UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

EFECTO DEL GLUTAMATO EN LA MORFOLOGIA DE LA MICROGLIA EN
CULTIVO
TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

Maestra en Ciencias

PRESENTA:

LIBB Adriana Paola Nebreda Corona

TUTOR PRINCIPAL
Dr. Julio Moran Andrade
Instituto de Fisiologia Celular

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
Dra. Lourdes Massieu Trigo
Instituto de Fisiologia Celular

Dra. Leonor Pérez Martinez
Instituto de Biotecnologia

MEXICO, D. F. MARZO, 2024



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Protesta Universitaria de Integridad y Honestidad

PROTESTA UNIVERSITARIA DE INTEGRIDAD Y
HONESTIDAD ACADEMICA Y PROFESIONAL
(Graduacién con trabajo escrito)

De conformidad con lo dispuesto en los articulos 87, fraccién V, del Estatuto General, 68, primer
parrafo, del Reglamento General de Estudios Universitarios y 26, fraccién I, y 35 del Reglamento
General de Exdmenes, me comprometo en todo tiempo a honrar a la Institucién y a cumplir con los
principios establecidos en el Cédigo de Etica de la Universidad Nacional Auténoma de México,
especialmente con los de integridad y honestidad académica.

De acuerdo con lo anterior, manifiesto que el trabajo escrito titulado:

EFECTO DEL GLUTAMATO EN LA MORFOLOGIA DE LA MICROGLIA EN CULTIVO

que presenté para obtener el grado de Maestria es original, de mi autorfa y lo realicé con
el rigor metodoldgico exigido por mi programa de posgrado, citando las fuentes de ideas,
textos, imagenes, gréficos u otro tipo de obras empleadas para su desarrollo.

En consecuencia, acepto que la falta de cumplimiento de las disposiciones reglamentarias y
normativas de la Universidad, en particular las ya referidas en el Cédigo de Etica, llevara a la nulidad
de los actos de cardcter académico administrativo del proceso de graduacién.

Atentamente

WW&

Adriana Paola Nebreda Corona -- 308218673
(Nombre, firma y Nimero de cuenta de la persona alumna)




Agradecimientos

Esta tesis se realizé bajo la tutoria del Dr. Julio Moran Andrade, en la Division de
Neurociencias del Instituto de Fisiologia Celular en la Universidad Nacional Autbnoma de
México, con financiamiento por parte de la DGAPA-UNAM (IN212019 y IN216422) y del
CONACYT (285184).

La realizacion de este proyecto contd con el apoyo técnico de la M. en C. Guadalupe
Dominguez.

Agradecemos el apoyo del personal del bioterio en la asistencia, reproduccion y cuidado de
los animales.

Esta tesis también contd con las valiosas correcciones y aportaciones de los miembros del
jurado:

Dra. Edda Lydia Sciutto Conde
Dr. Ignacio Camacho Arroyo

Dra. Laura Virginia Adalid Peralta
Dr. Lenin David Ochoa De La Paz

Dr. Luis Bernardo Tovar y Romo

Durante la realizacion de mi tesis de maestria se me otorgd una beca por parte de
CONACYT.



indice

Protesta Universitaria de Integridad y Honestidad.........c.ccuvrieeiieciiieie et 2
Y = To [T ol [0 Y1 =T ) o TSP URRRRPPR 3
RESUIMEBN ...ttt et s e s a e e s bt e e sabbe s s sab et sne e e s eabae e s rae e s 6
ADSTIACE . et sa et sr s 7
INEFOTUCCION L.ttt sttt ettt sh e shee s b e e s bt e be et e s beesaeesbaesbeesbeesbeenbesabesbeenneans 8
SISTEMA INMUNE.c..eiiiii it e sa e s a e sab e saa e e n s e nees 8
INFlAMACION ..t e e sr e 9
ol g o} = [ TSP 12
Cambios morfoldgicos de [a MICroglia .....cocvviieeiiii i s e 14
[ gTeN 4 o To T e [ Yot {1V Ioi o] s USSP P 16
ERO, NADPH OXidasas Y MICIOZIA «..cuuueiiiiieeiiiieeciieeiesiee ettt e st ee s eee e s sstae s ssstae e s saaeeeesanessnnseneaan 20
Receptores glutamatérZiCOS ...ttt e st ae e e e s sre e e e eare e e areaeean 23
Receptores metabotrdpicos glutamatérgicos en la microglia ......cccccovveevevieiiiiiie v 24
DescripCion del ProbIBMA ......oco i et e e e be e e et be s e eata e e eabeeeearaeaeenraas 26
JUSTIICACION et st st e s sra s 27
[ [T oo 1 =X TSRS 27
(0] o1 AN Lo I = (T o [=T - | TSRS 27
(0] T A Lol o =Y 4 o1 ] = [ <E USRI 27
MaAteriales Y IMETOOS ....eeicuiieecieeecteee ettt rte ettt e et e e e et e e e e ba e e e ertaeeeesbeseesbaaeeeaasaaesnreeeessaeaeansens 28
ANTMAIES .. ettt h e st e he e e ee e a et e b e e she e b e e b ea b e et e enb e aeeneees 28
Cultivo mixto de células granulares de Cerebelo .......uiiuiieeciiie i e 28
Cultivo primario de microglia de cerebro completo.......ccoceeeiieecciiiie e e 29
Analisis por iNMUNOTIUOIrESCENCIA .....uiiciiiieee ettt e ere e e et ae e e e ta e e e eaaraeeesaeeeanes 30
AVA ] 11 e =T [T P RV P OPPP 30



Analisis de la morfologia MICroglial.......c.c.coeeecuiiiiciie e e 31

ANAIiSIS @STATISTICO ...veeuiiiiiiiiiicce e e 31
RESUITATOS ...ttt st et et e e sr e e eree s 32
(@01 L)Y o e [l s g1 o o ={ [T PSSR 32
Efecto del LPS en la viabilidad de las células de microglia........cccccevvveeiivviiiiniiee e 33
DISCUSION ..ttt e st ettt s h e st b sbe et e e e sraesre e sr e sre e n e e e er e 48
CONCIUSIONES .ttt ettt ettt ettt ettt e e sabe e e e et b e e sabeee e saateeeebbe e e bbeessaneeeesanteeaanseaeenn 52
RETEIENCIAS ...ttt et s e e e sre s 53



Resumen
La excitotoxicidad se ha descrito como un mecanismo de dafio neuronal relacionado con

desequilibrios en las concentraciones de glutamato extracelular. La microglia desempefia un papel
crucial en la regulaciéon de la homeostasis dentro del cerebro, asi como de la respuesta inmune,
principalmente la inflamacién. Cuando existe una desregulacién de esta respuesta se puede
exacerbar el dafio. Las NADPH oxidasas (NOX) tienen la funcidn de generar especies reactivas de
oxigeno (ERO), las cuales también participan en respuestas proinflamatorias, especialmente las
orquestadas por la microglia. El glutamato actua principalmente a través de receptores especificos,
como los receptores metabotrépicos (mGIuRs) que desencadenan vias de sefializacién, como la
activacion de las NOX. En particular el mGIuR5 es capaz de inhibir la actividad de NOX2, reduciendo
la produccién de ERO y contribuyendo a un efecto neuroprotector. Al activar este receptor de
glutamato, especificamente en la microglia, se podra modificar su estado de activacion, reduciendo
mecanismos inflamatorios, de forma dependiente de NOX2. En este proyecto nos enfocamos en
establecer un cultivo primario de microglia utilizando cerebros de rata para investigar la
participacidn de los receptores de glutamato en la modificacidén de la activacidn de la microglia,
especialmente en relacion con cambios en su morfologia. Evaluamos la respuesta de la microglia al
glutamato en condiciones de activacion por lipopolisacarido (LPS), examinando la viabilidad celular
y la morfologia. Tras estimular el cultivo con LPS y glutamato, se identificaron células con diversas
morfologias. Es necesario utilizar marcadores moleculares especificos para determinar el fenotipo
especifico de la activacion de las células. Determinamos que ni el LPS ni el glutamato afectan la
viabilidad microglial bajo las condiciones examinadas, y observamos que las ERO y la actividad de
NOX no influyen en la viabilidad en condiciones de activacién. Para futuras investigaciones
proponemos la utilizacion de agonistas y antagonistas del receptor mGIuR5, asi como un inhibidor
mas selectivo de la NOX, para comprender mejor los mecanismos de regulacion de la respuesta

inmune mediada por la microglia en el contexto de excitotoxicidad.



Abstract

Excitotoxicity has been described as a mechanism of neuronal damage related to imbalances in
extracellular glutamate concentrations. Microglia plays a crucial role in regulating homeostasis
within the brain, as well as the immune response, primarily inflammation. When there is a
dysregulation of this response, damage can be exacerbated. NADPH oxidases (NOX) function to
generate reactive oxygen species (ROS), which also participate in proinflammatory responses,
especially those orchestrated by microglia. Glutamate acts mainly through specific receptors, such
as metabotropic receptors (mGluRs), which trigger signaling pathways, including the activation of
NOX. In particular, mGIuR5 can inhibit the activity of NOX2, reducing ROS production and
contributing to a neuroprotective effect. By activating this glutamate receptor, specifically in
microglia, it is possible to modify their activation state, reducing inflammatory mechanisms,
depending on NOX2. In this project, we focus on establishing a primary microglial culture using rat
brains to investigate the involvement of glutamate receptors in modifying microglial activation,
especially in relation to changes in morphology. We evaluate the microglial response to glutamate
under lipopolysaccharide (LPS) activation conditions, examining cell viability and morphology. After
stimulating the culture with LPS and glutamate, cells with various morphologies were identified.
Specific molecular markers are needed to determine the specific phenotype of cell activation. We
determined that neither LPS nor glutamate affects microglial viability under the examined
conditions, and we observed that ROS and NOX activity do not influence viability under activation
conditions. For future research, we propose the use of mGIuR5 receptor agonists and antagonists,
as well as a more selective NOX inhibitor, to better understand the regulatory mechanisms of the

immune response mediated by microglia in the context of excitotoxicity.



Introducciéon

Sistema inmune

El sistema inmune de un organismo se compone de drganos, células y moléculas encargados de
vigilar la integridad de los tejidos, detectar y combatir tanto elementos nocivos como agentes
infecciosos (Abbas et al., 2015)(Sender et al., 2023). Para proteger efectivamente al individuo de
ataques, el sistema inmune debe completar 4 tareas importantes. La primera es el reconocimiento
inmunoldgico, lo que quiere decir que dicha amenaza debe ser detectada, por ejemplo, sustancias
u organismos extrafios que han ingresado al cuerpo o componentes propios modificados. Este
proceso es muy importante ya que también implica reconocer a los elementos propios del
organismo y evitar reaccionar contra ellos. La segunda es contener la infeccién y si es posible
eliminarla, usando un repertorio diverso de células y moléculas que actian en forma conjunta. La
tercera comprende la regulacidén de la respuesta inmune para evitar dafiar al organismo, generar
respuestas alérgicas o de autoinmunidad. Por ultimo, la participacion de la memoria inmunoldgica

gue permite combatir al mismo patdgeno en caso de que ocurra una reinfeccién (Murphy, 2012).

La respuesta de un organismo contra ataques de microorganismos y agentes nocivos esta mediada
por las reacciones tempranas de la inmunidad innata y las reacciones tardias de la inmunidad
adaptativa. La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa contra ataques externosy
sus componentes estan presentes incluso antes de que ocurra el dafio o la infeccidn, por lo que es
capaz de responder rapidamente. Los principales componentes que conforman lainmunidad innata
son las barreras fisicas y quimicas, como el epitelio y las sustancias quimicas antimicrobianas
producidas en las superficies epiteliales, las células inmunes como los fagocitos, células dendriticas
y otras células linfociticas naturales, y las proteinas sanguineas como las del sistema del

complemento, asi como mediadores inflamatorios (Abbas et al., 2015).

