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RESUMEN

Los residuos de mielina que se generan tras una lesién desmielinizante en el Sistema
Nervioso interfieren con el proceso de remielinizacion y reparacién axonal, por lo que su
aclaramiento es esencial para el restablecimiento de la homeostasis tisular. Este acla-
ramiento se lleva a cabo mediante la fagocitosis por parte de la microglia, células inmu-
nitarias del SNC. Por otra parte, la lipocalina ApoD tiene una funcion protectora ante
diversas patologias neurodegenerativas, incluyendo las desmielinizantes, y se ha de-
mostrado su implicacién en la fagocitosis de residuos de mielina en el SNP. En este
trabajo experimental, se han realizado ensayos de fagocitosis de mielina con la linea de
microglia murina BV2, y se ha estudiado el efecto de la adicion exdgena de ApoD du-
rante dicha fagocitosis. Se ha comprobado que la mielina ApoD-KO es fagocitada con
mayor avidez que la mielina WT. Ademas, la adicion exégena de ApoD estimula de
forma significativa la fagocitosis de los residuos de mielina ApoD-KO.

Palabras clave: Apolipoproteina D, Microglia, Fagocitosis, Mielina
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INTRODUCCION

La mielina es la envoltura membranosa que rodea los axones de ciertas neuronas tanto
en el Sistema Nervioso Central (SNC) como en el Sistema Nervioso Periférico (SNP)
para permitir una conduccion mas rapida y eficiente del potencial de accién mediante el
fendmeno de la conduccion saltatoria. Ciertas lesiones de etiologia traumética o toxica,
asi como enfermedades autoinmunes, infecciosas, isquémicas, metabdlicas o neurode-
generativas llevan a la desmielinizacion con el subsecuente dafio axonal y pérdida de la

funcioén fisiologica de la transmision del potencial de accion.

Las distintas células gliales que forman parte del SN interaccionan entre si mediante
diversas moléculas mediadoras con el fin de reparar el dafio local de dicha lesién (1).
Se ha observado que el ambiente proinflamatorio y la liberacién de moléculas inhibitorias
gue aparece tras la ruptura de la mielina puede dificultar el proceso posterior de rege-
neraciéon axonal (2,3) y remielinizacién (4). Por ello, es fundamental la correcta elimina-

cion de todos los residuos de mielina de la zona dafiada a través de la fagocitosis.

Microglia.

La microglia fue identificada y nombrada por primera vez en 1919 por Pio del Rio Hor-
tega, quien estudié y predijo multiples funciones de este tipo celular que se han ido
corroborando en estudios posteriores (5,6). La microglia esta constituida por células in-
munitarias que residen en el SNC, al cual migran durante el desarrollo embrionario, y tal
y como ya describié Rio Hortega, sus funciones principales son la proliferacion, migra-
cion y fagocitosis (5). En definitiva, la microglia es el tipo celular responsable de respon-

der a las lesiones del parénquima cerebral.

En el caso concreto de una lesion desmielinizante, la microglia juega un papel funda-
mental en el proceso de regeneracion por varios motivos (revisado por 7). De forma
analoga a los macrofagos de otros tejidos, en los ultimos afios diversos autores han
comenzado a diferenciar dos estados de actividad de la microglia, denominados M1y
M2, cada uno de ellos con un patron diferente de expresion génica y distintas funciones
(8). Se ha comprobado que la microglia en estado M2, generalmente asociado a un
patron antiinflamatorio, promueve la diferenciacion de los oligodendrocitos a través de
la Activin-A durante el proceso de remielinizacion en el SNC (9). Otras moléculas expre-
sadas por la microglia que favorecen la regeneracion son los factores de crecimiento
IGF-1y FGF-2, expresadas tras la activacion de la microglia por una via antiinflamatoria
(10). Por el contrario, se ha comprobado que la activacion de la microglia por la via

proinflamatoria del IFN-1 resulta deletérea para la regeneracion tras una lesion de la



sustancia blanca en el SNC (11). Frente a esta polarizacion, algunos autores han pro-
puesto que los distintos estados de la microglia forman parte de un espectro en el que
el patrén de expresion génica va variando conforme evoluciona la lesion desmielinizante
(8). Otros autores van mas alla llegando a negar la existencia tanto de la polarizacion
dicotbmica M1/M2 como del espectro continuo entre ambos estados, proponiendo una
mayor complejidad en cuanto a los distintos estados de la microglia (12). En cualquier
caso, parece claro que no existe un patrén Unico de expresién génica por parte de la
microglia, y algunos de estos patrones serian beneficiosos para la remielinizacion y la

regeneracion axonal.

Ademas de propiciar un ambiente antiinflamatorio y liberar mediadores, el papel mas
destacado de la microglia ante un proceso de desmielinizacion es la fagocitosis y acla-
ramiento de los residuos de mielina (7,10,13), los cuales, como se explicé anteriormente,
imposibilitan la reparacién. Para que dicha fagocitosis se lleve a cabo, los astrocitos
deben activar a la microglia a través de la quimiocina CXCL10 (14).

