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Resumen

La microglia es la poblacion de macréfagos residentes del sistema nervioso central (SNC) que, debido a su capacidad
fagocitica y a su participacion en los procesos neuroinflamatorios, se ha estudiado mayoritariamente en el contexto de sus
funciones inmunoldgicas y de su participacion en diversas neuropatologias. En afios recientes, se ha acumulado evidencia de
qgue la microglia, adem4s, interactla con neuronas y otras células gliales no sélo para mantener la homeostasis del sistema
nervioso, sino también para modular la actividad producida por diferentes circuitos neuronales en condiciones fisiologicas.
Estas evidencias se han recabado mayormente con el uso de herramientas farmacoldgicas, las cuales han resultado Utiles,
pero también limitadas por su inespecificidad, para definir el papel de la microglia como un elemento dinamico y necesario para
el adecuado funcionamiento de los circuitos neuronales. Entre los circuitos neuronales que podrian ser modulados por la
microglia se encuentra el complejo pre-Botzinger (preBotC), que es una red de neuronas que comandan la actividad
respiratoria. Para explorar esta posibilidad, en la presente tesis se utilizd una bateria de farmacos que, si bien tienen blancos
moleculares diversos, coinciden en su capacidad de producir la activacion de la microglia, lo que permitié estudiar la influencia
de estas células sobre la actividad del preB6tC. Considerando que los farmacos utilizados en este trabajo podrian tener efectos
inespecificos sobre otros elementos dentro del SNC (neuronas, astrocitos, oligodendrocitos), se emplearon ademas estrategias
genéticamente dirigidas (optogenética y quimiogenética) para estimular de manera especifica a la microglia y revelar su papel
modulador sobre la actividad del preBotC. En conjunto, los experimentos farmacologicos y los dirigidos genéticamente
muestran que la activacién microglial reduce la amplitud de las rafagas inspiratorias, sin afectar la frecuencia del ritmo
respiratorio. Ademas, se demostrd que la activacion optogenética y quimiogenética de la microglia modulan la actividad del
preBotC de manera independiente de la liberacion de interleucina-1beta, pues la accion del antagonista del receptor IL-R1 no
blogue6 el efecto producido sobre la actividad del preBotC. Sin embargo, se observé que la interleucina-1lbeta aplicada
exdgenamente modula la actividad del preBotC, similar a lo observado con la activacién microglial, se produjo una reduccion
de la amplitud de las rafagas inspiratorias sin afectar la frecuencia del ritmo respiratorio, o que sugiere que estas
aproximaciones experimentales podrian actuar a través de mecanismos similares. Adicionalmente, se observo que tanto la
estimulacién optogenética como la quimiogenética de la microglia incrementan la liberacién de peroxido de hidrogeno, lo que
establece a esta molécula como un posible mediador de la modulacion de la actividad del preBotC. En conclusién, en este
trabajo se demostrd que la estimulacion especifica de la microglia y la interleucina-1beta modulan de manera similar al ritmo
respiratorio generado por el preBotC, lo que indica que este circuito neuronal puede ser modulado por células y mediadores
cldsicamente asociados a los procesos neuroinflamatorios, o que resulta relevante para el entendimiento de la generacion del
ritmo respiratorio y en particular, para entender los mecanismos subyacentes de las alteraciones respiratorias que
acompafan a diferentes patologias.
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Abstract

Microglia are the central nervous system (CNS) resident macrophage population, due to its phagocytic capacity and its
participation in neuroinflammatory processes, has been studied mainly in the context of its immunological functions and its
participation in various neuropathologies. In recent years, evidence has accumulated that microglia also interact with neurons
and other glial cells not only to maintain homeostasis of the nervous system, but also to modulate the activity produced by
different neuronal circuits under physiological conditions. This evidence have been generated mostly using pharmacological
tools, which have been useful, but also limited by their non-specificity, to define the role of microglia as a dynamic and
necessary element for a proper neuronal circuits functioning. Among the neural circuits that could be modulated by microglia is
the pre-Botzinger complex (preBotC), which is a neuronal network that command respiratory activity. To explore this possibility,
in this thesis a battery of drugs was used that, although they have different molecular targets, coincide in their ability to activate
microglia, which allowed us to study the influence of these cells on preB6tC activity. Considering that drugs used in this work
could have nonspecific effects on other elements within the CNS (neurons, astrocytes, oligodendrocytes), genetically directed
strategies (optogenetics and chemogenetics) were also used to specifically stimulate the microglia and reveal its modulating
role on preBotC activity. Taken together, pharmacological and genetically directed experiments show that microglial activation
reduces the amplitude of inspiratory bursts, without affecting respiratory rhythm frequency. Furthermore, it was shown that the
optogenetic and chemogenetic activation of the microglia modulate the activity of preBotC independently of interleukin-1lbeta
release, since the action of the IL-R1 receptor antagonist did not block the effect produced on preBotC activity. However, it was
observed that exogenously applied interleukin-1beta modulates preBo6tC activity, similar to that observed with microglial
activation, there was a reduction in the amplitude of inspiratory bursts without affecting respiratory rhythm frequency, which
suggests that these experimental approaches could act through similar mechanisms. Additionally, it was observed that both
optogenetic and chemogenetic microglial stimulation increase hydrogen peroxide release, which establishes this molecule as a
possible mediator of the modulation of preBo6tC activity. In conclusion, in this work it was demonstrated that specific stimulation
of the microglia and interleukin-1beta modulate in a similar way the respiratory rhythm generated by preBo6tC, which indicates
that this neuronal circuit can be modulated by cells and mediators classically associated with the neuroinflammatory processes,
which is relevant for understanding respiratory rhythm generation and in particular, to understand the mechanisms that
underlie respiratory alterations associated with different pathologies.
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Introduccidén

Por su capacidad de transmitir informacién a través de la generacién de potenciales de accion y las interacciones sinapticas
gue establece, se ha considerado que la neurona es la unidad funcional del sistema nervioso central (SNC) (Halliday y
Stevens, 2011). Esta nocion llevo a que el estudio formal del SNC se enfocara, por décadas, principalmente a determinar los
diferentes procesos fisicos, quimicos y bioldgicos que subyacen a la actividad neuronal (Purves et al., 2001). Como resultado
de esta labor, hoy sabemos que las neuronas varian notablemente en su estructura, funcién y en la naturaleza de las
interacciones que se establecen entre ellas, ademas de que se organizan en ensambles y en circuitos para asi llevar a cabo
las funciones del SNC (Purves et al., 2001). No obstante, el SNC también esté constituido por células gliales, que son incluso
mMA&s numerosas que las neuronas en algunos organismos, particularmente en el ser humano (Araque y Navarrete, 2010; Pefa-
Ortega, 2017). Las células gliales interactian con todos los circuitos del SNC y su funcion esta siendo reevaluada en las
tltimas décadas (Hutchins et al., 1990; Dalmau et al., 1998; Alliot et al., 1999; Nimmerjahn et al., 2005).

Durante mucho tiempo, la apreciacion general sobre las células gliales fue que son elementos inertes y meramente
estructurales del sistema nervioso (Kettenmann y Verkhratsky, 2008), que funcionaban como componentes de un sistema de
andamiajes sobre el cual las neuronas se distribuian y se organizaban (Araque y Navarrete, 2010). Sin embargo, desde las
primeras observaciones, se presentaron teorias que proponian que las células gliales, en conjunto con las neuronas, eran
responsables activos del funcionamiento del SNC (Schleich, 1894). Esas ideas se han ido confirmando y ampliando con
multiples trabajos que se han realizados desde finales del siglo pasado y que hoy en dia tienen un gran auge. Ahora, se
percibe a las células gliales como elementos integrales activos dentro del SNC (y Verkhartsky, 2012).

La glia comprende a un grupo heterogéneo de células, diverso en su morfologia, funcién y origen embrionario (Ginhoux et al.,
2010; Pefia-Ortega et al., 2016; Pefia-Ortega, 2017). Las células gliales participan en distintos aspectos del sistema nervioso,
como su arquitectura (Poalicelli et al., 2011), su metabolismo (Gourine y Kasparov, 2011) y hasta el funcionamiento de sus
circuitos (Pefia-Ortega, 2017). Por ejemplo, se ha demostrado en mamiferos que la modulacion de las funciones de las células
gliales altera la actividad neuronal generada en el hipocampo (Pascual et al., 2011) y en la corteza cerebral (Rodgers et al.,
2009). Experimentos de este tipo, han evidenciado la contribucion glial en el procesamiento, la transmision y el
almacenamiento de informacién dentro del sistema nervioso (Araque y Navarrete, 2010). Adicionalmente, las células gliales
son responsivas a la actividad neuronal y regulan tanto la transmisién sinaptica como su plasticidad en el corto y en el largo
plazos (Araque y Navarrete, 2010; Pefia-Ortega, 2017).

Evidencias como las descritas en el parrafo anterior han permitido proponer un enfoque nuevo para el estudio del SNC que es
mas cercano a la realidad biolégica y que lo considera como un sistema conformado por diferentes tipos celulares (neuronas y
glia) que interactian entre si (Pefia-Ortega et al., 2016; Pefa-Ortega, 2017). Desde este enfoque, se asume que las distintas
funciones atribuidas al SNC, como el aprendizaje y la memoria, entre varias mas, no son exclusivamente el resultado de la
actividad neuronal al interior de cada circuito, sino que son producto de interacciones complejas neuro-gliales (Araque y
Navarrete, 2010; Pefa-Ortega et al., 2016). Un circuito neuronal que ejemplifica estas interacciones neuro-gliales es el
complejo pre-Botzinger (preBotC; Gourine et al.,, 2010; Lorea-Hernandez, 2015; Camacho-Hernandez et al., 2018). Este
circuito es de gran importancia ya que, en mamiferos, genera y comanda la actividad respiratoria (Richter et al., 1999). En los
ultimos afos, se ha acumulado evidencia que sugiere que los cambios en la actividad de las células gliales pueden favorecer o
disminuir la actividad de este circuito (Hulsmann et al., 2000; Gourine et al., 2010; Pefia-Ortega, 2012; Camacho-Hernandez et
al., 2018).

Incluir a las células gliales en el estudio del circuito que genera y comanda el ritmo respiratorio es muy importante, pues ha
permitido determinar los componentes celulares, mas alla de las neuronas, que participan en la generacion de esta funcion
vital (Pefia-Ortega, 2012; 2017). Adicionalmente, estos estudios han contribuido a entender patologias diversas como la apnea
obstructiva del suefio, el sindrome de muerte subita del lactante (SIDS, por sus siglas en inglés), la deficiencia respiratoria
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asociada al sindrome de Rett, la hipoventilacién asociada al sindrome de inmunodeficiencia adquirida y otras, que cursan con
alteraciones respiratorias severas que se han relacionado con un estado de inflamacion al interior del SNC (Pefia y Garcia,
2006; Pefia-Ortega, 2012; 2017). Esta neuroinflamacion es un proceso mediado en gran medida por la activacion de las
células gliales y, en particular, por la activacién de la microglia (Gourine et al., 2010; Ballanyi et al., 2010; Gourine y Kasparov,
2011; Schnell et al., 2011; Kasparov, 2011; Mulkey y Wenker, 2011; Mitterauer, 2011; Okada et al., 2012; Kasymov et al.,
2013), por lo que la actividad de estas células podria ser un factor que afecte la generacién de la respiracion (Lorea-
Hernandez, 2015; Camacho-Hernandez et al., 2018). De hecho, en nuestro laboratorio hemos encontrado evidencia de que la
microglia es capaz de modular la actividad y la plasticidad del complejo preB6tC (Lorea-Hernandez, 2015; Camacho-
Hernandez et al., 2018). En estos trabajos previos hemos utilizado diferentes herramientas farmacoldgicas que permiten la
activacion, inhibicion o deplecion de la microglia dentro del tejido nervioso, con la finalidad de evidenciar su influencia en la
generacion de la actividad respiratoria en el preBotC (Lorea-Hernandez, 2015; Camacho-Hernandez et al., 2018; Pardo-Pefa
et al., 2018). Entre estas herramientas farmacologicas se incluye a un activador clasico de la microglia llamado lipopolisacarido
(LPS) (Bruno et al., 1997, 1998; Taylor et al., 2003). Los resultados que hemos obtenido sefialan que la microglia modula la
respuesta respiratoria a la hipoxia y la sobrevivencia de los ratones neonatos a la misma (Lorea-Hernandez, 2015), asi como
fendmenos plésticos de la respiracion (Camacho-Hernandez et al., 2018). Sin embargo, todos estos farmacos carecen de
especificidad para la modulacién microglial (Pefia-Ortega, 2017). Por ejemplo, el LPS podria tener efecto no solo en la
microglia, sino sobre las neuronas, los astrocitos, los oligodendrocitos y otros elementos celulares dentro del SNC (Muecci et
al., 2000; Husemann y Silverstein, 2001; Hatori et al., 2002; Lin et al., 2015; Shen et al., 2016). Lo anterior, indica que no basta
utilizar herramientas farmacoldgicas para revelar especificamente la participacion de la microglia en la funcién del SNC y que,
por lo tanto, se requiere de estrategias mas especificas para revelar estas funciones (Tanaka et al., 2012; Sawada et al., 2012,
Grace et al., 2018).

Para eliminar los efectos inespecificos de los farmacos utilizados para modular a la microglia, hemos utilizado también en esta
tesis herramientas genéticas que nos permitieron manipular de manera més especifica a la microglia (Pardo-Pefa et al., 2008;
Grace et al., et al., 2018). Con ello, determinamos que la estimulacién optogenética y quimiogenética de la misma modula la
actividad generada por el preBo6tC. Interesantemente, este efecto presentd similitudes con respecto al producido por la
manipulacion farmacoldgica de la microglia, lo que reafirma la posibilidad de que la activacion de este tipo celular modula la
actividad respiratoria. Determinar el mecanismo detras de los efectos moduladores de la microglia sobre el preB6tC no es una
tarea sencilla, pues la microglia es un tipo celular capaz de sintetizar y liberar una gama muy amplia de moléculas efectoras
(Lorier et al., 2008; Huxtable, 2010; Lauro et al., 2010; Pascual et al., 2011), incluidas las especies reactivas de oxigeno (Pefa-
Ortega, 2017; Pardo-Pefa et al., 2018) y la interleucina-1beta (Pefia-Ortega, 2017). Ademas, la modulacion de la actividad de
un circuito neuronal por la manipulacién de la microglia podria involucrar un mecanismo complejo producto de la accion
coordinada de estas moléculas (Lorier et al., 2008; Huxtable, 2010; Lauro et al., 2010; Pascual et al., 2011). Considerando lo
anterior, en este proyecto se propuso determinar si la activacion especifica de la microglia produce una modulacién de la
actividad del preBotC, asi como caracterizar la respuesta microglial a su estimulacion especifica para poder identificar posibles
mecanismos que participen en este fendmeno, como son la liberacion de factores microgliales y la posible participacion de la
interleucina-1beta (IL-18).

Marco teérico

La respiracion

La respiracion es una funcion vital que, en organismos pulmonados como los mamiferos, se lleva a cabo en un ciclo producido
por la contraccion y la relajacion ritmicas del diafragma (Richter et al., 1999; Hilaire y Pasaro, 2003). Este ciclo respiratorio es
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dominado por una fase inspiratoria activa, en donde el diafragma se contrae y produce el ingreso de aire hacia los pulmones
para permitir la captacion del Oz que requiere el organismo (Haji et al., 2000; Hilaire y Pasaro, 2003). La fase inspiratoria se
alterna con una fase espiratoria, generalmente pasiva, en la que el diafragma se relaja produciendo que el aire sea expulsado
de los pulmones junto con el CO2 colectado desde la sangre y proveniente del metabolismo del organismo (Haji et al., 2000;
Hilaire y Pasaro, 2003).

El generador central de la actividad respiratoria

La fase inspiratoria del ciclo respiratorio es comandada por sefales eferentes generadas en el complejo pre Botzinger
(preBotC), que es un conjunto de aproximadamente 3000 neuronas (Feldman et al., 2006), ubicado dentro del tallo cerebral,
necesario y suficiente para la generacién y el mantenimiento de la actividad respiratoria (Smith et al., 1991). La eliminacion de
las células del preB6tC produce la interrupcion de la actividad respiratoria (Smith et al., 1991; Wenninger et al., 2004). De la
misma manera, este efecto puede ser reproducido por la inhibicién optogenética o farmacoldgica de las células del preBotC
(Gray et al., 2001; Ramirez et al., 1998; Tan et al., 2008). Se ha demostrado que la generacién del ritmo respiratorio es capaz
de persistir en una rebanada de tallo cerebral que contiene a las células del preBotC (Smith et al., 1991). Incluso, la pequefia
porcion de la rebanada de tallo cerebral que contiene al preBotC puede ser aislada del resto del tejido, en una preparacion
llamada “isla” del preB6tC, que mantiene su capacidad de generar actividad ritmica inspiratoria (Johnson et al., 2001; Tryba et
al., 2008; Ramirez-Jarquin et al., 2012).

El preB6tC tiene una representacion bilateral dentro del tallo cerebral y ambos complejos se comunican a través de fibras
comisurales que atraviesan por la linea media para sincronizar su actividad (Koshiya y Smith, 1999; McKay y Feldman, 2008;
Zavala-Tecuapetla et al., 2014). Si uno de los dos es eliminado, el preBotC restante puede sostener la actividad respiratoria
(Koshiya y Smith, 1999; McKay y Feldman, 2008). La actividad producida por el preB6tC presenta un patrén caracteristico con
rafagas poblacionales que se corresponden a las inspiraciones dentro del ciclo respiratorio (Smith et al., 1991). La generacion
de las rafagas inspiratorias depende en gran medida de una interaccion compleja entre las propiedades intrinsecas y
sinpticas de neuronas funcionalmente definidas como respiratorias (Ramirez et al., 1998; 2005). Tomando como referencia la
aparicion de las rafagas inspiratorias, las neuronas respiratorias se pueden dividir en: a) neuronas pre-inspiratorias, si su
frecuencia de disparo aumenta justo antes de la aparicion de la rafaga poblacional (Smith et al., 1991); en b) neuronas
inspiratorias, si su frecuencia de disparo aumenta durante la rafaga poblacional (Smith et al., 1991); en c¢) neuronas post
inspiratorias, si su frecuencia de disparo aumenta al finalizar la rafaga inspiratoria y, por ultimo, en d) neuronas espiratorias,
gue presentan una mayor frecuencia de disparo durante el periodo inter-rafagas y se silencian durante la rafaga inspiratoria
(Smith et al., 2000).

Las neuronas que se encuentran en el preBotC presentan diferentes marcadores moleculares que las diferencian de las
neuronas pertenecientes a circuitos vecinos (Liu et al., 2001; Stornetta et al., 2003; Picardo et al., 2013). Por ejemplo, el
receptor a neurokinina 1 (NK1R+) se encuentra expresado en interneuronas del preB6tC cuyas proyecciones contactan
localmente con otras neuronas dentro del tallo cerebral (Gray et al., 2001). La somatostatina (SST+) también es expresada en
neuronas del preB6tC, incluida una subpoblacion de neuronas que también expresan al NK1R+ (Stornetta et al., 2003). Las
neuronas que presentan estos dos marcadores tienen actividad inspiratoria y no proyectan hacia la medula espinal (Stornetta
et al., 2003). Los procesos de las neuronas NK1R+ se proyectan a través de la superficie dorsomedial de la medula oblonga y
dentro del preBo6tC (Liu et al.,, 2001). Otro marcador de las células del preBotC es la proteina codificada por el gen Dbx1
(Dbx1+)(Picardo et al., 2013). En roedores, las neuronas que coexpresan los marcadores Dbx1+ y SST+ en el preBotC son
criticas para la generacion de la actividad inspiratoria, pues su eliminacion interrumpe la respiracion (Cui et al., 2016). También
se ha observado, en ratones, que las neuronas que expresan la proteina Dbx1 pueden presentar un patron de actividad pre-
inspiratorio (Picardo et al., 2013). Una subpoblacion de neuronas Dbx1+ son neuronas premotoras y proyectan hacia el nucleo
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hipogloso, al que proveen de una entrada glutamatérgica que produce un disparo ritmico de estas motoneuronas, en fase con
la actividad inspiratoria (Revill et al., 2015). Las neuronas Dbx1+ requieren de una menor entrada de corriente para generar
potenciales de accidn (en contraparte a las neuronas respiratorias que carecen de este marcador molecular), lo que las puede
hacer mas responsivas a la modulacion proveniente de otras células que se encuentran en el preB6tC (Picardo et al., 2013).
Las neuronas Dbx1- cubren extensas superficies con sus dendritas, que son abundantes en espinas dendriticas (Picardo et al.,
2013). Por otro lado, las neuronas Dbx1+ tienen proyecciones dendriticas cortas y locales que no presentan espinas
dendriticas (Picardo et al., 2013). Estas caracteristicas morfolégicas definen y diferencian la capacidad de integracién temporal
y espacial de las entradas sinapticas que reciben estas neuronas y determinan su participacion en la iniciacion y en el
mantenimiento, respectivamente, de la actividad sincrénica durante la fase inspiratoria (Picardo et al., 2013).

En el preBotC, la generacion de las rafagas inspiratorias es comandada por una poblacién heterogénea de células marcapaso,
gue generan actividad ritmica de manera intrinseca y que favorecen la excitabilidad y el reclutamiento de las otras células
dentro del circuito (Thoby-Brisson et al., 2001). En ausencia de las neuronas marcapaso, las interacciones sinapticas
excitatorias en el preBotC son muy débiles para iniciar un estado de excitacion que inicie una rafaga inspiratoria y la
generacion de la respiracion se interrumpe (Del Negro et al., 2005). Las neuronas marcapaso del preB6tC pueden dividirse en
dos subpoblaciones con base en la corriente que les confiere la propiedad de generar rafagas de potenciales de accién de
manera intrinseca (Pefia et al., 2004; del Negro et al., 2005). Por un lado, hay una subpoblacién que expresa una alta densidad
de canales que generan una corriente persistente de sodio, mientras que hay otra subpoblacion que expresa una alta densidad
de canales que generan una corriente cationica inespecifica activada por calcio (Pefa et al., 2004; del Negro et al., 2005).

En el preBotC se generan distintos patrones de actividad respiratoria dependiendo de la disponibilidad de oxigeno y las dos
subpoblaciones de neuronas marcapaso contribuyen de forma diferencial en este fendbmeno (Lieske et al., 2000). En
condiciones normales de oxigenacion, se requiere el bloqueo de las dos subpoblaciones de neuronas marcapaso para producir
la interrupcion de la actividad respiratoria (Pefia et al., 2004; Del Negro, 2005; Pefia y Aguileta, 2007). Por otro lado, durante
una condicién de hipoxia prolongada el bloqueo de las neuronas marcapaso dependientes de la corriente persistente de sodio
es suficiente para interrumpir la actividad respiratoria (Pefa et al., 2004; Paton et al., 2016; Peia y Aguileta, 2007).

Las neuronas marcapaso del preBotC generan rafagas de potenciales de accion en respuesta a un estimulo con mucha
facilidad (Ramirez et al., 2005). Sin embargo, una rafaga inspiratoria no puede ser generada por la actividad aislada de estas
neuronas, pues una vez que un namero minimo de estas neuronas es activado dentro de una ventana de tiempo especifica, se
produce un estado de excitacién que permite el reclutamiento sinaptico de otras neuronas marcapaso y de las neuronas
respiratorias seguidoras (no-marcapaso) (Del Negro et al., 2002; Thoby-Brisson et al., 2000; Pefa et al., 2004). Previo al inicio
de la inspiracion en el preB6tC, se produce una onda de actividad excitatoria que la precede y desencadena (Ramirez et al.,
2005). Durante cada ciclo respiratorio diferentes neuronas marcapaso pueden determinar el comienzo de la onda de actividad
excitatoria y, por lo tanto, una célula marcapaso puede participar en el estado de activacion que inicia una inspiracién durante
un ciclo, pero podria convertirse en una neurona reclutada en el ciclo subsecuente (del Negro et al., 2002; Thoby-Brisson et al.,
2000; Pefna et al., 2004; Carroll et al., 2013). En el preBotC, diferentes mecanismos regulan la actividad de las neuronas
marcapaso cuando no estan sincronizadas y, de esta forma, se reduce la probabilidad de generar otra rafaga justo después de
una primera inspiracion, lo que evita el inicio prematuro de una onda de excitacidon que pudiera dar origen a la siguiente
inspiracion (Del Negro et al., 2002; Thoby-Brisson et al., 2000; Pefa et al., 2004). Esta regulacion de la actividad de las
neuronas marcapaso puede llevarse a cabo a través de un acoplamiento débil entre neuronas excitatorias, a traves de
depresion sinaptica o a traves de inhibicion reciproca (Del Negro et al., 2002; Thoby-Brisson et al., 2000; Pefia et al., 2004).
Una vez que las neuronas marcapaso se han sincronizado se genera un estado de excitacion que producira la siguiente
inspiracion (Del Negro et al., 2002; Thoby-Brisson et al., 2000; Pefia et al., 2004).