Esta primera respuesta es activada generalmente cuando los receptores de reconocimiento de
patrones (PRR por sus siglas en inglés) detectan la presencia de estructuras conservadas
denominadas patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs por sus siglas en inglés), los

cuales se encuentran preservadas en varios tipos de patégenos. De forma analoga, los patrones



moleculares asociados a dafio (DAMPs por sus siglas en inglés), que son ligandos endégenos, pueden
activar a la respuesta inmune innata. Estas sefales pueden generarse después de un dafio como el
ocurrido por isquemia, traumatismo o excitotoxicidad, e incluyen una gran gama de moléculas que
pueden ser moléculas de adenosin trifosfato (ATP), acidos nucleicos, proteinas de choque térmico,

proteinas modificadas o mal plegadas, entre otros (Abbas et al., 2015).

A diferencia de la inmunidad innata, la inmunidad adaptativa depende de la exposicidn que sufre el
organismo a agentes infecciosos, es decir, debe ser aprendida. Este tipo de inmunidad se caracteriza
por la generacidon de respuestas especificas que dependen de que exista un contacto directo con el
agente infeccioso, asi como a la capacidad de responder mas vigorosamente con cada infeccion
sucesiva, lo que constituye la memoria inmunoldgica orquestada por los linfocitos (Abbas et al.,

2015).

Ambos tipos de inmunidad no actuan independientes el uno del otro. La inmunidad innata es capaz
de estimular las respuestas inmunitarias adaptativas y puede influir en ellas para hacerlas eficaces
frente a diferentes tipos de microorganismos. De este modo, la inmunidad innata no solo realiza
funciones defensivas al principio de la infeccidn, sino que también proporciona sefiales de peligro
que alertan al sistema inmunitario adaptativo para que responda. Ademas, diferentes componentes
de la respuesta inmunitaria innata reaccionan a menudo de distintas formas a diferentes

microorganismos y asi influyen en el tipo de respuesta inmunitaria adaptativa que se desarrolla.

Para efectos de este trabajo nos enfocaremos principalmente en la respuesta innata y en especifico

en la inflamacién.

Inflamacién

La inflamacion es una respuesta homeostatica fisioldgica del sistema inmune innato frente a agentes
infecciosos y no infecciosos. Esta respuesta es fundamentalmente protectora y esta disefiada para
gue un organismo elimine las causas de una lesidn (invasores externos), asi como las consecuencias
de la misma (restos necréticos de células). La inflamacién aguda es desencadenada para enfrentar

a las infecciones y el dafo tisular al promover la movilizacién e interaccion de numerosos tipos



celulares y moléculas sefializadoras al sitio de lesion, los cuales producen una respuesta tanto local
como sistémica (Lyman et al., 2014)(Medzhitov, 2021). Estos elementos pueden actuar tanto
promoviendo procesos inflamatorios (proinflamatorios) asi como limitandolos (antiinflamatorios).
El inicio y resolucion de la respuesta inflamatoria involucra la expresidon compleja y coordinada de
muchos factores, incluyendo citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina-
1 beta (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6), quimiocinas como interleucina 8 (también conocida como
CXCL8), proteina quimiotactica de monocitos 1 (CCL2) y proteina inflamatoria de macréfagos 1 alfa
(CCL3), factores de crecimiento como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
proteasas como la plasmina o las metaloproteinasas, productos de estrés oxidante como el anién

superdéxido, perdxido de hidrégeno, entre otros (Kumar et al., 2015)(Abbas et al., 2015).

El objetivo de esta respuesta localizada es el control y la eliminacion del agente nocivo y la
reparacion del dafio. Sin embargo, cuando el proceso inflamatorio no es controlado y se sostiene
evoluciona a una fase crénica y puede amplificar el dafio que le dio origen y expandirlo (Briine et
al., 2013)(Cervellati et al., 2020), lo cual puede llevar a estados que comprometan la homeostasis

celular y estados patoldgicos que pueden ser mas graves que el causante de la inflamacién.

La respuesta inflamatoria en el sistema nervioso central (SNC), conocida como neuroinflamacién,
juega un papel importante en el inicio y la progresidon de distintas patologias neuroldgicas que
pueden ser agudas como isquemia, hipoxia, traumatismo craneoencefalico, asi como crdnicas
incluyendo las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, entre otras. Este proceso se caracteriza por
la activacion glial, cambios en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica que promueven la
infiltracion de células inmunes de la periferia al parénquima cerebral y la liberaciéon de moléculas
pro y antiinflamatorias (Shastri et al., 2013). La finalidad de este proceso consiste en eliminar a los
estimulos nocivos y controlar el dafio al tejido circundante, similar a lo que ocurre en la periferia.
Sin embargo, cuando la neuroinflamacién se presenta de forma crénica puede tener consecuencias

indeseables para el SNC, provocando dafo y muerte neuronal (Gonzélez et al., 2014) .

La neuroinflamacion estd mediada por la produccién de citocinas como IL-18, TNF-a, quimiocinas
como CCL2, fractalkina (CX3CL1), especies reactivas de oxigeno (ERO) y mensajeros secundarios

como prostaglandinas, oxido nitrico, etc. generados por las células de la glia residentes del SNC
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(microglia y astrocitos), neuronas, oligodendrocitos, pericitos, células endoteliales y células

inmunitarias derivadas de la periferia

(Wohleb & Godbout,

2013). Estas respuestas

neuroinflamatorias tienen consecuencias inmunitarias, fisioldgicas, bioquimicas y psicoldgicas.

Ademas, el grado de neuroinflamacion depende del contexto, la duracion y el curso del estimulo o

dafio inicial (Figura 1) (DiSabato et al., 2016).

Neuroinflamacién: Aspectos Positivos

Inflamacion transitoria (leve)
comunicacion inmune a cerebro
vigilancia inmune
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Neuroinflamacién: Aspectos Negativos
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Figura 1. Aspectos positivos y negativos de la neuroinflamacion. La intensidad y la duracion de la

inflamacidn explican en gran medida si las sefiales inmunitarias son de apoyo o destructivas para el

sistema nervioso central. Modificada de DiSabato 2016.

Las células de la microglia son consideradas como los componentes principales del sistema inmune

innato dentro del cerebro debido a sus funciones similares a los macréfagos, por lo que presentan

un especial interés en la rama de la neuroinmunologia.
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Microglia

La microglia es el principal orquestador de la respuesta inmune dentro del SNC (Kreutzberg, 1996)
y es considerado el principal tipo celular relacionado con el dafio por inflamacién, proceso esencial
dentro de la respuesta inmune innata (Hanisch & Kettenmann, 2007). La microglia comparte
funciones con los macréfagos de la periferia como reconocimiento de patrones, fagocitosis,
autofagia y secrecién de moléculas reguladoras (Troutman et al., 2021). Este tipo celular se origina
a partir de las células troncales hematopoyéticas derivadas del saco vitelino que migran y colonizan
el cerebro alrededor del dia embrionario 9, en ratén (Ginhoux et al., 2010) (Kierdorf & Prinz, 2013).
En el caso de los humanos, el origen de la microglia no ha sido estudiado ampliamente, pero la
inmunotincién del encéfalo indican la presencia de células positivas a IBA1 en la semana gestacional
5.5, que se cree entran al cerebro por los ventriculos (Monier et al.,, 2006). Una vez que esta
poblacién se establece dentro del SNC, se mantiene a lo largo de la vida al proliferar cuando es

necesario y no depende de precursores derivados de la medula espinal (Prinz & Priller, 2014).

La microglia representa aproximadamente el 10% de la poblacién de células gliales en el cerebro
(Lawson et al. 1990) y estd encargada de monitorear los cambios en el microambiente,
principalmente los asociados con dafios o alguna patologia (Kaur et al., 2010), detectando agentes
toxicos como LPS (lipopolisacarido) y sefiales celulares como citocinas, para posteriormente liberar
moléculas mediadoras de inflamacidn como citocinas, quimiocinas y ERO (Qin et al., 2004). Por su
capacidad fagocitica son considerados los macréfagos residentes del SNC, que pueden interactuar
con el resto de las células inmunes que se infiltran en respuesta al dafio y regularlas o ser reguladas
por ellas (Carson, 2002). La microglia también puede participar en procesos fisioldgicos del cerebro
como en el desarrollo, controlando la proliferacion y diferenciacion celular y promoviendo la

formacion de conexiones sinapticas (Wolf et al., 2017) .

En condiciones fisioldgicas se ha descrito que la microglia que se encuentra en un estado de reposo,
caracterizado por una morfologia ramificada, la cual le ayuda a monitorear el microambiente
(Nimmerjahn et al., 2005). Cuando dichas condiciones cambian debido a la pérdida de la
homeostasis o como resultado de alguna patologia, la microglia presenta un proceso de activaciéon

que inicia cuando reconoce sefiales de alerta a través de los PRR. Estos receptores de membranay
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citosolicos interactian con PAMPs, los cuales se encuentran presentes en diversos organismos, pero
ausentes en el huésped y proporcionan sefales exdgenas que alertan al sistema inmunitario de la

presencia de patdgenos, promoviendo asi la inmunidad (Tang et al., 2012).

Los receptores PRR también son capaces de reconocer DAMPs, que son expresados como sefiales
enddgenas de peligro, en condiciones de muerte celular no programada, en respuesta al estrés, etc.
y de esta manera se desencadenan mecanismos de defensa celular (Rubartelli & Lotze, 2007).
Algunas de estas moléculas son acido desoxirribonucleico (ADN) nuclear o mitocondrial, histonas,

proteinas de choque térmico (HSP por su nombre en inglés), acido urico etc. (Roh & Sohn, 2018).

La familia de los receptores tipo toll (TLR por sus siglas en inglés) es una clase importante de
receptores de reconocimiento de patrones que participa tanto en respuestas inmunes innatas como
adaptativas y son expresados constitutivamente por distintos tipos de células cerebrales, incluida la
microglia (Fiebich et al., 2018). Para el caso de la microglia se sabe que estos receptores como el
TLR2 o el TLR4 estan vinculados con la activacion de este tipo celular hacia un fenotipo
proinflamatorio y altamente oxidante (Garcia-Revilla et al., 2019) (Kumar, 2019) (Reed-Geaghan et

al., 2009).

Posterior al reconocimiento de estas moléculas de dafio, se activan diversas vias de sefializacion
intracelulares que a su vez regulan factores de transcripcion y la induccién subsecuente de genes
gue desencadenan una respuesta proinflamatoria, asi como quimiocinas, proteasas y proteinas
redox que ayudan a defender el tejido (Colton C., 2009). Por ejemplo, la activacién de TLR4 es
necesaria para preparar el ensamblaje del inflamasoma, el cual promueve la produccidn de citocinas
proinflamatorias como IL-1B e IL-18, contribuyendo a la respuesta inflamatoria (Singhal et al., 2014)

(Hanamsagar et al., 2012).

El término “activacién microglial” es utilizado para describir una gran variedad de respuestas
funcionales y morfoldgicas de la microglia hacia diferentes factores desencadenantes, incluido el
estrés, inflamaciéon o afecciones neurodegenerativas crénicas (Dubbelaar et al.,, 2018). Esta
activacion le permite a la microglia eliminar patégenos y detritus celulares, asi como realizar
funciones de reparacion del dafio tisular mediante la liberacién de factores tréficos y expresar

diversas proteinas que le permiten llevar a cabo funciones distintas dependiendo del fenotipo de
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activacion que, a su vez, sirven como marcadores para identificar los fenotipos de activacidn (Perego
et al.,, 2011). Por otro lado, esta activacion puede tener efectos adversos al fagocitar neuronas vivas
(Brown & Neher, 2014) o al liberar factores con acciones téxicos como las ERO, el glutamato, las

citocinas proinflamatorias, etc. (Lannes et al., 2017).

