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RESUMEN

Objetivo: Estandarizar un protocolo de inmunohistoquimica que se ha utilizado ampliamente en
ratones de la cepa C57BL/6J para identificar microglia del sistema nervioso central en ratas de la cepa
Wistar. Materiales y Métodos: La presente actividad de investigacion se llevd a cabo en dos partes. En
la primera parte se implementd un protocolo de inmunohistoquimica para identificar la microglia en el
sistema nervioso central de 6 ratas de la cepa Wistar. Se utiliz un anticuerpo primario para rata y un
anticuerpo secundario especifico para el primario. Una vez establecido el protocolo en cerebro de ratas,
se paso a la segunda parte en donde se produjo un reto inmunoldgico con la aplicacion intraperitoneal
de lipopolisacarido en 2 ratas de la cepa Wistar, con el fin de evidenciar los cambios en la morfologia de
la microglia. Resultados y Discusion: Demostramos que sin realizar grandes modificaciones al protocolo
original, este también puede utilizarse para la identificacion de microglia en ratas adultas de la cepa
Wistar. El establecimiento de este protocolo permitira estudiar de una mejor manera la interaccion
bidireccional que se da entre el cerebro y el sistema inmunoldgico, en condiciones homeostaticas y ante
diferentes estimulos fisioldgicos y patoldgicos.
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ABSTRACT

Objective: Standardize a protocol of immunohistochemistry that has been widely used in C57BL/6J
mice to identify microglia of the central nervous system in Wistar rats. Materials and Methods: This
research activity was carried out in two parts. In the first part, a protocol of immunohistochemistry was
implemented to identify microglia in the central nervous system of 6 Wistar rats. A primary antibody
with reactivity to rat and a specific secondary antibody to the primary were used. Once the protocol was
established in rats' brains, an immunological challenge was produced with the intraperitoneal application
of lipopolysaccharide in 2 Wistar rats, in order to evidence the changes in microglia morphology. Results
and Discussion: We demonstrate that without making major modifications to the original protocol, it can
also be used to identify microglia in adult Wistar rats. In the near future, this immunostaining protocol
will be applied to elucidate the bidirectional interaction between the brain and the immune system, under
homeostatic conditions and different physiological and pathological stimuli.
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INTRODUCCION

Entre el sistema nervioso central (SNC)
y el sistema inmune existe una comunicacion
bidireccional evidente frente a diferentes estimulos
fisiologicos y patologicos. Uno de los componentes
mas importantes del sistema neuroinmunoldgico
lo constituye la microglia, que son las células
primarias de defensa del SNC. La microglia
se deriva de células mieloides primitivas, las
cuales, durante la embriogénesis, migran del saco
embrionario al SNC y permanecen en el cerebro a
lo largo de toda la vida (1 ,2 ,3). En condiciones
homeostaticas o de equilibrio dindmico, la
microglia mantiene un estado proliferativo bajo, sin
embargo, continuamente actuan como centinelas,
‘monitoreando” el ambiente a través de una
activa extension y retraccion de sus procesos o
ramificaciones celulares (4). La microglia responde
rapidamente cuando hay algun dafio extendiendo
sus procesos celulares (5, 6). Estudios recientes
han reportado que la microglia tiene una funcion
significativa en el mantenimiento de la sinapsis
neuronal (7), participan en la remocion de neuronas
que han pasado por un proceso de apoptosis (8) y
juega un papel importante en la modificacion de la
conectividad neuronal (9, 10).
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En cuanto a su funcion inmunoldgica, la
microglia estd constantemente resguardando
el microambiente que ‘vigilan’, en defensa de
patogenos o dafios al tejido cerebral o de la
medula espinal, por lo tanto, ejercen una funcion
neuroprotectora. Al igual que otras células de
origen mielopoyético, la microglia expresa una
variedad de receptores para el reconocimiento de
patdgenos, para neurotransmisores y también para
hormonas (11, 12). La activacion de la microglia
es desencadenada por diferentes estimulos y
provoca un cambio en su morfologia, haciendo
que sus procesos celulares se retraigan y se vean
hipertroficas (13).