Aun cuando se ha demostrado que el preBotC puede seguir generando actividad inspiratoria en ausencia de inhibicion
sinaptica (Cui, 2016), las interacciones inhibitorias dentro del preBotC favorecen la transicion entre las distintas fases del ciclo
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respiratorio (Cui et al., 2016). La inhibicion post-sinaptica tonica o fasica estabiliza el potencial de membrana de las neuronas
en el preBotC y, de esta forma, reduce las fluctuaciones en la actividad ritmica producidas por entradas excitatorias
esporadicas (Cui et al., 2016). Ademas, la inhibicibn mantiene la amplitud de las rafagas inspiratorias por debajo del valor
méaximo y, de esta forma, incrementa el rango dinamico de la respuesta respiratoria a las distintas condiciones a las que se vea
sometido el organismo (Cui, 2016). Por ejemplo, cuando la inhibicion es bloqueada en el preBotC las rafagas inspiratorias
alcanzan su maxima amplitud y no pueden incrementarla mas para compensar un incremento en la demanda ventilatoria,
limitando de esta forma la respuesta dinamica de la salida motora (Cui, 2016). Se ha propuesto que mientras que el numero y
sincronizacion de las neuronas reclutadas define la amplitud de las réfagas inspiratorias, el nUmero y sincronizacion de las
neuronas marcapaso activas determina la probabilidad de inicio de las rafagas y define su frecuencia y regularidad (Cui et al.,
2016). En términos generales, se puede sugerir que los neuromoduladores y las interacciones singpticas que inciden sobre las
neuronas marcapaso pueden modular la frecuencia y la regularidad de la actividad inspiratoria generada en el preBotC (Cui,
2016), mientras que la influencia de estos mismos factores sobre neuronas no-marcapaso modulan la amplitud y la duracién de
las rafagas inspiratorias (Cui et al., 2016).

Modulacion de la actividad respiratoria

La actividad generada en el preBotC es modulada por sefales originadas dentro y fuera de este circuito (Pefa-Ortega, 2012),
lo que produce adaptaciones en la respiracion que son requeridas para llevar acabo funciones como la fonacién y la deglucion
(Pefia-Ortega, 2012) o para generar respuestas plasticas ante cambios en las condiciones medioambientales como, por
ejemplo, cuando la demanda de oxigeno incrementa o la disponibilidad de este gas cambia por algin cambio fisiolégico o
patolégico (Pefia-Ortega, 2012). Para la adecuacion voluntaria de la respiracion durante conductas como el habla y la
deglucion, entre otras, el preB6tC recibe informacién de la corteza somatosensorial primaria, el area motora suplementaria, el
cerebelo, el tAlamo, el ndcleo caudado y el globo palido, que son regiones asociadas a la planeacion, coordinacién y ejecucién
de los movimientos (McKay et al., 2003; Lovering et al., 2012).

Existen receptores de estiramiento que se encuentran en la traquea y la faringe que transmiten informacion hacia el preBotC
(Lovering et al., 2012). Lo anterior, modula adaptaciones respiratorias que permiten el paso de lo que es tragado sin afectar las
vias aéreas superiores durante la deglucion (McKay et al., 2003; Lovering et al., 2012). En los pulmones, también se
encuentran receptores de estiramiento que aportan una modulacion constante (t6nica) requerida para regular la actividad
respiratoria basal, por lo que una disminucion de la actividad de estos receptores puede generar un estado de ventilacion
disminuida (Chou et al., 2008).

Otro sistema de modulacion tonica de la actividad del preBotC estd conformado por diferentes quimioreceptores centrales y
periféricos (Wong-Riley y Lui, 2005; Angelova et al.,, 2015). Estos quimioreceptores pueden inducir una adaptacion
compensatoria de la actividad respiratoria en respuesta a cambios en la disponibilidad del oxigeno en el ambiente (Pefia,
2009). Las sefiales que recibe el preBotC desde la periferia provienen de quimioreceptores presentes en las arterias aorta y
carotida que detectan cambios en la concentracion de oxigeno y CO:2 en la sangre (Wong-Riley y Lui, 2005; Angelova et al.,
2015). Adicionalmente, en el tallo cerebral hay dos sistemas sensibles a los cambios en oxigeno y/o CO2 (Mulkey et al., 2015).
Uno de los sistemas centrales de quimiorecepcion esta constituido por las neuronas de la superficie de la medula oblonga
ventral y el otro por los astrocitos de la misma region (Mulkey et al., 2015). Las neuronas de la medula oblonga ventral
responden a los cambios de pH, derivados de alteraciones en los niveles de CO2, exhibiendo una despolarizacion de su
potencial de membrana (Mulkey et al., 2015). Cuando se genera acidosis hipercapnica, la frecuencia de disparo en estas
neuronas incrementa (Kawai et al., 1996). Por otra parte, los astrocitos responden ante la acidosis hipercapnica exhibiendo un
incremento en la concentracion intracelular de calcio y la liberacion de ATP que, por si mismo, puede modular la actividad
neuronal (Burnstock, 2008; Gourine et al., 2010). La liberacion de ATP induce una liberacién subsecuente de glutamato en los
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astrocitos que resulta en el incremento de la frecuencia de la actividad respiratoria por la despolarizacién de las neuronas
inspiratorias (Ballanyi et al., 1992; Gourine et al., 2010).

Dentro del preBo6tC, la generacion de la actividad respiratoria depende basalmente de la accion de varios neurotransmisores
(Pena-Ortega, 2012). El 70% de las neuronas del preB6tC liberan glutamato y casi todas las neuronas marcapaso liberan este
neurotransmisor para iniciar la ola de sefiales excitatorias que reclutan a las neuronas seguidoras para generar la rafaga
inspiratoria (Smith et al., 2007). Los astrocitos pueden influir en esta dinamica, ya que son capaces de liberar y recapturar
glutamato, por lo que la actividad de estas células puede modular la actividad del preBotC (Hulsmann et al., 2000; Gourine et
al., 2010). Estas células también pueden liberar d-serina y esta liberacién produce el incremento de corrientes activadas por los
receptores NMDA de glutamato lo que favorece la excitabilidad del circuito (Stevens et al., 2003). El 30% restante de las
neuronas del preBotC producen neurotransmisores inhibitorios (Wong-Riley y Lui, 2005; Smith et al., 2007). En este grupo de
neuronas, se pueden distinguir dos subgrupos con una proporcidon muy similar: uno de los grupos son neuronas que liberan
acido gamma aminobutirico (GABA, por sus siglas en inglés) mientras que el otro grupo son neuronas que liberan glicina
(Wong-Riley y Lui, 2005; Smith et al., 2007). Como se mencion0 anteriormente, las sefiales inhibitorias no son indispensables
para la generacion de la actividad del preB6tC. Sin embargo, la neurotransmision inhibitoria favorece la regularidad de la
actividad inspiratoria y regula la transicion entre las distintas fases del ciclo respiratorio (Wong-Riley y Lui, 2005; Smith et al.,
2007).

Ademas de los neurotransmisores que se mencionaron anteriormente, existen neuromoduladores que pueden regular la
generacion de la actividad respiratoria (Pefia-Ortega, 2012; Doi y Ramirez, 2018), muchos de los cuales se liberan de manera
tonica en el preBotC (Pefia-Ortega, 2012; Doi y Ramirez, 2018). Si el tono de estos moduladores cambia, se producen
modificaciones en la actividad respiratoria (Pefia-Ortega, 2012; Doi y Ramirez, 2018), que incluso han llegado al planteamiento
de que algunos de estos tonos de modulacion son necesarios para la generacion de la actividad basal del preBotC (Pefa-
Ortega, 2012). Por ejemplo, se ha encontrado que la generacion de la actividad basal del preBo6tC requiere de un tono
modulador serotonérgico (Pefia y Ramirez, 2002), pues el bloqueo de la activacion enddégena y constante del receptor 5-
HTR2A serotonina produce una reduccion en la amplitud, la frecuencia y la regularidad de la actividad respiratoria en el
preBotC (Pefia y Ramirez, 2002). También, se ha reportado que el bloqueo de la actividad endégena del receptor a2
noradrenérgico produce una reduccion en la frecuencia de la actividad respiratoria (Viemari, 2008). Con el conocimiento de que
existen neuronas histaminérgicas dentro de los circuitos respiratorios del tallo cerebral (Dutschmann et al., 2003), se ha
demostrado que el bloqueo de la activacion ténica y enddégena del receptor H1 disminuye la frecuencia de la actividad
respiratoria registrada en el nervio frénico (Dutschmann et al., 2003).

Otra sustancia que también modula tonicamente la actividad del preB6tC es la acetilcolina (Coddou et al., 2009; Shao y
Feldman, 2009). Esto se ha demostrado al observar que el bloqueo de los receptores muscarinicos reduce la amplitud y la
frecuencia de la actividad inspiratoria (Coddou et al., 2009), mientras la inhibicibn de la degradacién de la acetilcolina
incrementa la frecuencia de la actividad ritmica en el preBotC (Shao y Feldman, 2009). La sustancia P, que es un
neuromodulador de naturaleza peptidica y agonista del receptor NK1 (Gray et al., 2001), produce una despolarizacion lenta en
las neuronas del preBo6tC (Pefia y Ramirez, 2004, Ptak et al., 2009). Interesantemente, el bloqueo de los receptores NK1
produce la aparicion de apneas, que son periodos en donde no se lleva a cabo la respiracion (Yeh et al., 2017), lo que permite
sefalar que este modulador es importante para la generacion de la actividad respiratoria (Gray et al., 2001). La adenosina es
un mediador que se liberan ténicamente y que contribuye a la modulacion de la actividad basal del preBotC (Schmidt et al.,
1995; Herlenius y Lagercrantz, 1999; Wilken et al., 2000; Huxtable et al., 2009). La adenosina es un neuromodulador que
puede ser liberado directamente o puede sintetizarse a partir de la degradacion del ATP extracelular (Wilken et al., 2000).
Debido a que la adenosina tiene un efecto inhibidor sobre la actividad del preB6tC (Schmidt et al., 1995; Herlenius y
Lagercrantz, 1999; Wilken et al., 2000; Huxtable et al., 2009; Zeicker et al., 2011), el bloqueo de la actividad enddgena de los
receptores Al incrementa la frecuencia de las inspiraciones y puede llevar al circuito respiratorio a un estado de
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hiperexcitabilidad (Wilken et al., 2000). En el sistema nervioso muchos tipos celulares pueden liberar los mediadores
anteriormente mencionados (Wilken et al., 2000) pero, como se mencionard mas adelante, el origen de dichos factores
determina el impacto que tienen sobre la actividad de los circuitos neuronales (Parkhurst et al., 2013). Una fuente de muchos
de estos factores capaces de modular la actividad neuronal son las células gliales (Wilken et al., 2000; Witts et al., 2012).

En el caso del preBotC, la microglia podria contribuir a la modulacién ténica de la actividad basal de este circuito (Lorea-
Hernadndez, 2015; Pefia-Ortega, 2017). De hecho, ya hay evidencia de que la interaccion adecuada entre la microglia y las
neuronas es determinante para el control central de la actividad respiratoria (Horiuchi et al., 2017). Un buen ejemplo de lo
anterior, y del que profundizaremos mas adelante, es lo observado en un modelo transgénico del sindrome de Rett (RTT)
(Horiuchi et al., 2017). Este modelo cursa con una depresién respiratoria que es revertida cuando las células microgliales
nativas del mutante son remplazadas por células linfoides provenientes de un organismo de fenotipo silvestre (Horiuchi et al.,
2017). En este caso, se determind que la sefalizacion dependiente del receptor Cx3CR1, un receptor expresado
principalmente por la microglia dentro del sistema nervioso es determinante para la aparicion de las alteraciones respiratorias
en el modelo, ya que el bloqueo de la actividad de este receptor revierte la depresion respiratoria asociada al RTT (Horiuchi et
al., 2017). También, se ha demostrado que la inhibiciébn de la actividad microglial disminuye la amplitud de las rafagas
inspiratorias en rebanadas de tallo cerebral que contienen al preB6tC (Lorea-Hernandez, 2015; Lu et al., 2012), lo que refuerza
la nocion de que la microglia podria contribuir a la generacién de la actividad respiratoria en el preB6tC. A continuacién, se
describirdn algunas generalidades de este tipo celular.

La microglia, el macrofago residente del SNC

La microglia es un grupo de células de origen mesodérmico que en estadios muy tempranos del desarrollo embrionario
ingresan al SNC y lo colonizan para establecerse como la poblacién de macrofagos residentes (Hutchins et al., 1990; Ashwell
et al., 1991; Alliot et al., 1999). Los precursores de los macréfagos residentes del SNC ingresan desde saco vitelino hacia los
tejidos embrionarios a partir del establecimiento de un sistema circulatorio funcional en el feto, aproximadamente en el dia
gestacional 9 de los ratones (Ginhoux et al., 2010). Lo anterior, también ocurre en otras especies en estadios de desarrollo
similares (Ginhoux et al., 2010). Los precursores de los macrofagos residentes del SNC que se alojan en el SNC dan origen a
la microglia siguiendo una via de diferenciacién dependiente de la sefializacion del receptor del factor estimulante de colonias
de tipo-1(CSFL1r, por sus siglas en inglés) (Alliot et al., 1999; Ginhoux et al., 2010).

En el SNC maduro, la microglia se encuentra ampliamente distribuida dentro de todo el parénquima (Dalmau et al., 1998),
aunque con mayor densidad en la materia gris (Dalmau et al., 1998). Estas células se caracterizan por su morfologia
ramificada de soma reducido y que presenta procesos celulares numerosos (Hutchins et al., 1990; Ashwell et al., 1991; Esiri et
al., 1991; Geny et al., 1995; Rezaie y Male, 1999; Ji et al., 2013). La microglia representa entre 10 y el 15 % de las células
gliales presentes en el tejido nervioso dependiendo de la region en la que se observe (Lawson et al., 1990).

Debido a su origen macrofagico, las funciones de la microglia se relacionan clasicamente con la inmunidad innata (Hutchins et
al., 1990; Ashwell et al., 1991; Esiri et al., 1991; Geny et al., 1995; Rezaie y Male, 1999). Sin embargo, la microglia también es
muy importante para el adecuado desarrollo del sistema nervioso (Paolicelli et al, 2011; Miyamoto et al., 2013; Zhan et al.,
2014; Gomez-Nicola y Perry, 2014) y el mantenimiento de su homeostasis (Tremblay et al., 2010; Paolicelli et al, 2011,
Miyamoto et al., 2013; Zhan et al., 2014; Gomez-Nicola y Perry, 2014).

Dependiendo de las condiciones que predominen en su entorno, la microglia presenta diferentes “estados” (Dalmau et al.,
1998) que se describen brevemente a continuacion. En condiciones fisioldgicas, la microglia se encuentra en un estado
vigilante que se caracteriza por una morfologia ramificada de soma reducido, con procesos celulares numerosos (Lorier et al.,
2007). En este estado, la microglia “monitorea” el ambiente que le rodea (Nimmerjahn et al., 2005; Hanisch y Kettenmann,

19



2007; Kettenmann y Verkhratsky, 2008) extendiendo y retrayendo sus procesos constantemente y estableciendo contactos con
elementos sinapticos que pueden durar minutos y cuya frecuencia es dependiente de la actividad neuronal (Wake et al., 2009).
La microglia vigilante remodela constantemente las conexiones sinapticas, removiendo aquellas sinapsis que no son
funcionales, a través de fagocitosis (Nimmerjahn, 2005; Hanisch y Kettenmann, 2007; Kettenmann y Verkhratsky, 2008) y
fortaleciendo otras conexiones ya existentes o induciendo el crecimiento de nuevas sinapsis al liberar factores troficos
(Miyamoto et al., 2016; Weinhard et al., 2018). En su estado vigilante, la actividad de la microglia también favorece la
supervivencia y la proliferaciéon de neuroblastos (Wirenfeldt, 2005).

Un hecho interesante de la microglia es que expresa receptores para virtualmente todos los neurotransmisores (NT) del
sistema nervioso (Pocock y Kettenmann, 2007). Cuando un NT estimula a su receptor en la membrana de la microglia, se
pueden inducir incrementos transitorios en la concentracion intracelular de calcio en respuesta a la actividad neuronal (Araque
et al., 1999), lo que a su vez induce la liberacién de sustancias llamadas gliotransmisores (GT) (Fellin al., 2006). Cuando estos
GT son liberados pueden estimular receptores en las neuronas modulando asi su actividad eléctrica y sinaptica, asi como la
plasticidad sinaptica en el corto y en el largo plazos (Araque et al., 1998; Araque et al., 1999; Araque y Navarrete, 2010; Pefa-
Ortega, 2017). Todo lo anterior, constituye un sistema de comunicacion bidireccional entre las neuronas y la microglia que se
encuentra activo tanto en condiciones fisiolégicas (Hulsmann et al., 2000; Fellin al., 2006; Huxtable et al., 2010) y patoldgicas
(Hulsmann et al., 2000; Huxtable et al., 2010; Pascual et al., 2011; Rivera-Angulo y Pefa-Ortega, 2014).

La microglia es altamente responsiva, y manifiesta su estado activado, ante cualquier alteracion en la homeostasis del sistema
nervioso, como la que se presenta ante una infeccién (Kreutzberg, 1996), un trauma (Raivich et al., 1999; Ladeby et al., 2005),
algun tipo de isquemia (Morioka et al., 1991), alguna enfermedad degenerativa (Rupalla et al., 1998) o ante actividad neuronal
aberrante (Ponomarev et al., 2006). Estas alteraciones inducen a que la microglia experimente cambios morfolégicos y
funcionales mediante un proceso denominado “activacion microglial” (Morioka y Streit., 1991; Kreutzberg, 1996; Rupalla et al.,
1998; Raivich et al., 1999; Ladeby et al., 2005; Ponomarev et al., 2006; Kettenmann et al., 2011). La microglia activada es
altamente movil y su morfologia se torna ameboidea, ademas de que incrementa su actividad fagocitica e incrementa su
liberacion de citocinas proinflamatorias (Hanisch y Kettenmann, 2007; Kettenmann y Verkhratsky, 2008). La microglia activada
puede también reclutar a otras células efectoras de la neuroinflamacién como los astrocitos, para participar conjuntamente en
la respuesta para eliminar la alteracion de la homeostasis (Pascual et al., 2011).

Dependiendo de qué estimulo activa a la microglia, estas ceélulas presentan diferentes estados de activacion con
caracteristicas particulares (Mosser y Edwards, 2008). Por ejemplo, la microglia activada con LPS, un componente de la pared
celular de bacterias Gram-negativas, adquiere un perfil proinflamatorio (Rietschel et al., 1994). Esta activacion esta mediada
por los receptores tipo toll (TLRs, por sus siglas en inglés) que reconocen patrones moleculares asociados a patégenos y que
también reconocen moléculas generadas enddégenamente a consecuencia de dafo tisular o algin otro proceso patolégico
(Saijo et al., 2012). Por el contrario, la activacion de la microglia con fractalquina, a través de su receptor CX3Cr1, induce un
estado de activacion que protege a las neuronas de los efectos excitotéxicos del glutamato (Lauro et al, 2010).

Varias de las sustancias que libera la microglia en sus diferentes estados de activacion son mediadores de la respuesta
inmune (Esiri et al., 1991) que, ademas, presentan funciones fisiologicas particulares dentro del sistema nervioso (Greaber et
al., 2011). Por ejemplo, la DAp-12 es una molécula sefalizadora dentro de la respuesta inflamatoria producida por la microglia
gue participa ademas en la plasticidad sinaptica y modula la neurotransmision glutamatérgica (Northrup y Yamamoto, 2011). El
TNF-a es una citocina proinflamatoria, cuya liberacion incrementa cuando se presenta un dafio en el SNC (Stellwagen y
Malenka, 2006). Sin embargo, este factor también se libera de manera tonica bajo condiciones fisiologicas, aunque en
cantidades muy pequefas (Stellwagen y Malenka, 2006). Se ha sefalado que el fendmeno de reescalamiento sinaptico en las
sinapsis glutamatérgicas del hipocampo requiere de un “tono” de liberacion de TNF-a (Stellwagen y Malenka, 2006).
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La microglia ejerce una importante influencia sobre los circuitos neuronales tanto en condiciones fisiolégicas como durante una
alteracion de la homeostasis (Esiri et al., 1991; Stellwagen y Malenka, 2006; Northrup y Yamamoto, 2011; Greaber et al.,
2011). Lo anterior, se lleva cabo a través de mecanismos muy diversos y complejos que incluso podrian ser especificos de
cada region del SNC (Grabert et al., 2016). Aunque algunos de estos mecanismos no se comprenden del todo o son
desconocidos, hay interacciones de la microglia con otros elementos celulares que ya se han descrito y que representan
piezas fundamentales en el entendimiento del papel que desempefia la microglia al interior del SNC.

Regulacion de la actividad microglial dependiente de calcio

El monitoreo del microambiente, el mantenimiento de las sinapsis, asi como el soporte tréfico son funciones constitutivas de la
microglia que se asocian a cambios en la concentracion intracelular de calcio en estas células (Wong et al., 2015). Tanto el
aspecto tréfico como el inmunolégico de la funcion microglial pueden ser modulados por cambios en la concentracion
intracelular de calcio que dependen de diferentes receptores metabotrépicos y ionotrépicos (Liu et al., 2016). Varios sistemas
de sefializacion de la microglia actian a través de receptores de ambos tipos (Liu et al., 2016). La microglia expresa
receptores para GABA de tipo Ay B (Liu et al., 2016). Cuando se activan los receptores para GABA de tipo A se induce un
fenotipo neuroprotector en la microglia, mientras que cuando se activan los receptores para GABA de tipo B se favorece la
producciéon de factores inflamatorios (Liu et al.,, 2016). Una situacidon similar ocurre con la sefializacion dependiente de
glutamato (Murugan et al., 2011; Liu et al., 2016). La activacion de receptores ionotrépicos de glutamato de tipo AMPA, los
metabotropicos de tipo GIuR del 1 al 4, los de tipo Kainato y los de tipo NMDA, induce la liberacién de factores inflamatorios
como el TNFa, la IL1B y el éxido nitrico (NO) (Liu et al., 2016). Adicionalmente, se ha demostrado, en cultivos primarios de
microglia, que la aplicacién de MK801, un antagonista de los receptores de glutamato de tipo NMDA, reduce la expresién de
TNFa, IL1B, INOS y NO a través de interferir con la translocacion del Nf-kB hacia el nucleo (Murugan et al., 2011). Por el
contrario, la estimulacién de los receptores a glutamato tipo NMDA induce un incremento en la concentracion intracelular de
calcio en la microglia y la liberacion de citocinas (Murugan et al., 2011). La microglia también expresa miembros de las tres
familias de receptores metabotrépicos para glutamato, por ejemplo, el mglu5a que es miembro del grupo I, el mGlu2 y 3,
miembros del grupo Il y los mGlu4, 6 y 8, pero no el 7, miembros del grupo Il (Liu et al., 2016). Los receptores metabotropicos
a glutamato del tipo Il inducen una disminucién en la reactividad de la microglia ante la estimulacién con LPS, favoreciendo el
establecimiento de un estado de activacion menos citotdxico, al contrario de los otros dos grupos de receptores a glutamato
que inducen la liberacién de factores inflamatorios y citotoxicidad (Liu et al., 2016).

En la microglia, la actividad de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs por sus siglas en inglés) regula varias de sus
funciones de manera constitutiva (Haque et al., 2018). Los GPCRs son la familia de receptores membranales mas grande
(Gainetdinov et al.,, 2004). Dentro del SNC varios de los receptores que reconocen a los neurotransmisores y
neuromoduladores como la dopamina, la serotonina y la noradrenalina son GPCRs y (Gainetdinov et al., 2004). Como se
mencion6 previamente, la microglia expresa muchos de estos receptores (Pocock y Kettenmann, 2007). En la microglia la
activacion de los receptores adrenérgicos y canabinérgicos asociados a proteinas G induce la liberacion de citocinas
inflamatorias como la IL6 y el TNFa (Liu et al., 2016).

La transmision colinérgica también modula la actividad de la microglia a través de vias ionotropicas y metabotropicas. La
microglia expresa receptores nicotinicos de acetilcolina (Han et al., 2014), que son ionotrépicos y cuya actividad produce la
entrada de calcio y la reduccion en la fosforilacion de la subunidad p65 del NF-kB, lo que promueve una polarizacion
antiinflamatoria en la microglia (Han et al., 2014). En modelos murinos se ha reportado que una subpoblacién de microglia
(entre el 11 y el 16 % de la microglia total aislada de tejido fresco) expresa receptores muscarinicos de acetilcolina desde un
periodo posnatal temprano y hasta la adultez (Pannell et al., 2016), lo que sugiere que el sistema colinérgico-muscarinico es
importante para la modulacion de la actividad microglial. En cultivos primarios, la aplicacion de carbacol, un agonista
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colinérgico, produce un incremento en la concentracién intracelular de calcio en la microglia, ademas de inducir quimiotaxis y
una reduccion de la fagocitosis en estas células (Pannell et al., 2016). En la microglia responsiva a carbacol, la expresion del
receptor M3 incrementa después de exponer las células a interferén y (Pannell et al., 2016), lo que podria implicar que, la
modulacién microglial dependiente del receptor colinérgico M3 podria tener un gran impacto en la modulacién colinérgica en el
SNC, durante el establecimiento de la respuesta inflamatoria que ocurre en diversas patologias.

La modificacion genética del receptor M3 resultd en el desarrollo de los DREADDS Gq, una herramienta que permite, de
manera célula especifica (Zhang et al., 1998; Grace et al., 2018), regular positivamente la actividad de la fosfolipasa C y de
esta manera reclutar vias de sefalizacion dependientes de IP3 y de un incremento en la concentracion intracelular de calcio
(Eglen et al., 1994). Esto es interesante ya que en el presente trabajo se utilizé esta herramienta para activar a la microglia.
Como ya se menciond la actividad enddgena del receptor colinérgico M3 regula las funciones microgliales y podria ocurrir que
la estimulacion quimiogenética de la microglia induzca un estado de activacion similar al que produce la activacion del M3
endogeno.

