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Introduccion

1. LA GLIA: MICROGLIA Y ASTROCITOS

Hay cuatro tipos especiales de células gliales en el cerebro humano; astrocitos,
oligodendrocitos, microglia y células ependimales. Aunque las células gliales
componen mas del 50% del total de la poblacion en el cerebro, histéricamente se ha
pensado que unicamente servian como células de soporte para las neuronas.

Sin embargo, ahora sabemos que varias células gliales tienen funciones criticas
durante el desarrollo y el correcto funcionamiento del cerbro.

Ademas, las células gliales son las participes centrales de la mayoria de los
desordenes del Sistema Nervioso Central (SNC), participando tanto en la proteccion
como en el dafio del tejido cerebral.

El concepto de que las células gliales producen el aislamiento de las fibras nerviosas
para aumentar la transmision del impulso fue propuesto por Ramon y Cajal en 1909 y
ademas postulo que las células gliales llenaban el espacio creado por la muerte
neuronal patoldgica.

En 1932, Rio Hortega (1), utilizando una innovadora técnica de impregnacion de plata
fue el primero en dar una descripcion morfoldgica de la microglia. Aungue aun no se
entiende claramente el origen, linaje y el modo de diferenciacion de la microglia (2).

La microglia

Es considerada como las celulas inmunes residentes del SNC. Desde la descripcion
inicial de Rio Hortega, el origen exacto de ésta sigue siendo objeto de debate, aunque
esta generalmente aceptado que deriva de células precursoras del mesodermo de
posible linaje hematopoyético que entran en el cerebro durante las fases de desarrollo
embrionario y la postnatal temprana (3) (4).

Se pueden encontrar dos tipos de microglia; en el cerebro maduro y bajo condiciones
fisiolégicas la microglia adopta una morfologia ramificada caracteristica llamada
microglia en reposo. Sin embargo, es especialmente sensible a cambios en su
microambiente y rapidamente se vuelve activa en respuesta a infecciones o dafios,
sufriendo un cambio dramatico desde células ramificadas en reposo a la forma
ameboide de la microglia activada. La microglia activada juega un papel esencial en
la defensa del parénquima neural contra enfermedades infecciosas, inflamacion,
traumas, isquemias, tumores y neurodegeneracion. Por tanto, forma un sistema de
macrofagos resisdentes de alerta inmune con capacidad para la vigilancia y control
inmune.

La microglia activada puede destruir los microorganismos invasores, eliminar
desechos, promover la reparacion del tejido mediante secrecion de factores de
crecimiento y asi facilitar el retorno a la homeostasis del tejido (5).
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Ademas, los cambios morfoldgicos y los cambios en la regulacion de las moléculas de
su superficie, activan la secrecion de factores solubles por la microglia. Muchos de
estos factores son beneficiosos para la supervivencia neuronal potenciando el papel
neuroprotector desempefiado por los astrocitos, el otro tipo de células gliales del
cerbro (6).

Uno de los agentes mejor estudiados que pueden activar la microglia es la endotoxina
de la pared bacteriana LPS. ElI LPS es ampliamente usado, siendo una fuerte
herramienta para activar la microglia y las células del sistema inmune periférico.
Aunque no se conoce un efecto toxico directo sobre las neuronas, el LPS activa la
liberacion de factores neurotoxicos por la microglia que produce la muerte neuronal

(7)(8).

2. LAS FOSFOLIPASAS A:

Son enzimas del tipo de las hidrolasas que catalizan el proceso de hidrdlisis del enlace
ester en la posicion 2 de los fosfolipidos dando lugar como productos a un acido graso
insaturado y una molécula de lisofofolipido.
Tienen importancia en fendmenos bioldgicos como la inflamacion la produccion de
lipidos bioacgtivos como los eicosanoides cuando el acido graso liberado es el acido
araquidonico y la remodelacion de los fosfolipidos de las membranas celulares para el
mantenimiento de su fluidez.
Estas fosfolipasas forman una gran familia que ha ido creciendo a medida que se han
descrito, habiendo unos quince tipos diferentes hasta el momento.
Se pueden clasificar en tres grandes grupos;

e Fosfolipasas A: citosolica - cPLA?

e Fosfolipasas A, independientes de Ca?* - iPLA:

e Fosfolipasas Az secretadas - SPLA:

LA FOSFOLIPASA CITOSOLICA cPLA:

Se encuentra en el citosol celular, tiene un peso molecular de 85KDa y es expresada
en una amplia variedad de tejidos excepto en linfocitos T. Presenta especificidad de
sustrato liberando preferentemente acido araquidonico de los fosfolipidos y por tanto,
va a estar muy implicada en la regulacion de la liberacién de eicosanoides.

Otro rasgo importante es que esta regulada post-trascripcionalmente por estimulos
extracelulares. Su activacion es dependiente de fosforilacion en residuos de serina por
miembros de la familia de las MAPK vy su translocacion del citosol a las membranas
nucleares donde va a ejercer su accion es dependiente de calcio(9).
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LA FOSFOLIPASA INDEPENDIENTE DE Ca?" iPLA:

También es citosolica y con el mismo peso que la anterior pero no es especifica de
sustrato ni regulable, y se encarga de remodelar las membranas por procesos de
acilacion y deacilacion de fosfolipidos(10-).

LA FOSFOLIPASA SECRETADA PLA:?

Forman una amplia familia y se caracterizan por su pequefio tamafio entre 13 y 18
KDa y por su estructura terciaria mantenida por un nimero variable de puentes
disulfuro (entre 5y 8) lo que les confiere una gran estabilidad frente a la protedlisis y
desnaturalizacion en el ambiente extracelular.

No presentan especificidad de sustrato y requieren cantidades minimolares de calcio
para la catalisis. El sitio catalitico esta muy conservado entre los miembros de esta
familia, siendo un grupo His y otro Asp esenciales para la catalisis (11)

Un rasgo muy importante es que se han descrito receptores especificos en la
superficie celular muy similares en su estructura al receptor de manosa. Esto sugiere
que ademas de ejercer su accion mediante su actividad enzimatica, la sPLA: podria
jugar un papel en sefalizacion intracelular interaccionando con estructuras de
membrana.

Las sPLA> se distinguen entre ellas por ciertos aspectos de su estructura y su
distribucion en tejidos y su numeracion se debe al orden temporal en que se han ido
describiendo. Entre ellas la sPLA> secretada pancreatica IB que es secretada por el
pancreas exocrino junto con lipasas y otras enzimas digestivas y actla en el intestino
metabolizando los fosfolipidos de la dieta.

De entre las diferentes sPLA2 nos vamos a centrar en la sPLA2-11A que como ya se
describié en células astrogliales (12) induce la proliferacion y es una molécula
relevante en los procesos inflamatorios.

Se la conoce como sPLA; inflamatoria y tiene un peso molecular de 14KDa y siete
puentes disulfuro y se la considera uno de los principales miembros de la familia de
las SPLA por varias razones;

e Su caracterizacion temprana como una enzima secretada del fluido sinovial
(13)(14)

e Su amplio patron de expresion en tejidos humanos comparado con otros
elementos del grupo Il (15).

e La induccion de su sintesis por endotoxinas bacterianas y citoquinas via
procesos autocrinos y paracrinos durante los procesos inglamatorios de
relevancia clinica, lo cual ha permitido la caracterizacion de estas enzimas
como una proteina de fase aguda (16).
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e Sus potentes efectos bactericidas (17).

Hay varios campos donde la relevancia funcional de la sPLA> puede ser objeto de
estudio. Entre ellos estdn los eventos patofisiologicos del sistema neural y
condiciones inflamatorias.
Las funciones fisiologicas y sefializadoras de la sPLA2 pueden ser explicadas por
varios mecanismos de accion:
e Generacion como resultado de su actividad catalitica de acidos grasos no
esterificados y lisofofolipidos (18).
e Perturbacion de la membrana celular por su interaccion interfacial con
fosfolipidos (19).
e Interaccion con receptores de membrana analogos a los que se unen otras
SPLA: (20)
e Interaccion con estructuras de la membrana celular como los proteoglicanos
ricos en heparan-sulfato (21).
Estos mecanismos de accion pueden ser especificos del tipo celular conduciendo a
diversos efectos bioldgicos en los diferentes tejidos.

Mediante analisis de inmunoprecipitacion vieron que SPLA2-1IA inducia la
fosforilacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y que la
fosforilacion de éste contribuia a la activacion de la proteina kinasa ERK.

Esta via de sefializacion es la que nos interesa y en la que vamos a basar los estudios
de la presente memoria.

