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INTRODUCCION






Los trastornos neurodegenerativos son un problema creciente en una sociedad cada vez
mas envejecida. Estas patologias cursan con una muerte neuronal mds o menos
generalizada que afecta al movimiento, la cognicion y/o la afectividad, entre otras
funciones (Wes et al., 2016). Etiolégicamente, junto con la pérdida neuronal se
desencadena una activacién del sistema inmunitario que genera una inflamacion que, si
es excesiva, puede agravar la pérdida neuronal primaria. Asi, el estudio de la respuesta
inmunitaria en el sistema nervioso central (SNC) y, en particular, la implicacién de la
microglia en los fendmenos de neurodegeneracién y neuroinflamacién constituye un
gran reto para la neurociencia actual (Wes et al., 2016).

La microglia es un tipo de célula del SNC encargada de mantener la homeostasis del
tejido nervioso y de su proteccion frente a organismos o agentes considerados como
patégenos (Stansley et al., 2012; Baltanas et al., 2013; Goldmann y Prinz, 2013; Siskova
y Tremblay, 2013; Du et al., 2017; Wolf et al., 2017). Aunque existen numerosos estudios
que versan sobre la microglia y sus funciones, aun se necesitan andlisis mas detallados
para dilucidar los mecanismos de activacién y senalizacidon de este tipo celular en los
procesos neurodegenerativos. Asi, entender completamente la accion de la microglia en
el contexto de una enfermedad ayudaria a identificar nuevos objetivos terapéuticos
(Goldmanny Prinz, 2013). De hecho, las terapias basadas en la modulacién de las células
microgliales constituyen una estrategia muy novedosa para paliar algunos tipos de
enfermedades neurodegenerativas (Kanazawa et al., 2017).

Hoy en dia, existen gran cantidad de modelos animales que se utilizan para estudiar los
procesos neurodegenerativos y de neuroinflamacién que se producen en las distintas
patologias nerviosas. En concreto, en la presente Tesis Doctoral se propone el uso del
ratbn mutante PCD (del inglés Purkinje Cell Degeneration), un modelo de
neurodegeneraciéon selectiva que auna dos escenarios de muerte neuronal muy
distintos en gravedad y extension temporal, siendo excelente para el estudio de la
neuroinflamacién y, por ende, de la microglia (Peterson y Flood, 2012; Baltanas et al.,
2013; Rauchmann et al., 2022).

La presente Tesis Doctoral comenzard con una introduccidn sobre la microglia donde se
explicard su origen, sus diferentes tipos morfoldgicos junto con sus principales
funciones, para acabar con una serie de farmacos inhibidores de la microglia utilizados

en gran cantidad de patologias nerviosas. Por ultimo, se hablard del modelo animal



utilizado, el ratdon mutante PCD. En concreto, se explicaran los procesos patoldgicos que
ocurren en dicho modelo animal haciendo hincapié en las regiones nerviosas mas

afectadas, es decir, en el cerebelo y en el bulbo olfativo (BO).

La microglia

La microglia es un tipo celular del SNC que en los mamiferos constituye
aproximadamente entre el 10-15% de todas sus células (Xavier et al., 2014; Warden et
al., 2023). A pesar de que se considera una célula de tipo inmunoldgico, presenta una
identidad Unica que la hace distinguible de los macréfagos o monocitos debido a su
exposicion temprana y perenne a un entorno nervioso determinado. En un estado
fisioldgico normal, la microglia presenta una morfologia de “reposo” o de “vigilancia” de
aspecto ramificado. En cambio, en condiciones patoldgicas, la microglia cambia su
morfologia hacia una morfologia mas ameboide considerdandose como su estado
“activado” (Baltands et al., 2013; Mantovani et al., 2013; Du et al., 2017). En cada posible
estado en el que se puedan encontrar, las células de microglia realizan gran cantidad de
funciones muy importantes, desde la etapa embrionaria hasta la etapa adulta, que
hacen posible que el SNC funcione correctamente. Por encima de todas ellas, destaca su
funcién inmunitaria basada en que la microglia actia como un agente defensivo frente
a sustancias u organismos considerados como patdgenos. Tanto es asi, que se ha llegado
a denominar a la microglia como el sistema inmunitario del SNC (Stansley et al., 2012;
Wolf et al., 2017). Pero, aparte de su funcién inmunoldgica, la microglia se encarga de
realizar otras funciones para mantener la homeostasis del SNC participando en la poda
sindptica (Hong et al., 2016), en la formacion de las espinas dendriticas (Nebeling et al.,
2023), en la mielinizaciéon de los axones (McNamara et al.,, 2023) y en procesos
relacionados con la vasculogénesis, la neurogénesis y la astrogénesis, entre otros
(Stansley et al., 2012; Al-Onaizi et al., 2020).

A continuacion, para un mejor entendimiento de la microglia, se realizard una breve
descripcidn sobre su historia, su origen, sus diferentes tipos morfoldgicos y sus
principales funciones para, por ultimo, terminar hablando sobre algunos enfoques
terapéuticos que tienen como objetivo la modulacién de la microglia en enfermedades

neurodegenerativas.
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Historia de la microglia

En 1919, Pio del Rio Hortega descubrid la microglia y formuld la siguiente cita que ha
llegado hasta nuestros dias: “Como resultado de nuestra primera observacion, estamos
convencidos de que este nuevo tipo de célula es una célula glial y la llamamos microglia
debido al diminuto tamafo de su soma, que es considerablemente mds pequefno que el
de los astrocitos. Sin embargo, la posterior suposicion de que la microglia tiene un origen
mesodérmico nos inspiré también a denominarlas mesoglia” (Rio-Hortega, 1919).
Ademas, Pio del Rio Hortega argumentd que la microglia era un tipo de célula que podia
adoptar diferentes morfologias, pudiendo cambiar de un estado de reposo a uno
activado donde era capaz de desarrollar capacidad fagocitica (Fig. 1; Sierra et al., 2016;

Sierra et al., 2019).