Ademas de la actividad de los GPCRs, existen canales como los TRPM y TRPV que permiten el ingreso de calcio a la célula
favoreciendo también la actividad de la PLC y la sefalizacion dependiente de IP3 (Gong et al., 2018). El TRPM2 es un canal
catiénico permeable a calcio y sensible al estrés oxidativo, cuya actividad se ha asociado al estado de activacién microglial que
favorece el establecimiento de la neuroinflamacion (Malko et al., 2019). EL TRPV1 es un canal catiénico no selectivo que esta
altamente expresado en la microglia y que permite que sea activada por la sefial producida por diferentes factores endégenos
como la acidificacién del medio extracelular, la presencia de ATP, de diferentes aminas y amidas que, en general, son factores
asociados a estrés o dafio en el tejido nervioso (Xu y Beech, 2001; Marrone et al., 2017). Algunos efectos de la activacion del
receptor TRPV1 en la microglia son, la produccién de ROS, la migracion, la produccién de citocinas e incluso la induccién de la
apoptosis (Xu y Beech, 2001; Marrone et al., 2017). Los TRPV2 son canales que se encuentran principalmente en las
membranas internas y, en menor cantidad, en la membrana celular (Echeverry et al., 2016). La activacion microglial lleva a la
translocaciéon del TRPV2 hacia la membrana microglial, asi como un incremento en su expresion, lo que también se asocia con
la liberacion de citocinas (Echeverry et al., 2016).

Como se mencioné previamente, los mediadores purinérgicos como el ATP y la adenosina modulan la actividad respiratoria
(Schmidt et al., 1995; Herlenius y Lagercrantz, 1999; Wilken et al., 2000; Huxtable et al., 2009), ademés de que la principal
fuente de estos mediadores en el SNC son las células gliales (Wilken et al., 2000; Witts et al., 2012). Interesantemente, la
reduccion del ATP en el medio extracelular reduce la liberacion de citocinas en la microglia estimulada con LPS (Monif et al.,
2009), lo que indica que la sefializacién purinérgica también puede modular la actividad de estas células. Ademas de producir y
liberar medidores purinérgicos, la microglia posee receptores ionotrépicos y metabotrépicos que reconocen al ATP y sus
derivados (Monif et al., 2009). Los receptores P2XR7 constituyen una familia de receptores purinérgicos ionotrépicos que
reconocen al ATP y que, una vez activados, permiten el ingreso no selectivo de cationes como el calcio y el sodio a la
microglia (Gong et al., 2018; Monif et al., 2009). En modelos murinos y en tejido humano, se ha encontrado que los receptores
P2XR7 se expresan en la microglia y que su activacion resulta en la liberacion de citocinas (He et al., 2017). Sin embargo, la
sefalizacion dependiente del receptor P2XR7 también puede inducir apoptosis en la microglia (He et al.,, 2017). Se ha
demostrado que existe una correlacion entre la cantidad liberada de factores microgliales como la IL6, IL8 y MCP1 y los niveles
de expresion de los receptores P2X7 (Nie et al., 2016). En usencia de un insulto inmunoldgico, la sola sobreexpresion de estos
receptores produce la activacion y la proliferacion de la microglia en cultivos primarios (Monif et al., 2009). También, se ha
demostrado que la eliminacion del poro en versiones mutantes de estos receptores produce una marcada reduccion en la
activacion dependiente de ATP en la microglia (Monif et al., 2009).

La activacion de la microglia, dependiente de NLRP3, requiere de la accion del IP3 y otros de un sistema llamado SOCE (por
las siglas en inglés de “Entrada de Calcio Operada por las Reservas”) (Murakami et al., 2012). Sin embargo, la activacion de
ambos sistemas no es suficiente para producir un cambio de estado en la microglia (Murakami et al., 2012). Se propone que es
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necesaria la accion conjunta de la activacion autécrina de la familia de receptores P2RX7 (Monif et al., 2009) y la activacion del
NLRP3 para lograr un cambio de estado en la microglia (Murakami et al., 2012).

La liberacién de calcio desde las reservas intracelulares es un evento necesario para la activacion microglial dependiente de la
sefalizacion de TLR4 (Sun et al., 2014). Después del vaciado de las reservas intracelulares de calcio, el SOCE permite el
ingreso de este cation a través de la membrana celular (Sun et al., 2014). Los canales Orail son canales idnicos selectivos a
calcio que permiten su ingreso desde el exterior celular una vez que se ha producido la deplecidn de las reservas intracelulares
de calcio (Feske et al., 2006; Putney, 2009). Se ha demostrado que la entrada de calcio dependiente de SOCE activa distintas
vias de sefializacion en la microglia (Sun et al., 2014). Por ejemplo, la eliminacién o el bloqueo del sistema SOCE reduce la
actividad de NfkB, al disminuir la fosforilacion y la acetilacion de su subunidad p65 (Sun et al., 2014). Adicionalmente, este
sistema dependiente de calcio reduce la fosforilacion de ERK1 y JNK (Sun et al., 2014). La actividad de la PKC, que también
depende de calcio, produce un incremento en la liberacion de citocinas y constituye otra via de sefializacion dependiente del
incremento de calcio intracelular que es afectada por la eliminacién del SOCE (Sun et al., 2014). Es posible que la entrada de
calcio que produce la actividad de la ChR2 estimule también algunas de estas vias de sefializacion. También se ha reportado
que la liberacion de ROS puede ser modulada por la entrada de calcio mediada por la accion del intercambiador de
sodio/calcio en la microglia (Lively y Schilichter, 2018). Interesantemente, en este trabajo se demostré que dos estimulos
inflamatorios, uno estéril y el otro no-estéril, producen una morfologia distinta en la microglia activada, ademas de que el
estimulo estéril produce menos ROS en comparacion con el estimulo no-estéril (Lively y Schilichter, 2018). Como se mostrara
en la seccion de resultados de este proyecto, lo anterior guarda importantes similitudes con la estimulacién quimiogenética y
optogenética de la microglia.

Modulacion de la actividad neuronal por la microglia

Desde etapas muy tempranas del desarrollo, la microglia define la actividad de los circuitos neuronales al participar en el
modelamiento de sus caracteristicas estructurales y sus conexiones sinapticas (Miyamoto et al., 2016). La microglia favorece
el establecimiento y la maduracion funcional de la pre- y la post-sinapsis y, en general, de toda la conectividad los circuitos
neuronales a través del fortalecimiento de las conexiones mas activas y la eliminacién de las conexiones menos eficientes
(Schafer et al., 2012; Miyamoto et al., 2013; Wake et al.,, 2013). Mediante esta poda sinaptica, la microglia favorece la
maduracion adecuada de los circuitos neuronales en desarrollo (Paolicelli et al., 2011; Ji et al, 2013). Ademas, en el sistema
nervioso adulto, la microglia extiende sus procesos constantemente para “censar” la actividad de las uniones sinapticas (Ji et
al., 2013; Kettenmann et al., 2013). Como ya se menciond, cuando un botén sinptico deja de ser funcional es fagocitado por
la microglia como un mecanismo que permite mantener la eficiencia de los circuitos (Ji et al., 2013; Kettenmann et al., 2013).
También se ha observado que la microglia puede modular la actividad de sinapsis axosométicas inhibidoras (liberadoras de
GABA) a través de la interrupcion directa de la conexion sinaptica (Chen et al., 2014). En este caso, los procesos microgliales
actlian como interruptores al interponerse fisicamente entre los elementos presinapticos y la postsinapticos, modulando de
esta forma la excitabilidad neuronal (Chen et al.,, 2014). Ademas de lo anteriormente mencionado, la microglia modula la
actividad neuronal a traves de la liberacion de GT (Fellin al., 2006). La microglia no es capaz de generar potenciales de accion,
por lo que la mayor parte de las interacciones que establece con otras células del SNC (neuronas y astroglia) se llevan a cabo
a través de la liberacion de diferentes sustancias que sirven para comunicar todas estas células (Fellin al., 2006; Haydon y
Carmignoto, 2006; He y Sun, 2007; Huxtable, 2010). Sustancias como el glutamato, el ATP y la d-serina permiten que la
microglia module la actividad de las redes neuronales (Haydon y Carmignoto, 2006; He y Sun, 2007; Huxtable, 2010). Ademas,
la microglia libera varias citocinas, como la IL-1B que pueden aumentar o disminuir la excitabilidad de las neuronas (Bessis et
al., 2007; Hanisch y Kettenmann, 2007), asi como modular la transmision sinaptica (Pocock y Kettenmann, 2007; Pascual et
al., 2011). Por ejemplo, a través de la liberacion de ATP, la microglia puede modular de forma indirecta la actividad neuronal
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(Pascual et al., 2011). La liberacién de ATP desde la microglia produce el reclutamiento de los astrocitos a través de la
estimulacién del receptor P2Y1R en la astroglia, lo que induce que los astrocitos liberen glutamato que, a su vez, estimula
receptores metabotropicos en las neuronas y, asi, aumenta la frecuencia de las corrientes postsinapticas excitatorias (Pascual
et al., 2011).

Un mecanismo de modulacion directa en la microglia sobre las neuronas involucra la liberacion del glutamato microglial sobre
las neuronas (Domercq et al., 2007). Ademas, la microglia contribuye a modular la cantidad disponible de glutamato en el
medio extracelular, pues poseen un sistema de recaptacion que permanece activo en la microglia vigilante (Domercq et al.,
2007). Adicionalmente al sistema de recaptura microglial, el glutamato liberado por la microglia puede ser removido rapida y
eficientemente por los sistemas transportadores de glutamato en los astrocitos e incluso en los oligodendrocitos (Domercq et
al., 1999). Todos estos sistemas de recaptura de glutamato son interferidos por la activacion proinflamatoria de la microglia
(Lorier et al., 2007; Kettenmann, 2011; Saijo, 2013). En condiciones proinflamatorias, la microglia libera una gran cantidad de
sustancias que interfieren con este proceso como son las especies reactivas de oxigeno (ROS), el TNFa y la IL-1B (Bessis et
al., 2007; Domercq et al., 2007).

Considerando lo anterior, se puede concluir que la microglia ejerce una influencia importante dentro de los circuitos
neuronales, en parte, a través de una via de comunicacion glutamatérgica (Maezawa y Jin, 2010). Ademas, esta via representa
un eje de comunicacion bidireccional, ya que la liberacién de glutamato desde las neuronas y otras células gliales puede
inducir diferentes respuestas por parte de la microglia (Domercq et al., 2007). Por ejemplo, la estimulaciéon de los receptores
metabotropicos de glutamato del grupo II (mGlu2) en la microglia, induce la activacion de la microglia en un fenotipo
neurotoxico (Taylor, 2005), que libera gran cantidad de TNFa (Taylor, 2005). A su vez, la unién del TNFa a su receptor (el
TNFRL1, por sus siglas en inglés) promueve la activacion de la caspasa 3, lo que induce la apoptosis neuronal (Taylor, 2005).
En contraste, si los receptores glutamatérgicos microgliales estimulados son los mGlu del grupo 1l (mGlu3), la microglia se
activa con un fenotipo neuroprotector (Taylor, 2005), que bloquea la produccién de toxinas que normalmente son liberadas
cuando la microglia es activada por el LPS o por la proteina  amiloide (Bruno et al., 1997, 1998; Taylor et al., 2003). Este
sistema de comunicacién se exacerba en condiciones patoldgicas, pues cuando ocurre algun dafo al tejido nervioso se libera
una gran cantidad de glutamato que actia como un agente excitotoxico (D’Antoni et al., 2008, Taylor et al., 2003; Taylor et al.,
2005; Conn y Pin, 1997; Besong et al., 2002).

Ademas de la comunicacién bidireccional microglia-neuronas que permite el glutamato, las neuronas liberan constantemente
una mezcla compleja de sustancias capaces de influir sobre las funciones microgliales y determinar el fenotipo que ésta
presenta (Polazzi et al., 2002; Biberet al., 2007; Luo et al., 2012). Algunos ejemplos de estos sistemas bidireccionales de
comunicacion son el CD200-CD200R (Polazzi et al., 2002; Hoek, et al. 2000), el Csfl-IL-34-CsflR (Polazzi et al., 2002, Lin.
2009), el CD22-CD45 (Polazzi et al., 2002), el CD47-SHPS-1(Polazzi et al., 2002), el CCL21-CX3CR3 (Polazzi et al., 2002;
Rappert, et al., 2002), el TREM2-DAP12 (Polazzi et al., 2002; Neumann et al., 2007), el CXCL10-CX3CR3 (Polazzi et al., 2002;
Rappert, et al., 2002) o el sistema CX3CL1-CX3CR1 (Suzuki et al., 2007; Sun et al., 2015). Estos sistemas vinculan la
actividad de las neuronas con la actividad de la microglia (Biber et al., 2007), bajo condiciones fisiologicas y patoldgicas
(Polazzi et al., 2002). De esta forma, en cada circuito del SNC se establecen patrones de actividad bi- o multidireccional que
resultan de la interaccion de la microglia con las neuronas y otras células gliales (Araque y Navarrete, 2010; Pefia-Ortega et
al., 2017).

Posible influencia de la microglia sobre la generacidn central de la respiracion

Como se mencioné previamente, el preBotC es el circuito neuronal que comanda la actividad respiratoria en los mamiferos
(Richter et al., 1999) y se ha sefialado que la actividad de las células gliales presentes en el preB6tC es necesaria para la
generacion y modulacion de la actividad respiratoria (Gourine et al., 2010; Ballanyi et al., 2010; Gourine y Kasparov, 2011;
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Schnell et al., 2011; Kasparov, 2011; Mulkey y Wenker, 2011; Mitterauer, 2011; Okada et al., 2012; Kasymov et al., 2013).
Como se menciond anteriormente, el modelo genético del sindrome de Rett (RTT) es un gran ejemplo de la importancia que
tiene la actividad microglial en la generacion de la actividad respiratoria. En este modelo se induce la deficiencia del gen
MeCP2 en ratones, lo que reproduce los principales signos del sindrome en humanos, como la exhibicibn de conductas
asociadas al autismo como las estereotipias (movimientos repetitivos; Hagberg et al., 1983) y alteraciones respiratorias
severas (Viemari et al., 2005). Aunque la expresion del gen MeCP2 es comun a todas las células del organismo, su deficiencia
produce afectaciones que se presentan principalmente en el sistema nervioso (Lioy et al., 2014). Inicialmente, se propuso que
estas alteraciones se debian a la pérdida del MeCP2 en las neuronas (Chen et al., 2001). Sin embargo, la pérdida del MeCP2
en la microglia es determinante para la severidad y/o la progresion de las alteraciones neuronales asociadas a este sindrome
(Lioy et al., 2014). Ademas, se ha determinado en el modelo RTT que la deficiencia respiratoria severa caracteristica del
sindrome podria derivar de alteraciones en la funcion de la microglia (Hilsmann et al., 2000, Viemari et al., 2005; Maezawa y
Jin, 2010; Derecki et al., 2012; Lioy et al., 2014; Schnell et al., 2016; Horiuchi et al., 2017). En ratones RTT la microglia libera
cinco veces mas glutamato que la microglia de animales de genotipo silvestre (Maezawa y Jin, 2010). Adicionalmente, la
deficiencia del MeCP2 reduce la expresion del transportador de glutamato VGLUTL, dificultando la eliminacién del glutamato
del espacio extracelular, lo que favorece una condicion de excitotoxicidad y el desarrollo de anormalidades estructurales de las
sinapsis (Maezawa y Jin, 2010). Interesantemente, varias de estas alteraciones se corrigen al modular la actividad microglial,
pues el bloqueo del receptor CX3CR1 (receptor mayoritariamente microglial) o el remplazo de las células microgliales del
mutante por células linfoides de genotipo silvestre (mismas que eventualmente se diferencian a microglia) revierten las
alteraciones respiratorias e incrementan la expectativa de vida de los ratones RTT (Derecki et al., 2012; Horiuchi et al., 2017).
En nuestro laboratorio se han encontrado evidencias de que la microglia modula la actividad preB6tC en condiciones mas
fisioldégicas y que, incluso, estas células podrian ser indispensables tanto para la generacion de la actividad respiratoria (Lorea-
Hernandez, 2015), como para la presentacién de fendmenos plasticos de la respiraciéon (Camacho-Hernandez et al., 2018).

Un trabajo mas que apoya la nocion de que la actividad de las células gliales es importante para la generacion de la actividad
respiratoria es el de Stokes y colaboradores (2017). Este grupo demostré que las adaptaciones respiratorias que se producen
en respuesta a la hipoxia crénica no se presentan si se bloquea la actividad de la microglia administrando minociclina, un
antibidtico que tiene actividad antinflamatoria e inhibitoria de la microglia (Stokes et al., 2017). La aplicacion de minociclina
evita la aparicion de signos morfoldgicos de activacion en la microglia y esto es acompafiado por el bloqueo de los cambios en
la actividad respiratoria asociados a la exposicion a la hipoxia cronica (Stokes et al., 2017). Relacionado al hallazgo anterior, se
ha observado que la exposicién a la hipoxia produce la activacién de la microglia del tallo cerebral (MacFarlane et al., 2016).
Esta activacion de la microglia se ha asociado con una depresion de la respuesta ventilatoria a la hipoxia, misma que podria
involucrar la liberacién de citocinas, como la IL-13 (MacFarlane et al., 2016).

Son muchos los mediadores microgliales que podrian modular la generacion de la actividad respiratoria (Pyatin vy
Miroshnichenko, 2001; Dutschmann et al. 2003; Bouvier et al., 2008; Garcia et al., 2011; Pefia-Ortega, 2012; Koch et al., 2014).
Ademas de algunos neuromoduladores mencionados en la seccion, algunos de los cuales son liberados por la microglia
(Pena-Ortega, 2012; Doi y Ramirez, 2018), otros mediadores microgliales que pueden regular la respiracion incluyen a los
radicales libres (especificamente el H202 y el NO) y la prostaglandina E2 (PGE2 por sus siglas en inglés) (Pyatin y
Miroshnichenko, 2001; Dutschmann et al. 2003; Bouvier et al., 2008; Garcia et al., 2011; Pefia-Ortega, 2012; Koch et al., 2014).
Si bien, muchas de estas sustancias pueden ser producidas por varios tipos celulares del SNC, la liberacién microglial de estos
factores podria ser determinante para la modulacién de la actividad del preBotC, tanto en condiciones fisiolégicas como
patolégicas (von Bernhardi y Ramirez, 2001). Como se mencion0 previamente, la microglia presenta diferentes estados v,
dependiendo el estado en el que se encuentre, su influencia sobre el preBotC podria cambiar (Mosser y Edwards, 2008;
Greaber et al., 2011). Por ejemplo, la microglia libera diferentes citocinas proinflamatorias que pueden modular la generacion
de la actividad respiratoria (Stoltenberg et al., 1994; Frgen et al., 2000; Olsson et al., 2003; Hofstetter y Herlenius, 2005,
Herlenius, 2011). Una citocina liberada en grandes cantidades por la microglia activada es la IL-13, que es un depresor de la
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actividad respiratoria (Olsson et al., 2003; Hofstetter y Herlenius, 2005; Gresham et al., 2011) a la cual se le dara un apartado
la final de la Introduccién de esta tesis.

Para estudiar las interacciones neurona-microglia se han desarrollado diferentes farmacos que permiten manipular la actividad
microglial (Pefa-Ortega, 2017). Aunque estas herramientas tienen una utilidad muy valiosa, a menudo sus efectos no son
especificos y podrian producir alteraciones en las funciones de otros elementos celulares al interior de SNC (Muecci et al.,
2000; Husemann y Silverstein, 2001; Hatori et al., 2002; Lin et al., 2015; Shen et al., 2016). En esta tesis se utilizé una bateria
de farmacos que permitieron evaluar el efecto de la activacion de la microglia sobre la actividad del preB6tC, pero,
considerando sus limitaciones producto de la inespecificidad celular, también se utilizaron herramientas mucho mas
especificas para investigar el efecto que tiene la actividad microglial sobre la generacion de la actividad respiratoria. En los
siguientes apartados se resumirdn las principales caracteristicas de las diferentes estrategias de estimulacién microglial y se
expondran los posibles limitantes que presentan.

Activacion farmacolégica de la microglia

El lipopolisacarido (LPS)

Un activador “clasico” de la microglia es el LPS, que es el componente principal de la pared celular de las bacterias gram-
negativas y que posee un gran potencial inmunogénico ya que induce la liberacién de citocinas y también induce el
reclutamiento celular como parte de la respuesta inflamatoria mediada por la microglia (Wang et al., 2005; Yoon et al., 2012).
El receptor tipo toll 4 (TLR4) es un receptor de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos y es al que se
une con mayor afinidad el LPS (Chen et al., 2012; Zeng et al., 2012; Hines et al., 2013). La activacion de la microglia con LPS
induce la activacion de las MAP cinasas (Machado et al., 2011) y del factor de transcripcion NF-kB (Machado et al., 2011), lo
que lleva a la sintesis y liberacién de factores proinflamatorios por la microglia (Nakajima et al., 2001). Sin embargo, la
microglia activada con LPS también produce factores neurotréficos que regulan la respuesta inflamatoria inicial, para
eventualmente revertirla (Lauro et al., 2010). Si bien, el LPS es considerado como un activador microglial (Nakajima et al.,
2001; Wang et al., 2005; Machado et al., 2011; Yoon et al., 2012), lo cierto es que podria tener efectos sobre otras células del
SNC (Lin et al., 2015; Shen et al., 2016). Por ejemplo, se ha reportado que las neuronas también expresan a los receptores
TLR4 (Lin et al., 2015). En el nucleo trigeminal es abundante la expresion del TLR4 en una gran parte de las neuronas (Lin et
al., 2015). En los ganglios espinales de la asta dorsal, las neuronas sensoriales también expresan TLR en gran cantidad (Lin et
al., 2015). En estos casos la estimulacion del TLR4 con LPS afecta la excitabilidad de los circuitos neuronales (Lin et al., 2015).
Adicionalmente, también se ha reportado que los astrocitos expresan el TLR4 y que su estimulacion con LPS induce la
liberacion de gliotransmisores que incrementan la excitabilidad dentro de los circuitos neuronales (Shen et al., 2016).

El &cido desoxirribonucleico fragmentado (ADNf)

El ADNf es una preparacion de ADN de composicion diversa que también ha sido utilizada para activar a la microglia (Li et al.,
2004). Se ha observado que las células microgliales en cultivo se activan en presencia de ADNTf, lo que induce la liberacion de
IL-18 (Li et al., 2004). Se ha determinado que la activacion microglial inducida por el ADNf es mediada por la sefializacion de
los receptores “scavenger” del tipo A y B (Li et al., 2004). Estos receptores “scavenger’ permiten que la microglia se active
cuando entra en contacto con el ADNf pues es una sefial de dafio tisular que se presenta en diversas patologias (Sheng et al.,
2001). EI ADNf actia como un patron molecular asociado a dafio (DAMP, por sus siglas en inglés), que es reconocido por los
receptores “scavenger” (Duran-Flores y Heil, 2018), lo que induce la activacion del inflamasoma NLRP3 que resulta en una
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respuesta tipicamente proinflamatoria que involucra la sefializacion dependiente del factor regulador dependiente de interferén
(IRF, por sus siglas en inglés, Duran-Flores y Heil, 2018). La respuesta proinflamatoria de la microglia inducida por el ADNf se
ha observado tanto in vitro como in vivo (Collings et al., 2004). En el SNC los astrocitos también pueden expresar receptores
“scavenger” de clase B en ratones y en humanos (Husemann y Silverstein, 2001), lo que loa haria sensibles a este
inmunogeno (Pascual et al., 2011). Por ello, la estimulacion con ADNf dentro del tejido nervioso podria afectar la actividad
neuronal a través de la estimulacion de los astrocitos que, una vez activados, liberan sustancias que modulan la actividad
neuronal como el glutamato y el ATP (Husemann y Silverstein, 2001, Pascual et al., 2011).

La fractalquina

La fractalquina (CX3CL1, por el gen que la codifica) es una quimiocina producida principalmente por las neuronas en el SNC
(Pabon et al., 2011), esta proteina puede encontrarse anclada a la membrana celular o ser liberada en forma soluble después
de su protedlisis por las metaloproteasas ADAM 10 y 17 (Pabon et al.,, 2011). La forma anclada a la membrana de la
fractalquina se ha asociado con funciones de adhesion, mientras que la forma soluble de la fractalquina tiene efectos
guimioatrayentes (Pabon et al., 2011). El receptor de la fractalquina, el CX3CR1, se encuentra expresado principalmente por la
microglia y es un receptor acoplado a proteinas G (Pabon et al., 2011). Se ha observado que la estimulacion del CX3CR1 en la
microglia induce una respuesta bifasica, con una fase proinflamatoria temprana, dependiente del factor de transcripcion NF-kB
y una fase antiinflamatoria dependiente de la activacién del NRF2 (abreviatura para Nuclear Factor, Erythroid 2 Like 2) inducida
por el propio NF-kB, lo que se ha estimado que ocurre 120 minutos después de la activacién del CX3CR1 (Galan-Ganga et al.,
2019). Un desbalance en la relacion fractalquina/CX3CRL1 induce una activacion preferencial de la microglia hacia su estado
neurotéxico y proinflamatorio, impidiendo la transiciéon de la fase proinflamatoria a la antinflamatoria dentro la respuesta
evocada por la fractalquina (Pabon et al., 2011). Se ha encontrado que en ratones y en el humano, el receptor Cx3CR1
también se expresa en algunas neuronas ademas de en la microglia, pero no en los astrocitos (Hatori et al., 2002). Aunque la
sefializacion autocrina del CX3CR1 en neuronas no se comprende por completo y la presencia del receptor es muy poco
frecuente en las neuronas bajo condiciones fisioldgicas (Hatori et al., 2002), se ha reportado que la estimulacién del receptor
CX3CR1 induce la activacion de las vias de sefializacion dependientes de AKT y de PKC y que esto puede modular la
sobrevivencia celular y la produccién de la forma soluble de la fractalquina en las neuronas del hipocampo de ratas (Muecci et
al., 2000; Hatori et al., 2002). La presencia del CX3CRL1 en las neuronas permite su modulacion directa con la utilizacion de
fractalquina (Hatori et al., 2002), por lo que es complicado separar la aportacién neuronal de la microglial en los efectos que se
observan cuando se modula la actividad de los circuitos neuronales con la fractalquina (Hatori et al., 2002).