El lipopolisacarido (LPS) es el componente
mayoritario de lamembrana externa de las bacterias
Gram negativas y es el antigeno superficial mas
importante de estos microorganismos. El LPS
esta compuesto por una region lipidica y una
glicosidica con funciones separadas y/o sinérgicas
lo que hace de esta molécula uno de los factores
de virulencia mas complejos (14). ElI LPS ha sido
ampliamente utilizado como una herramienta para
activar lamicrogliay las células del sistema inmune
periférico (15). Se ha demostrado consistentemente
que la administracion periférica de LPS induce la
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activacion de estas células en todo el cerebro (16).
Esta activacion se manifiesta en cuestion de horas,
observandose un pico maximo desde las 8 hasta
las 24 horas, dependiendo de la concentracion de
la endotoxina aplicada (16). En su estado activado,
la microglia adquiere funciones similares a las del
macrofago, incluyendo la proliferacion celular,
funciones fagociticas y la produccion de citoquinas
pro inflamatorias, citoquinas anti-inflamatorias
(17), quimiocinas y mensajeros secundarios tales
como Oxido nitrico y prostaglandinas. EI LPS es
un ligando especifico del receptor TLR4 y se ha
convertido en una sustancia muy popular para
investigar las respuestas de las células gliales
a estimulos neuroinflamatorias, simulando el
entorno neuronal en diferentes trastornos del
sistema nervioso central (18).

Con el objetivo de estudiar las funciones a
nivel moleculary morfoldgicode lamicrogliadurante
condiciones homeostaticas y neuroinflamatorias, se
han establecido diversos protocolos para identificar
las células gliales y macrdfagos del cerebro en
modelos animales experimentales (19). Una vez
detectadas, estas células pueden ser analizadas
utilizando diferentes técnicas de laboratorio para
hacer una caracterizacion inmunoldgica, genética y
protéica (19). Por ejemplo, si se quieren evidenciar
los cambios morfoldgicos que se dan por la activacion
de microglia, se puede recurrir a técnicas de
inmunotincion utilizando una molécula adaptadora
de union al calcio ionizado 1 (Iba-1) (20).

Uno de los modelos animales mas populares
para el estudio bioldgico y molecular es sin lugar a
duda el modelo en roedores de laboratorio. Gracias
a estos modelos experimentales, se ha podido
entender la respuesta inmunologica del SNC.
En muchas investigaciones relacionadas con el
funcionamiento de la microglia se han utilizado los
ratones como sujetos experimentales, pero dado
que otros experimentos utilizan la rata como sujeto
para estudiar el desarrollo y la funcion del SNC
y periférico y su relacion con el comportamiento,

la cognicion y desordenes emocionales, tales
como la ansiedad y la depresion (21, 22, 23)
consideramos de gran relevancia, en €s0S mismos
contextos, estudiar las caracteristicas y actividad
de la microglia, para entender mucho mejor el
funcionamiento cooperativo del sistema nervioso
y el inmunoldgico en las ratas.

La estandarizacion de esta técnica se llevo
a cabo en dos partes. En la primera parte se
implementd un protocolo de inmunohistoquimica
para identificar la microglia del SNC. Esta técnica
comunmente se ha utilizado en ratones de
diferentes cepas y el objetivo, como se menciono
anteriormente, fue validarla en ratas albinas, de
la cepa Wistar. Una vez establecido el protocolo
en cerebro de ratas, se pasd a la segunda parte
en donde se produjo un reto inmunoldgico con
la aplicacion intraperitoneal aguda de LPS,
para evidenciar los cambios morfologicos de la
microglia. Para estudiar los mecanismos que
interactuan en la respuesta inflamatoria en el SNC,
es crucial identificar la microglia, ya que son las
principales células efectoras en este sistema de
la respuesta neuroinmunoldgica ante diferentes
estimulos, mediante su activacion y liberacion de
moléculas tales como citoquinas, quimiocinas, y
factores de crecimiento (17).