: - %gm -
S (A
: ¢
! \ \\ \
Pio del Rio Hortega Microglia

(1882 - 1945)

FIGURA 1. Breve biografia sobre Pio del Rio Hortega. Pio del Rio Hortega fue un médico e investigador
espanol que nacié en Portillo (Valladolid) el 5 de mayo de 1882 y murié en Buenos Aires el 1 de junio de
1945. Destaco en el campo de la histologia, especialmente en el estudio del sistema nervioso. Su
descubrimiento mas importante fue el de la microglia gracias al uso de la técnica del tanino y de la plata
que habia ideado anteriormente Nicolas Achucarro. Modificado de Tremblay et al., 2015 y Sierra et al.,
20109.

Tras esta primera definicién de la microglia, otros cientificos corroboraron la presencia
de estas células en diferentes especies animales, en diferentes regiones del encéfalo y

en diferentes patologias. Por ejemplo, Wilder Penfield, al analizar tejidos que procedian

de gliomas, observé y describid este tipo celular (Penfield, 1925). Por su parte, John
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Kershman observd la infiltracién de microglia en el cerebro durante el desarrollo
embrionario humano (Kershman, 1939).

A pesar de estas primeras investigaciones sobre la microglia, su interés cientifico se
estancé durante unas décadas hasta que en 1968 fue revivido gracias a los estudios
realizados por el grupo de Georg Kreutzberg quienes observaron que las células de
microglia intervenian en el desplazamiento de los terminales sinapticos de
motoneuronas cuando se encontraban durante un proceso de regeneracion (Blinzinger
y Kreutzberg, 1968). A partir de entonces, con el paso de los afios, la microglia ha ido
ganando mas y mas importancia en el ambito cientifico llegando a ser una de las células

del SNC mas estudias en la actualidad.

Origen de la microglia

Desde su descubrimiento por Pio del Rio Hortega, el origen histolégico de la microglia
ha sido objeto de debate (Ling, 1979). En concreto, se han propuesto hasta cinco

procedencias diferentes para explicarlo (Fig. 2; Dermitzakis et al., 2023).

) Q \2) Q Q
N q‘b e © Q‘l’

Origen pericital

Origen neuroectodérmico
Origen monocitico
Origen mesodérmico
Origen saco vitelino

*
[
¢

'é\% \q‘bﬁ ,\q‘g) \Q’QQ &qﬁ) S
FIGURA 2. Cronologia sobre el origen de la microglia desde su descubrimiento hasta la actualidad. A lo
largo de los afios, se propusieron diferentes origenes hasta que, finalmente, se concluyé que la microglia
provenia de precursores que se originaban desde el saco vitelino durante los primeros estadios del

desarrollo embrionario. Modificado de Dermitzakis et al., 2023.
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En un inicio se considerd que la microglia podia provenir de los elementos maternos
mesodérmicos, y después de células procedentes del neuroectodermo, de los pericitos
o de monocitos que invadian el SNC durante estadios tempranos del desarrollo (Fig. 2;
Dermitzakis et al., 2023). No fue hasta el afio 1989 cuando se introdujo una nueva
propuesta sobre el origen de la microglia que argumentaba que, en los mamiferos, este
tipo celular se originaba a partir del saco vitelino durante el desarrollo embrionario (Fig.
2; Takahashi et al., 1989). Especificamente, en los roedores (modelo animal que se ha
utilizado en la presente Tesis Doctoral) se descubrié que durante etapas muy tempranas
del desarrollo embrionario (en concreto, los dias embrionarios E8.5, E9.5, E14, E15, E16
y E17), las células de microglia se originaban a partir de precursores del saco vitelino que
colonizaban el SNC viajando a través del torrente sanguineo, los ventriculos cerebrales
y las meninges (Paolicelli et al., 2022). Una vez dentro del SNC, la microglia, que durante
esta etapa presenta una morfologia ameboide, se distribuye de forma mas o menos
homogénea a través de todo el parénquima nervioso. Cuando cada célula de microglia
ocupa su lugar definitivo, adquiere su cldsica morfologia ramificada con la que
constantemente estard examinando y vigilando su entorno (Wolf et al., 2017). Al mismo
tiempo, en torno a E13.5, la barrera hematoencefdlica (BHE) empieza a formarse y
provoca, con el tiempo, el aislamiento del SNC, impidiendo la llegada de nuevas células
(Fig. 3). Por ello, una vez que la BHE se forma por completo, el aumento del nimero de
células de microglia dentro del SNC se produce gracias a la proliferacién local durante el
final de la gestacién, durante el desarrollo postnatal tempranoy durante la etapa adulta.
Hay que destacar que la proliferacion en la etapa adulta es inusual, aunque existente, y
suele ir ligada a procesos patoldgicos (Orr et al., 2009; Morrison y Filosa, 2013; Hou et
al., 2020). Asimismo, desde el SNC se puede producir un reclutamiento de progenitores
derivados de la médula 6sea, complementando en cierta medida la poblacién microglial

ya existente (Recio et al., 2011; Diaz et al., 2012).
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SNC desde el total funcionalidad microglia

saco vitelino

FIGURA 3. Infiltracion de la microglia en el SNC de roedores. (A) La microglia se forma en el saco vitelino
y se infiltra en el SNC durante el periodo embrionario comprendido entre los dias E8.5 y E9.5 antes del
cierre de la BHE. (B) Entre E10 y E17 la barrera hematoencefalica alcanza su plena funcionalidad y la
microglia se distribuye por el SNC. (C) A partir de E15, la microglia comienza a especializarse para
adaptarse a su microentorno local, adquiriendo una morfologia mas ramificada. BHE, barrera
hematoencefalica; Cbl, microglia del cerebelo; V1, microglia de la corteza cerebral. Barras de escala 25

pm. Modificado de Stoessel et al., 2021.

La microglia y sus diferentes estados morfologicos

Histdricamente, la microglia se ha considerado una poblacién celular muy homogénea
con dos tipos de morfologia posibles: morfologia ramificada (asociada a un estado de
“reposo” o de “vigilancia”) y morfologia ameboide (asociada a un estado de
“activacion”). Sin embargo, con el paso de los afios, se ha observado que la microglia es
una célula que presenta una gran diversidad morfoldgica siendo capaz de modificar
activamente la forma de sus procesos y soma en respuesta a diferentes estimulos. Por
tanto, su clasificacién no puede reducirse a una mera transicion estructural de una
forma ramificada a una ameboide, sino mas bien a la adquisicion de morfologias muy
variables, dinamicas y complejas.