La leucadherina 1 (LKD1)

Otro farmaco que se ha utilizado para modular la actividad de la microglia es la LKD1, que actia como un agonista del receptor
del complemento 3 (CR3, por sus siglas en inglés) uniéndose a su subunidad CD11b (Czirr et al., 2017). La estimulacion con
LKD1 de la microglia induce un estado de activacion antagonico de aquel inducido por la estimulacion con LPS (Yao et al.,
2018), pues, en este estado se produce la endocitosis del TLR4, lo que impide el reconocimiento del LPS por parte de la
microglia (Yao et al., 2018). Se ha determinado que el estado inducido por la LKD1 en la microglia se caracteriza por la
liberacion de enzimas como la neprilisina y la enzima degradadora de insulina (EDI), lo que se ha probado, en modelos
murinos de la enfermedad de Alzheimer, favorece la eliminacion del péptido B amiloide (AB, por sus siglas en inglés) a través
de su degradacion y no de fagocitosis, como se creia anteriormente (Czirr et al., 2017). Considerando lo anterior, el estado de
activacion que produce la LKD1 en la microglia difiere considerablemente del que inducen el resto de los farmacos descritos,
pues no incrementa ni la fagocitosis ni la liberacion de citocinas una vez que se ha activado la microglia (Czirr et al., 2017).
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Otras células dentro del SNC, como los astrocitos y las neuronas expresan diferentes factores del complemento que pudieran
ser agonizados por la LKD1 (Gasque et al., 1997). Sin embargo, el CR3 parece ser un receptor cuya expresion esta restringida
a la microglia (Zhang et al., 2014).

Activacion dirigida genéticamente a la microglia

Como se mencion6 previamente, el uso de herramientas farmacoldgicas ha sido muy util para estudiar la funcion de la
microglia dentro de los circuitos neuronales (Camacho-Hernandez et al., 2018; Pardo-Pefa et al., 2018). Sin embargo, la
inespecificidad en la expresion de los receptores a los que se unen los diferentes farmacos activadores de la microglia, asi
como la heterogeneidad en los efectos que estos producen, obstaculizan la interpretacién de las observaciones que pudieran
hacerse usando estas herramientas (Muecci et al., 2000; Husemann y Silverstein, 2001; Hatori et al., 2002; Lin et al., 2015;
Shen et al., 2016). Por ello, se ha propuesto como alternativa, la expresion dirigida de canales y receptores transgénicos en la
microglia como una estrategia para la estimulacién precisa y especifica de estas células (Tanaka et al., 2012; Sawada et al.,
2012; Grace et al., 2018; Pardo-Pefia et al., 2018).

Una de las herramientas de estimulacién microglial especifica es la expresion de la canalrhodopsina 2 (ChR2 por sus siglas en
inglés), que es un canal i6nico cuya apertura es inducida por la exposicion a luz azul (con una longitud de onda de 470 nm,
aproximadamente) y que produce el paso de cationes a través de la membrana (Nagel et al., 2002; Sasaki et al., 2012). A este
procedimiento de control de la actividad celular por la expresion de proteinas sensibles a la luz se le ha denominado
optogenética (Sasaki et al., 2012). Se ha demostrado que la induccién de corrientes catidénicas por la ChR2 en la microglia
produce su activacion y la liberacion de citocinas proinflamatorias (Sawada, 2012). Esta estrategia ha permitido activar
especificamente a la microglia en un estado que libera principalmente factores proinflamatorios (Tanaka et al., 2012; Sawada
et al., 2012).

Otra herramienta que ha permitido la estimulacién especifica de la microglia es el uso de receptores disefiados para reconocer
ligandos disefiados (DREADDSs, por sus siglas en inglés) (Armbruster et al., 2007), que son proteinas modificadas a partir de
los genes de la familia de receptores muscarinicos humanos (Armbruster et al., 2007). Este tipo receptores estan acoplados a
proteinas G y han sido modificados para que ya no reconozcan a su ligando natural (la acetilcolina) (Armbruster et al., 2007),
sino a la clozapina-N-6xido (CNO) que es una molécula inerte y que es el Unico ligando reconocido por los DREADDs
(Armbruster et al., 2007; Grace et al., 2018). A este procedimiento de control de la actividad celular por la expresién de
DREADDSs se le ha denominado quimiogenética (Armbruster et al., 2007). Se ha utilizado el DREADD hMD3q para inducir la
activacion proinflamatoria de la microglia (Grace et al., 2018). El hMD3q est& acoplado a una proteina Gq y su estimulacion
produce un incremento de la concentracion intracelular de calcio causado por su movilizacién desde el reticulo endoplasmatico
(Armbruster et al., 2007). Una vez que la CNO se une al receptor hMD3q se induce la activacion de la fosfolipasa C (PLC, por
sus siglas en inglés) que escinde al fosfatidilinositol 4,5 difosfato para producir IP3 y diacilglicerol (Tatcher, 2016). El reticulo
endoplasmatico, una pieza clave en la sefializacion intracelular mediada por calcio, constituye un reservorio de calcio que
expresa abundantemente a los receptores para IP3 que, cuando son activados, inducen la liberacion de calcio hacia el
citoplasma (Berridge, 1998)

En el presente proyecto se utilizaron estas dos estrategias de estimulacion especifica de la microglia (Tanaka et al., 2012;
Sawada et al., 2012; Grace et al., 2018). Para ello, se dirigi6 la expresion de la ChR2 y del hMD3q en la microglia, por medio
de un sistema dependiente de la recombinasa-Cre que se expresa en animales transgénicos en los que el gen de la
recombinasa-Cre ha remplazado al gen del receptor CX3CR1 (Lauro et al., 2010; Parkhurst et al., 2013). La estimulacion
especifica de la microglia con las estrategias opto- y quimiogenéticas coinciden en que ambas estimulaciones incrementan la
concentracion intracelular de calcio y podrian inducir la activacion microglial a través de diversos mecanismos (Lilienbaum e
Israel, 2003; Nagamoto y Combs, 2010; Xu et al., 2016). Entre estos mecanismos de activacion microglial, dependientes de
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calcio, podemos encontrar la activacion de la calcineurina (una fosfatasa activada por el complejo calcio/calmodulina)
(Nagamoto y Combs, 2010) que, a su vez, activa al factor nuclear de células T activadas (NFAT por sus siglas en inglés)
(Nagamoto y Combs, 2010). Se ha demostrado que la microglia expresa el NFAT cl1 y c2 y que la activacion de estos dos
factores produce la activacion proinflamatoria de estas células (Nagamoto y Combs, 2010). La estimulacién con la ChR2 o el
hMD3q puede activar también al NF-kB, de manera dependiente de calcio, pues existen PKCs dependientes de calcio que
activan a RAS (Lilienbaum e Israel, 2003), misma que activa una via que recluta a Braf (Davies et al., 2002), MEK (Dérijard et
al., 1995) y ERK1/2 (extracelular signal regulated kinase), lo que favorece la degradacion de IKBs y permite la activacion de
NF-kB (Lilienbaum e Israel, 2003). El incremento intracelular de calcio también puede inducir la activacion de CREB (cCAMP
response element binding) por la accion de la CaMKIl o de la CaMKIV (Lilienbaum e Israel, 2003). Esta activacion produce un
incremento en la liberacion de IL-17 e IL-2, que son factores inflamatorios asociados a la activacion tanto de macréfagos como
de la microglia (Lilienbaum e Israel, 2003). La accion de las CaMK también podria inducir la activacion de la microglia al
estimular las vias de sefializacion dependientes de MAPK y JNK, que pueden activar al inflamosoma NLRP3 (Xu et al., 2016;
Suetomi et al., 2018). Considerando lo anterior, es importante destacar que estas dos tecnologias de estimulacion especifica
de la microglia inducen un estado proinflamatorio en estas células (Tanaka et al., 2012; Sawada et al., 2012; Grace et al.,
2018), lo cual nos ha permitido en el presente trabajo investigar, cdmo la activacion proinflamatoria de la microglia modula la
actividad del preBo6tC.

Eliminacion de la microglia con clodronato liposomal

Una estrategia con la que se ha corroborado si la microglia participa en la modulacion de la actividad del preBotC es la
eliminacion de estas células (Lorea-Hernandez, 2015; Camacho-Hernandez et al., 2018). En nuestro grupo de investigacioén se
ha utilizado con anterioridad las microgliotoxinas leucina-metil-ester y al clodronato liposomal (LipClo) (Lorea-Hernandez, 2015;
Camacho-Hernandez et al., 2018). El LipClo consiste micelas compuestas por numerosas capas concéntricas de fosfolipidos
separadas por compartimentos acuosos que contienen el farmaco clodronato (Van Rooijen y Sanders, 1994). El clodronato es
un bifosfonato comunmente utilizado en el tratamiento de enfermedades osteoliticas (Fleisch, 1988). En si mismo, el
clodronato no es un compuesto téxico cuando no se encuentra encapsulado (Van Rooijen y Sanders, 1994), pues es muy dificil
gue atraviese las membranas celulares y su vida media es extremadamente corta en los fluidos de un organismo (Van Rooijen
y Sanders, 1994). Por su parte, los liposomas tampoco son toxicos por si mismos (Van Rooijen y Sanders, 1994), pero la
eliminacion de la microglia utilizando LipClo es resultado de la incorporacion del farmaco al interior de la célula a través de la
fagocitosis de los liposomas (Van Rooijen y Sanders, 1994). Después de ser fagocitados, los liposomas son degradados por
enzimas lisosomales en el interior de fagolisosomas, lo que permite que el clodronato sea liberado (Van Rooijen y Sanders,
1994). Asi, la degradacion de los fagolisosomas deriva en la acumulacion de clodronato en el interior de la microglia (Van
Rooijen y Sanders, 1994). En el citoplasma, el clodronato es transformado por la accion de diversas aminoacil-ARNt sintasas
de la clase Il en adenosin-5'-[B-y-diclorometilen] trifosfato (AppCCI2p) que es un analogo no hidrolizable del ATP (Frith et al.,
1997). ElI AppCCI2p bloquea el consumo mitocondrial de oxigeno a través de la inhibicion de la ADP/ATP transferasa
(Lehenkari et al., 2002), lo que produce el colapso del potencial de la membrana interna de la mitocondria, desencadenando
vias de sefializaciéon que conducen a la muerte por apoptosis de la microglia (Frith et al., 1997; Lehenkari et al., 2002). El
clodronato liposomal tiene un efecto especifico sobre la microglia debido a la capacidad fagocitica, casi exclusiva, de este tipo
celular (Van Rooijen y Sanders, 1994). Con base en lo anterior, hemos considerado esta estrategia como una herramienta muy
util para los propositos y objetivos de este proyecto.
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Posible influencia de la interleucina-1beta sobre la generacion central de la respiracion

Varios mediadores proinflamatorios modulan directamente la generacion y control de la respiracién (Johnson et al., 2018;
Pefa-Ortega, 2019). Entre los cuales la IL-1 parece ser uno de los moduladores de la respiracion mas potentes (Johnson et
al., 2018; Pefia-Ortega, 2019). De hecho, se ha sugerido que la IL-1B3 participa determinantemente en las alteraciones
respiratorias que se observan durante un proceso infeccioso, las apneas de suefio y la muerte subita del lactante (Lindgren y
Grogaard, 1996; Vege et al., 1998; Guntheroth, 1989; Stoltenberg et al., 1994; Raza y Blackwell, 1999). Es altamente probable
que la IL-1B module la generacion del ritmo respiratorio en el preB6tC debido a que los receptores a IL-1B 1 y Il se expresan en
varios circuitos del tallo cerebral que posiblemente incluyen al preB6tC (Brady et al., 1994; Ericsson et al., 1995; Yabuuchi et
al., 1994). Sin embargo, es importante tener en consideracion que estos receptores a IL-1B también se expresan en diferentes
estructuras periféricas relacionadas con la respiracion como el nervio vago (Ek et al., 1998; Goehler et al., 2005) y cuerpos
carotideos (Wang et al., 2002). La presencia de los receptores de IL-1B en los circuitos relacionados con la respiracion en el
SNC se corresponde con evidencia funcional de células sensibles a la IL-1B en estos mismos circuitos (Brady et al., 1994,
Ericsson et al., 1995). Ademas, existen varios reportes sobre el efecto de la aplicacion sistémica o local de la IL-13 sobre la
respiracion. Se ha reportado en modelos murinos que la IL-1B aumenta la frecuencia respiratoria (Graff y Gozal, 1999), asi
como la amplitud de la respiracién (Hocker y Huxtable, 2018), mientras que, por otro lado, se han realizado estudios que
reportan que la IL-1B reduce la amplitud de la respiracion y la ventilacion global también en murinos (Olsson et al., 2003;
Hofstetter y Herlenius, 2005; Hofstetter et al., 2007). El efecto inhibidor de la IL-13 sobre la respiracién es mas potente que el
inducido por el LPS (Olsson et al., 2003; Frgen et al., 2000, 2002). En consecuencia, la IL-13 prolonga las apneas producidas
por estimulacion laringea (Stoltenberg et al., 1994; Frgen et al., 2000) y reduce los boqueos, asi como la autoresuscitacion y la
supervivencia ante un desafio hipoxico (Olsson et al., 2003; Frgen et al., 2000, 2002). Ademas de los efectos inducidos por la
aplicacion periférica de IL-1B, su la aplicacién intracerebroventricular (ICV) aumenta la ventilacién y la amplitud de la
respiracion, mientras que inhibe la respuesta respiratoria a la hipercapnia y a la hipoxia (Aleksandrova y Danilova, 2010;
Aleksandrova et al., 2015; Aleksandrova et al., 2017). Finalmente, es relevante mencionar que existen diferentes trabajos que
reportan el efecto de la aplicacion in vitro de la IL-1p sobre una preparacion que contiene al tallo cerebral y a la médula espinal.
Algunos de estos reportes indican que la aplicacion de la IL-1B no cambia la actividad ritmica registrada en esta preparacion
(Olsson et al., 2003), mientras que otros indican que la aplicacién de la IL-1B disminuye el ritmo respiratorio (Gresham et al.,
2011). Dada la relevancia potencial de esta interleucina en la regulacién de la generacién y el control de la respiracion, en esta
tesis decidimos explorar su participacion en los efectos producidos sobre la actividad del preBotC por de la modulacion opto- y
quimiogenética de la microglia, asi como evaluar sus efectos directos a través de su aplicacién exdégena en rebanadas de tallo
cerebral que contienen al preBotC.

Antecedentes y justificacion

En décadas anteriores, numerosos trabajos exploraron la relacion entre las alteraciones respiratorias que acompafian a
diferentes patologias y la inflamacion (Fanaroff et al., 1998; Prandota, 2004; Hofstetter y Herlenius, 2005; Hofstetter et al.,
2007; Herlenius, 2011; Huxtable et al., 2011). Se descubrié que los mediadores inflamatorios liberados durante un proceso
inflamatorio son capaces modular la generacion de la actividad respiratoria (Olsson et al., 2003; Hofstetter y Herlenius, 2005;
Gresham et al., 2011). Ademas, se demostro que los procesos inflamatorios sistémicos invariablemente resultan en un proceso
activo de neuroinflamacion a nivel del SNC que involucra la activacion de la microglia (Henry et al., 2009; Liu et al., 2012;
Elmore et al., 2014). Con base en lo anterior, nuestro grupo de investigacion ha trabajado en caracterizar el efecto producido
por el LPS sobre la generacion de la actividad del preBotC y su respuesta a la hipoxia (Lorea-Hernandez, 2015), asi como la
induccion de plasticidad en este circuito (Camacho-Hernandez et al., 2018). Los resultados de estos trabajos previos nos han
permitido proponer que la estimulacion farmacologica de la microglia, en este caso con LPS, modula la actividad del preBotC
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(Lorea-Hernandez, 2015), el generador central de la actividad respiratoria (Horiuchi et al., 2017), asi como de la plasticidad en
este circuito (Camacho-Hernandez et al., 2018). Sin embargo, como se mencion6é previamente, aunque las herramientas
farmacoldgicas han sido el principal abordaje experimental que permitié evidenciar la importancia que tiene la microglia dentro
del SNC, estas herramientas a menudo presentan efectos inespecificos que limitan las conclusiones derivadas de las
observaciones realizadas en trabajos que las utilizan (Muecci et al., 2000; Husemann y Silverstein, 2001; Hatori et al., 2002;
Lin et al., 2015; Shen et al., 2016).

Para eliminar la controversia generada por efectos inespecificos de los farmacos moduladores de la microglia y para
corroborar nuestras observaciones realizadas con herramientas farmacoldgicas, en el presente trabajo ampliamos el espectro
de herramientas farmacoldgicas y utilizamos, adicionalmente, herramientas de estimulacion microglial genéticamente dirigidas
(Tanaka et al., 2012; Sawada et al., 2012; Grace et al., 2018; Pardo-Pefia et al., 2018). También, iniciamos la exploracion de
los mediadores proinflamatorios involucrados en la regulacion del preBo6tC por la microglia. Por ejemplo, evaluamos si la
participacion de la IL-13 e iniciamos la caracterizacion de la liberacion de otro mediador posible, el peréxido de hidrogeno. Lo
anterior representa un avance en la comprension de la participacion de la microglia en las funciones normales del SNC, asi
como sus alteraciones en patologias que cursan con activacion microglial, entre las que se incluyen alteraciones respiratorias
asociadas al sindrome de muerte subita del lactante (MacFarlane et al., 2016), la apnea obstructiva del suefio (Yang et al.,
2013) y las deficiencias respiratorias asociadas a infecciones crénicas (Cenker et al., 2017). Adicionalmente, el presente
trabajo profundiza en el uso de herramientas especificas para manipular a la microglia, teniendo asi una perspectiva mas
concreta de la influencia de la microglia en el funcionamiento del SNC.

Hipotesis

Si la activacion microglial produce un incremento en la liberacion de factores que interfieren con la actividad respiratoria,
entonces la estimulacion farmacoldgica, la optogenética y la quimiogenética de la microglia, asi como la adicion de IL-13
exogena reducira la frecuencia o la amplitud de las rafagas inspiratorias en el complejo pre Bétzinger (preBo6tC).

Objetivos

Objetivo general

Ebaluar si la activacién farmacoldgica, optogenética y quimiogenética de la microglia, asi como la IL-1B ex6gena, modulan la
actividad del preBo6tC.

Objetivos particulares

e Evaluar si la activacion farmacoldgica, optogenética y quimiogenética de la microglia, asi como la adicién de IL-1B
exdgena reduce la frecuencia o la amplitud de la actividad del preB6tC.

e Evaluar si la activacion farmacolégica, optogenética y quimiogenética de la microglia cambia su morfologia, a través de
la visualizacion de estas células con microscopia de fluorescencia.

e Identificar cudles factores microgliales incrementan su liberacién después de la estimulacion especifica de la microglia.
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e Evaluar si la interleucina-1beta participa en los efectos de la activacion optogenética y quimiogenética de la microglia en
la frecuencia y/o la amplitud de la actividad del preB6tC.

e Evaluar si la interleucina-1beta exdgena modula la frecuencia y/o la amplitud de la actividad del preBotC.

Materiales y métodos

Animales

Los experimentos de activacion farmacologica de la microglia se realizaron con ratones neonatos CD1 en edades dentro del
rango de P5-P10. Para los experimentos de estimulacién especifica de la microglia se utilizaron animales con fondo genético
C57BL/6 en edades dentro del rango de P5-P10. Para estos experimentos se generaron grupos de animales, por cruzas
especificas, de acuerdo con las caracteristicas genéticas que se describen a continuacion:

= Estimulacién optogenética: ratones ChR2*/YFP*-/CX3CR1*- (denominados ChR2+).

= Controles estimulacion optogenética: ratones ChR27/YFP-/CX3CR1*- (denominados ChR2-).
= Estimulacién quimiogenética: ratones hMD3q*/ CX3CR1*- (denominados hMD3g+).

= Controles estimulacion quimiogenética: ratones hMD3q”/ CX3CR1*- (denominados hMD3g-).

Todos los procedimientos experimentales fueron realizados de acuerdo con los lineamientos aprobados por el comité de
bioética del Instituto de Neurobiologia y conforme a la Norma Oficial Mexicana para el Uso y Cuidado de los Animales de
Laboratorio (NOM-062-Z00-1999).

Obtencion de rebanadas de tallo cerebral y registro de actividad de campo del preBo6tC

Para obtener las rebanadas de tallo cerebral que contienen al preBo6tC, los animales fueron decapitados y el cerebro fue
removido del craneo. El tallo cerebral fue disecado y colocado en liquido cefalorraquideo artificial (LCRA) que contiene (en
mM): 119 NaCl; 3 KCI; 1.5 CaClz; 1 MgSOs; 25 NaHCOs; 30 D-Glucosa. Previamente, el pH del LCRA fue ajustado a 7.4 y
mantenido constante durante todo el procedimiento, por gaseo con carbogeno (mezcla de Oz 95% y CO2 5%). Se utilizé un
vibratomo Leica VT1000S para realizar cortes de grosor variable del tallo cerebral en sentido rostro-caudal hasta observar la
apertura del 4° ventriculo. Tomando lo anterior como referencia, se realiz6 un corte con un grosor base de 470 um (a los que
se les sumaron 10 um por cada dia de edad postnatal del animal). Finalmente, se obtuvo una rebanada de 700 um de grosor
que incluia el preBotC (Figura 1).
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Figura 1. Esquema del procedimiento de obtencidon de la rebanada de tallo cerebral que contiene al preB6tC. En el panel de la derecha se
muestra una representacion del encéfalo completo de un ratén neonato en una vista lateral. Con lineas punteadas rojas se muestran los cortes que se
realizan para aislar el tallo cerebral del resto del encéfalo. En medio, se muestra una representacién del tallo cerebral, desde una vista ventral y se
indica la posicién aproximada de la rebanada de 700 um que contiene al preB6tC. En el panel de la izquierda se muestra una fotografia representativa
de una rebanada obtenida con este procedimiento. Se representan 0.5 mm con la barra de escala roja.

Posteriormente, la rebanada fue colocada en una camara de registro (de 2-4 ml) y se mantuvo en perfusion constante con un
volumen total de 30-40 ml de LCRA que se gase0 constantemente durante el registro y se mantuvo a una temperatura de 30-
32 °C (Pefa et al., 2004; Zavala-Tecuapetla et al., 2008). Para mantener estable la generacién del ritmo respiratorio, antes de
cualquier otra manipulacion experimental, la concentracion extracelular de KCI en el bafio de registro se elevd paulatinamente
de 3 a8 mM (Tryba et al., 2003). Para registrar la actividad generada por el preBotC, se coloc6 un electrodo de succion sobre
una de las porciones ventrolaterales en la superficie de la rebanada (Figura 2), donde se localizaba uno de los preBo6tC y se
registré la actividad ritmica espontanea caracteristica de este circuito (Johnson et al., 2001).

100 pv

preBotC

5 segundos

Figura 2. Posicionamiento del electrodo de registro y trazo de la actividad generada por el complejo pre-Bétzinger (preBotC). En el panel de la
izquierda se muestra una representacion de la posicién de los preBotC dentro de la rebanada de tallo cerebral; su ubicacién es resaltada con 6valos
grises a cada lado de la porcién ventral de la rebanada. Sobre uno de los preB6tCs se coloca un electrodo de registro (eR). En el esquema se muestran,
ademas, otras regiones dentro de la rebanada donde es posible también registrar actividad ritmica acoplada a la actividad generada por el preB6tC,
como el nucleo del nervio hipogloso (XIl) y la raiz del nervio hipogloso (rXIl). Del lado derecho se muestran trazos representativos de la actividad
ritmica generada por el preBotC, el trazo superior corresponde a la sefial rectificada e integrada y el trazo inferior corresponde a la actividad cruda
registrada en el preB6tC. Se resaltan con rojo 5 periodos en los que se generaron rafagas de actividad respiratoria en el registro.

La sefial fue amplificada (x 10000 veces) y filtrada (pasa bajas 0.25 KHz, pasa altas 5 Hz) utilizando un amplificador de banda
ancha de AC (Grass Instruments, Quincy, MA). La sefal también fue rectificada e integrada (con una constante de tiempo de
30-50 ms) usando un filtro electronico disefiado por JFI electronics de la Universidad de Chicago (Pefia y Ramirez, 2004;
Rivera-Angulo y Pefia-Ortega, 2014). La sefial fue almacenada en una computadora personal para su posterior procesamiento
y analisis.
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Activaciéon farmacoldgica de la microglia

Después de 60 minutos de registrar la actividad del preB6tC bajo condiciones basales, los diferentes activadores microgliales
fueron aplicados directamente en el bafo de registro. Las concentraciones finales para cada activador fueron las siguientes:
lipopolisacéarido (LPS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 200 ng/ml, &cido desoxirribonucleico fragmentado (ADNf; donacién Dr.
Alfredo Varela; INB-UNAM) 20 ng/ml, fractalquina (CX3CL1, Biolegend, San Diego, CA) 1 pg/ml, leukadherina 1 (LK1, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) 10 uM. Una vez agregado alguno de los activadores microgliales se registré la actividad del preBotC
durante 120 minutos en presencia constante del farmaco. El minuto final de este periodo de 2 horas en presencia del farmaco
se utilizo para referenciar el efecto estable producido sobre las rafagas inspiratorias.

Efecto de lainterleucina-1beta exdgena sobre la actividad del preBotC

Después de establecida la condicion basal en registros de rebanadas de tallo cerebral de ratones CD1, se agregaron
diferentes concentraciones de IL-13 (American Research Products, Waltham, MA), 1, 10 y 20 ng/mL. El efecto de cada
concentracion de IL-1B se registré durante 30 minutos, el Gltimo minuto de registro, en cada concentracién, y en la basal, se
utilizé para referenciar una condicién estable y seleccionar las rafagas inspiratorias que se incluyeron en la cuantificacion de
amplitud y frecuencia. En una serie independiente de experimentos, después de que se estableciera el registro de la condicion
basal, se agregd IL1Ra en una concentracién de 200 ng/mL (Prospec, East Brunswick, NJ). El efecto del farmaco se registro
durante una hora y, como se describié antes, las rafagas utilizadas en las cuantificaciones se seleccionaron utilizando como
referencia el Ultimo minuto de registro en cada condicién (basal e IL1Ra). Por ultimo, se realizaron experimentos en donde
después de establecida la condicion basal, se agregd IL1Ra (200 ng/mL) y se permiti6 el establecimiento del efecto del
farmaco. Posteriormente, sin interrumpir la presencia del IL1Ra, se agregaron las distintas concentraciones de IL-13, (1, 10y
20 ng/mL). Para cada concentracion de la IL-1B el efecto se registr6 durante 30 minutos.