SP]AZ'"A P ﬁ Hﬂ} _\r:
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3. OBJETIVOS

3.1. Caracterizacion del cultivo primario de microglia

El principal objetivo de éste trabajo se basa en caracterizar este tipo de cultivo ya que
es donde se llevaran a cabo los estudios para intentar clarificar la via de sefializacion
anteriormente mencionada en este tipo celular.

3.2. ldentificacion de moléculas sefalizadoras activadas por la
fosfolipasa C

Aunque ya se han descrito algunas de las moléculas que activa SPLA2-11A en otros
tipo celulares como los astrocitos (22) en este trabajo queremos ver si ocurre lo
mismo en las células microgliales utilizando diferentes técnicas de nos permitan
identificar éstas moléculas que van a ser activadas por SPLA2-11A.

3.3. Caracterizacién de actividades biologicas moduladas por la
SPLA:-11A.

Al igual que se ha descrito con diferentes citocinas y con el LPS, cuando provocan la
activacion de la microglia, ésta va a responder produciendo una serie de respuestas
bidlogicas como son:

e Fagocitosis
e Proliferacion
e Migracién
Nosotros hemos querido estudiar este tipo de actividades en las células microgliales

que han sido aisladas de los cultivos primarios, lo que nos a permito comprobar al
mismo tiempo la funcionalidad de éste tipo de cultivo.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para la realizacion del presente trabajo se han utilizado dos cepas diferentes de
ratones de laboratorio, como son las lineas consanguineas C57BL/6 y la Swiss, lo que
nos ha permitido realizar los experimentos eliminando la variabilidad de origen
genetico.

El nimero de ratones necesarios para la realizacion de cada experimento fue de entre
7-8 ratones, numero que se encuentra dentro del rango de ratones obtenidos en cada
una de las camadas, que varia normalmente entre 6-10 ratones.

Dichos ratones se han utilizado entre los dias 1-3 post-nacimiento, siendo mejor
cuanto mas se aproxime a la fecha de nacimiento.

2. CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS GLIALES

Se ha realizado bajo campana con estrictas medidas de esterilidad. Esta se dejo 20
minutos antes con rayos UV y todo el material necesario para el cultivo.

Como material esencial necesario para la operacién de extraccion de los hemisferios
cerebrales, se han utilizado: PBS (autoclavado), papel Watman absorbente
(autoclavado), placa de Petri de 60mm (estéril), falcon 50ml (estéril), pipetas de
diferentes volumenes (esteril), tres agujas tipo insulina (estéril), dos vasos con etanol
70% para enjuagar el material de cirugia, corcho donde fijar al animal y el material de
cirugia (autoclavado) formado por dos pinzas de relojero, unas microtijeras, unas
tijeras grandes, una microespatula y una cuchilla de bisturi (figura 1a).

Partiendo de los neonatos vivos, el primer paso fue rociarles la cabeza con etanol 70%
antes de ser decapitados mediante un corte limpio con las tijeras grandes; dicho
proceso se realizo de manera individual a medida que se fue operando a cada animal.

La cabeza se fijo al corcho mediante una aguja atravesando la parte mas anterior de la
cabeza, sin afectar a la zona craneal (figura 1b).

Con ayuda de una de las pinzas de relojero y las microtijeras se elevo la piel craneal y
se realizd un corte desde la parte posterior hasta aproximadamente la altura de los
0jos, y a continuacién se separaron del craneo cada una de las dos zonas de piel
resultante para dejar al descubierto éste. Para que esta piel no nos interfiera y a su vez
nos estabilice la cabeza sobre el corcho, se fijé a este ultimo a través de agujas (figura
1c).

Una vez descubierto el craneo se pudieron observar sus suturas (figura d), y el
siguiente paso fue dar un corte horizontal que vaya aproximadamente de o0jo a ojo, a
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continuacion se realiz6 otro corte vertical desde la parte mas posterior por la linea
media craneal hasta el corte que se habia dado anteriormente.

Ahora, con ayuda de las dos pinzas de relojero, se separé el craneo del cerebro para
dejar al descubierto éste altimo.

Cuando esten descubiertos el cerebro y cerebelo, se tomd con ayuda de la cucharilla
cada uno de los dos hemisferios cerebrales (figura 1e), los cuales fueron pasados a
través del papel absorbente mediante movimientos rotatorios para eliminar los restos
de sangre y meninges que quedaran en su superficie, y a continuacion fueron
depositados en el interior de la placa de Petri (en hielo) en la cual se habia puesto una
cantidad de entre 5-10ml de PBS 1x, dependiendo del nimero de animales
disponibles.

Figura 1. Realizacidn de cultivo primario de células gliales a) Material
necesario para realizar la cirugia. b) Fijacion de la cabeza por su parte mas
anterior. ¢) Apertura y sujecion de la piel craneal a ambos lados del
craneo. d) Visualizacion de las suturas craneales. €) Extraccion de los
hemisferios cerebrales quedando tinicamente el cerebelo en la cavidad
craneal.
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Una vez aislados todos los cerebros, éstos fueron triturados en el interior de la placa
de Petri con ayuda de la cuchilla de bisturi hasta conseguir un disgregado optimo. A
continuacion, se pasaron a un falcon de 50ml con ayuda de una pipeta de 10ml y se
enjuago la placa de Petri con otros 5-10ml de PBS 1X. La suspension de cerebro se
disgregd aun mas mediante repipeteo con una pipeta de 5ml. Tras disgregar lo
méaximo posible el tejido, éste se centrifugd a 1100 rpm durante 3minutos. Se descartd
el sobrenadante y se resuspendi6 en 12ml de Tripsina-EDTA (GIBCO#25200-072) a
37°C mediante inversion. Despues, se incubd durante 15-20 minutos en un bafio de
agua caliente a 37°C con agitacion 60 U/min.

Realizada la tripsinizacion, ésta se detuvo afiadiendo 12ml de medio DFF10, que es
DMEM:F12 1:1 (GIBCO#31330-038, con GIn y HEPES) suplementado con
antibioticos streptomicina y penicilina y suero fetal bovino al 10%, + 0,5ml de
DNasa | (Sigma D-5025). Para hacer desaparecer el moco formado por el DNA se
realizd una mezcla mediante 10-12 inversiones del falcon y a continuacion, se
hicieron entre 40-60 repipeteos hasta que no sea visible ningun trozo de tejido (éste
paso es muy importante para conseguir una suspensién de células Unicas).

La suspension celular se centrifugé a 1300 rpm durante 7 minutos, se retird el
sobrenadante cuidadosamente, y el pellet obtenido se resuspendié en 25-30ml de
medio DFF10 (1).

Las células se sebraron en placas de 60mm o bien en frascos T-25 a una densidad
aproximada de 800.000 células/ml.

3. CRECIMIENTO Y MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS
GLIALES

Las ceélulas se cultivaron en medio DFF10, en un incubador a 37°C y una saturacién
de CO2 del 5%.

Una vez obtenidas las células gliales, se les cambi6 el medio a las 24 horas, ya que es
cuando poseen mayor cantidad de desechos correspondientes a células muertas, ya
sean de la glia u otro tipo celular.

Si transcurridas 48 horas volvieran a generar gran cantidad de residuos, se les cambid
de nuevo el medio; si no, se mantuvieron en ese mismo medio durante 5 dias,
cambiandose después semanalmente si fuese necesario. Una vez alcanzada la
confluencia, se les cambi6 el medio por Ultima vez y se las dejé crecer en éste medio
condicionante durante 8-10 dias antes de ser tripsinizadas para separar los dos tipos
celulares de las que consta el cultivo glial, microglia y astroglia (1).
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4. SEPARACION DE LAS ESTIRPES CELULARES DE LA GLIA
EN CULTIVO

Una vez transcurridos entre 5-10 dias desde el establecimiento de la confluencia
celular (mejor cuantos mas dias) se procedié a la separacion de las dos estirpes
celulares presentes en el cultivo (figura 2).

El primer paso fue retirar el medio en el que se encuentran las células, teniendo
especial cuidado de no descartarlo, ya que es necesario para ser utilizado
posteriormente.

Después, se realizd un lavado con DFF10 sin suero, antes de poner el medio de
tripsinizacion, el cuél es una mezcla en proporcion 1:3 de Tripsina-EDTA y DFF10
sin suero, respectivamente.

El cultivo fue incubado con el medio de tripsinizacion entre 20-30 minutos a 37°C
hasta que se observd como una capa/telena de astrocitos se desprendio (figura 2) del
cultivo, quedando unicamente adheridas las células de microglia (figura 2).