El tipo morfolégico que la microglia adquiere en un determinado momento, en cierta

medida, va a depender de la funcidon que vaya a realizar. Por ello, en base a esta
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caracteristica, se han intentado establecer una serie de parametros para agrupar y

definir las diferentes morfologias de la microglia, como se mostrard a continuacién.

Clasificacion morfoldgica de la microglia

Como se ha comentado anteriormente, la definicién de los dos estados microgliales (“en
reposo” y “activado”), a pesar de no ser veraz a lo que sucede en la realidad, se ha
utilizado durante muchos afos para clasificar morfolégicamente a la microglia. Segun
esta primera clasificacion, por un lado, estaria la microglia en el denominado “estado de
reposo” con una morfologia ramificada y una actividad fagocitica, motilidad y
proliferacion bastante limitadas. Por otro lado, estaria la microglia en el denominado
“estado activado” con una morfologia ameboide y una gran capacidad fagocitica, de

movilidad y proliferativa (Fig. 4).

ACTIVACION MICROGLIAL

FIGURA 4. Visidn clasica sobre la activacion de la microglia desde un estado de “vigilancia” o “reposo”
hacia un estado de “activacidon”. Por lo general, en condiciones fisioldgicas, la microglia se encuentra en
un estado de “vigilancia” o “reposo” donde adquiere una morfologia ramificada. Sin embargo, en
condiciones patoldgicas, la microglia cambia hacia un estado de “activaciéon” donde adquiere una
morfologia mds ameboide.

Esta clasificacion tan simplista y equivocada (Fig. 4), ha contribuido a la idea errénea de
gue la microglia en un SNC sano se encuentra funcionalmente inactiva. Sin embargo,
sucede todo lo contrario, ya que diversos estudios han demostrado que, en dicho
estado, la microglia es muy dindmica y examina y se adapta a su entorno
constantemente (Du et al., 2017; Vidal-Itriago et al., 2022).

Para poder realizar una clasificacion morfoldgica completa y veraz, se han utilizado
diversos parametros morfométricos: esfericidad, volumen, area del cuerpo celular,
numero de procesos, etc. Gracias a estos estudios se ha observado que los cambios
morfoldgicos que se consideraron durante muchos afos como el indicador clave de la

"activacion" de la microglia corresponden mas bien a una transicién morfofisiolégica
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que refleja un cambio en la funcién. Gracias a ello, se han establecido una serie de
patrones morfolégicos que se han encontrado a lo largo del SNC en condiciones tanto
fisiolégicas como patoldgicas: microglia ramificada, microglia ameboide, microglia

hiperramificada, microglia de bastén y microglia distrofica (Fig. 5).
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FIGURA 5. Diversidad morfologica de la microglia. (A) La microglia ramificada presenta multiples
procesos con ramificaciones de distinto orden. (B) La microglia ameboide presenta una morfologia muy
redondeada en comparacion con sus estados ramificados. (C) La microglia hiperramificada presenta una
mayor ramificacion de sus procesos que la microglia ramificada normal. (D) La microglia de bastén se
caracteriza por un soma alargado y estrecho sin procesos microgliales. (E) La microglia distréfica puede
presentar estructuras esféricas en la punta de sus procesos debido a la acumulacién de sustancias que

han fagocitado. Modificado de Vidal-ltriago et al., 2022.

Microglia ramificada

La microglia ramificada es el fenotipo microglial mas comun en el SNC adulto en
condiciones fisioldgicas normales. Cuando la microglia adquiere esta morfologia se
describe como “en reposo”, “quiescente” o “vigilante”; pero nada mas lejos de la
realidad, ya que estas células son increiblemente dindmicas y activas para mantener la
homeostasis del SNC. Aungue sus somas suelen permanecer estaticos, sus procesos son
muy moviles y se extienden y retraen constantemente observando, explorando vy
estableciendo contactos transitorios con otras células y estructuras del SNC (somas

neuronales, astrocitos, oligodendrocitos, axones, espinas dendriticas, hendiduras
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sindpticas y vasos sanguineos, entre otras; Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005;
Tremblay et al., 2010; Gu et al., 2023).

Respecto a las funciones que puede llegar a desempeiiar, se ha demostrado que la
microglia ramificada interviene en la maduracién neuronal, la transmisidn sindpticay la
presentacion de antigenos (Parakalan et al., 2012; Dixon et al., 2021; Mendes et al.,

2021).

Microglia ameboide

La microglia ameboide presenta una morfologia muy similar a los macréfagos. Se trata
de células redondeadas, con cuerpos celulares agrandados y con procesos microgliales
muy reducidos o incluso ausentes (Giulian et al., 1986; Kaur y You, 2000).

Por lo general, la microglia adquiere la morfologia ameboide cuando se encuentra
inmersa en una condicidn patoldgica (Doorn et al., 2014; Paasila et al., 2019). Es decir,
las células de microglia tras un dafio cambian su morfologia ramificada (correspondiente
a un estado de “vigilancia”) a una morfologia mds ameboide (de estado de “activaciéon”)
para resolver un determinado proceso patolégico. Sin embargo, la microglia no solo
adquiere la morfologia ameboide en estados patoldgicos, sino que en algunos estados
fisiolédgicos también adquiere dicha morfologia. En concreto, estudios previos
demuestran que la microglia durante la etapa embrionaria presenta una morfologia
ameboide hasta el momento de establecerse en su lugar definitivo en el adulto, donde
ya adquiere su cldsica morfologia ramificada (Squarzoni et al., 2014; Tong y Vidyadaran,
2016; Hagemeyer et al., 2017).

Respecto a las funciones que puede desempefar, se ha observado que la microglia
ameboide interviene en la progresidon del ciclo celular, en procesos de motilidad y
migracion celular y en procesos relacionados con la fagocitosis (Parakalan et al., 2012;

Boche et al., 2013; Vidal-Itriago et al., 2022).