METODOLOGIA

Los procedimientos experimentales se
realizaron respetando la reglamentacion del
Ministerio de Ciencia y Tecnologia de Costa Rica
para el cuidado y uso de animales de laboratorio
y fueron aprobados porel Comité Institucional
Para El Cuido y Uso de Animales (CICUA) de la
Universidad de Costa Rica.

Como se mencionara arriba, se intenta
estandarizar un protocolo previamente utilizado en
ratones de la cepa C57BL/6J (24), para identificar
microglia de la corteza e hipocampo de ratas
macho de la cepa Wistar de mediana edad (330
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dias). Se utilizaron en total 8 animales macho
provenientes del Bioterio del Laboratorio de Ensayos
Bioldgicos (LEBI) de la Universidad de Costa Rica.
Fueron trasladados al laboratorio del Centro de
Investigacion en Neurociencias (CIN) y alojados
bajo condiciones control estandar (3 animales
por jaula en una caja #5 transparentes, 37.5 x 22
x18 cm) con un ciclo luz-oscuridad de 12 horas
(6:00 am-6:00 pm); temperatura 25°C + 1.20°C;
humedad relativa 78-87% vy aproximadamente
10 recambios de aire por hora. Los animales
tuvieron acceso libre a agua y alimento durante
todo el periodo de alojamiento. Todas las jaulas
fueron limpiadas, el material de cama (burucha
de madera) reemplazado, y el alimento y comida
rellenado dos veces por semana.

Primera Parte: Se utilizaron 6 animales
de mediana edad (330 dias post-natal) a los
cuales se les realizd una perfusion intracardiaca.
Brevemente se anestesiaron mediante administracion
intraperitoneal de Ketamina (75mg/kg) y Xilacina
(10mg/kg). Se llego al torax, en donde se practico
una puncion en el apex cardiaco con una canula
de 27G y se realizd una incision en la auricula
derecha del corazon para facilitar el drenaje de la
sangre, que luego fue siendo sustituida por suero
fisiologico. La perfusion se realizé inicialmente
con solucion salina (0.9%) a 4°C; utilizada
como solucion de lavado. Cuando se observo
un blanqueamiento de los 6rganos, se cambid a
solucion fijadora de formaldehido al 4% y fosfatos.
Se utilizd un volumen de aproximadamente
200ml de cada solucion, por animal,. Al finalizar
el protocolo, luego de pasar el fijador, se extrajo
el cerebro y se almacend en un tubo conico con
20 mL de solucion de infiltracion. Posteriormente,
los cerebros se transfirieron a una solucion de
sacarosa al 30 % y se mantuvieron en ese medio y
a 4°C durante 72 horas aproximadamente.

Posteriormente y utilizando un criostato,

se realizaron entre 5 a 10 cortes coronales de
30um de espesor en dos regiones cerebrales:
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el hipocampo y la corteza parietal cerebral.
Luego, los cortes se colocaron en porta objetos
y se guardaron a 4 °C hasta el dia del andlisis.
El dia del marcaje, los cortes que estaban en 10s
portaobjetos fueron sacados de refrigeracion y
utilizando PBS fueron "soltados" e incluidos en
un recipiente de 6 pozos con 1X PBS (por sus
siglas en inglés Solucion Salina Buferizada) (de
3 a 4 cortes por pozo) para hacer el lavado. Se
lavaron los cortes con 1x PBS durante 3 minutos.
Se realizd un bloqueo inespecifico con 3% leche
descremada 3% /0.3% triton en 100 mls de 1X
PBS y se incubd durante una hora a temperatura
ambiente. Luego se procedid a remover la
solucion de bloqueo aspirando con una pipeta. Se
incubaron los cortes de tejido cerebral por 24 hrs
a 4°C con el anticuerpo primario Anti-lbal de la
casa comercial abcam (cabra), 1:1000 con 1x PBS
para la deteccion de las células de la microglia.
Se utilizo como marcador la proteina Ibal, que
se expresa de forma especifica en macrdfagos
y en ceélulas de la microglia, y que es regulada
positivamente ante la activacion de dichas células
(25). Se lavo 3 veces con 1x PBS. Cada lavado
tuvo una duracion de 5 minutos. Para Iba-1: se uso
Donkey anti goat (green, 488), 1:500 con 1%BSA/
PBS (de la casa commercial Life Technologies).
Se colocd DAPI en una proporcion de 1:500 para
marcar los nucleos de las células. El proceso de
incubacion fue de 24 horas a 4°C. Se lavo 3 veces
con 1XPBS. Cada lavado duré 5 minutos. Los
cortes fueron colocados en portaobjetos, en donde
se dejaron secar por un periodo de 1 a 2 horas.
Posteriormente los cortes fueron protegidos con
una lamina cubre objetos con fluoromount-G (de
la casa commercial Southern Biotech). Una vez asi
los cortes estuvieron listos para ser analizados al
microscopio de fluorescencia, (Nikon Intensilight
C-HGFI) con el cual se tomaron diferentes fotos
de los cortes de las dos regiones cerebrales
escogidas a aumentos de 10x, 20x y 40x.