Activacién optogenética de la microglia

Se indujo la expresion especifica en la microglia de la canalrhodopsina 2 (ChR2) a través de la cruza de dos cepas de ratones
transgénicos (Akins et al., 2017; Baertsch et al., 2019). Por un lado, una cepa homocigota portadora de la recombinasa CRE
expresada constitutivamente bajo el control del promotor del gen CX3CR1 (CX3CR1/CRE) (Yona et al., 2013). Como ya se
menciond, el gen que codifica para el receptor de la quimiocina fractalquina, el CX3CR1, se encuentra expresado de forma
especifica en la microglia dentro del SNC (Parkhurst et al., 2013). El animal descrito se cruzd con otra cepa portadora de un
constructo formado por la secuencia de la ChR2 y la secuencia de la proteina amarilla fluorescente (YFP, por sus siglas en
inglés), como proteina reportera de la expresion genética (Yona et al., 2013). Este constructo se encuentra flanqueado por
secuencias loxP, susceptibles de recombinacién (Yona et al., 2013). Como resultado de la cruza ambas cepas, se obtuvieron
ratones con una expresion constitutiva de la ChR2 y de la YFP restringida a las células microgliales dentro del SNC (Parkhurst
et al., 2013). De estos ratones se obtuvieron rebanadas de tallo cerebral y se registro la actividad del preB6tC llevando a cabo
los procedimientos descritos previamente. Después de registrar durante 60 minutos la actividad generada por el preB6tC bajo
condiciones basales, la rebanada se expuso de manera continua durante 20 minutos a la luz de un led ultrabrillante de color
azul (longitud de onda de 470 nm, aproximadamente), para inducir la estimulacion optogenética de la microglia. Después de la
estimulacién, se permitié durante 60 minutos la estabilizacion de la actividad. La sefial registrada durante el ultimo minuto de
esta hora se utilizé para referenciar el efecto estable producido por la activacion optogenética de la microglia sobre la actividad
del preBotC.
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Activacién quimiogenética de la microglia

Se obtuvieron ratones con una expresion constitutiva del DREADD activador (hMD3q) restringida a las células microgliales
usando la misma estrategia de entrecruzamiento de cepas transgénicas que se usoé para los ratones utilizados en la activacion
optogenética (Akins et al., 2017; Baertsch et al., 2019). En esta ocasion los ratones CX3CR1/CRE (Yona et al., 2013), se
cruzaron con ratones portadores de la secuencia del gen hMD3q flanqueada por secuencias loxP, susceptibles de
recombinacién (Yona et al., 2013). La obtencién de las rebanadas y el registro de actividad de campo se realizaron siguiendo
los procedimientos descritos previamente. Para la estimulacion quimiogenética de la microglia en las rebanadas de tallo
cerebral, después de registrar 60 minutos de actividad basal, se agreg6 clozapina N oxido (CNO, 5uM) al bafio de registro. El
efecto producido por la estimulacién quimiogenética de la microglia se registr6 durante 60 minutos y el efecto estable se
referencié con la actividad registrada durante el Ultimo minuto de estas dos horas.

Inmunodeteccion de la microglia en rebanadas de tallo cerebral

La morfologia de la microglia fue evaluada por la técnica de inmunodeteccion de Ibal (Lorea-Hernandez, 2015). Para el
procesamiento del tejido, las rebanadas de tallo cerebral fueron incluidas en paraformaldehido (PFA) al 4% con un pH de 7.4
durante un periodo de 24-48 horas. Posteriormente, el PFA se reemplazé durante 3 dias consecutivos con solucién de
sacarosa/PBS con una concentracion ascendente (10, 20 y 30%). Durante este proceso el tejido se almacend a 4°C para su
preservacion. Al término de este periodo se obtuvieron cortes de 30 um de grosor utilizando un criostato Leica CM1850 (Leica
Biosystems, Wetzlar, Germany). Para el procesamiento inmunihistoquimico de los cortes, se redujo el reconocimiento
inespecifico de antigenos en el tejido utilizando suero de burro diluido en una solucion de Triton X-100 a una concentracion de
0.3%, durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, las rebanadas fueron incubadas a 4°C durante toda la noche
con un anticuerpo primario generado en conejo contra Ibal (del inglés: ionizing calcium binding adapter molecule 1; Wako
Chemicals, Richmond, VA), con una dilucion 1:2000. Después de la incubacion con el anticuerpo primario, las rebanadas
fueron lavadas 3 veces con PBS durante 15 minutos en cada ocasion. Después de los lavados, las rebanadas fueron
incubadas por un periodo de 2 a 3 horas con un anticuerpo secundario (conjugado con Alexa568; Wako Chemicals, Richmond,
VA) a temperatura ambiente. Después de este periodo de incubacion, el tejido se lavo nuevamente en 3 ocasiones con PBS
durante 15 minutos. Posteriormente, los cortes fueron montados sobre portaobjetos de cristal y embebidos en Vectashield
(Vector Laboratories). Finalmente, se colocaron cubreobjetos de cristal sobre los cortes embebidos para la preservacion de la
fluorescencia. Las microfotografias de fluorescencia fueron obtenidas utilizando un microscopio Axio Imager 2 (ZEISS) al que
se acoplé una camara Axiocam 305 (ZEISS). Las tomas y el preprocesamiento de las micrografias se realizaron con el
programa ZEN 2.3 (blue edition, ZEISS).

Caracterizacion morfologica de la activacion microglial

Para el procesamiento de las imagenes se utilizo el programa “Fiji”’, una variante del programa ImageJ 1.52i. En este
programa, las micrografias obtenidas con microscopia de fluorescencia se convirtieron a imagenes con un formato de 8 bits en
escala de grises (Figura 3A). Utllizando estas imagenes, se generaron mascaras binarias con el umbral de seleccion
maxEntropy de Fiji para aislar y resaltar las células microgliales. Se calibraron las mediciones utilizando la barra de escala que
incorpora a las micrografias el programa ZEN 2.3 al momento de la captura. Después de seleccionar a las células microgliales,
se realizaron las mediciones morfométricas utilizando la funcion “mesure” en la seccidén “Analyze” de Fiji, seleccionando como
resultado de salida lo siguiente: area (um?2), perimetro (u), circularidad (4*m*area/perimetro?), relaciéon dimensional (eje
mayor/eje menor), redondez (41*(area/mr*eje mayor?)) y densidad (area/area convexa). Todo lo anterior, son mediciones que
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se pueden obtener facilmente con el programa Fiji ademas de ser muy relevantes para determinar diferencias morfolégicas
entre distintos estados de la microglia (Fernandez-Arjona et al., 2018).

Las células microgliales incluidas fueron seleccionadas con los siguientes criterios (Figura 3):

e Células individuales facilmente identificables. Si en la binarizacion un par o mas de células se funden en una sola marca
continua, todas estas células se excluyeron para las mediciones.

e Células completas dentro de la micrografia, las células mostradas incompletas en la toma de la micrografia fueron
excluidas.

Figura 3. Procesamiento de las imagenes para realizar la caracterizacion morfoldégica de la microglial. En A se muestra una micrografia
representativa de la microglia visualizada con microscopia de fluorescencia y marcada con inmunofluorescencia detectando Ibal. Las imagenes fueron
convertidas a escala de grises para generar imagenes binarias (Unicamente blanco y negro). En B se muestra la imagen binaria generada a partir de A.
Se sefialan ejemplos de células excluidas para la cuantificacion de area (células anaranjadas y rojas). Las formas naranjas identifican células
incompletas en la micrografia. Las formas rojas identifican células cuya marca se fusiona por la binarizacion. En C se muestra una imagen
representativa de la seleccion de células microgliales para las mediciones morfométricas. La escala corresponde a 20 um en cada panel.

Es de resaltarse que en las mediciones se considera la totalidad de la marca correspondiente a cada célula microglial y que no
se hara distincion entre sus diferentes partes (soma, procesos, filopodios: figura 14 y 15).

Cuantificacion de las células microgliales

Se utilizaron dos canales distintos durante la adquisicion de las micrografias utilizadas para la cuantificacién celular: un canal
para visualizar el Alexa568 empleado en la inmunodeteccidn de Ibal (Figura 4A) y otro canal para detectar la sefial de DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindol; Figura 4B), un marcador fluorescente que permite visualizar los nucleos presentes en el tejido
(Kapuscinski, 1995). Durante el procesamiento de las imagenes no se modificd ni el color ni el formato de las micrografias
obtenidas, solo se les realiz6 el ajuste automatico de contraste y brillo con el programa Fiji. La imagen resultante del empalme
de los dos canales (Figura 4C) se utilizé para identificar los nucleos de las células microgliales presentes en el area
correspondiente a cada toma en las micrografias (775 x 454 y, objetivo 10X; Figura 4D). Una vez identificados los nucleos de
la microglia presente en cada micrografia se utilizé la herramienta “Multi-point” de Fiji para realizar el conteo manual de las
regiones de interés. Las células que no aparecieron completas dentro de la toma fueron excluidas para la cuantificacion (Figura
4D).
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Figura 4. Identificacidon y cuantificacién de las células microgliales. A-B, se muestran las imagenes representativas de las micrografias de un corte
de tallo cerebral (porcion ventral lateral) en el que se realizé la inmunodeteccion de la proteina Ibal con un anticuerpo acoplado al fluoréforo Alexa568
(naranja; A) y el marcaje de los nucleos celulares con DAPI (Azul; B). C, se muestra el empalme de las micrografias Ay B. El color blanco resulta de las
regiones donde la fluorescencia de ambas sefiales coincide, lo que facilita la identificacién de células microgliales individuales por la ubicacion de su
nacleo. D, se muestra con circulos verdes la seleccién de las células incluidas para el analisis (39 células para esta micrografia). Las regiones blancas
mostradas en C se resaltaron también en verde para facilitar la identificacion de los nulcleos en esta representacion, de esta forma se pueden distinguir
también células presentes en la imagen que no serian consideradas para el conteo (sin circulo verde). Lo anterior es solo ilustrativo, pues el conteo se
realiz6 con imagenes como la mostrada en C. La barra de escala mostrada en cada panel corresponde a 100 pm.

Deplecion de la microglia con clodronato liposomal (LipClo)

Para la elaboracion de los liposomas (Van Rooijen y Sanders, 1994), se prepard una solucion de fosfatidilcolina disuelta en
cloroformo a una concentracion de 100 mg/mL. Adicionalmente, se preparé una segunda soluciéon de 8 mg de colesterol
disuelto en 10 mL de cloroformo. Se tomaron 0.86 mL de la primera solucion y este volumen se agrego en el total del volumen
de la segunda solucion. La mezcla fue vertida en un envase de fondo redondo y se utilizd un rotoevaporador r-100 (Buchi)
acoplado a una bomba de vacio v-100 (Btichi) para separar el cloroformo de los lipidos. Para la separacion se utilizaron 200
mbar de presion y una velocidad de 150 rpm en la configuracion del rotoevaporador. Estas condiciones se mantuvieron hasta
la completa desecacion de la fase lipidica de la mezcla. Se agregaron 10 mL de una solucion acuosa de clodronato (sal
disodica de acido dichlorometilenedifosfonico, SIGMA) con una concentracion de 0.07 M en el recipiente que contenia la fase

37



lipidica que fue separada del cloroformo. La solucion de clodronato y la fase lipidica se mezclaron bajo condiciones de
temperatura y presidbn ambientales, en el rotoevaporador, utilizando una velocidad de rotaciéon de 80 rpm hasta conseguir una
solucién lechosa homogénea. Esta solucion fue gaseada con nitrégeno durante 2 horas para reducir la concentracion de
oxigeno en el medio y evitar asi la degradacion de los lipidos en la solucion por oxidacion. Para eliminar el clodronato que no
fue encapsulado en los liposomas, la solucion se centrifugd a 12000 rpm durante 15 minutos. Se retird el sobrenadante y el
precipitado se resuspendié en PBS estéril. Esta solucién se centrifugé a 15000 rpm por 30 minutos. Terminado el periodo de
centrifugacion, se desecho el sobrenadante y se resuspendi6 el precipitado en PBS estéril. Este procedimiento de lavado se
repitié 3 veces. Para eliminar a la microglia en las rebanadas usadas en los registros de actividad de campo, se agregaron 500
pL del stock de LipClo al bafio de registro (concentracion final aproximada de 750 nM) durante 60 minutos. La presencia del
LipClo se mantuvo durante el resto del registro. La eliminacion de la microglia se corrobord, posteriormente, por
inmunohistoquimica y microscopia de fluorescencia.

Microscopia electrénicay tincién negativa

La formacion de los liposomas se confirmd con microscopia electrénica y tinciébn negativa con acido fosfotingstico (Alarcén et
al., 1984). Esta técnica requiere un procesamiento minimo de la muestra y permite un andlisis ultraestructural rapido (Alarcén
et al., 1984). Para ello, se incluy6é la muestra en acido fosfotingstico al 2%. Posteriormente, la muestra se fijo sobre una
gradilla cubierta para formar una membrana plastica y se permitié su desecacion. Para la observacion de la muestra se utilizd
microscopia electrénica de transmisién y se pudieron apreciar detalles ultraestructurales de la muestra sobre un fondo negro
(Figura 5). Las microfotografias se tomaron con un microscopio electronico de marca EOL modelo JEM-1010 operado a un
voltaje de 80 kv y acoplado a una cdmara ORIUS con una resolucion de 0.25 nm.

Figura 5. Micrografia representativa de liposomas tomada con microscopia electronica de transmision. En la imagen se aprecian numerosas
particulas redondas de color claro. Estas particulas corresponden a los liposomas. También se aprecia que los liposomas pueden presentar varios
tamafios, pero que son muy homogéneos en su forma esférica.

Cuantificacion de la liberacion de especies reactivas de oxigeno con el sistema EROS

Para cuantificar la liberacion de perdxido de hidrégeno (H202), mismo que puede ser liberado por la microglia (Bessis et al.,
2007), se utilizé el sistema EROS (siglas en inglés para enzymatic reactor online sensing) que fue desarrollado por Pardo-Pefia
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y colaboradores en el 2018. Este sistema de deteccion en linea, con resolucion temporal de 1 segundo, utiliza un reactor
enzimético compuesto por peroxidasa de rabano (0.2U/ml, Sigma-Aldrich) y el reactivo Amplex ultraRed (10-acetyl-3,7-
dihydroxiphenoxazine, 5mM, Thermo Fisher Scientific). Este reactor es aplicado al sistema de deteccion con la ayuda de una
bomba automética (Fusion 200, Chemyx). En este sistema el reactor se mezcla con medio extracelular colectado en la
proximidad (50 um de distancia) de uno de los preB6tC en la rebanada de tallo cerebral. La recoleccién del medio extracelular
se llevé a cabo con una micro-canula conectada a otra bomba automética (Fusion 200, Chemyx). A través del sistema descrito,
el H202 contenido en el medio extracelular colectado reacciona con la peroxidasa (Pardo-Pefia et al., 2018). Esta reaccion
permite la oxidacién del Amplex ultraRed, produciendo un compuesto fluorescente llamado resorufina (Pardo-Pefia et al.,
2018). La mezcla que contiene a la resorufina se hace pasar por un capilar en el que incide un laser con potencia de 5 mW y
longitud de onda de 590 nm para excitar al fluoroforo. La fluorescencia es captada por un fotomultiplicador y cuantificada como
unidades arbitrarias de fluorescencia en el software de registro disefiado especificamente para este sistema (Pardo-Pefia et
al., 2018). Para cada set de estos experimentos se registré una curva de calibracion con 5 concentraciones conocidas de H20-.
Posteriormente, se realizé una regresion lineal para establecer la relacion entre las unidades arbitrarias de fluorescencia con la
concentracion de H202 (Pardo-Pefia et al., 2018).

Analisis de resultados

Para el procesamiento y andlisis de los registros se utilizd el programa Clampfit versién 9.2.0.09 de Axon instruments. Se
utilizé la herramienta de deteccion de eventos para seleccionar 100 rafagas inspiratorias dentro de cada condicion
experimental estable (a partir del Ultimo minuto del registro para cada condicion experimental). De estas rafagas, se cuantificd
la amplitud y la frecuencia. Los valores resultantes se vaciaron en una hoja de calculo de Excel para su procesamiento. Para
cada experimento, la amplitud y la frecuencia se normalizaron con respecto a la condicion basal, misma que se considerd
como 100 %. Las gréficas mostradas en los resultados representan el promedio de los valores normalizados de amplitud y
frecuencia, para cada grupo experimental. Las pruebas estadisticas se realizaron con el programa GraphPad Prism5. Se
determind la existencia de diferencias significativas entre los grupos con la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de U
de Mann-Whitney para comparar grupos independientes y la prueba de Wilcoxon para comparar cualquier sefial contra su
propia condicién basal. Se consider6 como diferencia estadisticamente significativa aquella comparacion que resultara con un
valor de p < 0.05.

Resultados

Para determinar si la activacion de la microglia modula la actividad del preBotC, la primera aproximacion experimental utilizada
en el proyecto fue la estimulacion farmacolégica de estas células utilizando diferentes activadores microgliales (Pefia-Ortega,
2017). Para ello, se registro la actividad ritmica generada por el preBotC en rebanadas de tallo cerebral de ratones neonatos
de la cepa CD1. En estos experimentos, después de registrar las rafagas inspiratorias durante 60 minutos bajo condiciones
basales se agreg6 uno de los siguientes activadores microgliales (Pefia-Ortega, 2017): el LPS, la CX3CL1, el ADNfy la LK1.
Una vez agregado alguno de los activadores, se registro la actividad del preB6tC en presencia del farmaco durante 120
minutos. Después de este periodo todas estas sustancias redujeron de forma significativa la amplitud de las rafagas
inspiratorias con respecto a la amplitud observada bajo condiciones basales (LPS a 80.33 + 3.69 % del basal, CX3CL1 a 74.64
+ 19.03 % del basal, ADNf a 75.29 + 6.1 % del basal, LK1 a 42.55 + 10.97 % del basal, p < 0.05 en la prueba de Wilcoxon). Por
el contrario, casi todos los activadores microgliales, con excepcion de la LK1, no produjeron un efecto significativo (p > 0.05 en
la prueba de Wilcoxon) sobre la frecuencia de las rafagas inspiratorias (figura 6). El Unico activador microglial que increment6
la frecuencia del ritmo respiratorio, la LK1, lo hizo a 215.40 + 49.98 % del basal (p < 0.05).
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Figura 6. Efecto de diferentes activadores microgliales sobre la amplitud y la frecuencia de las rafagas inspiratorias generadas por el preBo6tC.
Para cada grupo, se muestran en la parte superior los trazos representativos de la actividad ritmica registrada en el preB6tC: en negro se muestra la
actividad bajo condiciones control. En escala de grises, se muestra la actividad del preB6tC 120 minutos después de la presencia continua de los
diferentes activadores microgliales. En la parte inferior se muestra la cuantificacion de la amplitud y la frecuencia normalizadas (como % del basal). Las
gréficas representan la media y el error estandar para cada grupo y mantienen el mismo cédigo de grises que los registros. El asterisco denota una
diferencia significativa (p < 0.05) con respecto a su propia condicién basal (linea punteada).

Uno de los factores proinflamatorios que se libera con mayor abundancia después de la activacibn microglial es la IL-1p
(Olsson et al., 2003; Hofstetter y Herlenius, 2005; Gresham et al., 2011) que, ademas, es un potente regulador de la actividad
respiratoria (Olsson et al., 2003; Hofstetter y Herlenius, 2005; Gresham et al., 2011). Por ello, en un grupo de experimentos se
determind si esta citocina podria modular la generacion del ritmo respiratorio agregando IL-1B exdgena en rebanadas de tallo
cerebral de animales CD1 en las que se registro la actividad del preBotC (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de la aplicacion exdgena de diferentes concentraciones de interleucina-lbeta (IL1B) sobre la actividad generada por el
preBotC. En A, se muestra un trazo representativo de la actividad generada por el preB6tC en condiciones control por 2 Hrs. En gris claro se muestra
una imagen complementaria del borde superior del trazo; esta imagen sera sobrepuesta en los trazos representativos de otros grupos experimentales, a
manera de referencia. En la parte central del panel se muestra la amplificacion de los segmentos sefialados en gris oscuro sobre el trazo condensado,
gue corresponden a las rafagas registradas en el preBo6tC una vez alcanzada una condicién basal estable, asi como rafagas correspondientes a
periodos de 30, 60 y 90 minutos después del primer segmento. En la parte inferior se muestran, como porcentaje del basal, las cuantificaciones de la
amplitud y la frecuencia de las rafagas observadas en cada uno de los periodos mencionados. Note que la amplitud y la frecuencia de las rafagas
generadas por el preB6tC permanecen sin cambios durante todo el tiempo de registro control. En B, se muestra, en la parte superior, un trazo
representativo de la actividad generada por el preBotC antes (basal) y durante la presencia de IL1 en concentraciones de 1, 10 y 20 ng/mL. En gris
claro se incluye la imagen complementaria del trazo presentado en A. Note que la amplitud de las rafagas inspiratorias disminuyé de manera
dependiente de la concentracién de IL13. En la parte media del panel se muestra la amplificacién de los segmentos sefialados en gris sobre el trazo
condensado, correspondientes a la condicién basal y a la actividad registrada 30 minutos después de agregada cada concentracion de IL1B3. En la parte
inferior se muestran las cuantificaciones de la amplitud y la frecuencia normalizadas de las rafagas respiratorias en cada uno de los periodos
mencionados. El asterisco denota una diferencia significativa con respecto a la condicién basal (p < 0.05, Wilcoxon) mientras que el numeral denota una
diferencia significativa con respecto al grupo control (p < 0.05, U de Mann-Whitney). La escala presentada en los trazos condensados corresponde a 10
minutos, mientras que en las amplificaciones la escala corresponde a 10 segundos.

Una vez que se demostré que las rebanadas control, que no recibieron tratamiento alguno, mantienen estables la amplitud y la
frecuencia de las rafagas inspiratorias generadas por el preB6tC durante 180 min (99.89 + 7.57 % del basal y 102.40 + 10.12
% del basal, respectivamente; p > 0.05, Wilcoxon; n = 10; Figura 7A), se procedio a aplicar IL-13 exdgena en concentraciones
ascendentes (n = 8, Figura 7B). En estas condiciones, se observo que la amplitud de las rafagas inspiratorias del preBotC se
reduce de manera dependiente de la concentracion del farmaco. Aunque con la concentracion de 1 ng/mL de IL-13 no se
observaron cambios con respecto a la amplitud basal (92.66 + 4.58 % del basal; p > 0.05, Wilcoxon), con la concentracion de
10 ng/mL de IL-1B se redujo la amplitud a 83.91 + 6.61 % del basal (p = 0.039, Wilcoxon) mientras que, con 20 ng/mL se
redujo la amplitud a 76.31 £ 5.99 % del basal. A diferencia de la reduccion de la amplitud de las rafagas inspiratorias producida
por la IL-1B, la frecuencia del ritmo respiratorio fue afectada marginalmente a la concentracion de 10 ng/mL de IL-1p3, con la
que la frecuencia del ritmo respiratorio alcanzo un valor de 152.3 + 25.6 % del basal (p = 0.039, Wilcoxon). Sin embargo, en
presencia de IL-18 a las concentraciones de 1 ng/mL y 20 ng/mL la frecuencia del ritmo respiratorio no cambid
significativamente (106.30 + 18.32 y 132.1 + 21.2 % del basal, respectivamente, p = 0.125, Wilcoxon).
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Para evaluar la especificidad del efecto de la IL-1B sobre la amplitud del ritmo respiratorio, asi como para evaluar la existencia
de un tono basal de modulacién del preB6tC por la interleucina, se utilizé al antagonista enddégeno de los receptores de IL-1j,
el IL1IRa (Hannum et al., 1990; Miller et al., 1991; Evans et al., 1995; Patel et al., 2019). De esta manera, se disefiaron dos
series independientes de experimentos en los que se probd 1) si la aplicacién de IL1Ra exdgeno era capaz de regular la
actividad basal del preB6tC y 2) si el tratamiento con IL1Ra exdgeno antes de la adicion de la IL-1B evita la reduccion en la
amplitud de las réfagas inspiratorias generadas por el preB6tC (Figura 8).
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Figura 8. La aplicacion del antagonista endégeno de los receptores de interleucina-lbeta (IL1Ra) no afecta la actividad generada por el
preBotC per se, pero evita los efectos de la interleucina-1beta (IL-18). A, se muestran en la parte superior el trazo condensado de un registro
representativo en el que, después de presentarse una condiciéon basal estable, se aplicd IL1Ra en una concentraciéon de 200 ng/mL. Se muestra,
ademds en gris claro, un segmento correspondiente a la imagen complementaria del trazo control mostrado en la figura 6. Al centro del panel se
muestra la amplificaciéon de los segmentos resaltados en gris en el trazo condensado, los cuales corresponden a la condicién basal y al efecto producido
por el IL1Ra 30 y 60 minutos después de su adicion al bafio de registro. En la parte inferior se muestran las cuantificaciones normalizadas de la amplitud
y la frecuencia de las rafagas del preB6tC en cada condicién del experimento. Note que el IL1Ra no produce efecto alguno sobre la amplitud o la
frecuencia de las rafagas inspiratorias. B, en la parte superior se muestra el trazo condensado de un registro representativo en el que se agrego la IL13
en diferentes concentraciones y en presencia de IL1Ra. Se muestra, demas, la imagen complementaria del control mostrada en la figura 7A. Al centro,
se muestran las amplificaciones de los segmentos resaltados en gris en el trazo condensado, los cuales corresponden a la condiciéon basal (en
presencia de IL1Ra) y las diferentes concentraciones de IL13 (1, 10 y 20 ng/mL). En la parte inferior se presentan las cuantificaciones normalizadas de
la amplitud y la frecuencia de las rafagas inspiratorias para cada condicion de los experimentos y, a manera de comparacion, se muestra en gris claro la
cuantificacién del grupo control, para ambas variables. En presencia del IL1Ra, la IL1B no produjo cambios significativos (p > 0.05) sobre la amplitud o la
frecuencia de las rafagas inspiratorias. La escala presentada en los trazos condensados corresponde a 10 minutos, mientras que en las amplificaciones
la escala corresponde a 10 segundos.