En un estudio in vivo de la expresién génica de la microglia durante el proceso de des-
mielinizacién generada por administracion de cuprizona y la posterior remielinizacién,
se comprob6 que existia un unico fenotipo de la célula glial cuyo patron de expresion de
distintos grupos de genes iba cambiando a lo largo de este proceso (15). En concreto,
se observoé que, tras la fagocitosis de los residuos de mielina, se producia un aumento
de la expresion de genes relacionados con el reciclaje lipidico, destacando la apolipo-
proteina E y la lipoprotein lipasa, por lo que se propuso que la microglia pudiese reciclar
el colesterol y otras moléculas lipidicas para que volviesen a estar disponibles para la
oligodendroglia. En otro estudio (16), se describe una técnica de microscopia electré-
nica, “serial block-face scanning electron microscopy”, con la que se pudo observar in
vivo como la microglia activada fagocitaba los residuos de mielina en esclerosis multiple
(EM) .

Se han propuesto y estudiado diversos receptores de la microglia implicados en la fa-
gocitosis de residuos de mielina. La fagocitosis microglial mediada por la via de Trem2
propicia una respuesta antiinflamatoria en la que se favorece la regeneracion (10), mien-
tras que en animales Trem2-KO se observd una respuesta con liberacion de citocinas
proinflamatorias (17). En otro estudio con ratones Trem2-KO se observo la incapacidad

para la fagocitosis de residuos de mielina tras la administracion de cuprizona (18).

En una revision (19) de los receptores microgliales implicados en la fagocitosis de diver-
sas sustancias, se recogieron como receptores de residuos mielinicos CR3, SIRPaq,

SIRPB1, FcyRI y SR-A. Se ha comprobado que los residuos de mielina son capaces de



interferir con el receptor SIRPa mediante la molécula CD47 de la mielina, dificultando

asi su propio aclaramiento (3).

Apolipoproteina D.

La apolipoproteina D (ApoD) es una glicoproteina que pertenece a la familia de las lipo-
calinas. Se han descrito multiples ligandos para ApoD, asi como multiples funciones de
entre las que destacan su papel neuroprotector, la regulacion en el tréfico de lipidos, la

respuesta ante estrés oxidativo y su actividad antiinflamatoria (20, revisado por 21).

Se ha demostrado que la funcién de ApoD como molécula protectora ante el estrés
oxidativo en neuronas y células gliales se debe a la estabilizacién de las membranas

lisosomales de estos grupos celulares (22).

Por su parte, la actividad antiinflamatoria de ApoD se ha relacionado fundamentalmente
con el &cido araquidonico, precursor de las prostaglandinas, el cual es el ligando que se
une con mayor afinidad a esta lipocalina (23). Varios autores han propuesto que el efecto
antiinflamatorio de ApoD en el SN podria deberse a su capacidad para estabilizar el
acido araquidoénico en la membrana celular, limitando asi la sintesis de biomoléculas

proinflamatorias (revisado por 21).

Ademas, esta actividad antiinflamatoria ha sido estudiada in vivo con un modelo murino
de encefalitis, provocada mediante una inyeccion intracerebral del coronavirus OC43
(24). Los ratones transgénicos que sobreexpresaban ApoD humana a los que se les
inoculo este virus, tuvieron una mayor tasa de supervivencia y redujeron sus niveles de
inflamacioén (25). Ademas, se encontrdé una correlacion topografica y temporal entre la
infeccion virica, la expresion de ApoD, la activacion de la microglia y la astrogliosis. Esta
modulacion que ApoD ejerce sobre la microglia en enfermedades inflamatorias del SNC

también ha sido confirmada en diversos ensayos por microarrays (26).

En cuanto a la homeostasis de la mielina, el correcto funcionamiento de ApoD juega un
importante papel durante la mielinizacién tanto en el SNP como en el SNC, al posibilitar
la compactacion extracelular de las capas contiguas de mielina. Este control sobre la
compactacion de la mielina se debe al correcto mantenimiento de las membranas liso-
somales de las que ApoD forma parte, lo que posibilita la accion de las sialidasas, en-
cargadas de la eliminacion de residuos sialicos del glicocalix hidrofilico en la membrana
de dicha mielina (27).



ApoD y desmielinizacion en SNP.

En un trabajo anterior de nuestro grupo, se estudio el papel regulador de ApoD en la
fagocitosis y la actividad mielinolitica de los macréfagos activados tras una lesion del
SNP, concretamente en el nervio ciatico de raton. Se demostr6é que ApoD intervenia en
los procesos de sintesis y mantenimiento de la mielina, asi como en la fagocitosis ma-
crofagica de la misma tras una desmielinizacion, y en la modulacién de la respuesta
inflamatoria en nervio periférico (28). En el SNP, tras una degeneracion Walleriana del
nervio ciatico, se comprob6 que tanto los macréfagos de ratones silvestres (WT) como
aguellos provenientes de ratones que no expresaban ApoD (ApoD-KO) tenian una me-

nor avidez por la mielina ApoD-KO que la WT (29).

ApoD y desmielinizacion en SNC.

En cuanto al SNC, encontramos que la EM constituye un ejemplo paradigmatico, am-

pliamente estudiado, de lesiones desmielinizantes.

Se ha comprobado que existe un aumento significativo en la produccién intratecal de
ApoD en pacientes con EM, que es especialmente elevado durante los primeros brotes
de la enfermedad, cuando el SNC aun tiene capacidad para llevar a cabo la remieliniza-
cién (30). No obstante, diferentes estudios protedmicos posteriores en los que se analiz6
el liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con EM y sujetos control, arrojaron resul-
tados contradictorios en cuanto a si ApoD se encuentra aumentada (31) o disminuida
(32), por lo que se ha sugerido que el patrén de expresion de ApoD es variable en el

transcurso de la enfermedad.