Cambios morfologicos de la microglia

En cuanto a su morfologia, la microglia puede modificar la forma de sus procesos y soma en
respuesta a diferentes estimulos, lo cual se relaciona con la diversa gama de funciones que presenta
en estados tanto fisioldgicos como patoldgicos. Inicialmente, el proceso de activacidn microglial fue
descrito en 1919 por Pio del Rio-Hortega como una transicion de una morfologia ramificada en el
estado de "reposo" a una morfologia ameboide en el estado "activado"; sin embargo, estudios mas
recientes nos indican que los cambios son mas complejos. Utilizando técnicas minimamente
invasivas se ha podido visualizar a la microglia en reposo y se ha evaluado que este tipo de células
participan en procesos esenciales para la homeostasis sin perder su morfologia ramificada
(Nimmerjahn et al., 2005). Los estudios en tejido post mortem de humanos también han sido de
utilidad para estudiar la funcion de la microglia en distintas patologias, tanto neurodegenerativas
como psiquiatricas (Giordano et al., 2021). Asi, nuestra comprension de la fisiologia microglial en
relacién con su morfologia aun es limitada ya que no existe una clasificacidon estandarizada que nos

permita describir estas caracteristicas (Vidal-Itriago et al., 2022a).

Tomando en cuenta las anteriores consideraciones, la mayoria de los estudios utilizan el espectro
ameboidal/ramificado para clasificar la morfologia de las células microgliales y, en general,
correlacionan directamente la apariencia fenotipica con la respuesta fisioldgica. Varios estudios han
identificado morfologias alternativas bordeadas por los estadios ameboide y ramificado, que
dependen de la intensidad de la activacion y la temporalidad del proceso inflamatorio (Jurga et al.,
2020) (Vidal-ltriago et al., 2022a). Asi, los pardmetros morfométricos como la esfericidad, el
volumen, el drea del cuerpo celular, el nimero de procesos, la longitud de los procesos, etc. se han
utilizado ampliamente en la evaluacién de la morfologia microglial. A continuaciéon, presentamos

algunos ejemplos de morfologias descritas (Figura 2, Tabla 1).
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Figura 2. Diversidad en la morfologia en microglia. Modificada de Vidal-Itriago et al. 2022.

Morfologia

(A) Ramificada:

(B) Ameboide:

(C) Estructuras en
bola y Cadena:

(D) Hiper-ramificada:

(E) Terminaciones
bulbosas de procesos
microgliales:

(F) Panal de abeja:

Caracteristica

Anteriormente clasificada como estado inactivo, quiescente, vigilante. Con multiples
procesos primarios y secundarios. Vigilancia del parénquima cerebral y de la actividad
neuronal. Neuroproteccion durante excitotoxicidad.

Anteriormente clasificada como estado activo, asociada con la actividad fagocitica
ameboidea. Se presenta con una morfologia muy redondeada en comparacion con sus
estados ramificados (a menudo con una alta capacidad fagocitica y migratoria). En el
cerebro sano se encarga de eliminar detritus celular y células apoptoticas.

Participa en la fagocitosis de células apoptéticas, precursores neurales y vainas de
mielina. La microglia puede formar estructuras de bola y cadena en la punta de sus
prolongaciones para fagocitar pequefias cantidades de material (como sinapsis o
cuerpos apoptéticos).

Se presenta en respuesta a estrés agudo y crénico, posiblemente participa en
modificaciones sinapticas relacionadas a estrés. Presenta mayor ramificacion de sus
prolongaciones.

Presenta estructuras bulbosas en los apices de los procesos, participa en la respuesta
quimiotaxica

La microglia muestra una gemacion bulbosa al final de algunos de sus procesos
(considerada importante para la deteccién de ATP).

Se presenta cuando hay fuga en la barrera hematoencefdlica. Varias células
microgliales forman una red que se asemeja a un panal.
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(G) Medusa: En respuesta a muerte astrocitica, se extiende un solo brazo sin ramificaciones, posee
actividad fagocitica. La morfologia de medusa se ha informado como una transicién
morfoldgica de la microglia en panal

(H) Microglia en La microglia de baston se caracteriza por un soma alargado y estrecho sin procesos
baston: planos que pueden formar trenes de bastoncillos de células microgliales (en respuesta
a una lesién).

Tabla 1. Clasificacion morfoldgica de la microglia. Modificada de Vidal-Itriago et al. 2022

Para poder realizar una amplia gama de funciones, la microglia debe ser capaz de detectar diferentes
sefiales en su microambiente inmediato y adaptar su morfologia a diferentes estimulos, mostrando
una gran cantidad de formas celulares. Es importante destacar que estos estudios no encontraron
una correlacion clara entre el aumento de la expresién de marcadores pro o antiinflamatorios con
los distintos tipos de morfologias. Esto sugiere que la microglia es capaz de modificar su morfologia
en respuesta a estimulos no relacionados con su activacion o estado inmunolégico (Vidal-Itriago et
al.,, 2022a). La morfologia de la microglia también depende inmensamente tanto del estado de

activacion como de su localizacion en el SNC (Jurga et al., 2020).

Al igual que para los macréfagos de la periferia, las funciones adquiridas por la microglia durante el
proceso de activacion podrian promover (fenotipo M1) o atenuar la respuesta inflamatoria
(fenotipo M2) (J. Wang et al., 2023). Aunque alin no estd completamente definido, el repertorio de
fenotipos microgliales es probable que abarquen un espectro completo que va desde la activacion
al fenotipo de activacidon alternativa (Colton, 2009)(Boche et al., 2013). En la siguiente seccion

discutiremos estos fenotipos de activacion mas a detalle.

Fenotipos de activacion

Las células de la microglia pueden presentar distintos fenotipos de activacion dependiendo del
estimulo que enfrenten y del microambiente en el que se encuentren. También son capaces de
responder diferente al mismo estimulo dependiendo si es precedido por un estimulo diferente, lo
gue sugiere que el comportamiento de la microglia no esta estereotipado y puede abarcar un gran

espectro de respuestas (Franco & Fernandez-Sudrez, 2015)(Li et al., 2021)
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Estos fenotipos pueden regular multiples fases de la neuroinflamacion como citotoxicidad,
reparacion, regeneracion e inmunosupresion (Martinez et al., 2009). Histéricamente se describieron
dos fenotipos de activacion principales denominados activacién clasica (M1) y activacion alternativa
(M2) (Figura 3) (Hu et al., 2012; Perego et al., 2011). Posteriormente se agregaron dos fenotipos
nuevos relacionados con el que era conocido como M2, denominados activacion alternativa tipo Il
(M2b) o desactivacion adquirida (M2c) (Walker & Lue, 2015). El descubrimiento de los diferentes
subtipos microgliales estuvo acompanado por la identificacién de una amplia variedad de
marcadores fenotipicos para detectar los estados activados cldsicos y alternativos. Estos
marcadores incluyen citocinas, quimiocinas, receptores de superficie y enzimas metabdlicas que
estan involucradas en las diferentes funciones y/o adquisicién de los distintos fenotipos y
contribuyen a los efectos proinflamatorios y antiinflamatorios de los fenotipos M1 y M2

respectivamente (Tabla 2) (Franco & Fernandez-Sudrez, 2015) (Jurga et al., 2020).

Fenotipo | Agente Sefializacién | Marcadores Enzimas | Citocinas Quimiocinas
Inductor
M1 IFNy, LPS STAT1 CD16, CD32 iNOS Familia de IL-1, | CCL5, CCL20,
IL-6, IL-12, IL-17, | CXCL1, CXCLS,
IL-18, IL-23, | CXCL10
TNFa, IFNy
M2 IL-4, IL-10, | STAT6 CD206, CD163 | ARG1 Agonista del | CCL2, CCL22,
IL-13 receptor IL-1a, | CCL17, CCL24
IL-4, TGFB, IL-10,
IL-4

Tabla 2. Tabla comparativa entre los fenotipos de activacion de la microglia (Jurga et al., 2020).

Como se menciond anteriormente, la microglia puede presentar distintos fenotipos. La primera
nomenclatura usada para denominar los fenotipos de activacién para la microglia y los macréfagos,
es analoga a la usada para los linfocitos cooperadores Thl y Th2 (Dubbelaar et al., 2018). En la
activacion clasica M1, la microglia responde a factores proinflamatorios como LPS o IFN-y y aumenta
la produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1B y, a través de la activacion de NOX,
produce ERO. Este fenotipo podria ser responsable del dafio al tejido por inflamacién (Colton &

Wilcock, 2010; Walker & Lue, 2015).

17



IL-1B, IL-6,
o) PP IL-12, TNF-q,
o Actwacnon clasica CCL2, CXCL10,
PAMPs (LPS), ) iNOS, MHC 11, J .
IFN-y, GM-CSF ) P g CD86,CD16/32  /
/ €.} | Neurotoxico ~ 4. Neurona
b i N 4 dafiada
M1: microglia
proinflamatoria v,
"]
Bt
J ®
T ¢ o0
Y Py Activacion alternativa IL-10, TGF-B, ®
i \ L - \ €D206, SOCS3,
~/- » ) IL-4,1L-10, IgG . . Arg1, Fizz1, Ym1 "
\ ) B Neuroproteccion Neurona
g sana
, N ) : A
i/ \ M2: microglia anti-
inflamatoria
Microglia
vigilante
@
( X ]
CSF1R
SIRP1A
CX3CL1
\_ CD200R )

Vigilancia

Figura 3. Fenotipos de activacion de la microglia. Desde el estado de reposo, se ha descrito que la
microglia puede emprender dos vias de activacion, la cldsica conocida como M1 o la alternativa

conocida como M2. Imagen modificada desde BioRender.

En un principio, esta respuesta proinflamatoria aguda actia como un mecanismo de "defensa y
reparacion"”, necesario en condiciones fisioldgicas, la cual debe mantenerse bajo estrictos
mecanismos de control que aseguran la desactivacion de la microglia una vez que se ha completado
su tarea. Por razones que alin no se comprenden del todo, la inflamacién aguda a veces se convierte
en un proceso téxico autosostenible sin fin que dafia el tejido en lugar de repararlo (Rodriguez-

Gdmez et al., 2020).
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La activacidn alternativa de microglia/macréfagos fue sugerida cuando se descubrié que estas
células presentaban estados funcionales alternados cuando eran inducidos por factores de linfocitos
Th1y Th2. La interleucina 4 (IL-4) producida por linfocitos T cooperadores lleva a una reduccion de

factores proinflamatorios y a la activacion alternativa M2 (Stein et al., 1992)(Kisucka et al., 2021).

La activacidn alternativa se puede dividir en 4 subtipos que son inducidos por diferentes factores en
el microambiente, principalmente las citocinas. El fenotipo M2a se caracteriza por la respuesta de
las células a IL-4 o IL-13, un aumento en la fagocitosis y la produccién de factores de crecimiento,
asi como de citocinas antiinflamatorias como IL-10. Este fenotipo podria estar relacionado con la
eliminacién del detrito celular y reparacion de tejidos (Martinez & Gordon, 2014). La activacion
alternativa de tipo Il o M2b se caracteriza por la unién de receptores FcyRs (CD16, CD32 o CD64) a
complejos inmunes en células previamente estimuladas con LPS o IL-1B. En este fenotipo se
disminuye la produccién de IL-12 y se aumenta la IL-10 (Walker & Lue, 2015). La desactivacion
adquirida o M2c es inducida por IL-10 o glucocorticoides, llevando al aumento en la produccién de
TGF-B (Walker & Lue, 2015). Todos los fenotipos M2a, b y c se consideran células reparadoras
antiinflamatorias. Estos subtipos generalmente se caracterizan por los bajos niveles de citocinas
proinflamatorias como IL1, TNFa o IFNy, con la excepcién del fenotipo M2b, que produce altos
niveles de citocinas proinflamatorias acompafiados por alta expresidn de IL-10 pero baja de IL-12.
El cuarto subtipo es M2d el cual recluta de la activacién de receptores de adenosina en células

activadas del fenotipo M1 (Ferrante et al., 2013).