La tripsinizacion se detuvo al afiadir medio DFF10+10% SFB. La suspension del
medio fué aspirada y recogida, ya que es donde se encuentran las células de la
astroglia, y a las células de la microglia que han quedado adheridas se les afiadio el
medio que tenian inicialmente y habia sido guardado a 37°C.

Es recomendable usar las células de la microglia para la experimentacion 24 horas
después de haber sido separadas de los astrocitos. Las de microglia solo pueden
usarse en pase 1.

Por otra parte, la suspension de astrocitos fue centrifugada a 1500rpm durante 5
minutos, se descartd el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en medio DMEM
bajo en glucosa para dejar a los astrocitos a una densidad final de 300.000 células/ml.

Los cultivos de astrocitos podran ser mantenidos durante mas pases que la microglia
permitiendo que se produzca su division in vitro, cambiandoles el medio siempre que
sea oportuno.
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5. CARACTERIZACION DE LOS CULTIVOS MEDIANTE
INMUNOCITOQUIMICA

5.1. MICROGLIA

Transcurridas 24h. desde su aislamiento, las células de microglia se sembraron en
cristales de 12 mm depositados en cajas de 4 pocillos.

Para ello, se descarté el medio de las placas de 60mm, se hizo un lavado con 2ml
Tripsina-EDTA (Lonza CC-5012), y se dejaron con otros 2ml de Trispina-EDTA
durante 4 minutos a temperatura ambiente para posteriormente proceder a su raspado
y recogida en un tubo falcon donde se centrifugaron a 1300rpm durante 7 minutos. Se
descartd el sobrenadante y se resuspendieron en medio DFF10 calculando 100 ul por
cada cristal que vaya a ser necesitado.

Después de depositar en su superficie 100 ul de la suspension de células, se dejaron
incubar durante 4 horas a 37°C para que las células se pegaran. Despues de este
tiempo, se afiadieron 400 ul més de medio DFF10 para alcanzar un volumen final de
500 pl/pocillo. Se dejaron incubando a 37°C durante 24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacidn, se retird el medio y se realizaron 2 lavados con
500 ul/pocillo de PBS-0,1% BSA, dejando durante 10 minutos a temperatura
ambiente el segundo lavado blogueando.

A continuacidn, las células se fijararon durante 30 minutos a temperatura ambiente
utilizando 200 pl/pocillo de PFA 4% en PBS 1X (Fluka#76240). Después se
realizaron dos lavados de 500 pl/pocillo con PBS 1X vy se estabilizaron las células con
500 pl/pocillo de H20O milliQ durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Por ultimo, las células se marcaron con Isolectina 4, marcador especifico de células
de microglia. Para ello se pusieron 200 ul/pocillo de una solucion de PBS-0,1% BSA
conteniendo Isolectina B4-FITC a una dilucion de 1:50. El marcaje se dejo durante 30
minutos en oscuridad a temperatura ambiente y luego se hizo un dltimo lavado con
500 pl/pocillo de PBS-0,1% BSA antes de ser montado sobre los portas con 2
ul/cristal del medio de montaje Gelvatol.

Las muestras ya estaban listas para poder ser observadas en el microscopio de
fluorescencia.
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5.2. ASTROCITOS

Los pasos fueron idénticos al caso anterior hasta el momento de identificar las células,
a partir de ese punto, éste tipo celular necesita ser permeabilizado con 200 pl/pocillo
de Tritdn X-100 0,3% en PBS 1x (Calbiochem#648466) durante 10 minutos a
temperatura ambiente, ya que en éste caso se utilizo el anticuerpo primario creado en
conejo anti-GFAP que reconoce una proteina del citoesqueleto de astrocitos (proteina
glial fibrilar &cida). Este anticuerpo se utilizé a una diluccion de 1:50.

Después se realizé un lavado con 500 pl/pocillo de PBS-BSA, y se incubo con un
anticuerpo contra la inmunoglobulina G de conejo conjugado con fluoresceina
isocianato (FITC). Se utilizaron 200 pl/pocillo de la dilucion 1:160 del anticuerpo en
PBS-0,1% BSA. Se dejo incubar a temperatura ambiente y en oscuridad durante 20
minutos y tras su posterior lavado por dos veces con 500 pl/pocillo de PBS-0,1%
BSA se montd sobre los portas con 2 ul/cristal del medio de montaje Gelvatol.

Las muestras estaban entonces listas para ser observadas al microscopio de
fluorescencia.

6. CUANTIFICACION DE LA FAGOCITOSIS EN MICROGLIA
MEDIANTE BOLAS DE DEXTRANO MARCADAS CON FITC
(FLUORESCEIN ISOTHIOCYANATE)

Las células de microglia se sembraron en una placa de 96 pocillos y se incubaron 24h
en medio DFF10 sin suero. A continuacion, se estimularon 18 h con distintos
agonistas en presencia o ausencia de inhibidores especificos. Tras la incubacion, se
afiadié al medio Dextrano-FITC y se incub0 durante 2-3 horas a 37°C. Pasado este
tiempo se hicieron un par de lavados con PBS 1X frio antes de leer la fluorescencia de
la placa utilizando el lector GENios Pro (TECAN) a través de su software XFluor4.
Excitacion a 485nm y la captacion de la emision a 535nm. Cada condicion se realizo
en triplicado.

6.1. INHIBIDORES

INHIBIDOR STOCK DOSIS ul/ml
2,5 uM 1
AG1478 (TOCRIS#) 2,5mM
5uM 2
10 uM 0,4
PD98059 (TOCRIS#1213) 25 mM
25 uM 1
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Anticuerpo policlonal 2,5 pg/ml 10
neutralizante anti-HB-EGF 0,25 mg/ml
(Calbiochem#) 10 pg/ml 40
Anticuerpo policlonal 2,5 ug/ml 1,25
neutralizante anti-TLR4 2 mg/ml
(Calbiochem#) 10 pg/ml 5

6.2. ACTIVADORES

ACTIVADOR STOCK DOSIS pl/ml

SPLA; - IIA 20 pl/ml Tug/ml 20

LPS (Sigma) 5 mg/ml 0,1ug/ml 0,2
IFNy 10° U/ml 100 Ul/ml 2

6.3.DEXTRANO-FITC

MOLECULA FAGOCITADA STOCK DOSIS ul/ml

DEXTRANO 10 mg/ml 0,1mg/ml 10

Las bolas se diluyeron en medio DFF 10 sin suero

Los estimulos se realizaron con diferentes mezclas de activadores e inhibidores
dependiendo del experimento (gréafica 4)

7. DETERMINACION DE LA PROLIFERACION CELULAR
MEDIANTE EL KIT DE PROLIFERACION “MTS”

La prueba del MTS es un método colorimétrico para determinar el nimero de células
viables en ensayos de proliferacion o citotoxicidad.

El MTS es bioreducido en el interior celular a Formazan, un producto coloreado que
es soluble en tejidos que se encuentran en medio de cultivo. Esta conversion es
llevada a cabo por NADPH o NADH producidos por la enzima deshidrogenasa de las
células metabdlicamente activas.
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La cuantificacion del Formazan es realizada por la medida de absorbancia a 490nm y
es directamente proporcional al nimero de células vivas en el cultivo.

Se realizaron los mismos pasos que en el método anterior de fagocitosis a excepcion
de que tras el estimulo se cambid el medio por 100ul de DFF10 sin suero y sobre este
se pusieron 10ul/pocillo de MTS (PROMEGA).

Se incubd durante 1-4horas a 37°C hasta que se observd un cambio de color
anaranjado y posteriormente se leyd la absorbancia a 490nm en el lector de
microplacas VERSAmax (Molecular Devices), utilizando el software SOFTmax Pro
para la adquisicion de los datos. Cada condicion se realizo en triplicado.

7.1. INHIBIDORES

INHIBIDOR STOCK DOSIS ul/ml
2,5 uM 1
AG1478 (TOCRIS#) 2,5mM
5uM 2
10 uM 0,4
PD98059 (TOCRIS#1213) 25 mM
25 uM 1

7.2. ACTIVADORES

ACTIVADOR STOCK DOSIS ul/ml
STF (LONZA) 100% 10% 100
100% 20
SPLA2 - lIA PURIFICADA 1/2 10
1/4 5

Al igual que en el caso de la fagocitosis, los estimulos se realizaron con mezclas de
activadores e inhibidores y a diferentes dosis como se muestra en los resultados
(gréfica 2)
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8. IMNUNOMARCAJE DE RECEPTORES MICROGLIALES
PARA SU DETECCION A TRAVES DE CITOMETRIA DE FLUJO

8.1. DETERMINACION DE LA FOSFORILACION DEL RECEPTOR DE
EGF EN SU RESIDUO INTRACELULAR DE TYR 1173 EN CELULAS DE
MICROGLIA.