Cabe recalcar que dado que se estaba
tratando de realizar una estandarizacién de la
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técnica, no se escogieron imagenes de regiones
particulares del hipocampo o de la corteza parietal
en cada uno de los cortes analizados, sino que
se escogieron, a manera de ejemplo, aquellas
imagenes de los cortes en las que se vieran
claramente las células marcadas.

Segunda Parte: se utilizaron las dos ratas
restantes (aproximadamente de 330 dias de edad)
que se mantuvieron en las mismas condiciones que
los animales de la primera parte. Se les administrd
intraperitonealmente LPS a diferentes dosis: a una
rata se le administré una dosis de 0.5mg/kg y a
la otra una dosis de Tmg/kg (en un volumen de
2.4 microgramos de LPS por microlitro de agua
destilada). El propdsito de utilizar estas dosis fue
intentar establecer una dosis ideal para estimular
la activacion de microglia, basada en la literatura
(16). Luego de 16 horas, los animales fueron
eutanasiados y perfundidos como se describio en
la Primera Parte. Posteriormente el protocolo eso
de inmunomarcaje y la toma de fotografias de las
imagenes también fue el mismo descrito para la
primera parte.

Las imagenes en la primera y en la segunda
parte fueron analizadas utilizando un programa de
libre acceso para el procesamiento de imagenes
(Image J), utilizando un protocolo de la Universidad
de Chicago del Centro Integrado de Microscopia,
creado por Christine Labno. Especificamente, para
cuantificar los cambios fenotipicos en la microglia,
se llevd a cabo un analisis digital de lasimagenes en
las que se observaban mejor las células marcadas
con el anticuerpo lba-1 (de ahora en adelante
imagenes representativas) (26). Se establecio un
limite para el marcaje positivo para cada imagen
y se realizd un escaneo densitométrico de estos
limites establecidos, utilizando el programa ImageJ
del Instituto Nacional de Salud de los Estados
Unidos. El area proporcional se reportd como
el area porcentaje de area en el limite positivo
para cada imagen representativa, incluyendo
el cuerpo celular y los procesos celulares, pero

excluyendo la tincion de fondo (27). Es decir, el
area ocupada por inmunoreactividad Iba-1 se
determind midiendo el nimero de pixeles por encima
de un valor umbral establecido y expresado como un
porcentaje del total de pixeles en el campo del
microscopio (28). En cada imagen representativa
se reporto el area proporcional segun el analisis
hecho por Image J para esa imagen en especifico.
El area proporcional reportada para cada imagen
coincidio con los rangos reportados en la literatura
(24,27, 29, 30). Alahora de valorar los resultados
obtenidos es importante reiterar que en este
experimento se intentd estandarizar un protocolo
normalmente utilizado en ratones, para ratas de la
cepa Wistar. Es un estudio de caracter puramente
descriptivo y no se realizaron analisis estadisticos
para comparar los diferentes cortes analizados.