En este sentido, un estudio histopatolégico de placas desmielinizantes en diferentes
fases de pacientes con EM (33), reveld una disminucién global de la sefial de ApoD en
las lesiones desmielinizantes respecto al tejido sano, teniendo las lesiones en fase de
remielinizacion un marcaje significativamente mayor que las lesiones caracterizadas
como activas e inactivas. Ademas, se observd un patrén de colocalizacién entre la mie-
linay ApoD, mayoritariamente debido a la presencia de esta Ultima en una subpoblacién
de oligodendrocitos. Dicho patrén de co-localizacion era especialmente abundante en
las areas de remielinizacion, lo cual apoya la idea de que ApoD podria estar implicada
en el control de la remielinizacion espontanea tras una lesion desmielinizante. Asimismo,
se describié marcaje de ApoD en astrocitos reactivos y células macrofagicas en los bor-

des de las placas activas.

En un trabajo anterior de nuestro grupo (22) se estudio la funcionalidad de la ApoD

enddgena de astrocitos que fagocitaban residuos de mielina. Se comprob6 que los



astrocitos ApoD-KO tendian a acumular en su citoplasma particulas de mielina de mayor
tamafio y durante mas tiempo que los astrocitos WT. Estas diferencias se explican por
la alteracion del pH lisosomal, que no es lo suficientemente acido en los astrocitos que

no expresan ApoD.

Cabe sefalar que, a diferencia de los astrocitos en los que se ha comprobado amplia-
mente la expresién endégena de ApoD (34-36), hasta ahora ningun estudio de prote6-
mica (37) ni de transcriptémica (38,39) ha conseguido demostrar que la microglia ex-
prese ApoD. Por el contrario, investigaciones previas de nuestro laboratorio han eviden-

ciado que la microglia endocita moléculas de ApoD desde el medio extracelular (40).

Si bien todos estos antecedentes parecen indicar que tanto ApoD como la microglia
juegan un papel esencial en el aclaramiento de la mielina durante una lesién desmieli-
nizante, no se ha estudiado de forma especifica la relacién entre ApoD y la microglia,
asi como su efecto durante el proceso de fagocitosis. Con este trabajo se pretende eva-
luar de forma conjunta la funcién de estos dos actores del proceso de remielinizacion, y

esclarecer si existe alguna interaccion entre ambos.

OBJETIVOS

1. Estudiar si existen diferencias in vitro en la fagocitosis microglial de mielinas prove-

nientes de organismos WT y ApoD-KO.
2. Estudiar si el pre-tratamiento con ApoD modifica dicha fagocitosis.

3. ldentificar y cuantificar las variables relevantes que pudiesen sugerir una hipotesis

sobre el origen de las diferencias encontradas si las hubiese.

MATERIALY METODOS

1. Revision bibliografica.

La busqueda bibliogréafica se realizé en la base de datos MEDLINE empleando el bus-
cador PubMed. Se realizé una primera fase de busqueda inicial con el fin de obtener

una aproximacion al estado del arte acerca del tema del presente trabajo.

Para realizar la busqueda avanzada, se emplearon los operadores booleanos y los filtros
de busqueda descritos a continuacién junto con variaciones de los tres conceptos clave

de este trabajo: ApoD, mielina y microglia.



Parametro de busqueda Filtros aplicados
- 782
Apoli tein D) OR (ApoD .
(Apolipoprotein D) (ApoD) “Ultimos 10 afios” y “Review” 14*
polipoprotein pol myelin -
((Apali tein D) OR (ApoD)) AND (myelin) 14*
emyelination polipoprotein x
(d lination) AND ((Apoli tein D) OR i 6
(ApoD))
((remyelination[Title/Abstract]) AND e e o
(microglia[Title/Abstract]) 7532 1D sy R e
- 54
(microglia[Title/Abstract]) AND (myelin T . .
phagocytosis[Title/Abstract]) - LT L Gl =
“Ultimos 10 afios” y “Review” S5
(microglia[Title/Abstract]) AND ("myelin - 86
debris"[Title/Abstract]) “Ultimos 10 afios” y “Review” i
((Apolipoprotein D) OR (ApoD)) AND i 6"
(Microglia)

Tabla 1

Se estudio la adecuacion al tema de los articulos encontrados con los parametros de
busqueda marcados con un asterisco (*) en la Tabla 1 mediante la lectura de su titulo y
Abstract, y finalmente se seleccionaron 24 articulos para su lectura completa.

Posteriormente, se llevo a cabo una segunda fase de busqueda basada en la bibliografia
relevante de los articulos anteriores o blusquedas especificas para completar la informa-

cion presentada. Se empled el gestor bibliografico Zotero.

2. Obtencion, cuantificacién y marcaje de mielina.

Se hizo un cruce de ratones heterocigotos WT/ApoD-KO procedentes de una linea de
ratones generada por nuestro grupo anteriormente (41). Se genotip6 la descendencia
por PCR (Anexos, Figura A1A-E) para seleccionar ratones WT y ApoD-KO, de los que
se extrajo el cerebro para la obtencion de mielinas (Anexos, Figura A1F-I).

Los cerebros fueron procesados siguiendo el protocolo modificado de Norton (42) para
la extraccion de mielina mediante centrifugacion en un gradiente de sacarosa y su pos-

terior purificacion.