Normalmente la polarizacion hacia un fenotipo proinflamatorio de la microglia es seguida de una
fase de reparacidn, caracterizada por la presencia de células de fenotipo M2 ya que la reparaciény
la resolucién no resultan simplemente del decaimiento pasivo de las sefiales de inicio (Colton,
2009a; Rojo et al., 2014). Mas recientemente se ha identificado la expresion de marcadores de los
distintos fenotipos microgliales en varios modelos de patologias cerebrales (Murray et al., 2014) que

permiten distinguir diferentes estados de reactividad mitocondrial, eliminando la clasificacién de

I " I’I

polarizacion M1 y M2., Asi se ha propuesto el “concepto multidimensional” para explicar la
activacion microglial, que incorpora la ontogenia, sefiales del microambiente y sefiales de estrés

para la clasificacion de los estados de activacion (Ginhoux et al., 2016).
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Cuando la activacién de la microglia no esta regulada, ésta es capaz de inducir daio o incluso muerte
neuronal, repercutiendo negativamente en la funcion residual subsecuente al evento nocivo. Existe
controversia con respecto a la activaciéon microglial ya que es capaz de producir factores citotoxicos
como superdxido, oxido nitrico o TNF-a; asi como factores neurotréficos y antiinflamatorios.
Diversos factores pueden influir en el perfil microglial que podria llevar a dafio o neuroproteccidn

(Block & Hong, 2005).

La producciéon de ERO por multiples fuentes intracelulares es un factor comun en condiciones
proinflamatorias, se sabe que la activaciéon de la microglia hacia el fenotipo proinflamatorio
promueve el aumento en la produccién de ERO provenientes de la mitocondria y de otras fuentes
enzimaticas, mayoritariamente de las NADPH-oxidasas (NOX). Estas moléculas pueden tener efectos
citotoxicos al promover vias de sefializacién proinflamatorias (Block et al., 2007; Qin et al., 2004), o
tener propiedades inmunosupresoras induciendo a las células T reguladoras (Kraaij et al., 2013). Por
otro lado, se sugiere que la actividad de la NOX podria estar modulando la polarizacién de la

microglia entre los distintos fenotipos al regular factores de transcripcién (Vilhardt et al., 2016).

ERO, NADPH Oxidasas y microglia

En el contexto bioldgico, las ERO pueden ser producidas por enzimas especificas, como en el caso
de las NOX o como productos secundarios del metabolismo oxidante mitocondrial (Haslund-Vinding
et al.,, 2016). Las NOX producen una gran cantidad de ERO que, ademdas de participar en la
instauracion de estrés oxidante, podrian estar regulando otros procesos fisioldgicos vy
fisiopatoldgicos relacionados con la respuesta al daifo orquestada por la microglia. Estas enzimas se
localizan en organelos membranales de todas las células del SNC (Massaad & Klann, 2011) y en el
caso de la microglia son considerados los principales productores de ERO (Figura 4) (Rojo et al.,

2014).

La familia de las NOX se compone de un grupo de siete proteinas homélogas siendo la NOX2 la mas
ampliamente distribuida y estudiada (Cross & Segal, 2004). Hasta el momento, la Unica funcidn
descrita de las NOX es la generacion de ERO como producto principal, a diferencia de otros sistemas
en los que las especies reactivas constituyen un producto secundario, estas enzimas pueden ser

activadas por distintos factores como un aumento de calcio intracelular, la estimulacion de diversos
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receptores de patdgenos o toxinas como el receptor TLR4, receptores acoplados a proteinas G y

moléculas como la citocina TNFa, IL-1B (Petry et al., 2010) (Brennan-Minnella et al., 2015).

) Membrana Extracelular
a ~ b {nox2} ,

Y '
\ 7 //
 Noxa|

| & — N
NOX2 { " )
Neurona - [,on?j EO\XE /‘]
‘ | NOX4 /| “._ Lisosoma
¢ D - | \ _,}j \
NOX1l. ) A B ||/Endosoma ‘
VS Noxa (™ - ) T N\ /| ) D
Microglia o [NOX‘] P o«
‘l "‘[ﬂOXB S Reticulo
) < > endoplasmico
Astrocito | JNovxz ‘ Mitocondrié
W _ . _ fnox1)  [noxd)

¢ ‘ Nucleo

Figura 4. Localizacion celular y subcelular de las proteinas NOX en el cerebro. a Diagrama mostrando
la localizacion reportada de las proteinas NOX en los tipos celulares del cerebro. b Diagrama
mostrando la localizaciéon subcelular de las proteinas NOX en una célula hipotética del cerebro

(imagen modificada de (Belarbi et al., 2017).

Se sabe que las ERO producidas por NOX pueden ejercer severos efectos citotoxicos (Block et al.,
2007; Qin et al., 2004), asi como facilitar vias de sefializacién proinflamatoria al activar, por ejemplo,
NF-kB y promover la transcripcién de citocinas proinflamatorias como IL-1p, IL-18, IL-6, TNFa entre
otros y la produccién de otros mediadores inflamatorios como COX2 o el inflamasoma NLRP3 (Liu
et al., 2017) por lo que se le considera importante en la patogenia de muchas enfermedades
inflamatorias, incluidas la aterosclerosis, el asma, la artritis y las enfermedades neurodegenerativas

(Bedard & Krause, 2007).

La NOX2 se encuentra expresada en distintas regiones del cerebro como la corteza, cerebelo,
hipocampo, etc. (Sorce & Krause, 2009), asi como en varios tipos celulares, altamente expresada
en microglia, tanto en roedores como humanos (Sorce et al., 2012) y en menor medida en neuronas

y astrocitos (Nayernia et al., 2014)(Gao et al., 2012). Bajo ciertas condiciones, la activacion de la
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NOX en la microglia puede ser dafiina, tanto por la produccién de ERO extracelular que puede
afectar a las neuronas vecinas, como por la iniciacién de mecanismos de sefializacion redox que
amplifican la respuesta proinflamatoria, y de esta forma se mantiene a la microglia activada de

forma crdnica y se continda con un estado neuroinflamatorio (Block et al., 2007; Qin et al., 2004).

Como ya se habia mencionado antes, las NOX se localizan en organelos membranales pero su
distribucion tanto en tiempo como en espacio es de vital importancia para sus funciones bioldgicas.
En macréfagos y microglia vigilantes o en reposo, NOX2 estd presente en la membrana plasmdtica,
pero cuando estas células se activan esta enzima se redistribuye por medio de endocitosis mediada
por clatrina a un compartimento intracelular de almacenamiento formando vesiculas (Ejlerskov et

al., 2012).

La microglia, tanto en su estado activo como inactivo, expresan al complejo proteico NOX2 y su
expresion aumenta posterior a la activacién clasica (M1), sin embargo, su actividad enzimatica no
estd activa a menos que reciba un estimulo (Brown & Vilalta, 2015; Qin et al., 2004). Por ejemplo,
cuando el LPS se presenta a células del sistema inmune, éste las hace mas receptivas a otros
estimulos, fendmeno conocido como cebado o “priming”. El priming prepara a la NOX para su
activacion y posterior produccion de ERO (DeLeo et al., 1998). En el SNC, la produccién de ERO por
la microglia es considerada una de las principales causas de dafio e incluso muerte neuronal, por el
dafio oxidante directamente sobre las macromoléculas neuronales o el desajuste de la sefializacion

redox dentro de las células (Block et al., 2007; Gao et al., 2012; Rojo et al., 2014).

Cuando la funcion de la NOX2 es inhibida, ya sea por los knock-out de sus subunidades o por el uso
inhibidores (apocinina, DPI) se promueve la polarizacién de la microglia hacia un fenotipo M2 y se
reduce la produccidn de ERO y citocinas proinflamatorias como TNFa, IL-1B, IL-6 (Block M.L. 2008)
(Choietal., 2012). Por otro lado, se sabe que las citocinas antiinflamatorias con TGF-B e IL-10 pueden

regular la actividad de NOX (Dang et al., 2006) (Qian et al., 2006).

Interesantemente, algunos receptores a neurotransmisores se encuentran presentes en la microglia
como en el caso de los receptores de glutamato. Similar a lo ocurrido en las neuronas, la seializacion
de estos receptores puede llevar a la activacion de NOX y produccidon de ERO (Mead, 2012). En

modelos de dafo excitotdxico que involucra al glutamato (isquemia, traumatismo encefalico) se ha
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visto que una deficiencia o inhibicién de NOX2 ocurre una marcada reduccion en la producciéon en
la reactividad microglial y en el volumen de la lesién resultante, lo que sugiere que las ERO
producidas por la NOX2 juegan un papel fundamental en la respuesta de la microglia en eventos
gue cursan con procesos excitotoxicos (Guemez-Gamboa et al., 2011). El papel de la NOX en la
respuesta excitotdxica podria estar mediada por la activacién de receptores sindpticos a glutamato

en neuronas y/o en la microglia.

Receptores glutamatérgicos

Cuando se presenta algun tipo de dafio en el SNC, la pérdida de la regulacidén de las concentraciones
extracelulares de glutamato puede llevar a una condicidén de excitotoxicidad y muerte neuronal en
respuesta a la activacién continua y sostenida de los receptores glutamatérgicos en neuronas y
células gliales (Brown & Vilalta, 2015), lo que se observa en numerosas patologias incluyendo
esquizofrenia, las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington, epilepsia, isquemia
cerebral, etc. (Drouin-Ouellet et al.,, 2011). Es conocido que el glutamato es el principal
neurotransmisor excitador en el SNC (Hermans & Challiss, 2001). Este se libera a la hendidura
sindptica para posteriormente unirse a receptores sindpticos, los cuales pueden ser de tipo
ionotrépico (NMDA, AMPA y kainico) o metabotrdpico. Algunos de estos receptores, como los del
tipo NMDA vy, en menor grado, AMPA y kainico permiten la entrada de Ca++. Todos ellos son
permeables a los iones sodio y participan en la sefial excitadora de la neurona postsinaptica (Kew &

Kemp, 2005).

Por su parte, los receptores metabotrépicos (mGIluRs) forman parte de la super familia de
receptores acoplados a proteinas G. Estos receptores son proteinas de membrana que se activan
por la union de ligandos extracelulares y transducen sefiales al interior de la célula por medio de la
interaccion con proteinas G. Una proteina G esta formada por tres subunidades (a, B y y) las cuales
pueden modular gran variedad de moléculas efectoras como enzimas, canales idnicos y factores de

transcripcion (Niswender & Conn, 2010).
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Receptores de glutamato Expresados en neuronas Expresados en microglia

Receptoresionotrépicos NMDAR NMDAR
Receptor de Kainato Receptor de Kainato
AMPAR AMPAR

Receptores metabotrdpicos Grupo 1 (mGlurly mGlur5) Grupo 1 (mGlurly mGlur5)
Grupo 2 (mGIuR2 y mGIluR3) Grupo 2 (mGIuR2 y mGIuR3)
Grupo 3 (mGIuR4, mGIuR6, mGIuR7 | Grupo 3 (mGIluR4, mGIuR®6,
y mGIuR8) mGIuR8)

Tabla 2. Expresion de los tipos de receptores de glutamato en neuronas y microglia. Modificada de

Zhang X. et al 2020.

Debido a la amplia gama de moléculas efectoras, los mGluRs tienen una gran variedad de respuestas
bioldgicas como la liberacidon de neurotransmisores, incluyendo el mismo glutamato, la regulacién
de factores de transcripcion como CREB, NF-kB (Wang & Zhuo, 2012) y la expresion y liberacidn de
citocinas como IL-6, TNF-a (Aronica et al., 2005) (Taylor et al., 2005) (Loane et al., 2009). Los mGluRs
se encuentran ampliamente distribuidos en el SNC y estan localizados especificamente en sinapsis
y sitios extra sindpticos en neuronas, asi como en astrocitos y la microglia. Estos receptores se
dividen en tres grupos dependiendo de la via de sefializacién intracelular que activan (Bordi &
Ugolini, 1999). Los receptores del grupo | (mGIuR1 y mGIuR5) se encuentra acoplado a proteinas
Gag/ fosfolipasa C, las cuales al activarse causan un incremento de inositol trifosfato y diacil glicerol,
también induce la liberacién de calcio, y la activacion de la proteina cinasa C (Byrnes, Loane, et al.,
2009). En los grupos dos y tres se encuentran los receptores acoplados a proteinas Gi/o, las cuales

regulan negativamente a la enzima adenilato ciclasa.