RESULTADOS

ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO DE LA
EXPRESION DE IBA 1 EN CEREBRO DE RATA

Las secciones de hipocampo y corteza
cerebral se prepararon de acuerdo al protocolo
descrito en la seccion de materiales y métodos. En
el parénquima del hipocampo (Figura 1) y corteza
cerebral (Figura 2) se encontraron células que
reaccionaron positivamente al anticuerpo Iba-1
(especifico para microglia). En la Figura 1C con
flecha amarilla, se observa una de estas células
con un citoplasma escaso y con prolongaciones
delgadas. Esta morfologia es distintiva y es
consistente con descripciones clasicas de
microglia ramificada. El &rea porcentual que
ocupa la microglia en la Figura 1A es de 1.74 %
y en la Figura 2A es de 0.71%. En las Figura
2C se muestra con una flecha roja un ejemplo
de células que también se encontraron con
morfologia similar a los macréfagos, con un
nucleo redondo, citoplasma abundante y procesos
cortos y delgados, también consistente con la
morfologia de la microglia. La distribucion de
la microglia fue generalizada en ambos tejidos,
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es decir estaba distribuida por todo el corte
de tejido cerebral. Ademas de la microglia
ramificada, las células perivasculares también
se marcaron positivamente para lbal como se
observa en la Figura 3C con una flecha roja en
un corte representativo de la corteza izquierda.

Estas células, tienen un cuerpo alargado y se
adhieren cerca de los vasos sanguineos. Basados
en su morfologia y localizacion y por la descripcion
que se da en estudios clasicos (31), parece ser
microglia perivascular. El area porcentual que

ocupa la microglia en esta imagen es de 2.11%.

Figura 1. Hipocampo Derecho. Microscopia de fluorescencia que muestra el inmunomarcaje de microglia en el parénquima de un corte
coronal de cerebro de rata de mediana edad de 30 pm de grosor, tomado a una magnificacion de 20X. En A se observa el antigeno Ibal
(verde) de la microglia detectado con el anticuerpo primario anti-lba1 unido a un anticuerpo secundario con el marcador Alexa Fluor 488
acoplado. En B se observan los nucleos de las células que fueron marcados con DAPI (azul). En C Traslape de las imagenes A + B = C. La
flecha amarilla muestra microglia ramificada y en el recuadro se muestra la imagen ampliada de la misma.

Figura 2. Corteza Derecha. Microscopia de fluorescencia que muestra el inmunomarcaje de microglia en el parénquima de un corte coronal
de cerebro de rata de mediana edad de 30 pm de grosor, tomado a una magnificacion de 20X. En A se observa el antigeno Iba1 (verde) de
la microglia detectado con el anticuerpo primario anti-lba1l unido a un anticuerpo secundario con el marcador Alexa Fluor 488 acoplado.
En B se observan los nlcleos de las células que fueron marcados con DAPI (azul). En C Traslape de las imagenes A + B = C. La flecha roja
muestra microglia con una morfologia parecida a los macrofagos cerebrales y en el recuadro se muestra la imagen ampliada de esta célula.
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Figura 3. Corteza |zquierda. Microscopia de fluorescencia que muestra el inmunomarcaje de microglia en el parénquima de un corte coronal
de cerebro de rata de mediana edad de 30 pm de grosor, tomado a una magnificacion de 20X. En A se observa el antigeno Iba1 (verde) de
la microglia detectado con el anticuerpo primario anti-lba1 unido a un anticuerpo secundario con el marcador Alexa Fluor 488 acoplado.
En B se observan los nlcleos de las células que fueron marcados con DAPI (azul). En C Traslape de las iméagenes A + B = C. La flecha roja
muestra microglia perivascular y en el recuadro la imagen ampliada de esta célula.