Por si misma, la aplicacion del IL1Ra exdgeno (200 ng/mL) no produjo efecto alguno sobre la actividad del preBotC (n = 7;
Figura 8A). Después de una hora de haber agregado el farmaco al bafio de registro ni la amplitud (100.2 £+ 3.848 % del basal)
ni la frecuencia (104.2 + 9.46 % del basal) presentaron algin cambio significativo (p > 0.05, Wilcoxon; Figura 8A), lo que
sugiere que, en condiciones basales, la accion del IL1Ra sobre los IL1Rs no modula la actividad del preBo6tC. Por otra parte,
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ante el pretratamiento con el IL1Ra antes de la aplicacién de concentraciones ascendentes de IL-1B, no se observd cambio
alguno en la amplitud y en la frecuencia de las rafagas inspiratorias (Figura 8B). En presencia del IL1Ra la IL-1B no reprodujo
la disminucién de la amplitud de las rafagas inspiratoria cuando se aplicé a las concentraciones de 10 ng/mL (98.93 + 7.31 %
del basal, p = 0.437, Wilcoxon) y de 20 ng/mL (94.65 = 9.56, p = 0.09, Wilcoxon). En presencia del IL1Ra la IL-13 tampoco
reprodujo el incremento en la frecuencia que ocurria con 10 ng/mL (120.2 £ 27.8, p = 0.5, Wilcoxon). Lo anterior, indica que el
efecto sobre las rafagas inspiratorias observado con la aplicacién de IL-13 es mediado por el IL1R1 a través de un mecanismo
sensible a la concentracion de la IL-18 y sensible al IL1Ra, lo que permite suponer que la activacion microglial podria modular
la actividad del preBo6tC a través de la liberacion de IL-13 (se explorara mas adelante).

Tomando en cuenta la magnitud en la reduccion de la amplitud de las rafagas inspiratorias producida por la IL-1B 20 ng/mL (a
76.31 £ 5.99 % del basal) vy, la efectividad del IL1Ra para evitar la presentacion de este efecto, fue relevante determinar si
dicha reduccién en la amplitud era reversible. Para ello, en una serie independiente de experimentos (n = 6), se registro la
actividad del preB6tC en presencia de IL-1B (20 ng/mL) durante 90 minutos y, posteriormente, se procedié a sustituir el LCRa
que incluia el farmaco por LCRa nuevo (lavado), previamente oxigenado y con la temperatura ajustada para evitar alteraciones
en las condiciones de registro. En estos experimentos, después del periodo de exposicion al farmaco el efecto producido por la
IL-1B resulté equiparable (p > 0.05 Mann-Whitney) al observado con la misma concentracion en el protocolo ascendente de
concentraciones y evaluado después de 30 minutos de exposicion. En este nuevo protocolo de aplicacién de IL-1f 20mg/mL
por un tiempo mayor se observd una reduccién significativa de la amplitud a 75.90 + 7.09 % del basal, mientras que no se
observé ningln cambio significativo en la frecuencia del ritmo respiratorio (139.00 + 39.36 % del basal). Después del periodo
de lavado del farmaco, el efecto producido por la IL-18 20 mg/mL sobre la amplitud del ritmo respiratorio continud sin
alteraciones (73.51 + 6.45 % del basal; Figura 9). En resumen, los resultados de esta seccion muestran que la reduccién en la
amplitud de las rafagas inspiratorias producida por la IL1B es inducida por la activacion del ILIR1 y que este efecto es
irreversible.
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Figura 9. El efecto producido por la interleucina-1beta (IL18) sobre la amplitud de las rafagas inspiratorias es irreversible. En la parte superior
se muestra un trazo representativo de los experimentos de “lavado”. Se muestran los ultimos 60 minutos del periodo de exposicién de la rebanada de
tallo cerebral a la IL18 20 mg/mL. Resaltado en gris, se muestra el periodo de inicio y término de la sustitucion del LCRa con IL18, por LCRa sin IL1B.
También se muestran los 60 minutos restantes en los que se permitié estabilizar la actividad después de la eliminacién de la IL13. Al centro se muestran
segmentos amplificados correspondientes a la condicion basal, a los 90 minutos después de la exposicién a la IL18 y al final del periodo de lavado. En el
trazo condensado la escala corresponde a 10 minutos mientras que, en el caso de los segmentos amplificados corresponde a 10 segundos. En la parte
inferior se muestran las cuantificaciones de la amplitud y de la frecuencia 90 minutos después de la aplicacién de la IL1B (blanco) y 60 minutos después
del lavado (gris). Los asteriscos denotan una diferencia significativa (p < 0.05, Wilcoxon) con respecto a la condicién basal (sin IL1B). La comparacion
entre las dos condiciones no mostro diferencias significativas en la amplitud o la frecuencia durante y después de la aplicacién de IL13 (p > 0.05, Mann-
Whitney: n. s.).

Los resultados presentados hasta el momento muestran que la aplicacién farmacos moduladores de la microglia y la IL-1p
modulan la amplitud de las rafagas inspiratorias generadas por el preBotC. En conjunto, esta evidencia sugirid que la
activacion microglial, probablemente a través de la liberacion de IL-13, podria modular la actividad generada en el preBotC,
reduciendo la amplitud de las rafagas inspiratorias. Para comprobar lo anterior se utilizaron estrategias de estimulacién de la
microglia genéticamente dirigidas: la opto y la quimiogenética (Tanaka et al., 2012; Sawada et al., 2012; Grace et al., 2018;
Pardo-Pefa et al., 2018). La utilizacién de estos tipos de estimulacion elimina la controversia de un posible efecto inespecifico
de los farmacos pues, como se menciond previamente, si bien los activadores farmacoldgicos de la microglia son herramientas
muy Utiles, pueden llegar a tener efectos inespecificos (Muecci et al., 2000; Husemann y Silverstein, 2001; Hatori et al., 2002;
Lin et al., 2015; Shen et al., 2016).
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Con base en los resultados farmacolégicos, se procedié a realizar experimentos de opto y la quimiogenética. Para ello, se
llevaron a cabo registros de actividad de campo en rebanadas de tallo cerebral de ratones que expresan la ChR2+ o el
hMD3qg+ en la microglia (Tanaka et al., 2012; Sawada et al., 2012; Grace et al., 2018; Pardo-Pefia et al., 2018). En estas
rebanadas, las rafagas respiratorias generadas por el preBotC se registraron durante 60 minutos bajo condiciones basales.
Posteriormente, se realizo la estimulacién con luz azul en el caso de las rebanadas obtenidas de animales ChR2+ y con CNO
en el caso de las rebanadas obtenidas de animales hMD3qg+. Al término del periodo de estabilizacion del efecto, se encontrd
que la estimulacion especifica de la microglia modula la actividad generada en el preB6tC (Figuras 10 y 11), como se
describird a continuacion.
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Figura 10. La estimulacién optogenética y quimiogenética de la microglia reduce la amplitud de las rafagas generadas en el preBo6tC. Se
muestran los trazos representativos de la actividad ritmica registrada en el preBotC para cada uno de los grupos experimentales, tanto en la condicion
basal (izquierda) como la actividad registrada al término del periodo de recuperacién post estimulacion (derecha). También, se muestra la cuantificacion
de la amplitud de las rafagas generadas en el preB6tC al término del periodo de recuperacion post estimulacion optica o con CNO, cada grupo
experimental se muestra acompafiado de su control correspondiente. Las gréficas representan la media y el error estdndar para cada grupo. El asterisco
denota una diferencia significativa de la amplitud registrada post estimulacion (p < 0.05) con respecto a su propia condicidn basal (linea punteada que
representa el 100%). n. s. denota la ausencia de una diferencia significativa (p > 0.05) con respecto a su propia condicién basal (linea punteada que
representa el 100%).

Los resultados muestran que 60 minutos después de la estimulacion optogenética (luz azul por 20 minutos), en animales
ChR2*"/YFP*/CX3CR1*- que expresan canalrhodopsina 2 en la microglia (ChR2+), se observa una disminucién significativa
de la amplitud de las rafagas inspiratorias (a 90.35+ 4.003 % del basal; p < 0.05; figura 10) sin cambio en la frecuencia del
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ritmo respiratorio (88.68 + 8.375 % del basal; p > 0.05; figura 11). Por el contrario, el estimulo con luz azul no produjo cambio
alguno ni en la amplitud de las réfagas inspiratorias (103.1 + 8.184 % del basal; p > 0.05; figura 10) ni en la frecuencia del ritmo
respiratorio (99.33 = 17.16 % del basal; p > 0.05; figura 11) en animales ChR27/YFP//CX3CR1*- que no expresan
canalrhodopsina 2 en la microglia (ChR2-). En el caso de la estimulacion quimiogenética (CNO por 60 minutos), en animales
hMD3q*-/ CX3CR1*- que expresan el DREADD excitador en la microglia (hMD3g+), se observa también una disminucién
significativa de la amplitud de las rafagas inspiratorias (a 86.07 + 5.431 % del basal; p < 0.05; figura 10) sin cambio en la
frecuencia del ritmo respiratorio (99.54 + 6.479 % del basal; p > 0.05; figura 11). Por el contrario, 60 minutos después de la
estimulacion quimiogenética, en animales hMD3q’/ CX3CR1*- que no expresan DREADD excitador en la microglia (hMD3q-),
no se observa cambio alguno ni en la amplitud de las rafagas inspiratorias (100.9 £ 3.691 % del basal; p > 0.05; figura 10) ni en
la frecuencia del ritmo respiratorio (100.8 + 6.749 % del basal; p > 0.05; figura 11).
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Figura 11. La estimulacion optogenéticay la quimiogenética de la microglia no afectan a la frecuencia de las rafagas generadas en el preBo6tC.
Se muestra la cuantificacién de la frecuencia de las rafagas generadas en el preBotC al término del periodo de recuperacion post estimulacion optica o
con CNO, cada grupo experimental se muestra acompafiado de su control correspondiente. La estimulacion especifica de la microglia no produjo algin
efecto (p > 0.05) sobre la frecuencia con respecto a su propia condiciéon basal (linea punteada que representa el 100%) o con respecto a su grupo
control correspondiente. Las graficas representan la media y el error estandar para cada grupo. n. s. denota la ausencia de una diferencia significativa (p
> 0.05) con respecto a su propia condicién basal (linea punteada que representa el 100%).

Para corroborar la especificidad celular de la reduccion de la amplitud de las rafagas respiratorias producida por la estimulaciéon
opto y quimiogenética de la microglia, se llevaron a cabo una serie independiente de experimentos en los que las rebanadas
fueron tratadas con clodronato liposomal (LipClo), una toxina especifica para la microglia (Van Rooijen y Sanders, 1994). Los
resultados muestran que 60 minutos después de la estimulacion optogenética, en animales ChR2*-/YFP*-/CX3CR1*- que
expresan canalrhodopsina 2 en la microglia (ChR2+) y que ademas fueron tratados con LipClo, todavia se observa una
disminucién significativa de la amplitud de las rafagas inspiratorias (a 90.67 + 3.619 % del basal; p < 0.05; figura 12). Por el
contrario, en el caso de la estimulacién quimiogenética (CNO por 60 minutos), en animales hMD3q*-/ CX3CR1*- que expresan
el DREADD excitador en la microglia (hMD3g+) y que ademas fueron tratados con LipClo, no se observaron cambios en la
amplitud de las rafagas inspiratorias (97.08 + 9.436 % del basal; p > 0.05; figura 12), lo que indica que el pretratamiento con
LipClo evita la disminucion de la amplitud de las rafagas inspiratorias producida por la activacion quimiogenética de la
microglia.
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Figura 12. El pretratamiento con clodronato liposomal (LipClo) evita la reduccion de la amplitud de las rafagas respiratorias del preBotC
producida por la estimulacion quimiogenética de la microglia. Del lado izquierdo se muestran trazos representativos de ratones que expresan ChR2
o hM3Dq en la microglia, después de 2 horas de pretratamiento con LipClo (trazos superiores) y después de su activacién con luz azul o CNO,
respectivamente (trazos inferiores). Las graficas muestran la cuantificacién de las rafagas inspiratorias (media y el error estandar) para cada grupo y
condicién experimental. Note que después del tratamiento con LipClo, la estimulacién quimiogenética de la microglia no produjo efecto alguno, mientras
gue la estimulacién optogenética de la microglia continué produciendo una reduccion significativa de la amplitud de las rafagas inspiratorias. El asterisco
denota una diferencia significativa de la amplitud registrada post estimulacién (p < 0.05) con respecto a su propia condiciéon basal (linea punteada que
representa el 100%). n. s. denota la ausencia de una diferencia significativa (p > 0.05) con respecto a su propia condicién basal (linea punteada que
representa el 100%).

Los resultados descritos en el parrafo anterior muestran que el efecto producido sobre la actividad del preB6tC por la
estimulacién optogenética no es sensible al pretratamiento con LipClo, mientras que el efecto sobre la actividad del preB6tC
producido por la estimulacidon quimiogenética si es sensible al pretratamiento con LipClo. Si bien se ha mostrado que el LipClo
es un “depletador de la microglia” (Pefa-Ortega, 2017), cuando se aplica por periodos de horas a dias (Winkler et al., 2010),
dadas las disimilitudes del efecto que produjo el LipClo entre las estimulaciones opto y quimiogenética, decidimos reevaluar la
efectividad del LipClo para eliminar a la microglia en nuestras condiciones experimentales (Lorea-Hernandez et al., 2016). Para
ello, llevamos a cabo la inmunodeteccion de la proteina Ibal, un marcador especifico de la microglia dentro del SNC en
rebanadas tratadas con LipClo y rebanadas control (Figura 13).
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Figura 13. El tratamiento con LipClo reduce la cantidad de microglia y modifica la morfologia de la microglia remanente. A, se muestran
micrografias representativas de cortes de tallo cerebral de ratones C57BL/6 en los que se realizé la inmunodeteccion de la proteina Ibal para visualizar
a la microglia. Se presenta de izquierda a derecha, la marca fluorescente utilizada para Ibal (microglia), DAPI (nlcleos), el empalme de los dos
anteriores, asi como el acercamiento de las células sefialadas en los recuadros blancos. En cada imagen la escala mostrada corresponde a 20 pm. En
la condicién control se pueden observar células microgliales con una morfologia tipicamente asociada a su estado vigilante, con humerosos procesos y
un soma pequefio. La microglia observada en el tejido tratado con LipClo durante dos horas presentd una menor cantidad de procesos, menos
ramificados y mas cortos, que son signos de activacion de la microglia o indicadores de dafio en las células. En la esquina superior izquierda de la
micrografia correspondiente a LipClo se puede observar un par de células que son practicamente esféricas. B, se muestra la cuantificacion del nimero
de células por area (775 x 454 um; objetivo 10X; 12 tomas grupo control, 16 tomas grupo LipClo), asi como la medicion de los parametros morfométricos
area, perimetro, circularidad, relacién dimensional, redondez y densidad, realizada en células microgliales presentes en el tejido de cada grupo
experimental (99 células control, 110 células LipClo). Las gréficas corresponden a la media + error estandar. El numeral (#) denota una diferencia
significativa con respecto al grupo control (p < 0.05), “n. s.” denota la ausencia de diferencia entre los grupos.
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El tratamiento por 2 horas con LipClo redujo de manera significativa la cantidad de microglia presente en el tallo cerebral de
ratones neonatos (p < 0.05, prueba de t; -31.56 % con respecto del control). El tratamiento con LipClo indujo cambios
morfoldgicos en las células microgliales que indican un estado distinto al observado bajo condiciones control (Figura 13A). En
el grupo LipClo la microglia presenté una menor area cubierta por las células (236.9 + 8.929 um?) que el observado en el grupo
control (361.4 + 12.39 um?; p < 0.05, Mann-Whitney; figura 13B). Del mismo modo, se observo un menor perimetro celular en
la microglia tratada con LipClo (165.8 + 6.407 um) comparado al observado en el grupo control (271.9 £ 8.781 um; p < 0.05). El
tratamiento con LipClo resulté en una mayor circularidad (0.1416 + 0.01016) que la observada en la condicién control (0.07057
+ 0.003568; p < 0.05; figura 13B). En cuanto a la relacién dimensional y la redondez, no se encontraron diferencias
significativas (p > 0.05) entre el grupo tratado con LipClo (2.031 + 0.07109 y 0.5495 + 0.01611 respectivamente) y el grupo
control (1.928 + 0.06459 y 0.5713 + 0.01701, respectivamente; figura 13B). Por ultimo, se observé una mayor densidad en la
microglia del tejido tratado con LipClo (0.4821 + 0.01248) con respecto a lo observado en la condicion control (0.3988 *
0.009453; p < 0.05; figura 13B).

Se ha establecido que la naturaleza del estimulo que activa a la microglia determina las caracteristicas del estado que
adquiere cuando ya esta activada (Mosser y Edwards, 2008). Por ello, tomando en cuenta los cambios morfolégicos que
produce el LipClo y que el nUmero de células se reduce en un 31.56%, es posible que el tratamiento por 2 horas con nuestro
LipClo induce en la microglia restante un estado de activacion que se contrapone al efecto de la estimulacion quimiogenética,
pero no al efecto de la estimulacion optogenética. Para probar lo anterior, se evalué con morfometria los cambios producidos
por las dos estrategias de activacién especifica de la microglia, para asi compararlos a lo observado en el tejido tratado con
LipClo.

Se ha demostrado que la estimulacion optogenética de la microglia induce la liberacion de factores proinflamatorios (Tanaka et
al., 2012; Pardo-Pefia et al., 2018) y, también, produce cambios morfolégicos (Sawada et al., 2012). Ambos fenbmenos son
signos asociados a la activacion microglial (Morioka y Streit., 1991; Kreutzberg, 1996; Rupalla et al., 1998; Raivich et al., 1999;
Ladeby et al., 2005; Ponomarev et al., 2006; Kettenmann et al., 2011). Para determinar si estos eventos se producen en las
rebanadas de tallo cerebral de animales ChR2+ después de la estimulacién optogenética de la microglia, se realizaron los
siguientes experimentos. En primer lugar, se determiné si la estimulacion optogenética produce cambios morfolégicos en la
microglia. Con este propésito se realiz6 la inmunodeteccion del marcador microglial Ibal y se visualizé a las células con
microscopia de fluorescencia. Se observaron cortes de tallo cerebral extraido de animales ChR2 + o ChR2-, cuyo tejido que fue
incubado y expuesto a luz azul antes de su fijacién y posterior procesamiento. En las rebanadas ChR2+, la microglia present6
una menor area cubierta por las células (249.20 + 10.80 um?) al observado en las rebanadas control (372.1 + 23.78 pm?; p <
0.05; figura 14). En las rebanadas en las que se estimulé optogenéticamente a la microglia, el perimetro celular (303.6 + 14.21
pm) fue menor al observado en las rebanadas control (431.90 = 20.11 um; p < 0.05; figura 14). Adicionalmente, en las
rebanadas ChR2+ la microglia present6 un incremento de la circularidad (0.043 £ 0.003) con respecto a las rebanadas control
(0.029 + 0.002; p < 0.05; figura 14) después del estimulo 6ptico. En las rebanadas ChR2+ estimuladas optogenéticamente la
microglia present6 un incremento de la relacién dimensional (2.13 + 0.09), con respecto a las rebanadas control (1.79 + 0.09; p
< 0.05; figura 14). Por otra parte, en las rebanadas ChR2+, después del estimulo 6ptico la microglia presenté una menor
redondez (0.535 + 0.019), con respecto al observado en las rebanadas control (0.60 + 0.02; p < 0.05; figura 14). Finalmente, la
microglia presenté una mayor densidad en las rebanadas ChR2+ (0.40 + 0.01) con respecto a lo observado en las rebanadas
control (0.345 + 0.019; p < 0.05; figura 14).
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Figura 14. La estimulacién optogenética en rebanadas de animales ChR2+/YFP+ produce cambios en la morfologia de las células microgliales.
En los paneles superiores se muestran micrografias representativas de la microglia marcada con un fluoréforo acoplado a anticuerpos que detectan a la
proteina Ibal en rebanadas de animales ChR2- (control) y ChR2+ fijadas 2 horas después de haber sido estimuladas con luz azul. Del lado derecho se
muestran micrografias en las que se identifica en un recuadro a la célula que sera amplificada a la derecha. En las rebanadas control se observé una
morfologia tipica del estado vigilante de la microglia, que se caracteriza por la presencia de procesos largos y claramente ramificados, mientras que la
microglia de las rebanadas ChR2+ muestra procesos mas cortos y menos ramificados. La escala representada en las micrografias corresponde a 20
pum. En la parte inferior de la figura se muestran las cuantificaciones, para los dos grupos experimentales, de 6 diferentes mediciones morfométricas. El
numeral (#) denota una diferencia significativa con respecto del grupo control (p < 0.05, Mann-Whitney). Es destacable que la microglia ChR2+/YFP+
presente menores area y perimetro, asi como una mayor redondez con respecto al control, que son signos morfolégicos asociados a la activacion
microglial.

En el caso de la estimulacion quimiogenética, se realizé el mismo procedimiento que con la optogenética para determinar si se
producian cambios morfolégicos en la microglia después de la estimulacion. En este caso, se identificaron signos que
claramente indican cambios morfolégicos en la microglia de animales que expresaron el hM3Dg+ en este tipo celular después
de ser tratado con CNO (5uM), lo anterior permite distinguirlas de la microglia observada en cortes de animales hM3Dg- que

50



recibieron el mismo tratamiento (Figura 15). En las rebanadas hM3Dqg+ la microglia presentd un incremento del rea cubierta
por las células (381.9 + 14.32 um?), con respecto a las rebanadas control (295.9 + 12.26 um?; p < 0.05; figura 15), también se
observé un incremento del perimetro celular en la microglia de rebanadas hM3Dqg+ (798 + 30.73 um), lo anterior con respecto
a las rebanadas control (468.8 £ 18.67 um; p < 0.05; figura 15). En las rebanadas hM3Dqg+, después del estimulo con CNO la
microglia presenté una menor circularidad (0.0094 + 0.0006) a la observada en las rebanadas control (0.020 + 0.001; p < 0.05;
figura 15). Por otra parte, no se encontraron diferencias entre la relacion dimensional de la microglia observada en rebanadas
hM3Dg+ (1.69 + 0.05) y la observada en rebanadas control hM3Dg- (1.79 % 0.06; p > 0.05; figura 15). De la misma manera, no
se encontraron diferencias en la redondez que presentaron las células microgliales en rebanadas hM3Dqg+ (0.63 + 0.01) y
rebanadas control (0.59 + 0.02; p > 0.05; figura 15). Finalmente, se encontré una menor densidad en la microglia observada en
rebanadas hM3Dqg+ (0.212 + 0.007) con respecto a la microglia observada en las rebanadas control (0.29 + 0.01; p < 0.05;
figura 15).
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Figura 15. La estimulacién quimiogenética en rebanadas de animales hM3Dg+ produce cambios en la morfologia de las células microgliales.
En los paneles superiores se muestran micrografias representativas de la microglia marcada del mismo modo que se mencioné en la figura 14. En
primer lugar, se muestra a la microglia presente en el tallo cerebral de animales hM3Dg- (control) seguido de la microglia hM3D+. El tejido fue fijado 2
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horas después de haber sido estimuladas con CNO. En las micrografias se identifica con un recuadro a la célula que sera amplificada a la derecha.
Nuevamente se encontrd que la microglia en el tejido control presentd una morfologia tipica del estado vigilante, mientras que la microglia de las
rebanadas hM3Dg+ muestra una morfologia distinta, caracterizado por procesos muy largos, lo que se ve reflejado en una area y perimetro, ademas de
una menor redondez. La escala representada en las micrografias corresponde a 20 um. En la parte inferior de la figura se muestran las cuantificaciones
de 6 diferentes mediciones morfométricas. El numeral (#) denota una diferencia significativa (p < 0.05, Mann-Whitney) con respecto al grupo control
mientas que la ausencia de una diferencia significativa se denota con “n. s.”.

Una vez confirmada la aparicion de cambios morfolégicos asociados a la activacion de la microglia, se corroboré si la
activacion opto y quimiogenética de la microglia produce la liberacion de factores inflamatorios. Para ello, se realiz6 el registro
de la liberacion de H202 con el sistema EROS (Pardo-Pefa et al., 2018). Los resultados muestran que la estimulacion
optogenética de la microglia induce un incremento significativo (p < 0.05, Wilcoxon) en la liberacién de H202 después de que se
presenta el estimulo luminoso sobre las rebanadas. Este incremento cambia la concentracion basal de H202 de 3.6 + 0.4 uM a
9.9 + 1.4 pM al finalizar el periodo de estabilizacion de la liberacion tras el estimulo luminoso (Figura 16).
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Figura 16. Liberacion de H,O; en la rebanada de tallo cerebral de ratones ChR2+. Se muestra un trazo representativo del registro de la intensidad
de fluorescencia (UA) asociada a la liberacion de H20:2 en la rebanada de tallo cerebral, en condiciones basales, durante los 20 minutos de estimulacién
Optica (barra azul) y durante el periodo post estimulacién. Se puede observar un incremento en la liberacién de H202 aproximadamente 50 minutos
después de concluida la estimulacién Gptica. Este incremento se sostuvo durante el resto del registro. En la gréfica de la derecha se muestra el valor
promedio de la liberacién de H202 durante la condicién basal y durante el periodo post estimulo (Opto). El asterisco denota una diferencia significativa
con respecto a la condicion basal (prueba de Wilcoxon; p < 0.05).