Se homogeneiz6 cada cerebro con un homogeneizador en tampén TED (Tris-HCI (20
mM), EDTA (1 mM), DTT (1 mM) y cocktail de inhibidores de proteasas (AEBSF)) con
0.3 M sacarosa. Se rellen6 hasta la mitad de su capacidad tubos de ultracentrifuga con
tampon TED 0.83 M sacarosa, y se enraso la otra mitad con el homogeneizado. Los
tubos se centrifugaron durante 30 minutos a 75000 g (4°C) con aceleracion y decelera-
cibn maximas. Se recogio la interfase de mielina con una pipeta Pasteur obteniéndose

unos 4 ml por cerebro procesado.



Las mielinas obtenidas se sometieron a un proceso de purificacion mediante 3 ciclos
sucesivos de dilucién en tampon TED sin sacarosa, homogenizacién, centrifugado, as-

piracion del sobrenadante y resuspension del pellet de mielina.

Tras la Gltima centrifugacion, el pellet de mielina de cada cerebro procesado se resus-

pendi6é en 200 ul de PBS estéril y se almacend a -20°C.

Se llevo a cabo una cuantificacion de proteina total con el método del acido bicinconinico

(BCA; Pierce) empleando un tampén 2% SDS para las disoluciones y la curva patrén.

Para el marcaje con el colorante fluorescente Dil (indocarbocianina; PubChem CID
5706735; Sigma) se incubaron 1 mg/ml de cada tipo de mielina con Dil en DMSO (12.5
pg/ml) durante 30 minutos a 37°C, y se volvié a ultra-centrifugar la mielina para retirar el
colorante no unido. El pellet de mielina marcada se resuspendié con PBS para obtener

una preparacion de trabajo a 1 mg/ml.

Finalmente, se comprobé que la intensidad de marcaje de las mielinas WT y ApoD-KO
fuese equivalente mediante fluorimetria (Exc 545 nm / Em 490-600 nm).

3. Cultivo de la linea celular BV2.

Para estudiar la fagocitosis de mielina se empleé la linea celular BV2, constituida por

microglia inmortalizada de origen murino (43). Esquema en Anexos, Figura A2A-E.

Se descongel6 un Criovial conservado a -196°C con una concentracién de 108 células
BV2 en 1ml de suero bovino fetal (FBS) con 10% DMSO. Se empled para ello un medio
de cultivo RPMI 1640 con 1% de penicilina — estreptomicina (P/S), 1% de L-glutamina y
10% de FBS. Tras 2 lavados con medio de cultivo (con centrifugaciéon a 300 g), las
células se cultivaron a 37°C y 5% CO.. Los primeros dos pases (subcultivos) tras la
descongelacion se realizaron con un intervalo de 48 horas empleando el medio con una

concentracion del 10% de FBS, para estimular la proliferacion celular.

Para llevar a cabo los pases de mantenimiento, se redujo la concentracién de FBS del
medio de cultivo al 5% y se emple6 tampon GHCKS (NaCl (6.37 g/L), KCI (0.30 g/L),
citrato trisédico (3 g/L), glucosa (2 g/L) y tampén HEPES (4.77 g/L)) para despegar las
células del frasco. En cada pase se sembraron, previo contaje en una camara de Neu-
bauer, 0.5 x10° células en frascos de 25cm? con 4ml de medio de cultivo, conservandose
en unincubador a 37°C y 5% CO.. Los pases de mantenimiento se realizaron al alcanzar

la confluencia celular, cada 48 — 72h.

Para los experimentos, se sembraron 75x10° células en pocillos sobre un cubreobjetos

de cristal de 12 mm de didmetro con 500 pl de medio con 5% FBS durante 24 h. Tras
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este tiempo las células se mantuvieron en 200 ul de medio sin FBS antes de la incuba-

cién con mielina.

4. Ensayos de fagocitosis de mielina: Curso temporal.

El primer estudio consistié en la incubacion de células BV2 con las mielinas WT y ApoD-
KO marcadas con Dil durante diferentes tiempos para determinar el curso temporal de

la fagocitosis (Anexos, Figura A2H-K). Los experimentos se realizaron por triplicado.

Las mielinas marcadas con Dil se sonicaron en bafio durante 5 minutos, justo antes de
ser afladidas a los respectivos pocillos (Anexos, Figura A2L) con una concentracion final
de 25 pg/ml, en los 200 pl de medio sin FBS. Las células expuestas a mielina se incu-
baron a 37°C y 5% CO; durante 5, 30 0 60 minutos. Tras el tiempo de incubacion, se
retiré el medio de los pocillos y se realizaron dos lavados con PBS. A continuacion, se
fijaron las células en formaldehido 4% en PBS durante 15 minutos a 20°C, seguidos de
dos lavados en PBS y montaje de los cubreobjetos sobre porta con 2 ul de EverBrite

Mounting Medium®.

Cada cubreobjetos se visualizdé con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 90i,
usando un objetivo de 20x. Para recoger la fluorescencia del Dil se us6 un bloque de
filtros G2-A (Exc 510-560 / Em 590LP), y para las fotos de campo claro se uso la Optica
Nomarski. Para el marcaje de nicleos se uso el marcador fluorescente DAPI. Se toma-
ron fotografias de, al menos, 5 campos aleatorios de cada preparacién con una camara
digital Nikon DS-Rili y el software NIS-Elements, con exposiciones de 100 ms. Para
tomar imagenes de microscopia confocal se us6 un confocal Leica SP8 del Laboratorio

de Técnicas Instrumentales (LTI) de la UVa.