Las células de microglia se sembraron en frascos T2s, y se incubaron con medio
DFF10 sin suero durante toda la noche previa al dia del experimento.

La estimulacion se realizé durante 15 minutos con 1 pg/ml de sPLA.. Posteriormente,
se hizo un lavado con PBS 1X y se despegaron con 4ml de EDTA 5mM a 4°C.
Después, se recogieron en un tubo de 15ml y se centrifugaron durante 7 minutos a
1300rpm. Para la fijacion y permeabilizacion de las células, se utilizd PFA 4%
(Fluka#76240) y Triton X-100 0,3% (Calbiochem#648466) respectivamente, los
cuales estaban disueltos en PBS 1X. Asi, se resuspendio el pellet con un volumen de
100 pl y se pasé a un eppendorf, el cual se dejo balancedndose a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Antes de poner el anticuerpo primario, las células se
lavaron con PBS vy se resuspendieron en 100ul de PBS-0,1% BSA donde se pusieron
3ug del anticuerpo anti-P-EGFR Tyr1173 (Santa Cruz) dejandose durante 45 minutos
en un balancin a 4°C. Una de las muestras de células no estimuladas, fue incubada con
100 pl de PBS-0,1% BSA sin anticuerpo primario (control inespecifico). A
continuacion, se lavo el exceso de anticuerpo primario centrifugando y eliminando el
sobrenadante, y entonces se afiadio el anticuerpo secundario anti-IgG-FITC producido
en cabra (SIGMA) a una concentracion 1:160 en 100ul de PBS-0,1% BSA. Todo ello
se incubd en un balancin a 4°C en la oscuridad durante 30 minutos. Tras un lavado de
las muestras, el pellet se resuspendio en 500 ul de PBS-0,1% BSA y las muestras se
analizaron por citometria de flujo (Gallios™; Beckman Coulter, USA). Los datos
fueron analizados usando el software WinMDI 2.8.

8.2. IDENTIFICACION DEL FACTOR HB-EGF Y DEL RECEPTOR EGFR
EN CELULAS DE MICROGLIA.

Las células de microglia se sembraron en frascos Tazs, y se incubaron con medio
DFF10 sin suero durante toda la noche previa al dia del experimento. A continuacion
se estimularon durante 20 minutos con 1 ng/ml de sPLA.

El procedimiento fue el mismo al realizado en el caso anterior, pero en ésta ocasion
solo se fijaron las células y no se permeabilizaron, ya que los anticuerpos que se
utilizaron se unen a la parte extracelular de las proteinas de membrana.
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Los anticuerpos primarios que se usaron en estos experimentos fueron anti-HB-EGF
(R&D Systems) y anti-EGFR (Santa Cruz) ambos a una concentracion de 1 pg/ 100
ul de PBS-0,1% BSA.

Como anticuerpos secundarios para reconocer el HB-EGF y el EGFR, se utilizaron el
Anti-Cabra 19gG-FITC (SIGMA) producido en conejo a una dilucion 1:128 y el Anti-
Conejo I1gG-FITC (SIGMA) producido en cabra a una dilucion de 1:160,
respectivamente.

9. EXTRACCION DE PROTEINAS PARA SU ANALISIS
MEDIANTE WESTERN-BLOT

Las células primarias de microglia se sembraron en placas de 60mm y se las mantuvo
con medio DFF10 sin suero durante toda la noche previa al dia del experimento.

Las células se estimularon con diferentes dosis del agonista SPLA2-11A durante 15
minutos y con los inhibidores; anticuerpo anti-HB-EGF a 10 pg/ml y AG1478 a 5uM
que inhibe a EGFR. Tras la estimulacion, se hicieron dos lavados con PBS y las
células se rasparon con buffer de Laemmli 1,5X. El extracto celular total obtenido se
hirvio durante 5 minutos a 100°C para desnaturalizar el DNA y posteriormente se las
paso por una jeringa para romper aun mas las estructuras lipidicas y nucleares. La
muestra de lisado total de proteinas ya estaba lista para ser usada, guardandose
mientras a -20°C.

Las proteinas se separaron mediante geles de Acrilamida/Bisacrilamida al 10% y
posteriormente fueron transferidas a membranas de PVDF. Después de un bloqueo de
las membranas durante un minimo de 2h, éstas fueron incubadas durante 18 horas a
4°C con los anticuerpos primarios:

Conejo anti-P-ERK 1+2 (cell Signalling#9101)
Conejo anti-ERK 1+2 (Cell Signalling#)
Conejor anti-HB-EGF (.....)

Como anticuerpos secundarios se usaron:

Anti conejo-HRP

Anti raton-HRP

Las proteinas se detectaron usando la técnica de quimioluminiscencia, ECL, y su
posterior revelado en la maquina de revelado Curix 60 (AGFA).

10
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10. ESTUDIOS DE MIGRACION DE LAS CELULAS DE
MICROGLIA

La evaluacion de la migracion se llevo a cabo gracias a la utilizacion de unos insertos

de policarbonato (Corning#3422) los cuales poseen una membrana de 6,5 mm de
diametro y cuyos poros de 8 um permiten el paso de las células. Un dia antes al
deposito de las celulas sobre la membrana de los insertos fue necesario su hidratacion.
Para ello se afadieron 600 ul de medio DFF 10 sin suero en cada uno de los pocillos
de una placa de 24 pocillos, y a continuacion se colocaron los insertos en su interior
(figura 3a). Se dejo incubar a 37°C durante toda la noche.

Las células de la microglia, a una concentracion de 200.000celulas/100ul en medio
DFF10 sin suero, se depositaron en la parte superior de cada inserto (figura 3b). El
pocillo inferior se relleno con medio DFF10 sin suero mas los estimulos
correspondientes, LPS o sPLA,. Ambos estimulos se utilizaron a una concentracion
de 1ug/ml. Se dejé incubar a 37°C durante 4 horas. Cada condicion se realizo en
triplicado

Tras la incubacion, se descartd el sobrenadante de la parte superior del inserto y se
hizo un lavado de esta parte con PBS 1X. Después, se raspd suavemente la parte
superior de la membrana del inserto con un bastoncillo de algodon, para retirar las
células que no han migrado a través de la membrana.

Las células que habian migrado se fijaron colocando los insertos en otros pocillos que
contenian 600ul/pocillo de PFA 4% (Fluka#76240) durante 20 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, las células se tifieron con Cristal Violeta 0,1% en Metanol-
PBS (600ul/pocillo), 3 minutos a temperatura ambiente. Tras esta Ultima incubacion,
los insertos se lavaron con 1ml de PBS y se dejaron secar para poder ser observados
en una lupa Leica (figura 3c).

A continuacion, se procedio a extraer las células adheridas a la membrana, para ello,
se puso 1ml de Trispina-EDTA (Lonza CC-5012) por cada pocillo donde se colocaron
de nuevo los insertos. Los insertos se incubaron en este medio a 37°C durante un
periodo de tiempo que permita el desprendimiento del mayor porcentaje de células
posible.

Cuando se aprecidé microscopicamente que se habian desprendido la mayoria de las
células, se recogio el medio en un tubo tipo eppendorf y se centrifugd a 1500rpm
durante 5 minutos para posteriormente resuspender el pellet en 100ul de PBS y
pasarlo a una placa de 96 pocillos para medir su absorbancia a 590/592nm mediante
la utilizacion del lector VERSAmax (Molecular Devices), utilizando el software
SOFTmax Pro para la adquisicion de los datos. Como paso opcional y extra en la
extraccion de las células de la membrana de los insertos, una vez recogido el medio,

11
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se observo de nuevo el inserto en el microscopio, y si aun quedan células se hizo un
nuevo lavado con PBS o0 una nueva tripsinizacion, dependiendo de la cantidad de
células que aun queden en él.