Microglia hiperramificada

La microglia hiperramificada presenta unos procesos microgliales cortos, gruesos e
hiperramificados que suelen ir acompafiados de un soma agrandado (Ziebell et al.,
2015). Se considera que este tipo de microglia se encuentra en un estado de

"hiperactivacién" ya que estas células son capaces de ejercer una gran respuesta

17



inflamatoria (Morrison et al., 2017). La produccién de una respuesta inflamatoria
exacerbada se debe bdsicamente a la exposicion repetida a un estimulo nocivo
determinado. La primera exposicion a dicho estimulo provocaria una respuesta
inflamatoria normal, pero una segunda exposicién ocasionaria que la microglia
respondiera de una forma mas agresiva, rapida y exacerbada, provocando una respuesta

inflamatoria desbocada (Vidal-ltriago et al., 2022).

Microglia de baston

Las células de microglia con forma de bastén presentan ndcleos muy pequefios sin
apenas procesos microgliales. Sus somas presentan un aspecto alargado con sodlo
procesos bipolares orientados en una Unica direcciéon (Taylor et al., 2014).

Las principales funciones que desempefian estos tipos celulares estan relacionadas con
los procesos de sinapsis donde separan fisicamente los terminales axdnicos
presindpticos de sus objetivos postsinapticos (cuerpos celulares neuronales o dendritas

proximales; Holloway et al., 2019; Vidal-Itriago et al., 2022).

Microglia distrofica

La microglia distrofica o senescente se caracteriza por presentar somas muy pequefios
con procesos disfuncionales esféricos y agrandados formados por depésitos de
sustancias que han fagocitado. La actividad de este tipo de microglia es practicamente
nula, ya que son células muy inactivas que apenas tienen capacidad para desencadenar
una respuesta inflamatoria eficaz. Este tipo de microglia suele estar asociada a procesos
neurodegenerativos y de envejecimiento (Shahidehpour et al., 2021; Vidal-ltriago et al.,

2022; Neumann et al., 2023).
Factores que determinan la diversidad morfofisiolégica de la
microglia

Como se ha podido observar, la microglia presenta gran heterogeneidad morfoldgica
principalmente debido a la funcidn que adquiere en un determinado momento. Sin
embargo, existen otros factores o condiciones que van a influir en su morfologia entre

los que destacan la regién nerviosa, el sexo del individuo o la etapa del desarrollo en la
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Introduccion

que se encuentre un organismo (Lawson et al., 1990; El Hajj et al., 2019; Tsyglakova et
al., 2021; Colombo et al., 2022; Vidal-ltriago et al., 2022).

De todas ellas, el factor que mas condiciona la adquisicién de un tipo morfoldgico u otro
es la region nerviosa en la que se encuentren las células de microglia (Lawson et al.,
1990; Morrison et al., 2013; Tan et al., 2020; Tsyglakova et al., 2021; Colombo et al.,
2022). Gracias a estudios inmunohistoquimicos, se han encontrado diferencias respecto
a la densidad de las células de microglia y su morfologia en las distintas regiones del SNC
(Fig. 6; Lawson et al 1990; Baltanas et al., 2013; Morrison et al., 2013). Por un lado, se
observé una densidad muy elevada en el BO, el hipocampo, los ganglios basales y la
sustancia negra; una densidad media en la corteza cerebral, el tdlamo y el hipotdlamo;
y una densidad bastante mds reducida en el cerebelo, los tractos fibrosos y el tronco
encefalico (Lawson et al., 1990; Savchenko et al., 1997; Baltanas et al., 2013). Asimismo,
incluso dentro de una misma regién nerviosa existen diferentes densidades microgliales,
como ocurre en la corteza cerebelosa, donde se ha observado que hay una mayor
densidad microglial en los nucleos cerebelosos profundos respecto la capa de los granos

o la capa molecular (Lawson et al., 1990; Savchenko et al., 1997).

FIGURA 6. Heterogeneidad microglial debida a la region del SNC. Como se puede observar en esta
ilustracién de un encéfalo de un ratén adulto, existen diferentes densidades y morfologias microgliales en
las diferentes estructuras que forman el SNC. Tomado de Tan et al., 2020.

Por otro lado, se han demostrado diferencias morfoldgicas en la microglia al comparar
diferentes estructuras del SNC. Por ejemplo, la microglia presente en la sustancia gris
del encéfalo se encuentra ampliamente ramificada, mientras que la que se encuentra

en la sustancia blanca presenta una morfologia mds ameboide. Ademas, otros estudios
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demuestran que la microglia de la corteza cerebral esta mas ramificada que la microglia
de otras regiones encefalicas tales como el cerebelo.

Por tanto, dependiendo de la regidn en la que nos encontremos, la microglia va a
adquirir un tipo de morfologia determinado con el fin de desarrollar una funcién

especifica.

La microglia y sus funciones

La microglia es la célula que se encarga de vigilar, proteger y mantener la homeostasis
del SNC. Para ello, la microglia desempeiia gran cantidad de funciones: respuesta
inmunoldgica, sinaptogénesis (poda sinaptica y formacidon de espinas dendriticas),
mielinizacidon de los axones, vasculogénesis, neurogénesis y astrogénesis, entre otras
(Fig. 7; Antony et al., 2011; Stansley et al., 2012; Ginhoux et al., 2013; Nayak et al., 2014;
Al-Onaizi et al., 2020; Verkhratsky et al., 2021; McNamara et al., 2023; Nebeling et al.,
2023).

A continuacidn, se explicaran con mas detalle las funciones mas relevantes de esta lista.
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FIGURA 7. Principales funciones de la microglia y tipos celulares con los que interacciona. Como se
muestra en la ilustracion, la microglia desempefia gran cantidad de funciones muy diversas vy

heterogéneas. BHE, barrera hematoencefalica. Modificado de Sierra et al., 2019.
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Respuesta inmunologica

Aunque otros tipos celulares intervienen en la respuesta inmunitaria del SNC, las células
de microglia son las principales encargadas de realizar esta funcién. Tanto es asi que,
como ya se ha comentado, a la microglia se la considera el sistema inmunoldgico innato
del encéfalo, siendo su principal funcién la de proteger al SNC de organismos o agentes
(internos o externos) considerados como patdgenos. Para responder rapidamente a
estos estimulos patogénicos, las células de microglia estan equipadas con receptores
tipo Toll (TLR'), que son receptores transmembrana caracterizados por un dominio
extracelular de repeticién rico en leucina que detectan patrones moleculares asociados
a patdgenos (PAMP?) o patrones moleculares asociados a dafios (DAMP?; Piccinini y
Midwood, 2010; Matzinger y Kamala, 2011). Una vez que estos receptores se activan,
desencadenan una cascada de transmisién intracelular que produce una respuesta
inflamatoria (Lalancette-Hébert et al., 2017).