Receptores metabotrdpicos glutamatérgicos en la microglia

Los receptores del grupo | normalmente estan localizados en la postsinapsis y su activacién puede
llevar a la despolarizacion celular y al incremento de la excitabilidad neuronal, ademas de mediar la
transmisidon glutamatérgica. También pueden modular otros receptores de neurotransmisores
incluidos los receptores a GABA o los receptores ionotrdpicos de glutamato (Bordi & Ugolini, 1999)
(Niswender & Conn, 2010)

A pesar de activar vias de sefializacidén similares, los mGIuRs del grupo | han mostrado tener distintas

implicaciones para la viabilidad neuronal. La activaciéon del mGIuR1 aumenta la muerte neuronal
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necrotica y promueve mecanismos inflamatorios (Allen et al., 2000; Pacheco et al., 2004), pero la
activacion de mGIuR5 inhibe la muerte neuronal por apoptosis (Allen et al., 2000) y protege

neuronas en modelos de dafio al SNC (Bao et al., 2001; Chen, Cao, et al., 2012; Loane et al., 2013).

De entre los receptores glutamatérgicos, los receptores metabotropicos parecen jugar un papel
fundamental en la funcionalidad de la microglia. Diversos estudios tanto in vitro (Loane et al.,
2009)(Byrnes, Stoica, Loane, et al., 2009) como in vivo (Byrnes et al., 2012; Byrnes, Loane, et al.,
2009), demuestran que el receptor mGIuR5 se encuentra expresado en microglia. Existe evidencia
gue seinala a los mGIuR5 como parte de mecanismos de neuroproteccién en neuronas y microglia.
En modelos experimentales de lesidn, la expresion de este receptor se encuentra aumentada en la
microglia que rodea el sitio de lesidn (Byrnes et al., 2012; Drouin-Ouellet et al., 2011; Loane et al.,
2013). Se sabe que la activacidon del mGIuR5 disminuye la activacién microglial y reduce la liberacién
de factores proinflamatorios (Byrnes et al., 2012; Byrnes, Loane, et al., 2009). Estos efectos
protectores parecen estar mediados en parte por la inhibicién de la actividad de NOX2, al disminuir
la produccion de especies reactivas de oxigeno. En cultivos de microglia deficientes de NOX2
(gp91phox-/-) y cuando se usan siRNAs contra sus subunidades membranales, este efecto
neuroprotector no se ve, lo que indica que se requiere que la enzima esté presente pero inhibida

para ejercer el efecto protector (Loane et al., 2009, 2013; Loane, Kumar, et al., 2014).

En respuesta a un dafio excitotdxico, aumenta la produccion de mediadores inflamatorios y la
activacion de células gliales (astrocitos y microglia). Esto va aparejado con un aumento en la
expresion de mGIluR5 en la microglia (Drouin-Ouellet et al., 2011), lo que sugiere que este aumento
forma parte de la respuesta reguladora del proceso inflamatorio. Estudios recientes resaltan la
asociacién entre la microglia y la excitotoxicidad por estimulacién glutamatérgica. Como se dijo, la
microglia presenta una alta expresion de mGIluR3 y mGIuR5 (Pocock & Kettenmann, 2007)(Berger
et al., 2012) y en los ultimos afos se ha estudiado al receptor mGIuR5 como blanco potencial para
la modificaciédn de la activacién microglial con el objetivo de prevenir la muerte neuronal. En
modelos experimentales de dafio se ha demostrado que la activacion farmacoldgica de mGIuR5
reduce la activacion microglial y promueve la supervivencia neuronal (Z. Zhang et al., 2015). En
especifico, para el dafio ocasionado por una hemorragia subaracnoidea se encontré que la
activacion de mGIuR5 mejord la funcidn neuroldgica y disminuyo el edema cerebral a las 24 h de

iniciada la hemorragia. También se encontrd una reduccion tanto en la activacion microglial asi
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como la produccién de las citocinas proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNFa. Ademas, se detectd una

reduccion en el nimero de neuronas apoptadticas (Z. Zhang et al., 2015).

Por otro lado, se ha encontrado una relacidon entre la activacién de los receptores mGIuR5
microgliales y las ERO y la actividad de NOX (Loane et al., 2009). El grupo de Chantong (Chantong
et al., 2014) mostré que el bloqueo de los receptores mGIuR5 induce una respuesta de estrés
caracterizada por un incremento de ERO intracelular y mitocondrial, asi como un aumento de
marcadores inflamatorios como NOS inducible e IL-6. Se cree que los efectos benéficos de la
activacion glutamatérgica de los receptores metabotrdpicos en la microglia son causados por una
inhibicion directa de NOX ya que un agonista selectivo de mGIuR5 ((RS)-2-chloro-5-
hydroxyphenylglycine) reduce la actividad de NF-kB y la produccidon de nitrito en microglia
estimulada con LPS, pero este efecto no se ve en cultivos deficientes de NOX2. En modelos
experimentales de traumatismo a cerebro o médula espinal se ha visto que la administracion de un
agonista de mGIuR5 (CHPG) ha resultado en el mejoramiento de la funcién motora, reduccion en el
volumen de lesién. Del mismo modo se notd una reduccidn en la activacidn crénica de la microglia

y la expresion de NADPH oxidasas (Byrnes et al., 2009)(Loane et al., 2013).

Descripcion del problema
Se sabe que los niveles extracelulares del glutamato pueden incrementarse en respuesta al dafo

neuronal primario. Ademas, se ha demostrado que la activacion de algunos receptores
glutamatérgicos metabotrépicos de la microglia/macréfagos podria modular la respuesta
inflamatoria. También se ha demostrado que la activacion de los receptores glutamatérgicos activa
a la NOX y genera ERO en microglia y que estas ERO participan en la activacion microglial. Se
desconoce, sin embargo, qué efecto tiene la activacién simultdnea de todos los receptores
glutamatérgicos microgliales, ionotrépicos y metabotrdpicos, en el metabolismo de la microglia,
especificamente en su viabilidad y activacidn. Tampoco se sabe la participacidn de las ERO y NOX en
la viabilidad microglial en respuesta al glutamato y una condiciéon de activacion microglial. Es
importante dilucidar la regulacion diferencial de los receptores glutamatérgicos en la microglia

como blanco terapéutico para proteger a las neuronas del dafio inducido por la excitotoxicidad.
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Justificacion
El papel de los procesos inflamatorios dentro de la patogenia de las enfermedades neurolégicas
cada dia toma mayor relevancia, por lo tanto, comprender los mecanismos moleculares y celulares
relacionados con el establecimiento y desarrollo de estas enfermedades podrian ayudar a mejorar

los tratamientos actuales.

Hipotesis
El glutamato regula la activacién de la microglia sin afectar su viabilidad de forma dependiente de

las ERO producidas por NOX2.

Objetivo general
Determinar la participacion de los receptores glutamatérgicos en la activacion microglial evaluada

morfoldgicamente y explorar la participacion de NOX2 en el metabolismo microglial

Objetivos particulares
e Establecer un cultivo primario de las células de microglia (ratas cepa Wistar, edad postnatal

0-2 dias).

* Determinar la concentracion de LPS y tiempo de estimulo adecuados para la activacion de

las células (morfologia)

* Evaluar la viabilidad de las células de microglia en respuesta a su activacién por LPS y su

regulacion por glutamato en un curso temporal (MTT, calceina /IP)

* Evaluar el papel de NOX y las ERO en la viabilidad de la microglia en condiciones de

activacion por LPS y tratadas con glutamato

* Evaluar el efecto del glutamato en la activacién de la microglia
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Materiales y Métodos

Animales

Los animales fueron manejados de acuerdo con los estandares de los Institutos Nacionales de Salud,
guia de cuidado y uso de animales de laboratorio. Los procedimientos fueron aprobados por el
Comité Interno del Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de Fisiologia Celular de
la Universidad Nacional Auténoma de México (Protocolo JMA199-22). Se usaron ratas Wistar
(Rattus novergicus) de cero a dos dias postnatal para el cultivo de microglia y de 8 dias postnatal
para los cultivos mixtos. La colonia de animales se establecié en el vivario del Instituto de Fisiologia
Celular en la Universidad Nacional Autonoma de México. Los animales se mantuvieron bajo

temperatura controlada (20°C — 22°C) con un ciclo de luz-oscuridad de 12 h.

Cultivo mixto de células granulares de cerebelo

Se prepararon cultivos celulares a partir de ratas Wistar del dia 8 posnatal. Posterior a la eutanasia
por seccién cervical, se disecé el cerebelo para subsecuentemente disociar el tejido y aislar las
células, las cuales fueron cultivadas como se describié anteriormente (Moran y Patel, 1989). Las
células se sembraron a placa multipozos pretratada durante 24 h con poli-L-lisina (5pug/ml) y fueron
dispuestas en medio basal Eagle suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino (inactivado por
efecto del calor), 25mM de KCl, 2mM de glutamina, 50ug/ml de estreptomicina y 50U/ml de
penicilina. Los cultivos fueron mantenidos en incubacién durante 7 dias in vitro (DIV) a una
temperatura constante de 37°C y una atmdsfera humidificada de aire al 95% y CO2 al 5%. De esta
manera obtenemos cultivos mixtos. Con el objetivo de inhibir la proliferacion de células gliales para
obtener Unicamente neuronas, se adiciond citosina arabinosa (10puM) 24 h después del sembrado
celular, la cual actua promoviendo la muerte de células gliales en proliferacion celular al ser un
inhibidor de la sintesis del DNA (Negishi et al, 2003). Dichos cultivos neuronales poseen mas del 90%
de pureza (Mordan y Patel, 1989). Para los pozos seleccionados de células gliales no se les agrego

citosina arabinosa.
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Cultivo primario de microglia de cerebro completo

Este protocolo fue amablemente proporcionado por la doctora Leonor Pérez del IBT (Instituto de
Biotecnologia) y modificado para ser empleado usando ratas. Los cultivos mixtos gliales se
prepararon a partir de ratas de la estirpe Wistar de cero a 2 dias postnatal. Los animales fueron
lavados con etanol 70% y posteriormente decapitados. Las cabezas fueron colocadas en una caja de
Petri de 60 mm. Se realiz6 un corte por la linea media del craneo desde la base de la cabeza hasta
el punto entre los ojos y se retiraron los pedazos del craneo para exponer al cerebro. Se removio el
cerebro con cuidado con ayuda de una espatula y se colocd sobre papel filtro estéril. Se eliminaron
las meninges por rodamiento. Posteriormente, los cerebros se colocaron en tubos cénicos de 50 mli
con 10 mL de solucion Hank’s y se centrifugaron a 1200 rpm por 3 min. El sobrenadante fue
descartado y se le realizaron dos lavados al pellet con solucién Hank’s. Los cerebros fueron
colocados en una caja de Petri de 60 mm con 1 ml de solucién de digestion (precalentada 15 min a

37°C).