C57 Swiss
CONTROL sPLA, LPS CONTROL ) sPLA, LPS C

CAR B L TR T ﬂ\j <— Fijado (PFA 4%)

i

< Tincion (Cristal Violeta)

| «— Lavado (PBS 1X)

Figura 3. Insertos en placas de 24 pocillos usados en migracidén. a Colocacién del inserto
en el interior del pocillo de la placa. b. Sobrenadante en la parte superior de la membrana o
interior del inserto. c Disposicion de los estimulos utilizados, control, sPLAz y LPS, y la cepa a
la que corresponden, C57 y Swiss (parte superior), asi como la secuencia de pocillos utizados
para cada una de las fases del proceso; fijado, tincién, lavado y secado (derecha).
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1. OBTENCION DE M,ICROGLI'A PRIMARIA A PARTIR DE
NEONATOS DE RATON

Mediante la técnica utilizada hemos conseguido aislar células de microglia a partir de
un cultivo mixto de glia, el cual fue mantenido durante 20 DIV para alcanzar su
confluencia Optima. Fue importante un seguimiento temporal del proceso de
crecimiento del cultivo, ya que era necesario establecer el dia de maxima confluencia
(figura 1e,f), momento en el que practicamente toda la placa de cultivo esta ocupada
por las células, para poder calcular cuando el cultivo se encontraba en su momento
adecuado para ser tripsinizado (figura 1g,h).

3 DIV

6 DIV

10 DIV
CONFLUENCIA

20 DIV

Figura 1. Estadios en el crecimiento de las células gliales. a) y b) las células ya se
encuentran pegadas y han comenzado a crecer. c) y d) todavia existen espacios entre
las células aunque por ellos ya hay prolongaciones de células que comienzan a
contactar. e) y f) en este momento no existen espacios fisicos aparentemente libres
entre las células y es el momento en el que se establece la “confluencia”. g) y h) las
células siguen creciendo y formado contactos entre ellas, lo que permitira separar
posteriormente a los astrocitos (capa tripsinizada) de la microglia.
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A medida que pasaban los dias, las células iban creciendo y ocupando los espacios
libres de la placa, pudiéndose observar como ciertas células iban creando conexiones
con las células vecinas (figura 1d) hasta que finalmente toda la placa estaba ocupada
por células, momento indicado para establecer la confluencia; asi, a partir del dia de
confluencia se dejaron entre 8-10 dias mas, en los cuales no se apreciaba un cambio
en el tamafio poblacional pero a la postre es un requisito indiscutible para obtener un
cultivo éptimo de microglia.

La tripsinizacion del cultivo confluente de las células adheridas nos a permitido
despegar una capa intacta de astrocitos (figura 2 izquierda y derecha superior)
mientras que las células microgliales se han mantenido adheridas al soporte (figura 2
derecha abajo y figura 3 derecha arriba), consiguiendo una alta purificacién aunque
con cantidades celulares no muy altas.

Placa 60 mm

Figura 2. Separacion de astrocitos y microglia del cultivo mixto glial. Al tratar la placa
con Tripsina-EDTA e incubarla a 372C, los dos tipos celulares presentes en el cultivo se van a
separar, quedando la microglia adherida a la placa y los astrocitos se levantaran, esto ocurrira
a los 25-30 minutos. En la parte izquierda se puede ver el ovillo formado por la capa de
astrocitos cuando se han despegado totalmente de la placa quedando flotando en el medio. En
la esquina derecha superior tenemos una ampliacién del borde del ovillo y la capa formada
por los astrocitos. En la esquina derecha inferior se aprecia como las células microgliales
quedan adheridas al soporte.
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Se ha visto que los astrocitos que se separan es mejor utilizarlos en su primer
pase, ya que en pases sucesivos se diferencian demasiado. Sin embargo, aun es
demasiado pronto para hablar de este tipo celular ya que nos encontramos en los

Microglia

Glia 20 DIV

Astrocitos

Figura 3. Obtencién de cultivos aislados de microglia y astrocitos a partir del cultivo
mixto glial. Mediante tripsinizacion del cultivo de 20 DIV de glia, fotografia de la izquierda,
se obtendran dos cultivos de una elevada pureza de microglia, fotografia superior derecha, y
de astrocitos, fotografia inferior derecha. Se puede observar como la morfologia y tamafio de
ambos tipos celulares es bastante diferente y distinguible.

comienzos de su utilizacién y, por tanto, aun no esta puesto totalmente a punto
su mantenimiento y cultivo, aunque hemos observado que su crecimiento y
viabilidad tras su tripsinizacién y posterior cultivo son muy buenas,
obteniéndose células funcionales que responderan a los estimulos expuestos y
sin una diferenciacién morfoldgica (figura 3 parte inferior derecha) marcada.

Por el contrario, las células de microglia una vez aisladas (figura 3 parte superior
derecha) necesitan ser utilizadas para la experimentacién en las 24 horas
posteriores, ya que al separarlas de los astrocitos se quedan muy aisladas y no
poseen ya capacidad para un gran crecimiento, por lo que acabaran
diferenciandose. Su aislamiento es muy alto, en torno al 98% segun estudios
previos (josep) pero el numero de células no es muy alto, alrededor de
20.000cel/cm2 aun asi superior al nimero obtenido mediante otras técnicas
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como pueden ser la del gradiente de Percoll (Ford) o el método de agitacion
(Giulian), por lo que esto a supuesto ser un factor limitante a la hora de la
realizacion de ciertos experimentos como realizar estudios de citometria.

Aunque ya existian estudios previos sobre la caracterizacion de este tipo de cultivo
(1), se realizd en nuestros cultivos utilizando marcadores especificos de cada tipo
celular; asi, se realiz6 una inmunocitoquimica para las células de microglia usando la
isolectina B4 la cual es una glicoproteina que se une especificamente a un residuo de
o-D-galactosa presente en la membrana de la microglia. Se vio que las células
marcadas (fig. 4 izqg. arriba) eran todas las que estaban presentes en el campo
estudiado, como se pudo observarse en su misma imagen en campo claro (fig. 4 dch.
arriba).

Estos mismos resultados se obtuvieron al realizar la inmunocitoquimica en astrocitos,
utilizando el anticuerpo anti-GFAP que es la proteina gliar fibrilar acidica. Dicha
proteina forma los filamentos intermedios del citoesqueleto de los astrocitos, viéndose
que en los cultivos de astrocitos primarios casi la totalidad de las células fueron
marcadas (figura 4 izquierda abajo) con respecto a las observadas en la imagen de
campo claro (figura 4 derecha arriba).

Fluorescencia Campo claro

Isolectin B4

Microglia

Astrocitos

Figura 4. Inmunocitoquimica de células gliales. En la parte superior
izquierda se observan células de microglia marcadas con Isolectina Bsyasu
derecha el mismo campo de la fotografia de fluorescencia, pero con luz clara. En la
parte inferior izquierda se encuentran los astrocitos marcados con anti-GFAP,
viéndose en la fotografia de su derecha esa misma area pero en campo claro.
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2. DETERMINACION DE LA FUNCIONALIDAD DE LAS
CELULAS AISLADAS Y DEL EFECTO ACTIVADOR DE
PROCESOS INFLAMATORIOS PRODUCIDO POR LA
FOSFOLIPASA SECRETADA A; DEL GRUPO IIA (sPLA:-11A)

2.1. Estudio de la proliferacion celular

Quisimos comprobar si la sPLA;-llA generaba sefiales de proliferacion celular. Asi,
realizamos un estudio en el que comparamos cuales eran los efectos de nuestra
fosfolipasa en comparacién con dos agonistas que estan totalmente caracterizados
como activadores de esta proliferacion: el LPS y el INFy.

Para ello, las células de microglia primaria fueron tratadas con las dosis ya
establecidas en estudios previos del laboratorio con la linea celular de microglia de
ratén BV-2, de los diferentes estimulos (STF-suero de ternera fetal 10%, sPLA-IIA
1ug/ml, LPS 1pg/ml, INFy 100 Ul/ml) y sus efectos fueron comparados con los niveles
de proliferacion que teniamos en las células control sin tratamiento.

Los resultados nos muestran que nuestra fosfolipasa genera unos efectos sobre la
proliferacién que son muy parecidos a los que se consiguen con los agonistas
clasicos. Como podemos observar en la grafica 1, los niveles de proliferacién de las
células estimuladas tenian valores de mas del doble de la proliferacion control, por
lo que la sPLA;-IlA si que va a generar seiiales que induzcan a la célula a proliferar.

Por el contrario, los resultados que se obtuvieron para la proliferacién producida por
el STF no fueron claramente significativos para la activacion de ésta, por lo que
podria ser debido a que en células primarias se necesite mayor dosis de este
estimulante u otras causas que desconocemos por el momento.

La proliferacién celular obtenida con dos de los agonistas que ya se conocen que
actuan sobre la activacion de ésta, fueron claramente significativos obteniéndose
unos niveles que practicamente triplican los valores controles de proliferacion de
una célula de este tipo.

Por tanto, esto nos lleva a pensar que la fosfolipasa sPLA,-1IA puede ser utilizada y
comparada con los agonistas clasicos para producir efectos de proliferacién sobre las
células microgliales que hemos obtenido de cultivos primarios.