Entonces, por una parte, la microglia activa la secrecion de diferentes sustancias o
elementos relacionados con la inflamacién (proinflamatorios o antiinflamatorios) y, por
otra parte, la microglia activa su capacidad fagocitica junto con su gran capacidad movil.
Estas acciones persiguen la resolucion de un determinado proceso patolégico
eliminando primero los estimulos nocivos, para mas tarde iniciar un proceso de curacién
y restauracion de las estructuras nerviosas dafiadas (Chen et al. 2018).

La microglia puede desencadenar una potente respuesta inflamatoria al secretar
determinados componentes inflamatorios en respuesta a estimulos nocivos. Entre estas
sustancias se encuentran las citocinas, las quimiocinas y las especies reactivas del
oxigeno y del nitrogeno (Takeuchi y Akira, 2010; Griffith et al., 2014; Zheng et al., 2016;
Hughes y Nibbs, 2018).

Citocinas

Las citocinas son pequefias proteinas que pueden ser producidas por las células de
microglia para regular la respuesta inmunitaria (Takeuchi y Akira, 2010; Kany et al.,

2019). Estas proteinas se unen a sus receptores en células diana (neuronas y células

! Del inglés Toll Like Receptors.
2 Del inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns.
3 Del inglés Damage-Associated Molecular Patterns.
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gliales) y activan una cascada de sefiales intercelulares con las que regulan varias
funciones tales como la adhesion, la supervivencia, la proliferacion o la apoptosis celular
(Milner y Campbell, 2002; Zhang y An, 2007; Ahuja y Lazar, 2021).

Las citocinas se dividen en dos grandes grupos: citocinas proinflamatorias y citocinas
antiinflamatorias (Zhang y An, 2007). Las primeras facilitan la respuesta inflamatoria y
desempeiian un papel esencial tanto en el mantenimiento de la correcta fisiologia del
SNC como en su reparacién tras un dafio. Sin embargo, la liberacion masiva e
incontrolada de citocinas proinflamatorias es muy peligrosa ya que agrava la patologia
existente ocasionando un dafio adicional al tejido nervioso circundante empeorando
significativamente la progresion de la enfermedad (Zheng et al., 2016). Algunas de las
citocinas proinflamatorias mas destacadas en los procesos neurodegenerativos son la
interlucina-1B (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a*; Leal et al., 2013; Bras et
al., 2020).

Por su parte, las citocinas antiinflamatorias se encargan de resolver y minimizar la
respuesta proinflamatoria y de promover la reparacién de los tejidos, evitando asi los
efectos negativos asociados a la inflamaciéon crénica generada por una respuesta
proinflamatoria descontrolada (Fenton et al., 1992; Vezzani et al., 2013). Entre las
principales citocinas antiinflamatorias que se liberan en procesos neurodegenerativos
se encuentran la interleucina 4 (IL-4), la interleucina 10 (IL-10) y el factor de crecimiento

transformante B (TGF-B°; Fenton et al., 1992; Bureta et al., 2019).

Quimiocinas y ejes de comunicacion microglia-neurona

Las quimiocinas son una gran familia de pequefias citocinas secretadas durante la
respuesta inflamatoria (Griffith et al., 2014). En el SNC, su principal funcién es la de
regular y controlar la motilidad de la microglia hacia el foco de un determinado proceso
patolégico mediante un proceso denominado quimiotaxis (Hughes y Nibbs, 2018). Mas
especificamente, se ha demostrado que la microglia presenta receptores para
determinadas quimiocinas secretadas por neuronas, de manera que ambos tipos

celulares estan en constante comunicacidn, estableciéndose lo que se conoce como los

% Del inglés Tumor Necrosis Factor-a.
> Del inglés Transforming Growth Factor-6.
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ejes de comunicacién microglia-neurona, de gran importancia en los procesos
neurodegenerativos (Eyo y Wu, 2013; Cserép et al., 2021).

La comunicacion entre las neuronas y la microglia contribuye al correcto mantenimiento
de la homeostasis del SNC. Se ha demostrado que esta interaccién esta mediada por
"sefiales de encendido" (moléculas que desencadenan la activacion microglial) y
"sefiales de apagado" (moléculas que ejercen una inhibicién microglial; Eyo y Wu, 2013;
Posfai et al., 2019; Cserép et al., 2021). En concreto, el funcionamiento normal de los
ejes de comunicacion microglia-neurona se basa en la exhibicién por parte de las
neuronas de una serie de sefiales basadas en la secrecidn de quimiocinas que mantienen
a la microglia en un estado de “inhibicién” o “vigilancia”. Sin embargo, cuando estos ejes
de comunicacion se alteran en respuesta a un determinado estimulo patolégico, las
neuronas eliminan ese control inhibidor sobre la microglia. Esto hace que la microglia lo
interprete como una amenaza o sefal de peligro, activando asi la respuesta inmunitaria
con el objetivo de resolver un determinado estado patolégico y de restablecer el
correcto funcionamiento del eje de comunicacidén (Szepesi et al., 2018).

Existen diferentes tipos de ejes de comunicacidn microglia-neurona, pero los mas
destacados en patologias neurodegenerativas son los ejes CX3CL1°-CX3CR1/, CCL22-

CCR2°y CD200'°-CD200R"".

