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Introduccion

La neuroinflamacién se define como la respuesta inflamatoria del
sistema nervioso que integra la produccion de mediadores
proinflamatorios como las citocinas y quimiocinas (1). A nivel
cerebral, la microglia es el principal tipo de célula inflamatoria que
actla como macrofago residente en condiciones de respuesta
inmune y también juega un papel predominante durante el
desarrollo fetal. Se conoce que la activacion de la microglia puede
darse por diversos estimulos proinflamatorios enddgenos y
exogenos, entre los que destacan lipopolisacaridos (LPS),
citocinas, acidos grasos, agregados proteicos, entre otros (3). En
nuestro laboratorio, se ha trabajado con un modelo de
sobrenutricion materna y se ha demostrado que la sobrenutricion
de la madre provoca neuroinflamacion en la descendencia. En
condiciones de obesidad, los altos niveles de &cidos grasos
saturados, lipidos y glucosa alteran los perfiles de metilacion del
ADN vy el estado de condensacion de la cromatina lo que conduce
a la activacion de macréfagos (4-5). Con lo anterior, se desconoce
si el aumento en el perfil lipidico modula la activacion de la
microglia a través de mecanismos epigenéticos. En este proyecto
se propone identificar si los lipidos son potenciales promotores de
activacion de la microglia y de fagocitosis y si esta puede
modularse mediante la activacion farmacoldgica de mecanismos
epigenéticos.

Metodologia

Se empleo la linea celular de microglia murina SIM-A9 (ATCC,
CRL-3265), que se mantuvo en medio DMEM F12 suplementado
con 5% de suero fetal bovino y 10% de antibidtico en una
incubadoraa 37° C, 5% CO2y 95% de Ox2. Las células de microglia
se incubaron durante 24 h, con/sin farmacos epigenéticos que
incluyen: 5-Azacitidina (5-AZA, inhibidor de la ADN
metiltransferasa), &cido suberoilanilida (SAHA, inhibidor de
histonas deacetilasas, HDAC) y S-adenosil metionina (SAM
farmaco inhibidor de la ADN metiltransferasa). Posteriormente, se
retir6 el medio y se afiadié medio nuevo DMEM F12 con 0.1% de
perlas de latex fluorescentes (FITC), las cuales previamente
fueron pre-opsonizadas en SFB (1:5) durante 1 h a 37°C. Los
cultivos se estimularon con LPS (500 ng/ml) (estimulo
inflamatorio) durante 6 horas a 37 °C. Transcurrido el tiempo, se
desecho el medio, se lavaron las células dos veces con PBS 1X
estéril 'y se recolectaron con una solucién  de
PBS/EDTA/EGTA/Glucosa. La solucién con las células se
transfirié a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml y se centrifugaron
a 1500 rpm durante 5 minutos. Finalmente, se descarto el
sobrenadante y se resuspendieron las células en 100 pl de PBS1X
para su analisis mediante citometria de flujo.

Resultados y discusion
Los resultados demuestran que la promocion de la acetilacion de

histonas por SAHA y la hipometilacion del ADN e histonas por 5-
AZA decrece la actividad fagocitica de la microglia en
condiciones basales (Fig. 1A). De interés, la promocion de la
acetilacion de histonas por SAHA es eficiente en decrecer la
fagocitosis inducida por el estimulo pro-inflamatorio LPS (Fig.
1B). Se ha mostrado que los inhibidores de HDAC decrecen la
fagocitosis de la microglia expuesta a estimulos inflamatorios con
LPS (6-7). Sin embargo, el empleo del inhibidor de HDAC no
selectivo como SAHA, se desconoce cuales HDACs modulan la
activacion de la microglia y como la inhibicion de éstas conlleva
a la acetilacion de genes para reducir la actividad fagocitica.
Algunos estudios sefialan que la inhibicién de HDACs clase | 1, 2
y 3 reducen la respuesta de macréfagos al ser estimulados con LPS
(8). Por su parte, la regulacion de la expresion génica por
metilacion del ADN ha sido poco estudiada en estas células. Se ha
visto que la inhibicion de la metilacion en macréfagos suprime la
inflamacion (4). En concreto, la enzima DNMT3b disminuye la
inflamacion y regula la polarizacion de macrofagos (9).
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Figura 1. Efecto de moduladores epigenéticos sobre la actividad fagocitica
de la microglia en condiciones basales e inflamatorias.

Conclusiones

La promocidn de la acetilacion de histonas y la hipometilacion del
ADN e histonas reducen la actividad fagocitica de la microglia en
condiciones basales e inflamatorias.
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