD, y KChIP3~/~ mediante técnicas ortogo-
nales como RT-qPCR e imagenologia de ca’".

Para este propésito iniciamos las pruebas preliminares de estandarizacion para dos anticuerpos comer-
ciales adicionales: Santa Cruz Biotech E-8 (SC-398417) y Neruomab N221/17. Adicionalmente, utiliza-
mos células HEK293 para la expresion heterdloga de TRPV1 a fin de proporcionar un segundo control
de especificidad en la evaluacién de los anticuerpos analiticos. Sin embargo, bajo las condiciones pro-
badas hasta el momento, ninguno de estos fue capaz de producir un patrdn claro de inmunorreactividad
en el ganglio trigeminal y células HEK293-TRPV1 (controles positivos de la expresion de TRPV1), ni
distinguir entre tejidos wild type y TRPV1 _/_, por lo que actualmente estamos optimizando las condicio-
nes para estos los ensayos. Alternativamente, y con el propésito de obtener otro eje de evidencia sobre
las consecuencias inflamatorias de la activaciéon de TRPV1 en el contexto mieloide, realizamos pruebas
de transfeccién sobre células Raw-Blue, una linea celular de macr6fagos que expresa fosfatasa alcali-
na secretada (SEAP) bajo el control de los factores transcripcionales proinflamatorios NF-kB y AP-1, y
sirve entonces como un reportero in vitro de la activacion inflamatoria. Sin embargo, con las condicio-
nes de transfeccion probadas (Lipofectamina-2000) no pudimos obtener una eficiencia de transfeccion
suficiente para continuar con estos experimentos.

Considerando los siguientes puntos: que el patron de inmunorreactividad observado es idéntico al que
seria esperado para TRPV1, que los niveles de inmunorreactividad en los ganglios sensoriales son mas
altos que en tejidos del CNS, que el la inmunorreactividad producida puede ser desplazada por completo
con el péptido antigénico, que este péptido antigénico no presenta homologia con otras proteinas, y
que por PCR usando oligonucleétidos complementarios hemos detectado transcritos que codifican para
TRPV1; hemos incluido los resultados obtenidos como tal, en calidad de preliminares y pendientes de

pruebas adicionales de validacion de los anticuerpos utilizados y de la linea de ratones TRPV1 —/-,
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Figura 16: Evaluacion de inmunorreactividad en tejidos TRPV1 —/-, a) El genotipo de los ratones

fue verificado por PCR; gDNA obtenido de ratones TRPV1 —/= produce un amplicén de ~200bp, mien-
tras que gDNA de ratones wildtype produce un amplicén de ~300bp consistente con lo esperado (ver
seccion de métodos). b) En ensayos de tipo western blot se observa inmunorreactividad para TRPV1

independientemente del genotipo.
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Conclusiones

Los estudios publicados difieren considerablemente respecto a los patrones de inmunorreactividad con-
tra TRPV1 y deteccion del transcrito que lo codifica. En conjunto los datos aqui mostrados aportan a la
controversia en la literatura sobre la expresion y relevancia fisiologica de TRPV1 en el sistema nervioso
central y la microglia. En este trabajo se presentan resultados preliminares que, de ser corroborados
con muestras mas grandes y técnicas ortogonales, apoyan la expresion de TRPV1 en tejidos del CNS
de raton, asi como la presencia de TRPV1 en cultivos primarios enriquecidos en microglia. Con el uso
de imagenologia de Ca?* se identificaron células responsivas al tratamiento con capsaicina que estan
presentes en baja proporcién en cultivos enriquecidos en microglia.

Aunque preliminares, estos resultados son consistentes con niveles bajos de expresién de TRPV1 en el
sistema nervioso central y en la microglia. Los niveles bajos de TRPV1 parecen resultar de la expresion
del canal en una poblacién minoritaria de células gliales. Sin embargo, esto no descarta la relevancia
fisiologica de esta subpoblacién pequefa de células ni la contribucion de TRPV1 a la regulacion neu-
roinflamatoria en el contexto de la EA. También surge la posibilidad de que el fenotipo antiinflamatorio
y neuroprotector asociado a la ausencia de TRPV1 en el raton knockout resulte, ademés de los esca-
sos elementos del sistema nervioso central con expresion de este canal, de actores periféricos donde la
expresion de TRPV1 es mas prominente.

El caso del canal TRPV1 podria ejemplificar la importancia de proteinas con bajos niveles para definir
subpoblaciones biolégicamente relevantes. Las tecnologias emergentes de andlisis a nivel de célula
Unica han permitido elucidar con gran detalle las poblaciones microgliales definidas por genes altamente
expresados, sin embargo, el papel biolégico de genes con baja expresion para definir subpoblaciones o
matizar subpoblaciones predefinidas, permanece como una pregunta abierta cuya resolucién presenta
importantes retos técnicos.
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Perspectivas

Verificar la expresiéon microglial de TRPV1

+ Evaluacién de anticuerpos alternativos para apoyar los ensayos de western blot realizados.

+ Acoplamiento de imagenologia de Ca?* ainmunofluorescencia o uso de ratones reporteros micro-
gliales para lograr la atribucion inequivoca de los resultados de imagenologia especificamente a
células microgliales.

Realizar experimentos de citometria de flujo con anticuerpos contra TRPV1 y marcadores de dis-
tintos tipos celulares del CNS para identificar subpoblaciones TRPV1™+.

« Uso de citometria de flujo para identificar poblaciones TRPV1™ por inmunorreactividad y responsi-
vas a capsaicina por reportero sensible a Ca?*, con el procesamiento de un numero elevado de
células.

Aislamiento por FACS de células TRPV1+ para caracterizacion molecular.

Extender los experimentos de imagenologia de Ca’T acélulas expuestas a una gama mas amplia
de estimulos inflamatorios.

Evaluar el Impacto fisiolégico de TRPV1 para las células microgliales

+ Realizar transfeccion de TRPV1 sobre lineas celulares mieloides, lineas celulares de microglia, y
cultivos primarios de microglia, para evaluar el impacto de la expresiéon de este canal sobre la res-
puesta inflamatoria de estas células (durante el desarrollo de este trabajo se realizaron experimen-
tos preliminares de transfeccion, pero no obtuvimos eficiencias de transfeccién lo suficientemente
altas para realizacion de experimentos subsecuentes).

Evaluar el Impacto fisiologico de TRPV1 en el contexto de la Enfermedad de Alzheimer

+ Caracterizacién conductual del raton 5xFAD TRPV1 knockout para evaluar si el fenotipo preser-
vante de la capacidad cognitiva. reportada recientemente para el raton se extiende a este modelo
Evaluacion del fenotipo del raton 5xFAD-TRPV1KO, y ratones knockout especificos de la microglia.
Realizar experimentos para caracterizar los eventos de Ca?" inducidos por capsaicina como me-
diados por entrada de calcio desde el exterior celular 0 dependientes de pozas intracelulares de
calcio.

Realizar experimentos de imagenologia de Ca’* sobre células microgliales provenientes de rato-
nes TRPV1—/~ y Kchip3 ~/~.

Realizar transfeccion de TRPV1 sobre cultivos microgliales y astrociticos para evaluar el impacto
de este canal sobre el estado inflamatorio en respuesta a péptido beta amiloide.
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Anexo 1: Segmentacion de cuadrantes conteniendo células (CCC)
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Anexo 2: Segmentacidon de cuadrantes reactivos a capsaicina y io-
nomicina
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