En el caso de la estimulacién quimiogenética, también se realizé la cuantificacion de H20:2 en tejido de animales hMD3g+ con
el sistema EROS (Pardo-Pefa et al., 2018). En estos experimentos se observlo que la liberacion promedio de H20:2 en la
condicion basal fue de 3.5 £ 0.6 uM y la activacién quimiogenética de la microglia increment6 los niveles de H202 a 6.3 + 0.7
UM después de la estimulacién de la microglia hMD3qg+ con CNO. El incremento en la liberacion de H20:2 fue significativo (p <
0.05, Wilcoxon) y permanecié durante todo el periodo en que la rebanada de tallo cerebral estuvo expuesta a la accion del
CNO (Figura 17).
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Figura 17. Cuantificacion de la liberacion de H20, en la rebanada de tallo cerebral de ratones hMD3qg+ antes y después de la estimulacién con
CNO. Se muestra un trazo representativo del registro de la intensidad de fluorescencia (UA) asociada a la liberacion de H20: en la rebanada de tallo
cerebral, en condiciones basales y durante el periodo de post estimulacion (Linea verde). Se puede observar un incremento en la liberaciéon de H20:2
aproximadamente 30 minutos después de agregar el CNO, este incremento se sostuvo durante el resto del registro. En la grafica de la derecha se
muestra el valor promedio de la liberacién de H20: durante la condicién basal y durante el periodo post estimulo (CNO). El asterisco denota una
diferencia significativa con respecto a la condicion basal (prueba de Wilcoxon; p <0.05).

Uno de los mediadores proinflamatorios liberados por la microglia es la IL-1B8 (MacFarlane et al., 2016), misma que afecta la
actividad de los circuitos neuronales (Bessis et al., 2007; Hanisch y Kettenmann, 2007). Por ello, probamos si los efectos de la
estimulacién opto y quimiogenética de la microglia se afectan cuando se interfiere con la accion de esta citocina, para ello
utilizamos al antagonista del receptor de la intrelucina-1beta (IL1Ra) (Helmy et al., 2016) (Figuras 18 y 19).
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Figura 18. El tratamiento con el antagonista del receptor de la intrelucina-1beta (IL1Ra) no evita la disminucién de la amplitud de las rafagas
respiratorias del preBo6tC inducida por la estimulacion optogenética de la microglia. Del lado izquierdo se muestran trazos representativos de la
actividad generada en rebanadas de tallo cerebral de ratones ChR2+ después de 60 minutos de exposicién al IL1Ra (trazo superior) y después de su
activacion con luz azul (trazo inferior). La grafica representa la media y el error estandar para cada grupo. Aun después del tratamiento con IL1Ra, la
estimulacién 6ptica de la microglia redujo la amplitud de las rafagas respiratorias del preB6tC en rebanadas de tallo cerebral, ambos grupos no son
estadisticamente distintos (p > 0.05, Mann-Whitney). El asterisco denota una diferencia significativa con respecto a la condicion basal (prueba de
Wilcoxon; p <0.05).

53



Los resultados muestran que 60 minutos después de la estimulacion optogenética, en animales ChR2*-/YFP*-/CX3CR1*- que
expresan canalrhodopsina 2 en la microglia (ChR2+) y que ademas fueron tratados con el IL1Ra, todavia se observa una
disminucién significativa de la amplitud de las rafagas inspiratorias (a 88.36 + 5.919 % del basal; p < 0.05; figura 18). De la
misma manera, en el caso de la estimulacién quimiogenética (CNO por 60 minutos), en animales hMD3qg*-/ CX3CR1*" que
expresan el DREADD excitador en la microglia (hMD3q+) y que ademas fueron tratados con IL1Ra, todavia se observa una
disminucién significativa de la amplitud de las rafagas inspiratorias (a 85.81 + 4.106 % del basal; p < 0.05; figura 19), lo que
indica que el pretratamiento con IL1Ra no evita la disminucién de la amplitud de las rafagas inspiratorias producida por la
activacion opto y quimiogenética de la microglia, por lo que la IL-1B no participaria de este efecto.

hM3Dg+/IL1Ra Amplitud
Basal — 100
1] L3
0 I
© 4
0 80
g e0-
10 se q_).
20seg & a0
Post Estimulacién 5
E 204
o] —
g | |N=10
[ 1hM3Dg+
10 seg I hM3Dg+/IL1Ra

Figura 19. El tratamiento con el antagonista del receptor de la intrelucina-1beta (IL1Ra) no evita la disminucién de la amplitud de las rafagas
respiratorias del preBotC inducida por la quimiogenética de la microglia. Del lado izquierdo se muestran trazos representativos de ratones que
expresan hM3Dq después de 1 hora en presencia del IL1Ra (trazo superior) y después de su activacion con CNO (trazo inferior). Las graficas
representan la media y el error estandar para cada grupo, el asterisco denota diferencia significativa con respecto a la condicién basal. Ambos grupos no
son estadisticamente distintos (p > 0.05). El asterisco denota una diferencia significativa con respecto a la condiciéon basal (prueba de Wilcoxon; p
<0.05).
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Discusioén

En la presente tesis, se profundizaron las observaciones realizadas previamente por nuestro grupo de investigacion que
indicaban que la estimulacién farmacolégica de la microglia modula la actividad del preBotC (Lorea-Hernandez, 2015,
Camacho-Herndndez et al., 2018), el generador central de la actividad respiratoria (Horiuchi et al., 2017). Para ello, se
implementaron estrategias que nos permitieran contender contra la posible inespecificidad del efecto producido por el LPS (Lin
et al., 2015; Shen et al., 2016), una molécula ampliamente utilizada como activadora de la microglia (Rietschel et al., 1994;
Nakajima et al., 2001; Wang et al., 2005; Machado et al., 2011; Yoon et al., 2012). Primero, se complemento el uso del LPS
con una serie independiente de experimentos con un set de moléculas que también han sido catalogadas como activadoras de
la microglia (figura 6). En este set se incluyo: al DNA fragmentado (Li et al., 2004; Collings et al., 2004; Duran-Flores y Helil,
2018), la proteina CX3CL1 (Pabon et al., 2011; Galan-Ganga et al., 2019) y a la leucadherina 1 (Czirr et al., 2017; Yao et al.,
2018).

En los experimentos farmacoldgicos complementarios, las distintas moléculas también produjeron una reduccion significativa
de la amplitud de la actividad sincronica del preB6tC vy, adicionalmente, la LK1 generd un incremento significativo de la
frecuencia del ritmo respiratorio. Dado que el blanco comun de todas las sustancias utilizadas en esta tesis, y en nuestro
trabajo previo, es la activacion de la microglia, puede considerarse que estas observaciones sustentan la nocion de que la
microglia cuando es activada, en este caso farmacoldégicamente, modula la actividad del preBotC. Sin embargo, existen
reportes en los que se ha sefialado que estas moléculas podrian afectar otros tipos celulares dentro del SNC (Muecci et al.,
2000; Husemann y Silverstein, 2001; Hatori et al., 2002; Lin et al., 2015; Shen et al., 2016; Pefa-Ortega, 2017), lo que limita
las conclusiones obtenidas exclusivamente a partir de experimentos farmacoldgicos para modular a la microglia (Pefia-Ortega,
2017). Considerando lo anterior, en este proyecto se incorporé la utilizacién de herramientas genéticamente dirigidas para
estimular a la microglia, lo que reduce més la posibilidad de un efecto inespecifico (Tanaka et al., 2012; Sawada et al., 2012;
Grace et al., et al., 2018). Para ello se utilizé la canalrhodopsina 2 o el DREADD3 (hM3Dq) expresados en la microglia
(Parkhurst et al., 2013 Yona et al., 2013; Akins et al., 2017; Baertsch et al., 2019; Grace et al., et al., 2018). Utilizando estas
herramientas genéticamente dirigidas se determiné que la estimulacion optogenética y quimiogenética de la microglia modula
la actividad del preB6tC de manera muy similar a la producida por las manipulaciones farmacolégicas. Es de reiterarse que el
efecto en estos experimentos presentd similitudes importantes con el efecto observado en la mayoria de los experimentos de
estimulacién farmacolégica de la microglia, como la reduccién significativa de la amplitud de las rafagas inspiratorias y la
ausencia de alteraciones en la frecuencia del ritmo respiratorio. Lo anterior, respalda las evidencias previamente generadas en
nuestro grupo (Lorea-Hernandez, 2015, Camacho-Hernandez et al., 2018) y permite puntualizar que la activacion microglial,
por si misma, es un evento capaz de modular la generacién del ritmo respiratorio.

Una vez solidificada la observacion de que la microglia efectivamente modula la actividad del preB6tC se evalud
experimentalmente si la estimulacion optogenética y quimiogenética de la microglia produce cambios morfol6gicos en estas
células que estuvieran asociados a su activacion. Para ello, se utilizo la técnica de imunofluorescencia con la que se detecto a
la proteina Ibal. Por un lado, con la estimulacion optogenética, se observaron signos morfolégicos tipicamente ligados a la
activacion microglial, que incluyen la reduccion en el perimetro celular y el area cubierta por las células, asi como un aumento
en la circularidad de las células que les da un aspecto ameboideo (Hanisch y Kettenmann, 2007; Kettenmann y Verkhratsky,
2008; Fernandez-Arjona et al., 2018). La estimulacion quimiogenética, por otra parte, produjo un incremento en el perimetro y
el area ademéas de una disminucion de la circularidad y de la densidad de las células, lo que permite concluir que las
activaciones opto y quimiogenética de la microglia produce cambios morfolégicos diferentes, e incluso opuestos, en tre ellos.
Aunque la morfologia adquirida por la estimulacion quimiogenética difiere de la tipica ameboidea, con procesos mas largos que
los que presenta en su estado basal, ya ha sido previamente identificada como una morfologia asociada a procesos de
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activacion microglial (Fernandez-Arjona et al., 2018; Mishima et al., 2019). De acuerdo con lo referido en la literatura revisada
para la elaboracion de esta tesis, el analisis morfométrico presentado en este trabajo es el primero que describe la respuesta
microglial a las estimulaciones opto y quimiogenética dependiente de la ChR2 y del hM3Dq, respectivamente (Tanaka et al.,
2012; Sawada et al., 2012; Grace et al., 2018; Pardo-Pefa et al., 2018). Lo anterior representa, en si mismo, una importante
evidencia de la utilidad que tienen la opto y la quimiogenética como herramientas de activacién microglial y, complementa
trabajos en donde se ha demostrado que la activacién de la microglia mediante estas herramientas induce la liberacion de una
mayor cantidad de factores inflamatorios (Sawada et al., 2012; Grace et al., 2018).

Es probable, aunque todavia falta por determinarse experimentalmente que, con ambas herramientas de estimulacion
genéticamente dirigidas, se produjo un incremento en la concentracién intracelular de calcio en la microglia (Lilienbaum e
Israel, 2003; Nagamoto y Combs, 2010; Tanaka et al., 2012; Xu et al., 2016). Ademas de que se demostré que tanto la
estimulacion optogenética como la estimulacion quimiogenética inducen un incremento en la liberacion de H202. Ya se ha
determinado, utilizando un sistema similar al EROS, que la liberacién maxima de ROS después de una estimulacion ocurre tras
un periodo de una hora aproximadamente (Swindle et al., 2002), lo que es consistente con los resultados presentado en esta
tesis. Adicionalmente, se ha observado que la liberacion de ROS incrementa principalmente en macréfagos y no tanto en otro
tipo de células inmunolégicas (Swindle et al., 2002), lo que permite sugerir que el principal tipo celular detras del incremento en
la liberacion de H20: en las rebanadas de tallo cerebral, en respuesta a la estimulacion opto o quimiogenatica, es la microglia.

El H202 es una molécula capaz de modular la excitabilidad neuronal a través modificar el funcionamiento de diferentes canales
i6nicos (Avshalumov et al. 2005; Jackson y Haydon, 2008; Luin et al., 2011). Se ha reportado que el H202 puede funcionar
como un bloqueador de canales de potasio (p.e. los KIR; Bychkov et al., 1999) ademas de aumentar la conductancia del sodio,
favoreciendo un incremento en la excitabilidad neuronal (Luin et al., 2011). También, se ha reportado que un incremento en la
concentracion del H202 incrementa la conductancia al calcio en las neuronas (Giniatullin y Giniatullin, 2003), lo que se ha visto
que favorece la transmisién sinaptica (Giniatullin y Giniatullin, 2003). Por el contrario, se ha reportado que en el mesencéfalo el
H202 induce la hiperpolarizacibn de neuronas dopaminérgicas (Avshalumov et al., 2005). Mecanismos similares a estos
podrian participar en la modulacién de la actividad del preB6tC, ya que se ha demostrado que el H202 es un potente modulador
de la actividad respiratoria que produce una depresién transitoria inicial de las rafagas inspiratorias, seguido de un incremento
en la actividad neuronal (Garcia et al. 2011).

En esta tesis, también se utilizé el LipClo en rebanadas de animales hMD3g+ y ChR2+ utilizadas para los registros de la
actividad del preB6tC. Lo anterior, con la finalidad de eliminar a la microglia (Van Rooijen y Sanders, 1994; Lorea-Hernandez et
al., 2015) y determinar si el efecto de la estimulacion opto y quimiogenética de la microglia depende la presencia de esta célula
en las rebanadas. Por ello, fue inesperado que la reduccion en la amplitud de las rafagas inducida por la estimulacion
optogenética de la microglia no fuera bloqueada por el pretratamiento con LipClo de las rebanadas de tallo cerebral, mientras
gue el mismo tratamiento si bloqued la reduccion en la amplitud inducida por la estimulacion quimiogenética de la microglia.
Como se menciond previamente, ante este resultado se planted la posibilidad de que el LipClo no necesariamente estuviera
induciendo la eliminacién efectiva de la microglia en las rebanadas de tallo cerebral (Van Rooijen y Sanders, 1994). Con
respecto a lo anterior, recientemente se ha demostrado que el tratamiento agudo con LipClo induce signos de activacion en la
microglia con un protocolo similar al utilizado en los experimentos de este trabajo (Raghuramana et al., 2019).
Coincidentemente, se ha reportado que para conseguir una importante eliminacion de la microglia (80-95 % menos células que
en la condicion basal) se requieren periodos de al menos 24 horas de exposicion, e incluso mas de una aplicacion (Winkler et
al., 2010), Raghuramana y cols. (2019) encontraron que con 3 horas de tratamiento, el LipClo induce una morfologia
ameboidea en la microglia (tipicamente asociada a su estado activado) en rebanadas de hipocampo, ademas de observar un
incremento en la liberacion de factores inflamatorios como el TNFa y la IL1B (Raghuramana et al., 2019). En los experimentos
presentados en esta tesis, se tratd con LipClo a las rebanadas de tallo cerebral durante 2 horas antes de inducir la
estimulacién opto o quimiogenética de la microglia, lo que puede considerarse un periodo agudo de exposicion al farmaco de
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acuerdo con lo reportado por Raghuramana y cols. (2019). Lo anterior apoya la posibilidad de que la activacién que pudiera
inducir el LipClo en la microglia se contrapone al efecto de la estimulacién quimiogenética, pero no al efecto de la estimulacion
optogenética, lo que ademas sugiere que el efecto sobre la amplitud de las rafagas inspiratorias de ambos tipos de
estimulacioén podria producirse a través de mecanismos distintos.

Si bien se observd que la estimulaciébn optogenética y la estimulacion quimiogenética inducen cambios morfolégicos en la
microglia y un incremento en la liberacion de H202 en rebanadas de tallo cerebral, la determinacién precisa del estado de
activacion que adquiere la microglia con estas estrategias de estimulaciones requeriria un analisis transcriptomico y
proteémico (Wes et al., 2015), aunque los cambios en la morfologia sirven como indicador de la respuesta microglial ante un
estimulo, no es posible hacer una asociacion directa entre las caracteristicas morfolégicas y las caracteristicas funcionales en
la microglia. Desde su salida del saco vitelino y su establecimiento en el SNC, la actividad de la microglia y su “estado” es
determinado por la interaccion que establece con el microambiente local, ademas de ser altamente responsiva a cualquier
cambio que en este ocurra (Dubbelaar et al., 2018). Se ha observado que la respuesta microglial ante diferentes modulaciones
es estimulo-especifica, lo que supera por mucho la nocién convencional de activacion M1 y M2 (proinflamatorio-citotéxico y
antiinflamatoria-trofica respectivamente) de otros macréfagos, lo que en el caso de la microglia se considera ya como un
sistema invalido de categorizacion (Mitteloronn, 2014; Ransohoff, 2016). La activacion de la microglia involucra una
reprogramacion transcripcional determinada por el propio estimulo que la indujo en principio (Xue et al., 2014).

Durante la respuesta de la microglia ante un estimulo pueden ser liberados factores anti y proinflamatorios simultaneamente
(Wang et al. 2018), ademas de que un mismo estimulo puede producir respuestas con efectos opuestos en la microglia
dependiendo del estado inicial de las células (Yu et al., 2017). De hecho, se han descrito hasta 299 perfiles de transcripcion
distintos resultantes de la exposicion de la microglia a 29 condiciones in vitro diferentes, lo que ha permitido resolver que la
respuesta microglial, si bien es dirigida por las caracteristicas del estimulo que la induce, puede variar (Cook et al., 2003;
Hammond et al., 2015; Ransohoff, 2016). Considerando lo anterior podria suponerse que con los estimulos optogenético y
guimiogenético la microglia adquiere estados de activacion especificos con perfiles transcripcionales propios (Dubbelaar et al.,
2018), lo que es muy probable pues, se ha reportado que incluso la manipulacién experimental en los modelos in vitro modifica
la firma transcripcional de la microglia con respecto a la que se observa in vivo (Bennett et al., 2016; Yu et al., 2017). Inclusive,
se ha demostrado in vivo que la microglia adquiere estados con perfiles transcripcionales asociado a patologias que en
conjunto son llamados “DAM”, por las siglas en inglés de “disease-associated microglia” (Krasemann et al., 2017). La DAM
desempefia funciones protectoras o nocivas para el SNC dependiendo de la patologia a la que se asocie (Keren-Shaul et al.,
2017). Ademas, como se mencion6 previamente, se han descrito fenotipos particulares de la microglia en distintas regiones del
SNC con perfiles transcripcionales derivados de las interacciones que establece con el microambiente local (Ramirez et al.,
2015). Inclusive, se ha observado en murinos que estos perfiles transcripcionales se modifican en etapas especificas del
desarrollo, pudiendo distinguir microglia asociada a la etapa neonatal, a la juvenil, a la madurez y a la senectud (Matcovitch-
Natan et al., 2016).

Aun cuando son muy diversos los estados de activacion que la microglia puede presentar y que estos estan determinados por
varios factores, la microglia invariablemente requiere de vias de sefializacion reguladas por calcio para llevar a cabo procesos
involucrados en su activacion como la proliferacion, la migracién, la fagocitosis y la transcripcion génica de factores
proinflamatorios y antinflamatorios (Farber y Kettenmann, 2006). Estas vias de sefializacion son reguladas por la concentracion
intracelular de calcio, regulada a su vez por el flujo de iones a través de la membrana celular o por la liberacion de calcio desde
las reservas internas como el reticulo endoplasmatico (REp; Xu y Beech, 2001) a través de mecanismos similares a los que se
presentan en la estimulacion opto y quimiogenética. En la microglia, como en otras células, el flujo de calcio a través de su
membrana esta regulado por la accion de varios canales (Ohana et al., 2009), algunos activados por voltaje (Eder, 1998;
Kotecha y Schlichter, 1999), otros acoplados a receptores clasicos (Liu et al., 2016; Murugan et al., 2011) y otros acoplados al
sistema SOCE, siglas en inglés de “store operated calcium entry” (Ohana et al., 2009). La liberacion de calcio desde las
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reservas intracelulares es regulada por los canales que controlan al sistema SOCE y que se encuentran en el REp (Ohana et
al., 2009). Como se menciond previamente, en la microglia existen mecanismos de regulacion de la concentracion intracelular
de calcio de este tipo y son la base de la estimulacién optogenética y quimiogenética utilizadas para los experimentos del
presente trabajo.

La microglia expresa basalmente receptores ionotrdpicos y metabotropicos que regulan su concentracion intracelular de calcio
(Liu et al., 2016). En condiciones fisiologicas el monitoreo del microambiente, el mantenimiento de las sinapsis y el soporte
tréfico son funciones constitutivas de la microglia en su estado vigilante que son reguladas por la neurotransmisién ionotrépica
(Wong et al., 2015). Sin embargo, también se ha observado que el ingreso de calcio a través de receptores ionotropicos de
glutamato como los AMPA, asi como los Kainato y NMDA, que producen la liberacion de factores inflamatorios como el TNFaq,
la IL1B y el 6xido nitrico (ON) en la microglia (Liu et al., 2016). En cultivos primarios se ha observado la estimulacion del
receptor NMDA produce un incremento en la concentracion intracelular de calcio en la microglia, mientras que la aplicacion de
MK801, un antagonista de los receptors tipo-NMDA, evita la translocacion de Nf-kB hacia el nucleo, lo que reduce la expresion
de TNFaq, IL-1B, iINOS y ON (Murugan et al., 2011). La microglia también expresa receptores para GABA de tipo A y B,
mientras que los primeros son receptores ionotrépicos que cuando se activan inducen un fenotipo neuroprotector en la
microglia, los segundos son metabotropicos y su actividad favorece la produccién de factores inflamatorios (Liu et al., 2016).

Lo anterior, sefiala que la naturaleza ionotrépica 0 metabotrépica de los receptores activados en la microglia determina las
caracteristicas del estado de activacion que adquiera la microglia, lo que podria contribuir a las diferencias observadas en este
trabajo entre los efectos de la estimulacion optogenética y de la estimulacién quimiogenética, siendo la primera muy similar a la
accion de un receptor ionotropico y la segunda utilizando un receptor metabotrdpico. Aun asi, como se menciond previamente,
estos dos tipos de estimulacion tienen en comun que inducen un incremento de la concentracion intracelular de calcio en la
microglia (Tanaka et al., 2012; Sawada et al., 2012; Grace et al., 2018), lo que induce la actividad del NF-kB (Machado et al.,
2011). Este factor de transcripcion promueve la sintesis y liberacion de factores inflamatorios como la IL-13, la IL-6 y el TNF-a
en la microglia (Wang et al., 2015). Se ha demostrado que la actividad de estas citocinas esta relacionada con la presentacion
de deficiencias respiratorias en distintas patologias (Vega et al., 1995; Ferrante et al., 2008; Wang et al., 2015). De hecho, se
ha demostrado in vivo que la IL-1B es un depresor de la actividad respiratoria que se produce en gran cantidad cuando se
activa la microglia (Olsson et al., 2003; Hofstetter y Herlenius, 2005; Gresham et al., 2011).

Uno de los resultados mas inesperados de esta tesis fue que la estimulacién opto y quimiogenética de la microglia produjeran
una reduccion significativa en la amplitud de las rafagas inspiratorias registradas en rebanadas de tallo cerebral previamente
tratadas con el IL1Ra, pues esto sugiere que se trata de un efecto independiente de la actividad de la IL1B. El efecto de los
mediadores microgliales sobre la actividad neuronal puede ser distinto dependiendo de la region del sistema nervioso en que
se liberen (Garcia et al., 2011). La modulacion de la actividad respiratoria por la IL1B a menudo es estudiada in vivo (Olsson et
al., 2003; Hofstetter y Herlenius, 2005) y no hay reportes, anteriores a lo mostrado en los resultados de este trabajo, que
muestren una modulacién directa de la actividad basal del preBotC inducida por IL1B. Una posibilidad es que la IL1(3 liberada
después de la estimulacion en el tejido de animales ChR2+ y hMD3g+ represente un incremento en su concentracion que
permanece por debajo de 1 ng/mL, por lo que este incremento de IL13 no produciria un cambio significativo en la actividad del
preBotC. No debe descartarse que la modulacion de la actividad respiratoria que se ha reportado en modelos in vivo pudiera
ser inducida por la accion de la IL1B, ya que probablemente, en otras regiones del SNC que contribuyen a la modulacion de la
actividad respiratoria los circuitos neuronales locales podrian ser mas sensibles a la actividad de la IL1B (Olsson et al., 2003;
Gresham et al., 2011). Adicionalmente, en un modelo in vivo la liberacion de IL1B podria ser amplificada por otras células
efectoras de la respuesta inflamatoria, como los astrocitos (Gourine et al., 2010; Pascual et al., 2011), las células
perivasculares y ependimarias (Schiltz y Sawchenko, 2003; Vadeboncoeur et al., 2003; Faraco et al., 2017), que podrian
secundariamente modular la ventilacion (Olsson et al., 2003; Hofstetter y Herlenius, 2005). Ademas, como ya se menciono, la
microglia responde de manera compleja (Yu et al., 2017; Wang et al. 2018) y diversa (Cook et al., 2003; Hammond et al., 2015;
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Ransohoff, 2016) ante los estimulos que recibe, por lo que no se puede descartar la posibilidad de que otros mediadores
inflamatorios, distintos a los probados o cuantificados en este proyecto, participen en el efecto producido por la estimulacion
optogenética (Tanaka et al., 2012; Han et al., 2014; Wang et al., 2015) y quimiogenética (Grace et al., 2018) de la microglia.
Aunque su posible efecto sobre la actividad del preBotC no fue corroborado mediante experimentos de bloqueo, en este
proyecto se determind que el H202 incrementa su liberacion después de ambos estimulos, lo que podria indicar una relacion
con la reduccion de la amplitud de las rafagas inspiratorias, pues como se menciono previamente, el H202 puede modular la
excitabilidad (Luin et al., 2011) y la transmision sinaptica (Giniatullin y Giniatullin, 2003) en las neuronas.