5. Estudio del efecto de ApoD sobre la fagocitosis de mielina por la

microglia.

El segundo grupo de experimentos consistié en replicar las condiciones anteriores en
presencia o ausencia de ApoD humana con el tiempo de incubacién seleccionado en el
primer estudio (Anexos, Figura A2G). La ApoD empleada fue extraida y purificada de

liquido quistico mamario (44), y se conserva a -20°C.

La ApoD se afiadi6 al medio de cultivo de los pocillos correspondientes (Anexos, Figura
A2M) a una concentracion final de 50 nM, y se incub6 durante tres horas para que la
proteina pudiese ser endocitada por las células BV2. Pasado este tiempo, se afiadieron
las mielinas marcadas con Dil y sonicadas de forma idéntica a la descrita en el apartado

anterior. En vista de los resultados en cuanto al tiempo de exposicion de las BV2 a la



mielina, se decidid mantener 60 minutos de exposicién a la mielina en todas las réplicas,
ya que parece un tiempo suficiente para que se produzca la fagocitosis de esta. Se

realizaron 5 réplicas de este experimento.

6. Procesado y analisis de imagen.

Se empled el programa de andlisis de imagen FIJI (45—-47). Las imagenes de microsco-
pia de fluorescencia fueron procesadas de forma equivalente en su brillo y contraste,
asi como el escalado pixel/um de acuerdo a la calibracién con el objetivo utilizado. Se
conto el numero de células de cada fotografia y se midio la intensidad de fluorescencia

integrada (Raw Integrated Density) de las particulas marcadas con Dil.

Adicionalmente, en el segundo grupo de experimentos se escogi6é una de las imagenes
de 6ptica Nomarski por réplica y condicion experimental, y se delimit6 manualmente el
contorno de cada célula, exceptuando aquellas cuyo borde no estuviese bien diferen-
ciado o quedase en parte fuera de la imagen. La eleccién de la imagen estudiada de

cada grupo se hizo de forma independiente del marcaje con Dil.

Se realiz6 una segmentacion (Color Thresholding) de la imagen Dil correspondiente a
cada imagen de Optica de Nomarski y se disefié una macro (Anexos, Figura A3) para
realizar autométicamente un andlisis global de cada célula (region de interés; ROI) y el
analisis de particulas (Analyze Particles) de cada ROI seleccionado. Estos valores se

exportaron a una hoja de calculo de Excel para su posterior andlisis cuantitativo.

7. Representacion grafica y analisis estadistico.

Se emplearon los programas Excel (con el complemento de analisis de datos) asi como
Statgraphics 18 y Sigmaplot. Los estadisticos utilizados se describen en los resultados
de cada experimento. Se consider6 un P-valor < 0.05 como umbral de significacién es-

tadistica para las comparaciones entre grupos experimentales.

RESULTADOS:

1. Ensayo de fagocitosis de mielina a diferentes tiempos.

En esta primera fase del estudio, se comprobé que la microglia BV2 fagocitaba las par-
ticulas de mielina sonicada y se optimizo el tiempo de incubacion necesario para dicha
fagocitosis. Se fotografiaron 64 campos, la mitad con cada tipo de mielina, de los cuales
12 correspondian a tiempos de incubacién con mielina de 5 minutos, 20 a 30 minutos, y
el resto a 60 minutos. Dos de las fotografias fueron descartadas durante el analisis pos-

terior por presentar artefactos en la fluorescencia o errores técnicos.

10



300 *

| |
250
o *
3 r !
‘8 200
3
=2 150 *
o —
S
B *
é 100 —
£
50 E -
0 = —
oWT 5min @WT 30min @ WT 60min 2 KO 5min 2 KO 30min 8KO 60min

Figura 1: Resultados de ensayo de tiempos de exposicién a mielina.

A) Diagrama de cajas y bigotes representando la Intensidad (Integrated Density) medida en
Unidades Arbitrarias (UA) entre el nimero de células por campo. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas debidas al tiempo de exposicién (P < 0.001) y al genotipo de
mielina (P = 0.04) en un ANOVA de dos vias por rangos. Los astericos sefialan las diferencias
significativas entre pares (P < 0.001; prueba post-hoc con método Holm-Sidak Para la repre-
sentacion grafica se usé una normalizacion porcentual respecto a la media de la condicién
WT 60 min. B) Imagen de fluorescencia con deconvolucion y vistas ortogonales de célula BV2
con particulas de mielina marcadas con Dil (rojo) en su interior. C-D) Imagenes confocales
de células BV2 tras exposicion de 1 h a Mielina WT (C) o ApoD-KO (D) marcadas con Dil
(rojo). Nucleos marcados con DAPI (azul).

Para el andlisis estadistico, se uso la intensidad de fluorescencia global de la foto (Inte-
grated Density) dividida entre el nimero de células contabilizadas en la imagen de Optica
de Nomarski correspondiente. Este parametro se normalizé en cada grupo de experi-
mentos respecto al valor promedio de la condicion mielina WT 60 minutos (Figura 1A).
Tanto el tiempo de incubacion como el genotipo de la mielina mostraron diferencias sig-
nificativas en la variable respuesta (Intensidad/célula). S6lo se encontraron diferencias
entre el grupo WT y el ApoD-KO a los 60 min de incubacion, por lo que se escogio este

tiempo de incubacién con mielinas para el segundo grupo de experimentos.
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2. Comprobacion de la internalizacion de la mielina por las células

BV2.