Utilizando una navaja, se realizaron cortes finos al tejido para su homogenizacion y se transfirid con
una pipeta a un tubo que contenia solucion de digestion (250 uL por cerebro). El tejido se incubo
por 30 mina 37 °Cy se agité manualmente cada 5 min por 10 s. Para inactivar la accién de la tripsina
se adicioné medio completo (DMEM/F12, 10% suero fetal bovino (SFB), 1% penicilina-
streptomicina, 1% glutamina), en una proporcién de 1:1 con la soluciéon de digestidn, asi como 200
ul de DNasa por mililitro de medio completo y se incubd por 5 min a 37°C. El tejido se centrifugd a
1200 rpm por 5 min, el sobrenadante fue descartado y el pellet resuspendido en medio completo.
Para ayudar a la desintegracion del tejido, éste se pasé a través de pipetas Pasteur de distintos
didmetros de apertura. Finalmente, el homogenado fue filtrado a través de una malla de 70 um y
posteriormente centrifugado a 1200 rpm por 5 min. El sobrenadante fue eliminado y el pellet

resuspendido en medio completo.

La suspension celular resultante fue sembrada en cajas de Petri (2 cerebros por caja) con medio
completo e incubada por 24 h a 37°C. Al dia siguiente, las células fueron lavadas con PBS dos veces
y se les agregd medio de mantenimiento (DMEM/F12, 2% suero fetal bovino (SFB), 1 % penicilina-
estreptomicina, 1 % glutamina). Este medio se utiliza para evitar la proliferacién de los astrocitos.
Los cambios de medio se realizaron cada 3 dias. Al octavo dia, las células se lavaron dos veces con
PBS y después se incubaron con tripsina por 5 min a 37°C. Para inactivar la accién de la tripsina se

agregd medio de mantenimiento en una proporcion de 1:1. La suspensién celular fue colectada y
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las células remanentes fueron despegadas con un gendarme. La suspension celular fue centrifugada
a 1200 rpm por 5 min, el sobrenadante fue descartado y el pellet resuspendido en medio de
mantenimiento. Las células fueron contadas usando una cdmara de Neubauer y se sembraron 1x10°

células por pozo en placas de 24 pozos y 1x10° células por caja de 35mm.

Andlisis por inmunofluorescencia

Para evaluar la activacion microglial se realizé una inmunocitoquimica seguida de analisis de imagen
para visualizar la morfologia de las células posterior a la exposicion a los distintos tratamientos. Las
células se sembraron en placas de 24 pozos a una densidad de 1x10° células por pozo y se incubaron
por 24 h a 37°C con 5 % CO,. Las placas fueron pretratadas con poly-L-lisina. Antes de empezar la
inmunofluorescencia se le cambio el medio a las células por medio sin suero para promover su
precipitacidn. Posteriormente, las células fueron lavadas dos veces con PBS y fijadas con metanol
frio por 20 min. Se realizaron dos lavados con PBS y las células se bloquearon (PBS con 2 % suero de
cabray 0.3 % triton X-100) a temperatura ambiente por 1 h. Después de tres lavados con PBS, este
medio se sustituyd por solucién de bloqueo con los anticuerpos primarios (monoclonal anti-CD11b/c
(5-10ug/mL), polyclonal anti-lbal (1:400; Wako, Osaka, Japan), monoclonal anti-NeuN (1:500;
Chemicon), GFAP (1:1000; Dako, Glostrup, Denmark)) dejandolo incubar durante la noche a 4 °C.
Los anticuerpos primarios fueron detectados por medio de anticuerpos secundarios (Alexa Fluor
488 goat anti-Rabbit (1:500) o Alexa Fluor 594 goat anti-mouse (1:500) incubados por 1hr en
obscuridad a temperatura ambiente. Concluido el tiempo se realizaron dos lavados con PBS y se
agregaron 200 pul de Hoescht por pozo por 10 min y esta solucion se elimind y sustituyé por PBS. Los
cubreobjetos se colocaron sobre portaobjetos con medio para montar y después de dejar secar por
24 h, las células se visualizaron con un microscopio (Nikon ECLIPSE Ti) con filtros para deteccién de

fluorescencia.

Viabilidad

Los cultivos se incubaron con 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
por 15 min. Posteriormente se eliminé el medio y se incubé a temperatura ambiente por 20 min con
dimethyl sulfoxide (DMSO) para solubilizar el formazan producido como resultado de la reduccién

del MTT. Esta reaccion se lleva a cabo por la enzima succinato deshidrogenasa, por lo que la
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velocidad de la reaccién indica el grado de actividad mitocondrial e indirectamente la viabilidad
celular (Bahuguna et al. 2017). La reaccién produce un aumento colorimétrico que es directamente
proporcional a la viabilidad celular, la cual se expresa como la diferencia entre la absorbancia de la

soluciéon medida a 570 y 630 nm y se reporta como porcentaje con respecto al control.

Adicionalmente se empled el marcaje con calceina AM e ioduro de propidio; el primero es un
compuesto que emite fluorescencia al interactuar con las esterasas de células vivas, lo que también
le impide salir de la célula (Bratosin et al 2005), mientras que el segundo es un marcador de dafio
celular, el cual produce fluorescencia al ingresar a la célula e intercalarse con acidos nucleicos,
debido a la pérdida de la integridad de la membrana (Rieger et al 2011). Se tomaron fotografias de
tres campos por cada condicién con un microscopio invertido de epifluorescencia (Nikon ECLIPSE Ti)
con filtros para deteccion de fluorescencia, utilizando el objetivo 20x. Los resultados de la
cuantificacion se expresan como porcentaje de las células metabdlicamente activas (positivas a

calceina AM) respecto al total de células.

Analisis de la morfologia microglial
Se cuantificaron manualmente a las células usando el software Image J (Institutos Nacionales de
Salud, Bethesda, MD, Estados Unidos), tomando tres campos distintos por condicion. Nos basamos

en la clasificacion morfoldgica tomada de Vidal-Itriago (Vidal-ltriago et al., 2022b).

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en los diferentes ensayos fueron analizados y graficados con el paquete
estadistico GraphPad Prism 5 (GraphPad Software) para Windows y se expresaron como la media
estadistica + desviacion estandar (SD). La significancia estadistica se determind a partir de un andlisis
de varianza (ANOVA de dos vias), seguida por una prueba post hoc de Turkey, para la comparacién
multiple entre las muestras control y los diferentes tratamientos y tiempos de tratamiento. Se

consideraron estadisticamente significativos aquellos datos con valor de p < 0.05.
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Resultados

Cultivos de microglia

Como primera aproximacion, se establecieron cultivos mixtos de células granulares de cerebelo con
el fin de observar por inmunocitoquimica la morfologia presentada en los diversos tipos celulares
utilizando los anticuerpos especificos para neuronas (NeuN), astrocitos (GFAP) y microglia (lbal)
para poder compararlos y determinar si nuestros cultivos de microglia presentaban algun otro tipo
celular. Los astrocitos que visualizamos presentan una morfologia con proyecciones largas que se
extienden a células vecinas (Figura 5 A). Por su parte, las neuronas muestran cuerpos celulares
compactos y pocas prolongaciones (Figura 5 Ay B). En el caso de la microglia observamos que las
células presentan un cuerpo celular pequefio con pocas prolongaciones, similar a lo que se conoce
como fenotipo activado (Figura 5 B). Podemos apreciar en estos cultivos mixtos que la microglia es

la poblacién con menor proporcién, como ha sido reportado desde la caracterizacidon de este tipo

celular.

A) Astrocitos (verde) y neuronas (rojo) B) Neuronas (rojo) y microglia (verde)

Figura 5. Imdgenes representativas de los cultivos mixtos de células granulares de cerebelo: co-
inmunotinciones de astrocitos con neuronas (A) y de microglia (marcadas con flechas amarillas) con
neuronas (B). NeuN (1:500), GFAP (1:1000), Ibal (1:500), Rabbit Alexa 488 (1:500), Mouse Alexa 594
(1:500). Barra de escala 100 um.

Una vez identificados los tipos celulares en los distintos cultivos, aislamos las células de microglia
para obtener cultivos enriquecidos en microglia utilizando el procedimiento que se describe en
Métodos. Para identificar estas células en los cultivos se probaron diversas concentraciones de

anticuerpo CD11b/c (Abcam). La Figura 6 muestra que practicamente todas las células resultaron

32



positivas a CD11b/c, por lo que concluimos que el protocolo empleado permite aislar

eficientemente a la microglia de los demas tipos celulares.

Campo claro CD11b/c

Hoechst Merge

Figura 6. Caracterizacion por inmunocitoquimica del cultivo primario de microglia. Anticuerpo
primario CD11b/c utilizado a 10 ug/mL, anticuerpo secundario Mouse Alexa 594 (1:500). La flecha

muestra una célula elegida al azar en los distintos campos. Barra de escala 100 um.

Efecto del LPS en la viabilidad de las células de microglia

El LPS es un componente de las membranas bacterianas que promueve un fenotipo proinflamatorio
y citotéxico en las células de la microglia (Butovsky et al., 2005). El tratamiento con LPS es un
procedimiento ampliamente utilizado para activar la microglia (Olajide et al., 2013). En este estudio,

una vez establecidas las condiciones del cultivo, evaluamos la concentraciéon de LPS que se
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emplearia para activar a las células microgliales. Para ello se trataron las células con distintas
concentraciones de LPS (10, 25, 50 y 100 ng/mL) durante 8 h y se evalud la viabilidad de éstas por

el ensayo de MTT.

Bajo estas condiciones notamos que la viabilidad de las células no disminuyd con ninguna de las
concentraciones de LPS empleadas (Figura 7). De acuerdo a otros reportes, se decidié utilizar la
mayor concentracion de LPS. Hay que recalcar que el MTT mide la actividad metabdlica de las

células, lo cual sugiere que posiblemente las células se estdn activando por el LPS.

200+

150 l
- -
100
50
0-
NG NG

Concentraciones de LPS a 8h

Porcentaje de reducciéon de MTT

Figura 7. Estimulacion del cultivo primario de microglia con distintas concentraciones de LPS. Grdfica
del porcentaje de reduccion de MTT en cultivo primario de microglia posterior a la estimulacion con
distintas concentraciones de LPS y evaluadas a las 8 h, n=2, Ccm: control cambio de medio. No

encontramos diferencias significativas entre los grupos.

Por otro lado, determinamos la viabilidad de las células microgliales, por medio de MTT vy
calceina/ioduro de propidio, que fueron tratadas con la concentracidn de LPS anteriormente elegida
(100ng/mL) en un curso temporal de 1,2 ,4, 6, 8 y 24 h. Las Figuras 8 y 9 muestra que, bajo estas
condiciones, no hubo diferencias significativas en la viabilidad de las células a ninguno de los

tiempos evaluados.
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Figura 8. Viabilidad del cultivo primario de microglia posterior a la estimulacion con LPS 100ng/mL.
Grdficas del porcentaje de reduccion de MTT y porcentaje de células muertas (por calceina/ioduro
de propidio) en cultivo primario de microglia posterior a la estimulacion con LPS 100ng/mL a distintos
tiempos (1, 2, 4, 6, 8, 24 h) n=4, Ccm: control cambio de medio, H20: agua. No encontramos

diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 9. Imdgenes representativas de las células posterior a la estimulacion con LPS (100 ng/mL).

La calceina (verde) es un compuesto que emite fluorescencia al interactuar con las esterasas de las
células vivas, mientras que el ioduro de propidio (rojo) se intercala a los dcidos nucleicos dentro de
las células dafiadas ya que en éstas se ha perdido la integridad de la membrana. Barra de escala 100

um.

Realizamos un acercamiento preliminar para observar la morfologia de la microglia, iniciando con
una estimulaciéon con 100ng/mL de LPS por 6 h (Figura 10). Durante este ensayo observamos la

morfologia descrita en trabajos previos del laboratorio por lo que decidimos evaluar a las células a
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distintos tiempos para ver si su morfologia presentaba cambios a lo largo del tiempo.

Control LPS 100ng/mL

Figura 10. Imagen representativa del cultivo primario de microglia posterior a la estimulacion con
LPS (100 ng/mL) por 6 h. Podemos notar la presencia de células (marcadas con flechas amarillas)

que muestran una reduccion del soma y un aumento en el numero de ramificaciones.