Eje CX3CL1-CX3CR1

La quimiocina CX3CL1 se expresa de manera constitutiva y abundante en las neuronas,
y de una forma minoritaria en otros tipos celulares tales como la microglia, los astrocitos
y las células endoteliales. La actividad o funciéon que va a desempefiar CX3CL1 se
encuentra mediada por el receptor CX3CR1, que en el SNC solamente se expresa en la
microglia. La interaccidn reciproca entre el receptor microglial CX3CR1 vy el ligando
neuronal CX3CL1 permite una comunicacion precisa y eficaz entre las neuronas y las
células microgliales y, por tanto, desempeiia un papel clave en la coordinacién de
muchos aspectos de la fisiologia nerviosa (establecimiento de redes neuronales,

maduracion y plasticidad de las sinapsis, regulacién de la funcidn cognitiva y control de

6 Del inglés fractalkine/cx3c chemokine ligand 1.

7 Del inglés fractalkine/cx3c receptor 1.

8 Del inglés chemokine (c-c motif) ligand 2.

% Del inglés chemoattractant receptor 2.

10 Del inglés cluster of differentiation 200.

11 Del inglés cluster of differentiation receptor 200.
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los procesos inmunoldgicos; Pawelec et al., 2020). Algunas investigaciones demuestran
gue, en condiciones normales, las neuronas producen altos de niveles de CX3CL1 que se
unen al receptor microglial CX3CR1 manteniendo a la microglia en un estado de
“reposo” (Pawelec et al., 2020). Sin embargo, cuando se desarrolla una patologia, los
niveles de CX3CL1 secretados por las neuronas disminuyen, no llegandose a unir a su
receptor, lo que provoca una activacion inmunitaria por parte de la microglia (Luo et al.,

2018; Pawelec et al., 2020; Zhao et al., 2023).

Eje CCL2-CCR2

La quimioquina CCL2 es liberada por las neuronas y por las células de microglia (Cherry
et al., 2020). Una vez que se libera, se une a su receptor CCR2 expresado también en
neuronas y microglia (Komiya et al., 2020). CCL2 es un mediador clave en los procesos
de inflamacion de algunas enfermedades neurodegenerativas, donde la principal
funcién de dicha quimiocina es la de la atraer (quimiotaxis) células de caracter
inmunitario (microglia y monocitos) hasta el lugar de la lesion. Mas especificamente, en
un proceso neurodegenerativo, las neuronas liberan CCL2 que se une al receptor CCR2
presente en la microglia. Esto provoca que la microglia libere mas CCL2 para atraer al
lugar de la lesion mds células de microglia iniciando una cascada que perpetla la
inflamacién y que puede agravar el daio neuronal. Asimismo, se ha observado que los
niveles elevados de CCL2 alteran la excitabilidad, la plasticidad sinaptica y el crecimiento
de las neuritas generando cambios en la funcionalidad neuronal a largo plazo (Komiya

et al., 2020; Sowa y Tokarski, 2021; Wu et al., 2021).

Eje CD200-CD200R

CD200 es una glicoproteina de membrana celular presente en gran cantidad de células
entre las que se encuentran las neuronas (Kotwica-Mojzych et al., 2021). Alo largo de la
ultima década se ha observado que la interaccion de CD200 con su receptor CD200R,
presente en la microglia, conduce a la atenuacién de una serie de respuestas
inmunitarias, interviniendo en procesos relacionados con la proliferacion y activacion
microglial (Zhao et al., 2019).

Respecto a la proliferacién, diversas investigaciones han demostrado que la interaccion
CD200-CD200R la reduce, ya que se ha observado que cuando hay una deficiencia en la
produccién de CD200 se produce un aumento drastico de la densidad microglial. En

concreto, en las enfermedades neurodegenerativas se produce una descompensaciéon
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del eje CD200-CD200R disminuyendo los niveles de CD200 y, por ende, estimulando la
proliferacion de la microglia (Wang et al. 2011; Oria et al. 2018).

Respecto a la activacién inmunoldgica, se ha observado que la interaccién CD200-
CD200R mantiene la microglia en estado de reposo impidiendo, a su vez, que libere
mediadores proinflamatorios (Hoek et al., 2000; Hernangdmez et al., 2014; Lago et al.,
2018). Sin embargo, en un estado patolégico dicha interaccién se rompe, haciendo que

la microglia se active produciendo una respuesta inflamatoria.

Especies reactivas del oxigeno y del nitrogeno

Las especies reactivas de oxigeno (ROS'?) y las especies reactivas de nitrégeno (RNS*?)
son moléculas derivadas del oxigeno y del éxido nitrico, respectivamente. Las especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno (RONS'#) incluyen el superdxido (Oy), el perdxido de
hidrégeno (H20,), el éxido nitrico (NO) y el peroxinitrito (OONO"). Todas ellas actuan
como moléculas de senalizacidn celular en procesos bioldgicos normales tales como la
supervivencia celular, la muerte celular, la diferenciacién genética o la transcripcion de
genes. Sin embargo, en condiciones patoldgicas pueden provocar dafios en multiples
organulos y/o en determinados procesos celulares (Kumar y Ratan, 2016; Manoharan et

al., 2016; Simpson y Oliver, 2020; Fan et al., 2023).

Fagocitosis

Mediante el proceso de fagocitosis la microglia reconoce, engulle y degrada particulas
mayores de 0,5 um como microorganismos, sustancias extrafias, células apoptéticas,
restos axonales o espinas dendriticas (Jana et al., 2008; Abiega et al., 2016; Diaz-Aparicio
et al., 2016; Yanguas-Casas et al., 2018; Diaz-Aparicio et al., 2020; Uribe Querol y
Rosales, 2020; Yanguas-Casas et al., 2020).

En el SNC, a pesar de que otros tipos celulares como los astrocitos presentan capacidad
fagocitica, se considera a la microglia como la célula fagocitica por excelencia, ya que es
la mas eficiente para dicho propdsito (Parnaik et al., 2000; Magnus et al., 2002; Nayak
et al.,, 2014).

2 Del inglés Reactive Oxygen Species.
13 Del inglés Reactive Nitrogen Species.
14 Del inglés Reactive Oxygen and Nitrogen Species.
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Motilidad

Durante un estado fisioldgico normal la microglia presenta la denominada motilidad de
“vigilancia”, que se define por la extension, retraccién y movimiento de los procesos
microgliales, sin migraciéon del cuerpo celular. Este tipo de movimiento permite a la
microglia examinar su entorno, eliminar restos celulares, interactuar con neuronas y
otros componentes gliales, y remodelar la matriz extracelular neuronal (Bernier et al.,
2019; Franco-Bocanegra et al., 2019; Nebeling et al., 2023).

