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1. DATOS BÁSICOS DEL TFG:

Título: Caracterización del patrón de expresión de los receptores de fosfatidilserina y sus ligandos en
las células microgliales del cerebelo de ratón durante el desarrollo postnatal.

Descripción general (resumen y metodología):

Las células microgliales son consideradas como la población de macrófagos residentes del sistema
nervioso central (SNC). En los últimos años diferentes investigadores han descubierto que las
células microgliales pueden realizar una gran diversidad de funciones en el SNC, tanto durante el
desarrollo como en el adulto, normal o patológico. Entre ellas, se ha demostrado que las células
microgliales de diferentes especies, incluidos los primates, son capaces de promover procesos de
muerte celular programada (apoptosis) en subpoblaciones celulares específicas durante el
desarrollo del SNC (Marín-Teva et al., 2004, 2011, 2014; Mallat et al., 2005; Bessis et al., 2007;
Wakselman et al., 2008; Cunningham et al., 2013; Anderson et al., 2019). En un estudio pionero
demostramos por primera vez que las células microgliales promueven la apoptosis de algunas
células de Purkinje en el cerebelo de ratones postnatales mediante un mecanismo que incluye la
formación de contactos fagocíticos y la producción de moléculas citotóxicas como las especies
reactivas de oxígeno, el cual fue denominado “muerte celular promovida por fagocitosis” (Marín-
Teva et al., 2004), y más recientemente “fagoptosis” (Brown y Neher, 2012). Además, nuestros
resultados sugieren fuertemente que células de Purkinje comprometidas a morir deberían expresar
en su superficie señales "eat-me" aún no caracterizadas que facilitarían su reconocimiento por las
células microgliales y que estimularían el proceso de fagoptosis.
La señal "eat-me" mejor caracterizada en mamíferos es la fosfatidilserina (PS) (Lemke, 2013; Sierra
et al., 2013), que es un fosfolípido presente en las membranas celulares de los eucariotas que
muestra una marcada asimetría en su distribución en la bicapa lipídica. En las células sanas, se
localiza en la monocapa interna de fosfolípidos de la membrana celular. Sin embargo, durante la
apoptosis o en los estados de estrés celular, el PS se externaliza a la monocapa externa de la
membrana celular, actuando potencialmente como una señal de fagocitosis sobre las células
microgliales u otros fagocitos profesionales (Sierra et al., 2013; Brown y Neher, 2014). La
externalización de PS puede estimular la fagocitosis de las células apoptóticas mediante la unión a
receptores localizados en la membrana del fagocito, como Tim-4, BAI1, Estabilina-2, proteínas de la
familia CD300, RAGE, integrinas alfavbeta3 o alfavbeta5, receptores de tirosina-quinasa de la
familia Tyro3-Axl-Mertk (TAM) y CD91 (Park y Kim 2017). Esta unión puede ser directa o indirecta, a
través de moléculas puente liberadas al espacio extracelular, como el MFG-E8, Gas6, proteína S,
calreticulina o el componente C1q del complemento. Sin embargo, los receptores y las moléculas
puente que participan en la fagocitosis de las células apoptóticas que expresan PS durante el
desarrollo del SNC todavía no han sido bien caracterizadas.
Es interesante destacar que en los últimos años diferentes estudios in vitro e in vivo sugieren
fuertemente que la fagoptosis microglial de las neuronas también podría desempeñar un papel
importante en los procesos neurodegenerativos (Neher et al., 2011, 2012, 2013; Fricker et al.,
2012, 2018; Neniskyte et al., 2011, 2014, 2016; Neniskyte and Brown, 2013; Brown and Neher,
2012, 2014; Zhao et al., 2015; Breslstaff et al., 2018). Estos estudios mostraron que la microglía
reconoce la PS, expuesta de forma reversible en la superficie externa de la membrana de las
neuronas apoptóticas, como una señal de "eat-me". Así, por ejemplo, se demostró que las células
microgliales, estimuladas in vitro por tratamiento con el péptido beta-amiloide o en presencia de
neuronas con inclusiones de proteína tau (características de la enfermedad de Alzheimer), liberan
MFG-E8, que media la unión de la PS del superficie neuronal al receptor de vitronectina (integrina