Ademas, para saber si la proliferacion causada por la fosfolipasa sPLA,-IIA era
realmente producida por la via de sefializacién propuesta por la que actua y que no
era producida por el estimulo de manera inespecifica, se realizdé un estudio en el que
se utilizaron los inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF,
Epidermal growth factor) que es un receptor por el que esta fosfolipasa inicia la
cascada de sefalizacion en diferentes tipos celulares como las BV-2 y el anticuerpo
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blogueante del Heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF) que es la proteina
de membrana que una vez soltada de ésta, va a actuar activando al EGFR al unirse a
él. Los inhibidores utilizados son del receptor EGFR, AG1478 y el anticuerpo
blogueante anti — HB-EGF.
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Grafica 1. Efectos en la proliferacion celular causada por diversos agonistas. A
excepcién del STF, que no provoca unos efectos significativos sobre la proliferacién, la
fosfolipasa sPLAz-IIA si que lo consigue teniendo unos niveles muy préximos a los observados
para el lipopolisacarido y el interferdn vy, agonistas ya demostrados que producen este efecto, con

un aumento de mas del doble a los valores control. * Cambios significativos con respecto al
control.

Asi, las células se trataron con la fosfolipasa sPLA;-llA en presencia o ausencia de
diferentes dosis de los inhibidores, para ver si el bloqueo también era dosis-
dependiente. Las dosis utilizadas fueron: AG 2,5uM, AG 5uM, anti-HBEGF 2,5ug/ml,
anti-HBEGF 10ug/ml. Ademas, para ver que el efecto de la utilizaciéon de estos
inhibidores no tenia una alteracion sobre los niveles basales de la proliferacion
celular, se estimularon células controles Unicamente con éstos. Como puede
observarse en la gréfica 2, los niveles de proliferacién obtenidos con los controles de
los inhibidores no variaban significativamente con respecto al control.
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De nuevo, se observo que con el STF no se alcanzaban valores de proliferacion
significativos con respecto al control, pero que la activacion que provoca la sPLA>-IIA
esta por encima del doble de los niveles control.

Los resultados con los inhibidores sugieren que los efectos de éstos sobre la
proliferacién inducida por la fosfolipasa son dosis-dependiente, ya que a mayor
dosis, mayor inhibicién de la proliferacidn. Asi, con las dosis mas altas se obtienen
valores semejantes a los del control.
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Grafica 2. Proliferacion celular obtenida de la co-estimulacién con agonistas e
inhibidores. En verde se pueden ver los niveles alcanzados al estimular las células con
agonistas de la proliferacién y en rojo los que se obtienen al ser tratadas tinicamente con
los inhibidores. La combinacién de sPLA2-1IA e inhibidores puede observarse en azul y se
aprecia como las dosis altas de éstos consiguen devolver los niveles de proliferacion
hasta el nivel de los controles. * Aumento significativo de la proliferacién inducida por
SPLA2-11A con respecto al control. **Devolucién hasta niveles de fagocitosis control al
estimular con sPLA;-11A y tratar con dosis adecuadas de los inhibidores.
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2.2.Deteccion de fagocitosis mediante Dextrano-FITC

Otro de los efectos caracteristicos propios de los procesos inflamatorios es la
observacion de fagocitosis, por ello, se quiso comprobar si las células mirogliales bajo
el estimulo de la fosfolipasa SPLA2-11A generaban dicho proceso.

Para la realizacion de este experimento se utilizaron bolas de Dextrano marcadas con
fluorescein isothiocyanate (FITC) las cuales unas vez fagocitadas por las células
pueden ser localizadas gracias al fluor6foro FICT que cuando es estimulado a una
longitud de onda de 485nm éste va a emitir a 535nm, pudiendo ser registrada esta
emision.
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Grafica 3. Estimulacion de la fagocitosis por moléculas proinflamatorias . Los
resultados han sido obtenidos al utilizar la fosfolipasa (sPLA:-1IA) a una concentracién
de 1ug/ml, el lipopolisacarido (LPS) a 0,1ug/ml y el interferén gamma (INFy) a 100 Ul/ml.
* Aumento significativo de la fagocitosis con respecto al control.

Como ya se conoce que los estimulos con LPS y con el INFy provocan que las células
realicen fagocitosis, se compararon los niveles de fagocitosis inducidos por estas dos
moléculas y la fagocitosis que puede inducir la fosfolipasa SPLA2-11A. Los resultados
obtenidos muestran que la sPLA2-11A aumenta significativamente los niveles de
fagocitosis (gréfica 4) en este tipo de células pero estos niveles siguen siendo
claramente inferiores a los que se obtienen al estimular a las células con el LPS, el
cual provoca los mayores niveles de fagocitosis, o con el INFy.
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Una vez que se supo que la fagocitosis era activada por sPLA2-11A se quiso
comprobar si el bloqueo de alguno de los elementos de su ruta de sefializacion podria
inhibir dicha sefial y que las células no realizaran la fagocitosis en presencia de éste
estimulo. Para ello, se utilizaron los mismos inhibidores que en experimento anterior
de proliferacion y en las mismas dosis, como se muestra en la grafica 5, observandose
que por si solo no causan efectos en la fagocitosis y que cuando son utilizados junto
con la fosfolipasa sPLA2-I1A los niveles de fagocitosis unicamente disminuiran hasta
los que se tenian en las células control cuando la dosis del inhibidor sea alta, ya que
con las dosis bajas los niveles no disminuyen significativamente, observandose que la
fagocitosis en esas celulas aun sigue siendo elevada y mas proxima a los valores que
se tenian cuando las células eran estimuladas Unicamente con la fosfatasa.
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Grafica 4. Niveles de fagocitosis observados mediante la combinacion de diferentes
inhibidores y la sSPLA2-11A. En verde se observa como el sPLA-11A provoca un aumento
muy significativo de los valores de fagocitosis en la célula. Por el contrario, en rojo, los
inhibidores no aumentan la fagocitosis ni alteran la viabilidad celular, pero cuando se
combinan con la sPLA-IIA, en azul, se puede comprobar como a concentraciones altas
consiguen devolver a la célula a valores normales de fagocitosis. * Aumento significativo
de la proliferacién inducida por SsPLA»-I1A con respecto al control. **Devolucion hasta
niveles de fagocitosis control al estimular con SPLA,-11A vy tratar con dosis adecuadas de los
inhibidores.




Resultados

2. IDENTIFICACION DEL ESTADO Y LOCALIZACION DEL
FACTOR DE LIGAMIENTO HB-EGF Y DEL RECEPTOR EGF

Como ya se ha descrito en la linea celular inmortalizada de glia de raton BV-2 la
fosfolipasa SPLA2-11A va a ejercer su actividad a través de la sefializacion por medio
del receptor de EGF, consigue ésta activacion gracias a una transactivacion producida
por el factor de ligamiento HB-EGF el cual cuando es activado por la cascada iniciada
por la sSPLA2-11A va a desprender una porcion extracelular que sera la que se una al
receptor EGF y provoque su activacion.

Cuando se une el ligando a el receptor de EGF éste se va a fosforilar en residuos de
Tirosina como el 1173 y al cabo de un tiempo el receptor sera internalizado.

A través de anticuerpos especificos de residuos situados en las diferentes regiones del
receptor o del factor de ligamiento podemos saber en que estado se encuentran estas
dos moléculas cuando son estimuladas.

Aqui se utilizo la citometria de flujo para detectar la fluorescencia emitida por la
fluoresceina isotiocinato FITC que esta conjugado a los anticuerpos secundarios
utilizados.

Detectando la presencia o no de los anticuerpos hemos podido saber donde se
encontraban estas moléculas en ausencia y en presencia de estimulacion.

En el caso del factor de ligamiento HB-EGF cuando no existia estimulo lo podiamos
detectar al estar unido a la membrana (grafica 5, control) obteniendo asi la
fluorescencia basal de éstas moléculas cuando poseen su porcién extracelular unida.

Pero cuando se realiz6 un estimulo durante 15 minutos con sPLA-1IA, pudimos ver
que esta fluorescencia disminuyo (grafica 6, SPLA2-11A), lo que nos confirmaba que
al realizar dicha estimulacion la parte de la molécula que actia como ligando y la cuél
es reconocida por el anticuerpo, se desprende de la membrana y deja de ser detectada,
por lo que conseguimos ver como nuestro agonista SPLA2-11A provoca la liberacion
del ligando HB-EGF.

En la grafica 5 podemos ver que la fluorescencia control es mayor a la del control
inespecifico, lo que nos indica que el anticuerpo utilizado no se une de manera
inespecifica a el resto de moléculas y por lo tanto, no nos genera un gran fondo.