Sin embargo, durante un proceso patoldgico la microglia cambia su motilidad de
vigilancia hacia una motilidad “dirigida” o “quimiotactica". Cuando la microglia adquiere
este tipo de motilidad puede presentar dos tipos de movimientos: por un lado, extiende
sus procesos microgliales hacia la fuente de la lesién y, por otro lado, también dirige su
soma hacia el lugar de la lesidn, aunque a un ritmo mas lento que los procesos. Este
ultimo tipo de motilidad se asocia a un fenotipo de caracter proinflamatorio con

marcada capacidad fagocitica (Franco-Bocanegra et al. 2019; Nebeling et al., 2023).

Neurogénesis

La microglia participa de forma activa en los procesos de neurogénesis durante las
etapas embrionaria y adulta (Sierra et al., 2010; Cunningham et al., 2013; Tong et al.,
2016; Diaz-Aparicio et al., 2020; Hattori et al., 2023).

Haciendo hincapié en la tltima, la microglia que se encuentra en los nichos neurogénicos
de la zona subventricular y la zona subgranular del giro dentado posibilita la produccién
de neuronas que se integran en el BO y en el hipocampo, respectivamente (Sierra et al.,
2010). M3s especificamente, la microglia recibe sefiales desde los nichos neurogénicos
gue hacen que fagocite las células madre neurales apoptdticas generadas durante la
neurogénesis y también que elimine el exceso de células progenitoras recién formadas
(Sierra et al., 2010; Li et al., 2013; Arno et al., 2014). Pero no siempre la microglia actua
a favor de la neurogénesis, sino que en determinadas condiciones fisiopatoldgicas la
microglia libera citocinas proinflamatorias que la inhiben (Wu et al., 2012; Fang et al.,

2023).
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Vasculogénesis

La microglia desempefia un papel importante en la angiogénesis y el mantenimiento de
la vasculatura del SNC (Ding et al., 2018; Zhao et al., 2018). Ademads, la microglia
interviene en la remodelaciéon y en la formacién de nuevos vasos sanguineos en
determinadas patologias relacionadas con el sistema nervioso (enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple, enfermedades pridnicas o

glioblastomas; Ding et al., 2018; Zhao et al., 2018).

Astrogénesis

La microglia participa en la produccidn de nuevos astrocitos (astrogénesis) mediante la
activacion de vias de sefalizacién especificas (Matejuk y Ransohoff, 2020). Asimismo, en
un estado patoldgico, la produccion de mediadores proinflamatorios por parte de la
microglia induce la aparicién de astrocitos reactivos que intervienen y participan de
forma activa en la reaccién inflamatoria mediante la produccién de sustancias

inflamatorias (Baltanas et al., 2013; Liu et al., 2020).

Sinaptogénesis: poda sinaptica y formacion de espinas
dendriticas

La microglia contribuye a la formacién, maduracion y eliminaciéon de las sinapsis e
interviene en los procesos de plasticidad sinaptica. Durante el desarrollo postnatal, la
microglia elimina las neuronas redundantes que no establecen circuitos funcionales vy,
ademas, da forma a las sinapsis neuronales fagocitando espinas dendriticas que no
reciben informacidn de los contactos sindpticos (Kettenmann et al., 2013; Colonna et
al., 2017). Mas aun, la microglia influye en la fuerza y plasticidad de las sinapsis mediante
la liberacidon de citoquinas proinflamatorias, ROS y NO, asi como factores neurotréficos

(Prowse 2021; Cornell et al., 2022).
Mielinizacion
La microglia participa activamente en los procesos de mielinizacion al producir factores

de crecimiento que regulan la proliferacion, supervivencia y destino de los

oligodendrocitos. Ademas, durante los procesos de mielinizacién y de remielinizacién,
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la microglia fagocita los restos de mielina, lo que facilita el reclutamiento y la
diferenciacién de los precursores de oligodendrocitos (Santos y Fields, 2021).

Por su parte, hay que resaltar que, en condiciones patolégicas, la microglia podria tener
un papel negativo en la mielinizacidén de los axones, ya que la liberacion de citoquinas

proinflamatorias dificultaria dicho proceso (Santos y Fields, 2021).

La microglia como diana terapéutica en enfermedades
neurodegenerativas: los inhibidores de la microglia

Existen pruebas sélidas que sugieren que la regulacion de las funciones de la microglia
durante una patologia neurodegenerativa podria representar una estrategia terapéutica
prometedora que ayudaria a contrarrestar la muerte neuronal. Por tanto, comprender
el funcionamiento de la microglia en los procesos neurodegenerativos es fundamental
para el establecimiento de estas terapias.

Por lo general, dichas terapias se fundamentan en la idea de que la activacion de la
microglia hacia un estado proinflamatorio es perjudicial, mientras que la transicion hacia
un estado antinflamatorio es beneficiosa. Por tanto, a lo largo de los afos se han
desarrollado estrategias enfocadas en la conversion de la microglia de un fenotipo
proinflamatorio hacia uno antinflamatorio (Sun et al., 2010; Pettit et al., 2013; Pérez-
Martin et al., 2023). Sin embargo, con el paso del tiempo se ha observado que este tipo
de terapia no es totalmente efectiva, ya que en las enfermedades neurodegenerativas
el paradigma de polarizacidon proinflamatorio/antinflamatorio es equivoco dado que
ambos estados suelen converger al mismo tiempo. Ademads, como se ha comentado con
anterioridad, la activacidn proinflamatoria no siempre es perjudicial, ni la activacién
antinflamatoria es siempre beneficiosa.