Para determinar si ocurre una activacion de la microglia, evaluamos los cambios morfoldgicos
inducidos por LPS 100ng/mL en un curso temporal (1, 2, 4, 6 y 24 h). La Figura 11 muestra de forma
global la presencia de células “ramificadas” y células con cuyas proyecciones se notan acortadas
(células “ameboides”). Podemos observar que LPS es capaz de inducir cambios morfoldgicos en
nuestro cultivo primario de microglia presentando una tendencia a aumentar el porcentaje de
células ameboides, incluso a tiempos cortos, lo que nos podria sugerir que la microglia se esta

activando.
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Figura 11. Imdgenes representativas de la activacién de microglia usando 100 ng/mL de LPS, en curso
temporal (1, 2,4, 6 y 24 h). Marcadas con flechas amarillas elegimos células al azar dentro de los
campos que presentaban una reduccion del soma (células ameboides). Grdfica del porcentaje de
células activadas del total de células n=3. Ccm: control cambio de medio. Barra de escala 100 um.

No encontramos diferencias significativas entre los grupos.

Para corroborar este cambio en la morfologia posterior a la estimulacion con LPS y visualizar con
mas detalle los cuerpos celulares decidimos utilizar el protocolo de calceina y realizamos una
cuantificacion de las distintas morfologias observadas (Vidal-ltriago et al., 2022a). Utilizando este
protocolo notamos un cambio marcado en el porcentaje de células con morfologia ameboide (Figura
8). Esto se observd, incluso en los controles, lo que sugiere que el protocolo de la calceina tuvo un
efecto per se en todas las células. La Figura 12 muestra que durante la primera hora de tratamiento
con LPS notamos un aumento en el porcentaje de microglia en forma de bastén, caracterizas por
presentar un soma alargado y estrecho. Desafortunadamente no pudimos encontrar todos los tipos
descritos. Como se menciond anteriormente, encontramos mayoritariamente microglia ameboide

en todas las condiciones evaluadas, incluso en los controles.
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Figura 12. Morfologia de las células posterior a la estimulacion con LPS. Los cultivos de microglia
fueron estimulados con LPS 100ng/mL por un curso temporal de 1, 2, 4 y 6 h y posteriormente se
tifieron con calceina de acuerdo con lo indicado en métodos. Se muestran imdgenes representativas
de las células a 6 h de la estimulacion y la cuantificacion durante el curso temporal, n=3. CT: control,

CM: cambio de medio. Barra de escala 100 um. *P<0.0001

Por otro lado, evaluamos la viabilidad de las células de microglia en respuesta a diferentes
concentraciones de glutamato, asi como la participacién de la NOX en la activacion de la microglia
por glutamato. La viabilidad se midié por medio de ensayos de MTT. Se emplearon las
concentraciones de 0.25, 0.5, 1 y 2mM de glutamato, asi como de 0.1, 0.5, 1 y 5 uM de DPI, un
inhibidor de la NOX. El tratamiento con glutamato fue de 8 h y todos los tratamientos se colocaron
al mismo tiempo. La Figura 13 muestra que el glutamato (0.25 mM) produjo un incremento en la
reduccion del MTT. Otras concentraciones no modificaron la actividad metabdlica. Por otra parte,
observamos que los tratamientos con un inhibidor de NOX, el DPI, desde la segunda hora de
tratamiento fueron muy agresivos, ya que se desde ese tiempo se detectaron células muertas. Por

esa razon se decidié no usar mas este inhibidor.
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Como alternativa al uso de DPI decidimos probar los inhibidores apocinina y AEBSF en distintas
concentraciones (200, 400, 800 y 1200 puM para apocinina; y 10, 50, 100 y 200 uM de AEBSF) por 4
h. Bajo estas condiciones no se detectaron cambios en la viabilidad de las células con ninguno de

estos tratamientos (Figura 14).
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Figura 13. Grdfica de porcentaje de reduccion de MTT en cultivo primario de microglia posterior a la
estimulacion por 8 h con diversas concentraciones de glutamato o DPI (inhibidor de NOX). N=2

Comparados con el control: * P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. Ccm= control cambio de medio
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Figura 14. Viabilidad celular en cultivos primarios de microglia posterior a la estimulacion por 4 h
con diferentes concentraciones de apocinina y AEBSF (inhibidores de NOX). La viabilidad se midio

como reduccion de MTT. n= 2. Ccm: control cambio medio. No encontramos diferencias significativas

entre los grupos.

Para confirmar los resultados anteriores, se probaron las mayores concentraciones tanto de LPS
100ng/mL como de GLU 2mM, asi como de los inhibidores de NOX (APO 1200 uM, AEBSF 200 uM),
para evaluar la viabilidad de los cultivos y posteriormente elegir la concentracién ideal para realizar
la evaluacion de la activacion microglial. En estos ensayos los inhibidores se incubaron 30 min antes
que los tratamientos con LPS o glutamato a distintos tiempos (Figura 15). No se encontraron
disminuciones significativas en la viabilidad de las células bajo estas condiciones sin embargo
notamos una ligera disminucién a las 4 h con los tratamientos de apocinina y el control de vehiculo

DMSO.
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Figura 15. Grdficas de reduccion de MTT para la estimulacion de microglia y tratamiento con
inhibidores de NOX. En estos ensayos los inhibidores (APO 1200mM, AEBSF 200mM) se incubaron 30
min antes que los tratamientos con LPS (100ng/mL) o glutamato (2mM) a distintos tiempos A)
tratamiento por 1 h n= 2, B) tratamiento por 4 h n=3, C) tratamiento por 8 h n=4 y D) tratamiento
por 24 h n=8, Ccm: control cambio de medio, H20: agua. No encontramos diferencias significativas

entre los grupos.

Para corroborar los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad por MTT a las 4 h (Figura 14, B)
se realizé un ensayo de calceina/ioduro de propidio, en el cual incubamos a las células por 30 min
con los inhibidores de NOX y posteriormente se trataron con glutamato o LPS por 4 h para visualizar
a las células muertas de las células vivas (Figura 16). En este ensayo pudimos identificar una gran
cantidad de células muertas en los tratamientos con DMSO, APO+LPS y APO+Glu. El vehiculo

utilizado para administrar la apocinina es DMSO por lo que se decidid no continuar usando este

inhibidor.
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Figura 16. Grdfica de viabilidad por calceina/ioduro de propidio para la incubaciéon de microglia con
inhibidores de NOX y posterior estimulacion con glutamato o LPS. Las células se incubaron por 30
min con los inhibidores de NOX apocinina (APO 1200uM) o AEBSF (200uM) y posteriormente se
estimularon con LPS (100ng/mL) o glutamato (2mM) por 4 h. Los resultados de la cuantificacion se
expresaron como porcentaje de las células muertas respecto al total de células n=2, Ccm: control

cambio de medio, H20: agua. *P<0.001

De acuerdo con los antecedentes, la microglia expresa receptores glutamatérgicos ionotrépicos y
metabotrépicos. Por otra parte, se sabe que la estimulacién de los receptores metabotrdpicos
glutamatérgicos modifica el fenotipo de activacion microglial. Con base en lo anterior, en este
estudio evaluamos si la estimulacién de todos los receptores glutamatérgicos, ionotrépicos y
metabotrdpicos, modifica la morfologia de las células previamente activadas. Para ello se decidié
estimular a la microglia por 6 h con LPS (100ng/mL) y posteriormente tratarlas con glutamato
(Glutamato 0.25, 0.5, 1 y 2mM) a distintos tiempos (1, 4, 8, 12, 24 y 48 h). En este caso se evalud

tanto la viabilidad por MTT (Figura 17) como la morfologia (Figuras 18 y 19).
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Figura 17. Grdficas de reduccion de MTT para el curso temporal de la incubacion con LPS y
tratamiento con diversas concentraciones de Glutamato. Se incubaron los cultivos primarios de
microglia con LPS (100ng/mL) por 6 h y posteriormente con diversas concentraciones de glutamato
(0.25, 0.5, 1 y 2mM) durante el curso temporal de A) 1 h, B) 4 h, C) 8 h, D) 24 h y E) 48 h. Para los

tiempos 4 y 8 h n=2, el resto n=1. No encontramos diferencias significativas entre los grupos

La Figura 17 muestra que ninguno de los tratamientos (LPS y glutamato) a ninguna de las
concentraciones empleadas, ya sea solos o combinados, afectaron la viabilidad de las células medida

como transformacion de MTT.

Una vez que comprobamos que nuestros tratamientos no afectan la viabilidad de las células,
evaluamos la morfologia que adoptaron tras la activacidén con LPS y posterior a la estimulacién con
glutamato. Como se indicé arriba, tratamos a la microglia por 6 h con LPS (100ng/mL) vy
posteriormente se trataron con glutamato (1 mM) durante 1 h y se evalud la morfologia. La Figura
18 muestra que existe un cambio de la morfologia microglial de las células tratadas con LPS, pero el

tratamiento con glutamato no modificé los cambios observados.
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Figura 18. Imdgenes representativas de los cambios morfoldgicos de la microglia usando 100 ng/mL
de LPS y posteriormente tratadas con glutamato 1mM por una hora. Marcadas con flechas amarillas
elegimos células al azar dentro de los campos que presentaban una reduccion del soma (células
ameboides). Grdfica del porcentaje de células activadas del total de células n=3. Ccm: control
cambio de medio. Barra de escala 100 um. No encontramos diferencias significativas entre los

grupos.

Con el propésito de visualizar mas claramente la morfologia de las células, repetimos el protocolo
anterior y posteriormente tefiimos a las células con calceina como se indica en Métodos y
realizamos una cuantificacion de las distintas morfologias observadas de acuerdo con Vidal-ltriago
et al. (2022). Bajo estas condiciones, observamos que la morfologia de la microglia a estos tiempos
no presenté cambios, mostrando un alto porcentaje de células ameboides y algunas células con
forma de bastdn (Figura 15). Es decir, el glutamato, en los tiempos y concentraciones evaluados, no

modificé la morfologia ameboide basal.
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Figura 19. Morfologia de las células posterior a la incubacion con LPS y estimulacion con glutamato.

Los cultivos de microglia fueron incubados con LPS 100ng/mL por 6 h y posteriormente estimuladas

con Glutamato (1 y 2mM) durante un curso temporal de 1, 2 y 4 h. Se muestran imdgenes

representativas de las células estimuladas con glutamato 1mM por una hora, posterior a la

incubacion de LPS por 6 h. También mostramos la cuantificacion durante el curso temporal, n=3.

Barra de escala 100um. *P<0.0001

Es importante mencionar que sabemos que la evaluacién de los cambios morfoldgicos en la

microglia es solo uno de los parametros que se deben tomar en cuenta para caracterizar a los

distintos fenotipos de activacidn microglial. Para poder tener una vision mds completa de este

proceso se deben tomar en cuenta también el perfil de citocinas liberado, asi como los marcadores

moleculares y factores transcripcionales.
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Discusion

Numerosas enfermedades neuroldgicas comparten a la excitotoxicidad como un mecanismo de
dafio neuronal, como ocurre en el caso de las enfermedades cerebrovasculares. Por ello, es de suma
importancia conocer los procesos involucrados en el establecimiento del dafio y poder encontrar
las vias para controlarlo. Parte de los mecanismos de dafio involucran una respuesta inflamatoria
secundaria que tiene como finalidad reducir las consecuencias de este dafio y promover la
regeneracion tisular; sin embargo, dependiendo de las condiciones y contexto del dafo, estos
procesos inflamatorios pueden agravar la condicién y conducir a un episodio de muerte secundaria
al dafio original (Block & Hong, 2005; DiSabato et al., 2016). En este sentido, la microglia representa
el principal tipo celular encargado de regular la respuesta inmune del cerebro y, particularmente, la

respuesta inflamatoria.