alfavbeta3/5), presente en la membrana microglial, promoviendo así la fagoptosis microglial de las
neuronas con la intervención de especies reactivas de oxígeno (Neniskyte et al., 2011, 2016;
Neniskyte y Brown, 2013; Breslstaff et al., 2018). También es sabido que las células microgliales
también pueden expresar receptores de tirosina quinasa TAM y sus ligandos, los cuales constituyen
otro sistema de receptores importante y moléculas puente para el reconocimiento de PS que
podrían contribuir a la fagocitosis de las neuronas apoptóticas, actuando sinérgicamente con el
sistema receptor de vitronectina. En este sentido, investigadores de dos grupos dirigidos por los
Profesores Axel Nimmerjahn y Greg Lemke, demostraron que los receptores de tirosina quinasa
TAM son actores clave en el mecanismo de la fagocitosis microglial de las células con PS externa en
su superficie, presente en el cerebro adulto después de la aplicación intracraneal de vectores
basados en adenovirus (Tufail et al., 2017) o en regiones neurogénicas del SNC (Fourgeaud et al.,
2016). Es bien sabido que los receptores TAM están involucrados en la fagocitosis de las células
apoptóticas y que regulan la respuesta inmune innata en los fagocitos profesionales (Rothlin et al.,
2007; Lemke, 2013; Zagórska et al., 2014). Además, la activación de los receptores TAM depende
de la externalización de PS en la superficie celular de las células apoptóticas y está mediada por
sus ligandos Gas6 y proteína S, que se unen directamente a la PS, actuando como un puente con
los receptores TAM (Lemke, 2013). Aunque todos los receptores TAM (Tyro3, Axl y Mertk) se
expresan en el SNC, Axl y Mertk son los únicos expresados en microglía (Grommes et al., 2008;
Fourgeaud et al., 2016). Un trabajo de los grupos de los Dres. Nimmerjahn y Lemke demostró que
las células apoptóticas o estresadas pueden rescatarse de la muerte y la fagocitosis microglial
mediante la inhibición de la externalización de PS en las células apoptóticas o la eliminación de los
receptores TAM o sus ligandos en las células microgliales. Estos resultados sugieren fuertemente
que estas células mueren por un proceso de fagoptosis dependiente de los receptores TAM
microgliales. Esto concuerda con los resultados observados en un modelo de ratón con isquemia
cerebral focal que muestran que la eliminación de Mertk reduce los déficits motores y la fagocitosis
de las neuronas (Neher et al., 2013).
En el presente trabajo se realizará un estudio cuantitativo del patrón de expresión del receptor
Mertk y del factor MFG-E8 en las células microgliales del cerebelo de ratones durante las dos
primeras semanas de vida postnatales. Para este propósito, se realizarán técnicas de marcaje
inmunocitoquímico utilizando anticuerpos anti-Mertk y anti-MFG-E8 junto con marcadores
específicos de células microgliales. Se utlizarán tanto cerebelos completos como células
microgliales aisladas del cerebelo de ratones postnatales de diferentes edades mediante un
método descrito previamente (Neubrand et al., 2014), para analizar los cambios en la expresión de
estos receptores y MFG-E8 tanto a nivel de ARNm, mediante aislamiento de ARN y RT-PCR, como a
nivel de proteína, mediante ensayos de Western blot con anticuerpos específicos. Se estudiará de
manera paralela el patrón de expresión de marcadores apoptóticos como la caspasa-3 activada en
las células de Purkinje.

Tipología: Trabajos experimentales, de toma de datos de campo o de laboratorio.

Objetivos planteados:

El objetivo del presente estudio es analizar el patrón de expresión del receptores de fosfadidilserina
como TAM Mertk y el factor MFG-E8 en las células microgliales y su relación con la muerte celular
de neuronas de Purkinje en el cerebelo de ratón durante el desarrollo postnatal.
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