Se emple6 uno de los cubres del experimento anterior, con la condicién mielina WT 60
minutos, para comprobar por microscopia confocal que las particulas de mielina estu-
viesen en el interior de la célula y no adheridas a su superficie externa. Se hizo un primer
analisis mediante deconvolucion a partir de imagenes de fluorescencia (Figura 1B), que
sugeria la internalizacién de las particulas de mielina en las células. Para confirmar es-
tos resultados, se reconstruyo tridimensionalmente una de las células a partir de un api-
lado de secciones confocales de la fluorescencia, con el que se demostré que las parti-

culas de mielina estaban en el interior de la misma (Figura 1C-D).

3. Ensayo de la fagocitosis de mielina en presencia de ApoD.

En estos experimentos se realizaron fotografias de un total de 102 campos de visuali-
zacién con las cuatro condiciones experimentales explicadas en el apartado de Material
y métodos. La intensidad de fluorescencia por célula fue afectada significativamente por
el factor genotipo de la mielina (Figura 2), siendo mayor la intensidad de fluorescencia

por célula con las mielinas ApoD-KO.

* Figura 2: Resultados del ensayo de fago-
1200 f P=0056l citosis en presencia de ApoD.
© 1000 Diagrama de cajas y bigotes representando
2 la Intensidad (UA) por nimero de células. Se
2 800 - realizé un ANOVA por rangos con un analisis
< — posterior por el método Holm-Sidak. Los as-
= 600 . : . T
E teriscos (*) muestran diferencias significati-
S 400 ) vas entre pares (P < 0.001). Entre los grupos
E con mielina ApoD-KO se obtuvo un P-valor
£ 200 préximo a la significacién estadistica (P =
- e T 0.056).
0
sWT s WT ApoD+ 8KO 8 KO ApoD+

Dado que entre los grupos mielina ApoD-KO con y sin pre-tratamiento con ApoD se
obtuvo un P-valor muy préximo a la significacion estadistica (P = 0.056), se puede
apreciar una tendencia que apunta a que la adicion exdgena de ApoD aumenta la

intesidad de fluorescencia por célula.
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4. Estudio de la fagocitosis de mielina y adicion de ApoD en célu-

las individuales.

Con el fin de refinar el analisis anterior, se llevo a cabo un estudio con células individua-
lizadas a partir de una de las fotos de cada condicién y experimento. Se procesaron 19
fotografias con optica de Nomarski de las que se individualizaron un total de 1875 célu-
las (381 WT, 460 WT ApoD+, 552 KO, 482 KO ApoD+). Tras aplicar una segmentaciéon
para la fluorescencia roja (Color Segmentation) idéntica para cada fotografia Dil, se mi-

di6 la densidad integrada de cada célula individual (Figura 3).

BWT 8 WT ApoD+ BKO 5 KO ApoD+

Figura 3: Resultados de células individualizadas.

A) Fotografia con 6ptica de Nomarski a 20 aumentos. En este caso, se trata de una condicion
experimental de mielina ApoD-KO sin adicion de ApoD. B) La misma fotografia con las células
individualizadas mediante regiones de interés (ROIs) C) Las ROls trasladadas a la correspon-
diente imagen con fluorescencia por Dil. D) Diagrama de cajas y bigotes representando la

Intensidad (Raw Integrated Density) de la fluorescencia de Dil (unidades arbitrarias) de cada
célula individual. Se realiz6 un ANOVA por rangos con un analisis posterior por el método
Holm-Sidak. Los asteriscos (*) muestran diferencias significativas entre pares (P < 0.001).
Para la representacion gréafica se usé una normalizacién porcentual respecto a la media de la
condicién WT.
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5. Analisis de las particulas de mielina en células individualizadas.

Hasta este punto, solo se hemos estudiado la intensidad de la fluorescencia que pre-
senta cada célula del cultivo. Dado que dicha intensidad puede deberse a mdltiples fac-
tores, como el numero de particulas fagocitadas o el tamafio individual de las mismas,
se decidié llevar a cabo un estudio detallado de las caracteristicas de cada particula. En
este apartado se han descartado aquellas células que no hubiesen captado ninguna
particula (726 del total de 1875 células individualizadas), y de las restantes se estudi6
el numero de particulas por célula (Figura 4A) y el porcentaje de superficie celular ocu-

pado por particulas (Figura 4B).

Para ambas variables, el genotipo de la mielina produjo diferencias significativas, te-
niendo un mayor nimero de particulas (Figura 4A) y ocupando éstas un mayor porcen-

taje del area (Figura 4B) en las células que fagocitaron mielina ApoD-KO.

No se encontraron diferencias en el nimero de particulas entre los grupos sin y con
ApoD. Sin embargo, el area ocupada por las particulas de mielina ApoD-KO si fue afec-

tada por el tratamiento, siendo mayor en el grupo pre-expuesto a ApoD.
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Figura 4: Analisis de las particulas.
Diagramas de cajas y bigotes en los que se representa: A) Niumero de particulas fagocita-das
de cada célula fagocitica (excluyendo aquellas que no fagocitasen ninguna particula). El

ANOVA por rangos solo demostré diferencias en la variable genotipo de mielina (P < 0.001),
representado con el asterisco (*). B) Area celular ocupada por particulas (%). Se realiz6 un
ANOVA por rangos con un andlisis post-hoc por el método Holm-Sidak. Los asteriscos (*)
muestran diferencias significativas entre pares (P < 0.001).