Recientemente, ha surgido una nueva linea de investigacién basada en el uso de
inhibidores de la microglia. En primer lugar, estos inhibidores otorgan informacién muy
valiosa sobre el funcionamiento de la microglia durante los procesos fisiolégicos y
patoldgicos del SNC (Basilico et al. 2022). Ademas, en diversas investigaciones recientes
se ha observado que este tipo de intervencién presenta un potencial terapéutico en
enfermedades neurodegenerativas en las que la microglia promueve la inflamacion y/o

la muerte neuronal. Asi, en algunas enfermedades relacionadas con el SNC, eliminar o
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reducir la microglia resulta beneficioso para la resolucién o mejora de una determina
patologia (Lund et al., 2017; Sosna et al., 2018; Kerkhofs et al., 2020; Henry et al., 2020;
Henry y Loane, 2021). Se piensa que este hecho se debe a la disminuciéon de la
inflamacidn generada por la microglia en respuesta a un determinado estimulo nocivo
(Henry et al., 2020; Kerkhofs et al., 2020). Por ello, se podria considerar que una
adecuada modulacién de la microglia constituye un enfoque terapéutico muy
importante para prevenir y/o limitar la progresidon de la enfermedad (Basilico et al.
2022). Sin embargo, esta inhibicion es generalizada y no sélo afecta a la microglia
perjudicial. Por esta razon, tales aproximaciones terapéuticas, aunque perfectamente
validas, entrafian ciertos riesgos o potenciales efectos secundarios.

En la actualidad existen dos formas muy eficaces de eliminar la microglia: mediante el

silenciamiento génico o mediante el uso de farmacos.

Eliminacion de la microglia mediante silenciamiento génico

Una de las formas mas utilizadas a lo largo de los afios para la deplecion de la microglia
es el denominado silenciamiento génico. Con esta técnica se busca silenciar genes
microgliales o relacionados con algunas funciones microgliales esenciales. A lo largo de
los afos se han disefiado estrategias para dicho fin, entre las que destacan el uso de
ratones transgénicos CD11b-HSVTK, el uso de ratones transgénicos portadores de
mutaciones en genes criticos para el desarrollo de la microglia (factor de transcripcién
PU.1, factor regulador del interferén 8, TGF-B) y el uso de ratones transgénicos basados
en la toxina diftérica (Heppner et al., 2005; Parkhurst et al., 2013; Bruttger et al., 2015;
Basilico et al., 2022). Todas estas estrategias han sido ampliamente usadas a lo largo de
los afios para el estudio de la microglia y sus funciones en las diferentes etapas del
desarrollo de un organismo, pero con el tiempo han surgido nuevos métodos mas
innovadores, de mas facil administracién y mas econémicos: los denominados farmacos
inhibidores de la microglia (Basilico et al., 2022).

Eliminacidn de la microglia mediante el uso de farmacos inhibidores

Ademas de las herramientas genéticas, se dispone de estrategias farmacologicas para la
deplecion de la microglia (Yao et al., 2016; Hou et al., 2020; Stojiljkovic et al., 2022;
Church et al., 2023).
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De todos ellas, destaca el uso de los inhibidores del receptor 1 del factor estimulante de
colonias (CSF-1R'°), receptor esencial para la proliferacion, diferenciacién vy
supervivencia microglial (Stanley et al., 1997; Hu et al., 2021; Elmore et al., 2014).

Se han desarrollado una serie de inhibidores del receptor CSF-1R, siendo los dos mas
conocidos los inhibidores PLX3397 y PLX5622 (Elmore et al., 2014; Stojiljkovic et al.,
2022; Church et al., 2023). M4s aun, el inhibidor PLX5622 es el mas utilizado hasta la
fecha, ya que se trata del mas eficaz y rdpido para inhibir la microglia de una forma

practicamente completa (Fig. 8).

EFICACIA DE LOS PRINCIPALES INHIBIDORES DE LA MICROGLIA
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FIGURA 8. Dindmica temporal de la deplecién y repoblaciéon de la microglia. Evolucidon temporal de la
eliminacién de la microglia durante la administracién de los inhibidores PLX3397 y PLX5622 y su posterior
repoblacion tras la retirada del tratamiento. Modificado de Basilico et al., 2022.

PLX5622 es un inhibidor del CSF-1R altamente selectivo que permite una eliminacién
prolongada y especifica de la microglia, antes y durante el desarrollo de una patologia.
Este farmaco penetra facilmente a través de la BHE llegando a eliminar mas del 90% de
la microglia en tan sélo tres dias (Fig. 8; Carroll et al., 2018; Ali et al., 2020; Basilico et
al., 2022; Stojiljkovic et al., 2022; Church et al., 2023).

Existen diferentes formas de administrar este inhibidor, siendo la oral, mediante la
dieta, en forma de pienso, la forma mas estandarizada (Ali et al., 2020; Basilico et al.,
2022; Arbaizar-Rovirosa et al., 2023). Este tipo de administracion provoca una pérdida

de alrededor del 80% de microglia tras 3 dias de tratamiento y una pérdida del 99% de

15 Del inglés Colonies Stimulating Factor Receptor type 1.
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microglia tras 3 semanas de tratamiento en regiones del SNC tales como la corteza
cerebral, el cuerpo estriado, el hipocampo o el cerebelo de ratones adultos. Otra via de
administracién es la intraperitoneal, mediante el uso de determinados vehiculos de
administracién (como aceite de maiz), donde el compuesto se solubiliza y se administra
mediante una inyeccién. Se ha observado que una sola inyeccidén intraperitoneal de
PLX5622 al dia reduce la microglia en un 80-90% a los 3 dias del inicio del tratamiento,
alcanzando una reduccién del 96% tras 14 dias de administracion (Riquier y Sollars,
2020).

Por tanto, el inhibidor PLX5622 presenta una gran eficacia para eliminar la microglia,
aungue este tipo de inhibidor también presenta algunas limitaciones o inconvenientes.
Su administracion no es especifica, por lo que no se dirige a una regiéon encefdlica
determinada. Ademads, su administracion produce efectos fuera del SNC y afecta a otros
tipos celulares como los monocitos o a algunas poblaciones de células mieloides y
linfoides periféricas y causa cambios irreversibles en la composicién de la médula dsea,
del bazo y de la sangre (Lei et al., 2020). A pesar de estas limitaciones, el inhibidor
PLX5622 se sigue empleando ampliamente para la eliminacién de la microglia en
estudios preclinicos de una gran cantidad de enfermedades neurodegenerativas debido

a su facilidad de uso, su facil administracién y su gran eficacia.

El raton PCD como modelo de neurodegeneracion y
neuroinflamacion selectiva

A lo largo de los aiios, el estudio de modelos animales portadores de una determinada
mutacion ha proporciona