Estos resultados nos permiten confirmar que con un tiempo de estimulo con la
SPLA2-11A de 15 minutos se consigue que el factor de ligacion HB-EGF libere su
parte extracelular que actia como ligando para la activacion de otras moléculas como
puede ser el receptor de EGF que se estudié a continuacion.
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Grafica 5. Comparacién de la fluorescencia inespecifica y de la del control del factor de
ligaciéon HB-EGF. En rojo se puede ver las moléculas de factor de ligacion y en gris las que se

ha unido de forma inespecifica el anticuerpo secundario.
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Grafica 6. Comparacion de los niveles del ligando HB-EGF unido a la membrana sin
estimulo de sSPLA:-11A y con el. Cuando no existe estimulo es mayor el nimero de
moléculas presentes en la membrana (control), observandose una disminucion de éstas cuando

se realizan 15 minutos de estimulacion con sPLA-11 a una concentracion de 1pg/ml.
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Resultados

Estaba descrito en la linea celular BV-2 (3) que el receptor EGFR se fosforilaba en su
residuo de Tirosina 1173 al ser activado, por lo que quisimos comprobar si la
estimulacion con sPLA2-I1A producia la fosforilacion-activacion del receptor.

Para este estudio usamos un anticuerpo que reconocia a dicho residuo fosforilado, por
lo que la presencia del anticuerpo nos confirmaria la activacion de éste o por el
contrario su asencia nos indicaria que el receptor no habia sido activado.

Para intentar observar esta fosforilacion del receptor EGFR se realizé un estimulo de
15 minutos con 1ug/ml de la fosfolipasa sSPLA2-11A.

Los resultados nos sugieren que con 15 minutos de estimulacion son suficientes para
generar una marcada respuesta en la activacion del EGFR como se puede observar en
la gréafica 8, ya que el nimero de residuos Tirosina 1173 fosforilados es bastante
mayor en las células estimuladas con respecto a las control.

También se vio comparando las células control con un control inespecifico (grafica 7)
que el anticuerpo no se unia de manera inespecifica a otros residuos puesto que daba
los mismos niveles de fluorescencia que las muestras que no habian sido tratadas con
el anticuerpo primario. Este nos confirma que la fluorescencia obtenida ha sido
producida por la fosforilacion de EGFR, y por tanto, que se ha producido su
activacion.

Por ultimo, se estudio la internalizacion del receptor EGFR ya que el receptor una vez
que se activa va a poder ser internalizado por la célula, por lo que desaparece de la
membrana.

Este hecho nos permite estudiarle a través de un anticuerpo que se une a su regién
extracelular y gracias a esto hemos podido ver que cuando se detecta el anticuerpo es
por la situacion en la membrana del receptor ya que cuando se internaliza el
anticuerpo deja de ser detectado.

Como en los casos anteriores, se realizd una estimulacion de 15 minutos con la
SPLA>-1IA para ver si el receptor se internalizaba en este tiempo cuando se le
activaba. Los resultados obtenidos, como se puede apreciar en la grafica 10, nos
muestran que en este tiempo de estimulo el receptor no ha sufrido una internalizacion
significativa ya que como se aprecia, los niveles son practicamente iguales a los de la
muestra control.

Para ver que el control nos marcaba realmente a EGFR y no era porque el anticuerpo
se habia unido a otras moléculas de manera inespecifica se comparo con un control
inespecifico (grafica 9), viéndose que la fluorescencia pertenecia efectivamente al
receptor EGFR.
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Grafica 7. Comparacion de la fluorescencia inespecifica y el control de la
fosforilacion del residuo de Tirosina 1173. Se aprecian los mismos niveles en
ambas muestras, por lo que el anticuerpo no se une de manera inespecifica a residuos

fosforilados. Se observan dos picos de fluorescencia que son caracteristicos de la lineas
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Gréfica 8. Fosforilacion del residuo Tirosina 1173 del receptor EGFR mediante
estimulacion con sPLA:-11A. Cuando se realizan 15 minutos de estimulacion con sPLA-II
a una concentracion de 1pg/ml se observa un aumento de la fosforilacion de éste residuo
propia de la activacion del receptor EGFR (azul). Sin estimulacién no se produce
fosforilacion del residuo de tirosina.
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Grafica 9. Comparacion de la fluorescencia inespecifica y la del control del
EFGR.. Se puede observar en rojo los receptores EGFR que se encuentran
marcados en la membrana y en gris el bajo nivel de uniones inespecificas.
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Gréfica 10. Comparacién de los niveles de receptor EGFR internalizado y en
membrana. La superposicion de ambas lineas nos indica que no se esta produciendo
internalizacion del receptor, hallandose en su mayoria en la membrana. La estimulacion
se realizé con una concentracion de 1pg/ml de SPLA,-11A druante 15 minutos.
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3. LA ACTIVACION DE EGFR A TRAVES DE sPLA:-1IA
ENVUELVE LA SENALIZACION MEDIANTE ERK 1/2

Una vez comprobado que la estimulacién con sPLA-11A provocaba la activacion de
EGFR, se quiso comprobar si la via de sefializacion utilizada por dicho receptor para
generar la respuesta de activacion celular era a través de la MAPK/Erk 1/2.

Para ello, se realizé un Western Blot observando que la estimulacion con 1ug/ml de
SPLA2-11A durante 15 minutos provocaba la fosforilacion de la ERK 1/2, la cual en
estado control se encontraba levemente fosforilada (figura 5%). Esta fosforilacion se
detecto utilizando un anticuerpo policlonal de ratdon que reconocia la fosforilacion de
los residuos Thr202 y Tyr204 de la ERK 1/2.

Como control de carga se utilizo la misma ERK 1/2 en su estado sin fosforilar
mediante un anticuerpo policlonal de raton que reconocia los niveles totales de p44/42
(ERK 1/2).

Después de ver que sPLA-11A provocaba la activacion de ERK 1/2 se utilizaron dos
inhibidores como son el anticuerpo blogueante anti-HB-EGF a 10ug/ml, que inhibe
dicho factor de ligamiento (figura 5b), y el AG1478 a 5uM, inhibidor del EGFR
(figura 5¢),

Ambos inhibidores conseguian disminuir la fosforilacion producida sobre ERK 1/2 a
través de sPLA2-1lA, por tanto, inhiben la via por la cual el sPLA2-I1A pone en
marcha la sefializacion de las MAPK/ERK 1/2.

SPLAL-IIA  control
15min.

- — P44 (p-ERK 1/2)
- — p42 P

L paa

— p42

SPSLA,-IIA sPLA,-IIA  HB-EGF Control SPLA-IIA  sPLA,-IIA AG
+HB-EGF  15min. 10 pg/ml +AGS 15min. 5 uM

Figura 5. Deteccién de fosfo-ERK 1/2 mediante Western Blot. a) Niveles de fosfo- y
ERK total al estimular durante 15 minutos con 1 pg/ml de la fosfolipasa SPLA,-1IA. b)
Andlisis de la inhibicion de la fosforilacién con la adiccion de 10 pg/ml del anticuerpo
inhibidor anti-HB-EGF. . b) Inhibicion de p-ERK tras su activacion con sPLA,-IIA al
aplicar 5 uM de AG1478 inhibidor del EGFR.

Control
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4. LAS CELULAS ACTIVADAS INICIAN UN PROCESO DE
MIGRACION

La utilizacion de los insertos para poder ver si las células microgliales al ser activadas
ponian en marcha un proceso de migracion dio unos resultados significativos para
dicho proceso, ya que esto indica que este tipo celular va a poder desplazarse para
poder hacer frente y poder ejercer su papel de defensa inmune contra los estimulos de
patogenos.

Las celulas que respondieron a los estimulos efectuados mediante SPLA2-11A y LPS
cruzaron al otro lado de la membrana donde se las situo, a través de sus poros, lo que
nos permitio hacer una visualizacién de estas al situar los insertos bajo lupa,
dandonos una primera idea del nivel de migracion obtenido para cada estimulo (figura
6) viéndose que este fendmeno se producia bajo estimulacion pero no en situacion de
reposo (control).

Control LPS sPLA,-IIA

Figura 6. Celulas que han migrado a través de los poros de la membrana de los insertos.
Se observa como bajo estimulacion el nimero de células que atraviesa la membrana es
sustancialmente mayor que con respecto al control.