DISCUSION

A la vista de los resultados obtenidos, parece razonable pensar que ApoD interviene de

dos formas diferentes en la fagocitosis microglial de residuos de mielina. Por una parte,
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todos los experimentos apuntan a una diferencia de fagocitosis en funcion del fenotipo
del cerebro del que se extrajo la mielina, teniendo las células BV2 una mayor avidez por
la mielina ApoD-KO. Sabemos, tal y como se explicaba en el apartado Introduccion, que
la mielina ApoD-KO es estructuralmente diferente a la mielina de organismos silvestres,
ya que la falta de esta lipocalina durante la mielinogénesis produce un fallo de la activi-
dad de las sialidasas, lo que provoca una alteracién del glicocalix de la mielina y con
ello un fallo en la compactacion entre sus capas (27). Los datos obtenidos en este tra-
bajo sugieren que ese cambio bioquimico y estructural de la mielina se mantiene a pesar
de su purificacion y de la sonicacion los 5 minutos previos a su adicién al cultivo con las

BV2, y que las células microgliales responden de forma diferencial a estos cambios.

Por otra parte, los resultados obtenidos demuestran que la adicién de ApoD humana
aumenta la fagocitosis por parte de las BV2; no obstante, este efecto solo aparece con
la mielina ApoD-KO. Esto podria indicar, siguiendo con la hipétesis anterior, que la mi-
croglia solo ve incrementada su capacidad fagocitica a través de la ApoD presente en
el medio cuando se trata de residuos patolégicos, con una estructura anémala, de mie-
lina. Dado que la microglia no expresa ApoD, sino que endocita la que otras células
gliales (fundamentalmente los astrocitos) liberan al medio, podriamos pensar que en
una situacion patolégica en la que se han producido residuos de mielina anémalos, se
produce una astrogliosis y una microgliosis reactivas que se retroalimentan entre si a
través de una serie de citocinas y biomoléculas, entre las cuales se encuentra ApoD. En
el contexto de este ambiente de activacion glial, la microglia podria polarizarse hacia un
estado que favoreciese la fagocitosis. Esto esta en consonancia con los estudios citados
anteriormente, en los que se encontré un patron histolégico de co-localizacién entre mi-
croglia activada, astrogliosis y un aumento tisular de ApoD en las lesiones en fase activa

e incluso mayor en la fase regenerativa de la esclerosis multiple (33).

Si bien en este trabajo se ha estudiado la fagocitosis por parte de una linea celular de
microglia, cabe plantearse ampliar el estudio para obtener una visibn mas global del
trinomio microglia — ApoD — desmielinizacién, ya que otra variable a tener en cuenta es
la degradacion de las particulas de mielina una vez que han sido internalizadas. Es
posible que la mielina estructuralmente andémala por la ausencia de ApoD en el oligo-
dendrocito durante la mielinogénesis sea fagocitada con mayor avidez por la microglia,
pero se acumule en el interior de su citoplasma al no ser capaz de degradarla. Es decir,
una hipotesis a comprobar es si esta fagocitosis aumentada de mielina ApoD-KO es o

no una fagocitosis eficiente.
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Por lo tanto, parece claro que las diferencias estructurales de la mielina promueven el
proceso de fagocitosis, pero podrian dificultr la degradacion o bien producir ambas alte-
raciones simultdneamente. Para esclarecer esta cuestion, este trabajo seria el antecen-
dente para un estudio en el que, a las células microgliales, tras haber sido cultivadas
durante una hora con mielina, se les retire el medio de cultivo y se observe la presencia
de particulas de mielina en diferentes tiempos. Ademas, debido a que el marcador fluo-
rescente Dil podria dar sefal de fondo una vez degradada la mielina, un estudio com-
plementario tanto al presentado en este trabajo como al de degradaciéon de mielina,
consistiria en la medicion de la misma a través de pruebas cuantitativas como el Wes-

tern-Blot.

Otra linea de trabajo futura que se podria estudiar seria el patrén de co-localizacion
entre ApoD y la mielina. Los resultados aqui presentados, especialmente en los grupos
en los que se empled mielina ApoD-KO y adicion exdgena de la lipocalina, muestran
una gran variabilidad. Este dato debe hacernos pensar en que no todas las células BV2
responden de forma uniforme, y cabe plantearse si el aumento de particulas mielinicas
(ya sea por incremento de fagocitosis o por falta de degradacién) se correlaciona con

células que hayan captado una mayor cantidad de ApoD.

CONCLUSIONES

Del trabajo experimental realizado en este Trabajo Fin de Grado se derivan las siguien-

tes conclusiones:

1. La mielina formada en organismos que no expresan ApoD es fagocitada con mayor

avidez por la microglia in vitro en tiempos de exposicién de 60 minutos.

2. La microglia BV2 fagocita mas particulas y éstas ocupan una mayor superficie celular

cuando se trata de mielina ApoD-KO.