Por otro lado, como se menciond antes, la microglia expresa diferentes estados metabdlicos
dependiendo del microambiente cerebral. Estos distintos estados se regulan por sefiales extra e
intracelulares que incluyen dafio neuronal y la sefializacién celular que le permiten llegar a un estado
de activacién que desencadene una respuesta inflamatoria. Recientemente se reportd la presencia
de receptores metabotrépicos glutamatérgicos en la microglia, que se sugirié podrian regular la
respuesta de activacién microglial. En algunos estudios se ha relacionado la respuesta de activacién
microglial con la generacién de ERO producidas por una NOX. Mas aun, se ha observado la
regulacién de la activacion de NOX por estimulacién de algunos receptores glutamatérgicos
metabotrdpicos microgliales. Sin embargo, la activacion de otros subtipos, como los mGIuR5, inhibe

a la NOX (Loane et al., 2009).

En este trabajo se propuso evaluar la respuesta de la microglia al glutamato en condiciones de
activacion por LPS y conocer si la viabilidad bajo estas condiciones estd mediada por ERO producidos
por una NOX. Para ello, el primer objetivo fue establecer el cultivo primario de microglia, el cual no
habia sido implementado anteriormente en el laboratorio (Figuras 5y 6). Con esta idea adaptamos
un protocolo de microglia de rata que originalmente se habia establecido en ratén (protocolo

proporcionado por la Dra. Leonor Pérez, IBT-UNAM).

A partir del protocolo empleado conseguimos tener cultivos primarios muy puros basados tanto en
la morfologia como en marcadores microgliales como Iba-1 (no se muestra) y CD11b/c que
mostraron que practicamente todas las células resultaron positivas a estos marcadores, por lo que

concluimos que el protocolo empleado permite aislar eficientemente a la microglia de los demas
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tipos celulares. En este sentido podemos decir que en todos los ensayos realizados las respuestas

provinieron fundamentalmente de células microgliales.

Una vez establecido el cultivo, pudimos determinar tanto las concentraciones como los tiempos de
estimulacién requeridos para las distintas condiciones experimentales: LPS (Figuras 7, 8 y 9),
glutamato (Figura 13) e inhibidores de NOX (Figuras 14 y 15). En todos los tratamientos nos
aseguramos de que los farmacos no dafiaran a las células, pues parte de los objetivos era evaluar la

activacion microglial a través de los cambios morfolégicos.

En el caso de LPS decidimos primeramente evaluar la viabilidad de los cultivos desde una hora y
concentraciones bajas de 10ng/mL hasta 100ng/mL por no mas de 24 h, que es lo que normalmente
se ha reportado. El LPS es una molécula altamente usada para inducir la activacion microglial y su
posterior produccion de citocinas, quimiocinas y especies reactivas de oxigeno ERO (Colton, 2009b;
Qin et al., 2004), las cuales se encargan de llevar a cabo los procesos de neuroinflamacién necesarios
en caso de dafio neural (Block & Hong, 2005; DiSabato et al., 2016). Aun cuando el LPS es un potente
activador de la microglia ninguna de las concentraciones mas altas empleadas a los tiempos
maximos de tratamiento indujeron una modificacion en la viabilidad microglial. Esto lo
corroboramos con dos técnicas diferentes de evaluacion indirecta de viabilidad celular, MTT y
calceina/ioduro de propidio. De acuerdo con los parametros morfoldgicos seleccionados para
determinar si ocurria una activacion de la microglia, encontramos que el tratamiento con LPS 100
ng/mL indujo una activacion de estas células a partir de las 4 h hasta, al menos, 24 h. Para nuestra
investigacidn decidimos usar LPS por ser considerado un excelente activador de la microglia, aunque
se podrian usar al acido iboténico o al kainico ya que son usados en modelos de dafio por

excitotoxicidad (Coyle & Schwarcz, 2020).

Por otro lado, se menciond que la pérdida de la regulacién de las concentraciones extracelulares de
glutamato puede llevar a una condicion de excitotoxicidad y muerte neuronal (Brown 2015) debido
a la activacion continua de los receptores para glutamato, lo que lleva a una posterior condicidn de
neuroinflamacién que puede a su vez contribuir con la muerte neuronal. Con la idea de evaluar
nuestra hipotesis sobre la accién reguladora del glutamato en la activacién microglial,
primeramente, estudiamos el efecto del glutamato en la viabilidad celular. Para esto, nos basamos
en un reporte que muestra que la microglia puede liberar glutamato al medio extracelular en una
concentracion alrededor de 100-500 uM (Barger et al., 2007) por lo que decidimos iniciar con 0.25

mM hasta 2 mM por un tiempo maximo de 48 h.
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Nuestros resultados mostraron que el glutamato no tuvo ningun efecto en la viabilidad de las células
microgliales, excepto con la concentracion mds baja evaluada (250 uM) que produjo un incremento
de aproximadamente 25% en la viabilidad. Es posible que esta respuesta se deba a la activacion de
los receptores glutamatérgicos ya que el protocolo de viabilidad por MTT mide la actividad
metabdlica de las células; sin embargo, no contamos con experimentos farmacoldgicos de bloqueo
de los receptores que permitan sugerir algin mecanismo al respecto. De la misma forma
encontramos que el tratamiento simultdaneo con LPS y glutamato tampoco modificé la viabilidad. En
ese sentido, se ha reportado que los receptores a glutamato, en particular los metabotrdpicos,
tienen una gran variedad de respuestas bioldgicas, incluso los que pertenecen al mismo grupo. Los
mGluRs del grupo | han mostrado tener distintas implicaciones para la viabilidad neuronal. La
activacion del mGIuR1 aumenta la muerte neuronal necrética y promueve mecanismos
inflamatorios (Allen et al., 2000; Pacheco et al., 2004), pero la activacion de mGIuR5 protege

neuronas en modelos de dafio al SNC (Bao et al., 2001; Chen, Zhang, et al., 2012; Loane et al., 2013).

Una vez que determinamos que nuestras condiciones de estimulacidon no producian dafio al cultivo
de microglia (Figuras 7, 8 y 9) decidimos evaluar si el glutamato producia un cambio en la morfologia
de las células que nos pudieran indicar algin cambio en el fenotipo de activacion inducido por LPS.
Por reportes previos sabemos que la activacion de los receptores mGIuR5 puede modificar el
fenotipo de activacién de la microglia hacia M2, mientras que la activacidn de otros receptores
metabotrdpicos y ionotropicos tiene el efecto opuesto (Loane et al. 2014). Las células de la microglia
expresan todos los subtipos del receptor glutamatérgico. En nuestro trabajo utilizamos glutamato,
por lo que se estimularian simultdneamente todos estos receptores, como ocurre en los procesos

fisioldgicos.

De acuerdo con estudios previos que muestran que la estimulacidon del receptor mGIuR5 de la
microglia lleva de un perfil proinflamatorio (M1) a uno antiinflamatorio (M2), en nuestro estudio
hipotetizamos que el tratamiento de las células con glutamato generaria un cambio en la morfologia
microglial hacia una mas ramificada, lo que podria sugerir un cambio en el fenotipo de estas células.
Sin embargo, contrario a lo esperado, el tratamiento con glutamato no indujo cambios morfoldgicos
significativos de la microglia (Figura 18). Esto podria sugerir que la activacion simultanea de todos
los receptores glutamatérgicos no lleva a una morfologia asociada a M2, como ocurre con la

activacion exclusiva de los receptores mGIluR5 (Loane et al., 2014).
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Por otro lado, el procedimiento per se del protocolo de tincidn con calceina parece haber activado
a las células, modificando su morfologia, haciéndola predominantemente ameboide (Figura 19).
Bajo estas condiciones y contrario a lo esperado, notamos que el glutamato tampoco produjo
ningun cambio en la morfologia ameboide ni fue capaz de prevenir que la mayoria de las células

presentara esta morfologia. Esto coincide con los resultados obtenidos con LPS.

Se ha propuesto que la microglia es capaz liberar glutamato al medio extracelular como resultado
de su activacion, lo cual puede contribuir a la muerte excitotdxica neuronal, independientemente
de la accion de los agentes proinflamatorios. La idea es que el glutamato podria liberarse de forma
indirecta por la deplecién de glutatién inducida por produccion masiva de ERO llevada a cabo por la
NOX2 en la microglia activada (Barger et al., 2007). En modelos de dafio excitotéxico, los ratones
deficientes de NOX2 presentan una reduccién en la produccion de ERO, en la reactividad microglial
y en el volumen de la lesidn resultante, lo que sugiere que las ERO producidas por la NOX2 juegan
un papel fundamental en la respuesta neuronal y de la microglia a multiples eventos que cursan con

procesos excitotdxicos (Guemez-Gamboa et al., 2011).

Por otro lado, se sabe que la activacidn de mGIuR5 por glutamato es capaz de inhibir la actividad de
NOX2 y por consiguiente la produccién de ERO. Adicionalmente, se ha reportado que la inhibicion
de NOX2 promueve la polarizacion de la microglia hacia un fenotipo M2 (Block et al., 2007; Choi et
al., 2012; Q.-G. Zhang et al., 2012). Todo esto hace pensar en las ERO producidas por NOX2 como
agentes clave en la regulacion de la actividad microglial. Se sabe que la expresién de la NOX2
aumenta posterior a la activacion del fenotipo M1 (Haslund-Vinding et al., 2016) y estas ERO pueden
ejercer severos efectos citotoxicos en las células que les circundan (Block et al., 2007; Qin et al.,

2004).

En relacién con lo anterior, evaluamos la participacion de las ERO y de la NOX en este proceso.
Nuestros resultados mostraron que el uso de DPI, un inhibidor de NOX, compromete la viabilidad
celular, asi como el vehiculo usado para la apocinina DMSO. El tercer inhibidor probado, AEBSF, no
afectd la viabilidad de las células en condiciones de activacién por LPS, ni con el tratamiento con

glutamato.

Para futuros experimentos se propone utilizar tanto agonistas como antagonistas del receptor
mGIuR5 para poder diferenciar el subtipo de receptor involucrado en la regulacion de la morfologia

de la microglia en reposo y en condiciones de activacidn. También se propone utilizar un inhibidor
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mas selectivo de la NOX como el VAS2870, para evaluar la participacion de las ERO y la NOX en los
cambios morfoldgicos microgliales en condiciones de reposo y/o de activacion con LPS con y sin

glutamato.

Conclusiones
En este trabajo estandarizamos el cultivo primario enriquecido en microglia a partir de cerebros de

rata. A partir de este cultivo y de su estimulaciédn con LPS y glutamato pudimos identificar células
con distinta morfologia, correspondiente predominantemente a un estado activado. La evaluacién
de la morfologia puede ayudar con el andlisis de la activacidn de microglia, pero no nos puede decir
el fenotipo particular. Para eso, es necesaria una evaluacién con marcadores moleculares
especificos. Teniendo eso en cuenta, primeramente, podemos concluir que, bajo nuestras
condiciones ni un activador de la microglia, el LPS, ni el propio glutamato afecta la viabilidad
microglial. Por otra parte, las ERO y la actividad de NOX no parecen influir tampoco en la viabilidad

basal de la microglia ni en condiciones de activacidén con LPS o glutamato.

Por otro lado, de forma inesperada, encontramos que el procedimiento del protocolo de calceina
modificd la morfologia, incrementando marcadamente el porcentaje de células ameboides. Bajo

estas condiciones, el glutamato no revirtié este fenotipo.

Debido a que el glutamato que fue administrado exégenamente en nuestro modelo experimental
es capaz de activar todos los receptores glutamatérgicos metabotropicos la participacion de este
aminodcido debe tomarse con cautela pues es posible que la expresién de los distintos subtipos de
receptores dependa del contexto celular. Como se menciond, la activacion de los distintos
receptores ejerce diferentes acciones en el fenotipo pro y antiinflamatorio. Por eso sera necesario
evaluar el efecto de agonistas y antagonistas especificos de los diferentes receptores
metabotrdpicos. Finalmente, aunque se estudio la participacion de las ERO y la NOX en la viabilidad

microglial, sera necesario evaluar su accidn en la activacion de estas células.
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