Se ha reportado que la amplitud de las rafagas inspiratorias en el preB6tC depende del reclutamiento de neuronas que se
denominan seguidoras (Del Negro et al., 2002; Thoby-Brisson et al., 2000; Pefia et al., 2004). Dado que el reclutamiento de
estas neuronas se lleva a cabo a través de interacciones sinapticas dentro del preBotC una posible explicacion para la
reduccion de la amplitud de las rafagas, producida por la activacién de la microglia, es que la actividad sinaptica del preBo6tC
es afectada por la activacién de la microglia a través de mecanismos complejos. Es necesario investigar con mas profundidad
qué alteraciones ocurren dentro del preBotC después de la activacion microglial inducida por los estimulos opto y
guimiogenéticos, para determinar por ejemplo si alguna poblacion neuronal es mas sensible a los efectos de los mediadores
liberados por la microglia activada, lo que podria revelar blancos terapéuticos para las alteraciones respiratorias que producen
la neuroinflamacién que acompafia a varias patologias, ademéas de entender como la microglia contribuye a la generacion del
rimo respiratorio.

Considerando la distincion entre ritmo y patron de la actividad poblacional respiratoria (Haji et al., 2000), donde el ritmo
corresponde a la frecuencia del ciclo respiratorio y el patron corresponde a las caracteristicas de las rafagas inspiratorias (p.e.
su duracién, amplitud y forma; Haji et al., 2000; Marchenko et al., 2016), se ha propuesto que el ritmo respiratorio es producido
a través de la accién conjunta de dos componentes, un generador de ritmo y un generador de patrones (Haji et al., 2000;
Marchenko et al., 2016). Con base en la evidencia que existe en la literatura y en la aportacion realizada por este proyecto, es
muy probable que la microglia sea una parte fundamental del generador de patrones, pues es capaz de modular la amplitud de
las réafagas generadas en el preB6tC, probablemente a través de la liberacién de numerosos y diversos gliotransmisores (Haji
et al., 2000), excluyendo la IL13, con base en los resultados presentados en este trabajo.

Conclusioén

Los resultados presentados en este trabajo apoyan la propuesta de que la activacion de la microglia puede modular la
actividad del preBotC (Lorea-Hernandez, 2015; Camacho-Hernandez et al., 2018), tanto la estimulacion farmacolégica como la
estimulacion genéticamente dirigida de la microglia reducen la amplitud de las rafagas inspiratorias registradas en el complejo
pre-Botzinger. Se determin6 en rebanadas de tallo cerebral que tanto la estimulacion optogenética como la quimiogenética
modifican la morfologia de la microglia e inducen un incremento en la liberaciéon de H202, estos cambios se asocian
tipicamente a la activacion de la microglia (Hanisch y Kettenmann, 2007; Kettenmann y Verkhratsky, 2008; Fernandez-Arjona
et al., 2018; Mishima et al., 2019), lo anterior incrementa el valor de estas herramientas como activadores especificos de la
microglia (Sawada et al., 2012, Tanaka et al., 2012, Grace et al., 2018), aventajando a las aproximaciones farmacologicas que
con frecuencia presentan efectos inespecificos. El efecto producido por la estimulacion optogenética y la estimulacion
guimiogenética sobre la actividad del preB6tC no depende de la IL-1B3, pero podria depender de la accion del H202 puesto que
se observo un incremento en la liberacion de esta molécula con los dos tipos de estimulacion especifica, explorar esta
posibilidad resulta de gran valor y podria representar una linea de investigacion muy interesante.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Interleukin 1-beta (IL-1f) is a cytokine that modulates breathing when applied systemically or directly into the
preBotzinger complex brain. IL-1 is expressed, along with its receptors, in IL-1p-sensitive respiratory-related circuits, which likely
Inﬂan}maﬁon include the inspiratory rhythm generator (the preBotzinger complex, preBotC). Thus, considering that IL-13
Cytokines might directly modulate preBstC function, we tested whether IL-1p and its endogenous antagonist IL1Ra
Interleukin 1-beta 1 L h ion in the brai 1 . . h N f

Neuromodulation. modulate inspiratory rhythm generation in the brainstem slice preparation containing the preBo6tC. We found

that IL-1P reduces, in a concentration-dependent manner, the amplitude of the fictive inspiratory rhythm gen-
erated by the preBo6tC, which is prevented by IL1Ra. Only a negligible effect on the rhythm frequency was
observed at one of the concentrations tested (10 ng/mL). In sum, these findings indicate that IL-1f modulates
respiratory rhythm generation. In contrast, IL1Ra did not produce a major effect but slightly increased burst
amplitude regularity of the fictive respiratory rhythm. Our findings show that IL-1p modulates breathing by
directly modulating the inspiratory rhythm generation. This modulation could contribute to the respiratory

response to inflammation in health and disease.

1. Introduction

Different proinflammatory mediators modulate breathing [1-10].
One of them is the cytokine interleukin 1-beta (IL-1f3) [7,9,10], which is
expressed, along with its receptors, in several brainstem respiratory-
related circuits [7,11-13], likely including the inspiratory rhythm
generator (the preBotzinger complex, preBotC) [12,14]. Moreover,
different respiratory-related neurons respond to IL-1B application
[11,12,15] and produce a change in tidal volume and respiratory fre-
quency [1,3,15]; the latter suggesting that IL-1 modulates rhythm
generation. Since the inspiratory rhythm generation by the preBo6tC is
sensitive to proinflammatory modulation [2,4,8] and IL-13 modulates
synchronized neural network activity [16,17], we decided to test
whether IL-1p and its endogenous antagonist IL1Ra [18-21] modulate
preBotC activity in a brainstem slice preparation. We found that IL-1(3
reduces the amplitude of the inspiratory rhythm in a concentration-
dependent manner and has a negligible effect on rhythm frequency at
only one concentration. This modulation is prevented by IL1Ra, which
did not produce a major effect by itself.

2. Experimental procedures
2.1. Ethics statement

The Bioethics Committee of the Institute of Neurobiology at
Universidad Nacional Auténoma de México approved all experimental
procedures, which were carried out in accordance with the guidelines
of the Institutional Animal Care and Use Committee Guidebook (NIH,
Bethesda, MD, USA).

2.2. Brainstem slice preparation

Details of the slice preparation have been previously reported
[22,23]. Briefly, 6- to 8-day-old male or female CD-1 mice were an-
esthetized and decapitated, and brainstems were removed and placed in
ice-cold artificial cerebrospinal fluid (ACSF) bubbled with carbogen (95
% Oy and 5% CO,). The ACSF (pH 7.4) contained (in mM): 119 NaCl, 3
KCl, 1.5 CaCl,, 1 MgCl,, 25 NaHCO3, and 30 p-glucose. Brainstems were
mounted on a vibratome (The Vibratome Company, St. Louis, MO) and
serially sliced until the rostral boundary of the preB6tC was intuited
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Fig. 1. Stable long-lasting VRG recordings and lack of mod-
ulation by IL1Ra. (A) Upper trace shows the time-compacted
VRG integrated recording (black) in an untreated slice (scale
bar corresponds to 10 min). Above the trace, a complementary
shadow (light gray) was drawn to show the stability of the
inspiratory burst amplitude in the untreated slice (this com-
plementary shadow was inserted in the rest of the compacted
traces). Dark gray rectangles delimit the periods of the ex-
panded traces shown in the middle (scale bar corresponds to
105s). At the bottom, the time-course quantifications (as % of
basal) of the inspiratory burst amplitude (left) and frequency
(right) are shown. (B) Upper trace shows the time-compacted
VRG integrated activity (black) in a slice before and after
IL1Ra application (scale bar corresponds to 10 min). Above the
trace, the complementary shadow (light gray) of the control
trace from panel A was inserted. Dark gray rectangles delimit
the periods of the expanded traces shown in the middle (scale
bar corresponds to 10s). At the bottom, the time-course
quantifications (as % of basal) of the inspiratory burst ampli-
tude (left) and frequency (right) are shown.
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relative to neuronal landmarks such as the presence of the nucleus
ambiguus, the disappearance of the facial nucleus and the appearance
of the inferior olive and the hypoglossal nucleus. A single slice (700 pm
thick) per animal was obtained and transferred into a perfusion
chamber. Each slice was perfused by re-circulating 30 mL of ACSF,
bubbled with carbogen, at a flow rate of 20 mL/min [22,23]. The
temperature was maintained at 30 + 1°C. Extracellular KCl was ele-
vated from 3mM to 8 mM over a span of 30 min before starting the
recordings [24].

2.2.1. Electrophysiological recordings
Population activity at the ventral respiratory group (VRG), likely in

the neighborhood of the preBotC, was recorded with glass suction
electrodes positioned on this circuit at the surface of the slice [22,23].
The signal was amplified and filtered (low pass, 0.25 KHz; high pass,
5 Hz) using a wide-band AC amplifier (Grass Instruments, Quincy, MA).
The signal was also rectified and integrated by an electronic filter (time
constant of 30 —50 ms; designed by JFI electronics at the University of
Chicago) [25,26]. The experimental protocol consisted of at least
60 min of basal stable recording before cytokines were bath-applied as
follows: IL1Ra 200 ng/mL (Prospec, East Brunswick, NJ; n = 7) was
applied and left in the bath for 60 min when tested alone or applied
60 min before the IL-1f3 application (while IL1Ra remained in the bath).
IL-1P (American Research Products, Waltham, MA; n = 8) was applied
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Fig. 2. Modulation of VRG activity by
IL-1B. Upper trace shows the time-
compacted VRG integrated activity
(black) in a slice before and after IL-13
application at incremental concentra-
tions for 30 min (scale bar corresponds
to 10 min). Above the trace, the com-
plementary shadow (light gray) of the
control trace from Fig. 1A was inserted.
Dark gray rectangles delimit the per-
iods of the expanded traces shown in
the middle (scale bar corresponds to
105s). At the middle, the concentration-
response quantifications (as % of basal)
of the inspiratory burst amplitude (left)
and frequency (right) are shown. The
time-course quantifications obtained
from control (untreated) slices are in-
serted for comparison (light gray). The
quantifications of the effects of IL-1 at
1 or 20 ng/mL applied for 90 min were
also inserted as diamonds. At the
bottom, the quantifications (as % of
basal) of the inspiratory burst ampli-
tude (left) and frequency (right) of the
effects of IL-1B 20 ng/mL are plotted
along with the same variables mea-
sured 60 min after removing IL-1f from
the bath (Wash out). * denotes a sig-
nificant difference compared to basal

20ng/mL
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Amplitude

100+ —ns 250-

*
80+ I 200+
—1

60 150

IL-1B (ng/mL)

conditions (p < 0.05). # denotes a
significant difference compared to the
untreated slices (light gray) at the same
time-point (p < 0.05).
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in incremental concentrations (1, 10 and 20 ng/mL). Each concentra-
tion was evaluated for 30 min. Alternatively, the concentrations of 1
and 20 ng/mL were evaluated, independently, for 90 min. After the
application of IL-13 20 ng/mL for 90 min, the cytokine was washed out
and its reversibility was evaluated for 60 min. As mentioned, in an in-
dependent group of experiments, the incremental concentrations ap-
plication of IL-1f3 was performed in the continuous presence of IL1Ra
200 ng/mL (n = 6), which was applied 60 min before and left in the
bath for the rest of the experiment.

2.3. Data analysis and statistics

Signals were digitalized at 10 kHz using an analog-to-digital con-
verter (BNC-2110, National Instruments) and stored on a personal
computer for offline analysis. Recordings were analyzed with Clampfit
10.6 (Molecular Devices, San Jose, CA). Burst frequency was expressed
in Hz and burst amplitude was expressed in arbitrary units (a.u.). Data
were also normalized to basal conditions (defined as 100 %). The ir-
regularity score for both measurements was calculated as follows: S, =

ABS(X,, - X, - 1)/X,, . 1 where S, is the score of the nth cycle or burst, X,
is its instantaneous frequency or amplitude, X,, . ; is the instantaneous
frequency or amplitude of the preceding cycle or burst, and ABS is the
absolute value. Data was plotted using GraphPad Prism (GraphPad, San
Diego, CA), which was also used for statistical analysis. The results are
expressed as the mean = SEM. When comparing two independent
groups, the Mann-Whitney U test was used. When comparing quanti-
fications within the same group, the Wilcoxon test was used.
Differences were considered significant with p < 0.05.

3. Results

3.1. preBotC produces a long-lasting inspiratory rhythm that is not affected
by IL1Ra

The fictive respiratory rhythm recorded from the VRG in control
conditions (in the absence of any drug), for all the slices included in this
study (n = 31), showed a frequency of 0.42 * 0.05Hz (irregularity
score = 0.70 = 0.09) and an amplitude of 1.41 * 0.11 a.u.
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Fig. 3. IL1Ra prevents IL-1B-induced
VRG activity modulation. Upper trace
shows the time-compacted VRG in-
tegrated activity (black) in a slice be-
fore and after IL-1f application at in-
cremental concentrations in the
continuous presence of IL1Ra, which
was applied earlier (scale bar corre-
sponds to 10 min). Above the trace, the
complementary shadow (light gray) of
the control trace from Fig. 1A was in-
serted. Dark gray rectangles delimit the
periods of the expanded traces shown
in the middle (scale bar corresponds to
105s). At the bottom, the concentration-
response quantifications (as % of basal)
of the inspiratory burst amplitude (left)
and frequency (right) are shown. The
time-course quantifications obtained
from control (untreated) slices are in-
serted for comparison (light gray).

20ng/mL

IL1B 20ng/mL

basal 1 10 20
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(irregularity score = 0.22 + 0.01) under basal conditions. To test the
stability of this activity under in vitro conditions, a subgroup of non-
treated slices was left unperturbed in the chamber while recording their
activity for two hours (n = 10). The basal respiratory rhythm frequency
of these slices was 0.59 + 0.12Hz (irregularity score = 0.81 * 0.21)
and their burst amplitude was 1.28 * 0.24 a.u. (irregularity
score = 0.22 * 0.03). These values remained unchanged after two
hours of continuous recording, as the slices exhibited then a respiratory
rhythm frequency of 0.62 = 0.14Hz (102.40 + 10.12 % of basal;
n = 10; p > 0.05, Fig. 1A) and a burst amplitude of 1.21 * 0.20 a.u.
(99.89 + 7.57 % of basal; n = 10; p > 0.05, Fig. 1A), which are not
different from the variables quantified at the beginning of the experi-
ments (p > 0.05). The irregularity scores for burst frequency and
amplitude, did not change after two hours either (0.76 + 0.21 and
0.23 =+ 0.03, respectively; p > 0.05; n = 10).

To evaluate whether IL1Ra could modulate respiratory rhythm
generation, we applied it to the bath and tested its effects for one hour.
The activity recorded from the VRG in slices later treated with IL1Ra
200 ng/mL showed a frequency of 0.33 = 0.07Hz (irregularity
score = 0.61 + 0.20) and an amplitude of 1.34 + 0.16 a.u. (irregu-
larity score = 0.21 * 0.02) under control conditions (basal; n = 7;
Fig. 1B). One hour after the application of IL1Ra neither the amplitude
[1.31 = 0.12Hz (100.20 * 3.85 % of basal; p > 0.05, Fig. 1B)] nor
the frequency [0.34 * 0.08 Hz (104.20 * 9.46 % of basal; p > 0.05,
Fig. 1B)] of the inspiratory bursts changed. While the irregularity score
of the burst frequency did not change in the presence of IL1Ra
(0.85 = 0.40; p > 0.05; n =7), there was a slight but significant
decrease in the irregularity score of the burst amplitude in the presence
of IL1Ra (0.18 = 0.02; p < 0.05; n = 7).

3.2. IL-1B reduced inspiratory burst amplitude in a concentration-dependent
manner

To evaluate whether IL-1B could modulate respiratory rhythm
generation, we applied it to the bath in incremental concentrations. The

1 10
IL-1B8 (ng/mL)

20

activity recorded from the VRG in slices later treated with IL-1f showed
a frequency of 0.33 + 0.08 Hz (irregularity score = 0.76 = 0.16) and
an amplitude of 1.41 + 0.19 a.u. (irregularity score = 0.24 * 0.03)
under control conditions (basal; n = 8; Fig. 2). After the application of
IL-1B, the amplitude of the inspiratory bursts slightly decreased to
1.32 + 0.20 a.u. (92.66 * 4.58 % of basal; p > 0.05, Fig. 2) with IL-
1B 1 ng/mL, further decreased to 1.16 = 0.17 a.u. (83.91 * 6.61 % of
basal; p < 0.05, Fig. 2) with IL-1$ 10 ng/mL and decreased again to
1.10 = 0.20 a.u. (76.31 * 5.99 % of basal; p < 0.05, Fig. 2) with IL-
1B 20 ng/mL. Statistical evaluation indicates that the IL-1B-induced
decrease in inspiratory bursts amplitude reaches significance at 10 and
20ng/mL (p < 0.05), but not with 1 ng/mL (p = 0.098). IL-13 appli-
cation did not affect inspiratory burst frequency at the lowest (1 ng/mL;
0.39 + 0.13Hz; 106.30 + 18.32 % of basal) and highest concentra-
tions tested (20 ng/mL; 0.44 = 0.46 Hz; 132.10 = 21.20 % of basal;
n = 8; Fig. 2). However, IL-1B application at the intermediate con-
centration (10ng/mL) significantly increased inspiratory burst fre-
quency (to 0.45 *+ 0.10 Hz; 152.30 + 25.61 % of basal; n = 8; Fig. 2).
This increase in inspiratory burst frequency is not significant when
compared to the frequency of control slices at the same time-point
(p > 0.05; Fig. 2). The irregularity scores for burst frequency and
amplitude did not change after the presence of IL-1B at any of the
concentrations tested (data not shown; p > 0.05; n = 8). While eval-
uating whether longer application of IL-13 could produce higher ef-
fects, we found that the administration of either 1 or 20 ng/mL of IL-1(3
for 90 min, produce the same effect on burst amplitude (87.91 + 8.67
% of basal; p > 0.05; n = 6 and 75.90 * 7.09 % of basal; p < 0.05;
n = 6, respectively; Fig. 2) than their application for 30 min. In both
cases, burst frequency did not changed either (p > 0.05; Fig. 2). Sixty
minutes after removing IL-1f 20 ng/mL from the bath, the reduction in
burst amplitude remained intact (73.51 * 6.45 % of basal; n = 6;
Fig. 2), which indicates that, in our experimental conditions, the effects
of IL-1p are irreversible.
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3.3. The IL-1B-induced inspiratory burst amplitude reduction is prevented
by IL1Ra

To evaluate whether IL1Ra could prevent the IL-1B-induced in-
spiratory burst amplitude reduction, we applied IL1Ra 60 min before
the application of IL-13 in incremental concentrations. The activity
recorded from the VRG 60 min after the application of IL1Ra showed a
frequency of 0.39 * 0.11 Hz (irregularity score = 1.02 * 0.45) and
an amplitude of 1.53 *= 0.16 a.u. (irregularity score = 0.19 + 0.01;
basal; n = 6; Fig. 3). After the application of IL-1p, in the continuous
presence of IL1Ra, no change in the burst amplitude was observed at
1ng/mL (1.53 = 0.12 a.u.; 103.10 = 7.28 % of basal; p > 0.05,
Fig. 3), 10ng/mL (1.46 = 0.10 a.u.; 98.93 = 7.31 % of basal;
p > 0.05, Fig. 3), or 20 ng/mL (1.38 = 0.07 a.u.; 94.65 = 9.57 % of
basal; p > 0.05, Fig. 3). After the application of IL-1f3, in the con-
tinuous presence of IL1Ra, no change in the burst frequency was ob-
served at 1ng/mL (0.45 = 0.23Hz; 115.00 + 45.81 % of basal;
p > 0.05, Fig. 3), 10ng/mL (0.52 * 0.20 Hz; 120.20 *+ 27.80 % of
basal;, p > 0.05, Fig. 3), or 20ng/mL (0.43 = 0.17Hz;
103.10 + 29.44 % of basal; p > 0.05, Fig. 3). The irregularity scores
for burst frequency and amplitude did not change after IL-1§ applica-
tion in the continuous presence of IL1Ra at any of the concentrations
tested (data not shown; p > 0.05; n = 8).

4. Discussion

Here we show that IL-1f reduces the amplitude of the fictive in-
spiratory rhythm in a concentration-dependent manner and that this
reduction is prevented by IL1Ra. IL-1( also increases respiratory
rhythm frequency only at 10 ng/mL. These findings indicate that the
preBotC can be directly modulated by IL-1f. In addition, our findings
show that endogenous IL-1( does not exert a major influence on
preBotC activity in the brainstem slice preparation, since IL1Ra by itself
only produced a tiny increase in burst amplitude regularity in the fictive
inspiratory rhythm.

The IL-1B-induced inspiratory burst amplitude reduction observed
in this study, which is concentration-dependent and prevented by
IL1Ra, is consistent with previous findings of a reduction in tidal vo-
lume after peripheral administration of IL-1f to rodents [1] and the
inhibition of breathing by IL-1p injections into the nTS in the in vitro
brainstem-spinal cord preparation [15]. It also coincides with the
modulation of phrenic burst amplitude after the intrathecal adminis-
tration of IL-1f [6]. We also found that at 10 ng/mL, IL-1f produces a
tiny increase in respiratory rhythm frequency that is not concentration-
dependent (absent in 1 and 20ng/mL) despite being prevented by
IL1Ra. This IL-1B-induced increase in respiratory rhythm frequency is
similar to the observed tendency to increase respiratory frequency and
the significant increase in minute ventilation upon intracerebral injec-
tion of IL-1f [3], but contrasts with the decrease in the respiratory
rhythm frequency induced by IL-1 administration in vivo and in vitro
[1,15]. Overall, the main contribution of the present study is that IL-1f3
directly modulates, in a concentration-dependent manner, the genera-
tion of the inspiratory rhythm by the preB6tC, mainly by an inhibitory
effect that reduces inspiratory burst amplitude, which could be in-
volved in the breathing response to inflammation. As mentioned, the
possibility of a direct modulation of the preBotC by IL-1 has been
suggested by the presence of this cytokine in the brainstem [7], the
presence of its receptor in an area that could include the preBo6tC
[12,14] and the responsiveness of respiratory cells to IL-13 [12].

Previous reports have shown that IL-1f inhibits synchronized net-
work activity in other circuits beyond the preBo6tC, which can be pre-
vented by IL1Ra [9,10,16,17]. The IL-1B-induced inhibition of syn-
chronized network activity can be mediated by a reduction in neuronal
excitability [16,27-30] and changes in synaptic transmission
[21,29-33]. While some reports indicate that the inhibitory effects of
IL-1B could involve a reduction in glutamatergic synaptic potentials
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[29,32,33] and a decrease in the surface expression of AMPA receptors
[34], the more widespread inhibitory effect of IL-1f3 involves an en-
hancement in GABAergic transmission [21,27,28,30,31,35]. For in-
stance, IL-13 increases GABAergic synaptic potentials [21,28,30,31]
and GABA release [28,36]. Furthermore, IL-1B also increases GA-
BAergic presynaptic inhibition of synaptic transmission [27] and en-
hances GABA,-mediated currents [19,35] and chloride accumulation
[19]. Coincidently, it has been recently shown that enhancing inhibi-
tion reduces the amplitude of the inspiratory bursts generated by the
preBotC [37].

Our observation that IL-1f3-induced inspiratory burst amplitude re-
duction is not reversible, might differ from previous findings showing
that, when applied for a short period of time, the effects of IL-1p can be
reversed [27-30,33], although not completely [27,28,30]. However, on
the contrary, there is evidence that the effects of IL-1 can be long-
lasting [38,39]. In fact, a single administration of IL-1f could produce
changes in the CNS lasting for up to 3 weeks, which might be mediated
by the production and release of a variety of modulators triggered by
the initial IL-1f administration [38]. Similarly, a single administration
of IL-1B produce protective effects that last for up to 2 months [39]. It is
possible that the long-lasting effects of IL-1f3 involve the activation of
signal transducing kinases, transcription factors and gene expression
[40-43].

Our finding that IL1Ra produces minor effects on VRG activity,
coincides with a previous finding that the intracisternal micro-injection
of the IL-1 receptor antagonist AF12198 does not affect the respiratory
rhythm either [5]. Thus, despite the evidence that IL-1f is present in
the brainstem under basal conditions [7] and that its receptors could by
expressed in the preBotC [12,14], it seems that under basal conditions
the endogenous IL-1[3 exerts no major modulation on preBotC activity
but slightly influences the reliability of burst amplitude. This contra-
dicts previous findings that IL1Ra can produce major effects on neural
function [21]. However, it must be considered that the actions of IL-13
and IL1Ra are highly variable throughout the brain, possibly due to
differences in the expression of their receptors [44].

Finally, our finding that IL1Ra prevents the IL-1B-induced in-
spiratory bursts amplitude reduction coincides with the reports that
IL1Ra prevents the IL-1(-induced increase in GABAergic transmission
[19] or IL-1fB-induced reduction of cortical spreading depolarization
amplitude [17]. This is possible because IL1Ra lacks one of the binding
sites of IL-1f3 to its receptors [20] and functions as a pure endogenous
antagonist of IL-1f actions [18]. Regarding breathing, it has been de-
monstrated that antagonizing IL-1[3 receptors blocks the alterations in
respiratory rhythm plasticity induced by inflammation [5,6]. Thus, our
study indicates that IL-13 modulates respiratory rhythm generation,
which could contribute to both the respiratory response to inflamma-
tion [1,3] and the breathing alterations observed in several pathologies
related to inflammation [9,10].
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