3. La pre-exposicién a ApoD incrementa la fagocitosis y la superficie celular ocupada
por particulas Unicamente en los casos en los que la microglia BV2 se expuso a mielina
ApoD-KO. Sin embargo, el nimero de particulas fagocitado por cada célula no se vio

alterado.

4. Es necesario estudiar el proceso de degradacion de las particulas de mielina en el
interior de la microglia, ya que el correcto aclaramiento de los residuos mielinicos ha
demostrado ser una parte esencial del proceso de remielinizacion en condiciones pato-

l6gicas.
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FIGURAS COMPLEMENTARIAS DE MATERIAL Y METODOS

Fraccion TED
0.3 M

Mielina .|:

Fraccion TED
0.83 M

WT WT HET KO KO

Anexos, Figura Al: Esquema de la PCR de genotipacién y obtencién de mielina.

A) Corte de la parte distal de la cola y digestion con proteinasa K. B) Adicion de la “Master
Mix” con cebadores, nucledtidos dNTPs y polimerasa. Se emplean 2 parejas de cebadores
en paralelo. C) PCR. 35 ciclos de 94°C, 60°C, 72°C D) Electroforesis en gel de agarosa du-
rante 10 minutos. E) Resultado de una de las camadas genotipadas para el estudio en la que

se obtuvieron dos ratones WT, un heterocigoto y dos ApoD-KO. Se muestran los genotipos
obtenidos para el gen de ApoD (WT, WT, heterocigoto, KO y KO). F) Diseccion de la calota y
extraccion del encéfalo. G) Homogenizacion mecanica en tampén TED 0.83 M de sacarosa.
H) Ultracentrifugacion durante 30 min a 75000 g y 4°C |) Fotografia del tubo tras la cenfrifu-
gacion. Se observa la interfase de mielina.
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Mielina

Mielina

Anexos, Figura A2: Cultivo y experimentos con las células BV2.

A) Frasco de cultivo de 25 cm?2 con medio de cultivo 5% FBS. B) Lavado con PBS y levanta-
miento con GHCKS. C) Contaje en cadmara de Neubauer. D) Siembra en los pocillos con medio
5% FBS. E) Incubacién 24 h. F) Sustitucion del medio por otro sin FBS. G) En aquellos expe-
rimentos con pre-tratamiento con 50 nM ApoD, adicién de en los pocillos correspondientes.

Incubacién de 3 h. H) Descongelacion de la mielina. I) Vértex. J) Sonicacion de la mielina
durante 5 min. K) Adicién de las mielinas, 25 pg/ml. L) Esquema de la placa de pocillos para
los experimentos de curso temporal. M) Esquema de la placa de pocillos para los experimen-
tos con adicion de ApoD.

La estructura de ApoD fue obtenida de RCSB Protein Data Bank: PDB — 2HZR (48).
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Macro_Analisis_500_ROIs is an ImageJ macro developed to analyze both
individual cells and the myelin particles inside them. A previous Color
Threshold segmentation of the DiI image is required.
Created by David Sandonis Camarero for his TFG project: "PAPEL DE LA
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Anexos, Figura A3: Macro para el andlisis de imagen.
A) Cédigo de la macro creada para automatizar el analisis de las células individualizadas. B)
Ejemplo de uso de la macro en una imagen Dil a la que se le ha aplicado la segmentacién

Color Threshold. Se muestran las ventanas de ROl Manager, Results (medidas relativas a la
célula individual) y Summary (medidas relativas a las particulas dentro de cada ROI). En este
caso, al haber 80 ROIs se generan 80 medidas de cada tipo.
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PAPEL DE LA APOLIPOPROTEINA D EN LA FAGOCITOSIS DE
LA MIELINA POR LAS CELULAS MICROGLIALES.

David Sandonis Camarero
Ao Tutorizado por D. Sanchez y M.D. Ganfornina Y

INTRODUCCION

Los residuos de mielina que se generan tras una lesion desmielinizante en el Sistema Nervioso (SN) interfieren con el proceso de remielinizacion y reparacion axonal, por lo
gue su aclaramiento es esencial para el restablecimiento de la homeostasis tisular. Este aclaramiento se lleva a cabo mediante la fagocitosis por parte de la microglia, células
iInmunitarias del SN central. Por otra parte, la lipocalina Apolipoproteina D (ApoD) tiene una funcion protectora ante diversas patologias neurodegenerativas, incluyendo las
desmielinizantes, y se ha demostrado su implicacion en la fagocitosis de residuos de mielina por macréfagos en el SN periférico. En este trabajo experimental, se han realizado
ensayos de fagocitosis de mielina con la linea de microglia murina BV2, y se ha estudiado el efecto de la adicion exdgena de ApoD durante dicha fagocitosis.

MATERIAL Y METODOS
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CONCLUSIONES

1. La mielina ApoD-KO es fagocitada con mayor avidez por la microglia in vitro tras 1 h.

2. La microglia fagocita mas particulas y éstas ocupan una mayor superficie celular cuando se trata de mielina ApoD-KO. |08 ) FACULTAD

443 }) DE MEDICINA

3. La pre-exposicion a ApoD incrementa la fagocitosis y la superficie celular ocupada por particulas tnicamente en los casos
en los que la microglia BV2 se expuso a mielina ApoD-KO, pero no el numero de particulas fagocitado por cada celula.
4. Es necesario estudiar el proceso de degradacion de la mielina en el interior de la microglia.
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