La realizacion de la tincion con Cristal Violeta nos permitié llevar a cabo la
cuantificacion colorimetrica de las células que habian conseguido atravesar la
membrana, viéndose graficamente que la estimulacién con agonistas proinflamatorios
genera este tipo de respuesta de migracion (gréafica 11).
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Grafica 11. Cuantificacion de la migracion celular mediante Cristal Violeta.
Medida de la absorbancia a 590nm de las muestras que poseen los estimulos con los
agonistas de la activacion celular, LPS y sPLA2-I1A, las cuales han sido extraidas de
las membranas de los insertos.

5. COMPROBACION DE LA FUNCIONALIDAD DEL AISLADO
DE ASTROGLIA PRIMARIA MEDIANTE LA EVALUACION DE
SU PODER DE PROLIFERACION.

Los astrocitos son el otro grupo de células importantes para generar una respuesta
inmune y una respuesta inflamatoria en el cerebro.

Como se consiguid aislarlos al realizar el cultivo primario de microglia, se quiso ver
si estos eran funcionales frente a estimulos y para ello se realizd el mismo
experimento de proliferacion que en el caso de microglia.

En este caso se utilizaron como agonistas la SPLA2-I1A en diferentes concentraciones
100%, Y, Y4, el Suero Fetal Bovino (STF) y la citoquina Leptina también en dos
concentraciones diferentes 0,1y 0,5 uM.

A parte de ver que los astrocitos eran completamente funcionales, se pudo comprobar
que la respuesta al STF era la que realmente se esperaba y la que generaba una mayor
respuesta proliferativa.
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Como se puede observar en la grafica 12, la respuesta proliferativa al usar las
diferentes concentraciones de cada agonista son dependientes de la dosis, a mayor
concentracion del agonista mayor tasa proliferativa se observa, y esto mismo ocurre
cuando ambos agonistas se usan conjuntamente, viéndose también que la maxima

respuesta al usar las concentraciones altas de ambos es similar a la que se obtenia con
el STF.

Aunque los estudios con los astrocitos se estan comenzando a realizar y aun no se

disponen de datos realmente significativos, estos primeros experimentos generan
grandes esperanzas para los futuros estudios.
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Gréfica 12. Proliferacion de los astrocitos bajo diferentes estimulos. La respuesta proliferativa es
dependiente de la dosis usada de cada estimulo (azul, rojo y violeta). Esto mismo se observa cuando
se usan de forma conjunta (verde, azul y amarillo). Los mayores niveles de proliferacion son los

conseguidos con el uso conjunto de las dosis altas de cada agonista los cuales son semejantes a los
conseguidos con el STF.
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Discusiéon

A pesar de ser una técnica no realizada antes en el laboratorio, el aislamiento y cultivo
de células microgliales dio resultados que fueron muy satisfactorios en un corto
periodo de tiempo, no solo por los niveles de aislamiento celular obtenidos sino por la
metodologia y reproducibilidad exitosa que se ha conseguido. Aunque se realizaron
ligeras variaciones respecto al protocolo original seguido (1), éstas no influyeron
sustancialmente en la calidad del cultivo obtenido, aun sin conseguir una pureza de
células microgliales del 100%.

Aunque la técnica utilizada era para el aislamiento exclusivo de células microgliales
conseguimos aislar y mantener células astrogliales perfectamente funcionales como
hemos podido observar en los resultados de proliferacion y que nos permitira realizar
futuros estudios. Por tanto, la técnica permite aislar mas de un tipo celular sin suponer
un riesgo en la viabilidad de las células que se pretendia aislar inicialmente.

Tras diversos contajes de las células obtenidas el nimero medio obtenido por cada
hemisferio aislado era en torno a 1 millén de células, aunque parezca ser un alto
namero comprobamos que este disminuia considerablemente cuando aisldbamos la
microglia exclusivamente, lo que resultaba ser un claro inconveniente para la
realizacion de ciertas técnica y experimentos como la citometria de flujo que necesita
un alto nimero de células para dar resultados maés significativos.

Otro inconveniente de usar las células microgliles primarias es que tienen que ser
usadas a las 24 horas posteriores de ser aisladas, ya que sino se diferenciarian
demasiado, mientras que se ha visto que los astrocitos que se separan se pueden
mantener durante mas tiempo, pero es mejor utilizarlos en su primer pase, ya que en
pases sucesivos se diferencian demasiado.

Con respecto a las inmunocitoquimicas para caracterizar los cultivos, solamente se
compard el marcaje especifico de cada tipo celular con su campo claro porque en los
pasos anteriores del cultivo salieron los resultados que se indicaban en el protocolo
seguido (1) mediante el cual se consigue una pureza mayor al 95%, esto junto a que la
observacion fenotipica también nos daba una gran idea de la pureza, nos fue
suficiente para determinar la pureza de nuestro cultivo.

Los estudios de proliferacion mostraron que la sPLA2-IIA la activaba a niveles
comparables a los de otros agonistas clasicos como el LPS y el INFy, pero en contra
de lo esperado, con el STF no se apreciaba una activacion la cual si que se esperaba
para este agonista clasico.

También es importante remarcar que a concentraciones bajas de los inhibidores que se
usaron en alguno de los casos no se lograba inhibir la activacion por sPLAz-I1A, lo
que nos puede indicar que su sefializacion es bastante fuerte y las moléculas que
participan en ella seran sensibles y con gran afinidad por su ligando.




Discusiéon

Nuevamente en los estudios de fagocitosis se pudo comprobar que la SPLA2-11A es un
gran activador de la microglia puesto que los niveles alcanzados de ésta eran muy
elevados con respecto al control. Al igual que se observd que utilizando los
inhibidores a una concentracion adecuada es posible bloquear totalmente la
sefializacion iniciada por sPLA2-11A, lo que nos da la seguridad de estar usando unos
inhibidores de acttian sobre las moléculas que forman parte de nuestra ruta de
sefializacion.

Los estudios de citometria nos ayudaron a comprobar la sensibilidad y especificidad
del EGFR y de la HB-EGF hacia la sSPLA2-11A, pero como se indicaba anteriormente
estos estudios fueron complicados de realizar ya que al iniciarlos con una cantidad de
células algo bajas y ser un protocolo que favorece la perdida celular, era dificil
obtener unos resultados concluyentes.

Pudo observarse que el receptor EGFR no se internalizaba de manera significativa al
ser activado por la sPLA-11A durante los 15 minutos de estimulacién, lo que indica
gue necesita mas tiempo para producirse su internalizacion

Con respecto a la via de sefializacion a través de las MAPK/ERK 1/2 se pudo
comprobar que efectivamente la SPLA2-1IA provoca su fosforilacion y que la
utilizacion de los inhibidores del HB-EGF y del EGFR, anti-HB-EGF y AG1478
respectivamente, consiguen disminuir esta fosforilacion, pero en las concentraciones
utilizados no consiguen anularla completamente.

El uso de los insertos en los estudios de migracién, a permitido no solo visualizar
como se han desplazado fisicamente las células, sino también poder cuantificarlo
gracias al facil tratamiento de las células en este soporte. Los resultados muestran que
la utilizacion de agonistas aumenta esta migracion, por tanto, la microglia podria
ocupar los espacios generados por la muerte de otras células en el SNC.

Con los astrocitos aislados se han comenzado ha hacer estudios como el de la
proliferacion obteniéndose unos resultados muy prometedores y que nos indican que
son células completamente funcionales y que responden adecuadamente a los
estimulos teniendo un comportamiento comparable al que ya se observo en la linea
celular BV-2, por lo que seran un buen modelo para futuros estudios.




Conclusiones

e El cultivo de microglia aislada a resultado ser de gran pureza
consiguiendo una poblacién de células completamente funcionales que
responden a los estimulos aplicados.

Como subpoblacién del cultivo se consiguieron crecer los astrocitos que
en los estudios previos parecen estar respondiendo de manera adecuada
a los su estimulacion.

Por tanto, se a conseguido realizar y reproducir la técnica de cultivo
primario de microglia a partir de ratones neonatos con una gran
efectividad y pureza, asi como obtener a partir de la misma las células de
astroglia en buenas condiciones fisiolégicas.

e Laestimulacion de la microglia con la fosfolipasa sPLA2 a producido su
activacion a través de mas moléculas de la via que se propuso al comienzo
de este trabajo, como son el factor de ligamiento HB-EGF y el EGFR.

e Laactivacién del EGFR va a generar la activacién de la via de las MAPK
como es ERK1/2 y esta activacién va a ser la responsable de generar las
respuestas de:

o Fagocitosis
0 Proliferaciéon
0 Migracion

e Las células microgliales van a responder a estimulos de infecciéon o dafio
en el SNC a través de alguno de los procesos anteriores, teniendo, por
tanto, una gran implicacion en los procesos inflamatorios que se dan en
éste.
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