EXPRESION DE IBAT EN MICROGLIA ACTIVADA
EN RESPUESTA A LPS

Luego de la administracion intraperitoneal
de LPS se observaron cambios prominentes en
la morfologia de la microglia en el hipocampo
(Figura 4) y la corteza cerebral (Figura 5). El
cambio de morfologia consistio en retraccion de
los procesos o ramificaciones y la conversion a
un fenotipo ameboide. El area porcentual de
la microglia en la imagen representativa del
hipocampo control (Figura 4A) es de 1.69%, en
la imagen representativa del hipocampo de la
rata inyectada con 0.5mg/kg de LPS (Figura
4D), el area porcentual ocupada por la microglia

es de 4.44% y en la imagen representativa de
hipocampo de la rata inyectada con 1.0 mg/kg de
LPS (Figura 4G), el area porcentual ocupada por la
microglia es de 11.12% . Se observa un cambio de
morfologia mas evidente con la dosis de 1mg/kg
(Figura 4G,4l, 5G y 51), sin embargo ya se observa
activacion de microglia con la dosis de 0.5mg/
kg (Figura 4D, 4F, 5D y 5l). Finalmente, el area
porcentual ocupada por la microglia en la imagen
representativa de corteza cerebral control (Figura
5A) es de 2.28%, en la imagen representativa de
corteza cerebral de la rata inyectada con 0.5mg/kg
de LPS (Figura 5D) es de 5.92% y de 16.77% para
la imagen representativa de corteza cerebral de la
rata inyectada con 1.0 mg/kg de LPS (Figura 5G).
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Figura 4. Hipocampo Izquierdo. Microscopia de fluorescencia que muestrael inmunomarcaje de microglia en el parénquima de un corte
coronal de cerebro de rata de mediana edad de 30um de grosor, tomado a una magnificacion de 20X. En A, D y G, se observa el antigeno
Iba1 (verde) de la microglia detectado con el anticuerpo primario anti-lbal unido a un anticuerpo secundario con el marcador Alexa Fluor
488 acoplado. En B, E y H se observan los nicleos de las células que fueron marcados con DAPI (azul). En C, F e | Traslape de las imagenes.
CON=Control; LPS= lipopolisacarido.

52 0DOVTOS-Int. J. Dent. Sc. I No.19-3: 45-59, 2017. ISSN:1659-1046.



ra. Estandarizacion de un protocolo de inmunohistoquimica para detectar microglia

Figura 5. Corteza Izquierda. Microscopia de fluorescencia que muestra el inmunomarcaje de microglia en el parénquima de un corte
coronal de cerebro de rata de mediana edad de 30 pm de grosor, tomado a una magnificacion de 20X. En A, D y G, se observa el antigeno
Ibal (verde) de la microglia detectado con el anticuerpo primario anti-lba1 unido a un anticuerpo secundario con el marcador Alexa Fluor 488
acoplado. En B, E y H se observan los nudcleos de las células que fueron marcados con DAPI (azul). En C, F e | Traslape de las imagenes.

CON=Control; LPS= lipopolisacarido.
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DISCUSION

La microglia son las células principales
de defensa del cerebro y juegan un papel critico
en la mediacion de las respuestas inmunes
celulares del SNC. Consecuentemente, una parte
fundamental de cualquier intento por entender
como funciona el cerebro como un todo, es la
investigacion de estas células y de su relacion con
las otras células nerviosas. Con este proposito, 0s
marcadores inmunohistoquimicos han emergido
como una de las herramientas mas valiosas
de los neurocientificos. Utilizando anticuerpos
contra diferentes componentes celulares, se
pueden identificar células que expresan un
fenotipo y, mas aun, se puede obtener informacion
acerca de sus caracteristicas morfologicas y
expresion de proteinas especificas. Por ejemplo,
el inmunomarcaje permite demostrar antigenos
presentes en las células o tejidos utilizando
anticuerpos. Esta técnica se basa en la capacidad
de los anticuerpos de unirse especificamente a
los correspondientes antigenos y esta reaccion
es visible solo si el anticuerpo esta marcado con
una sustancia que absorbe o emite luz o produce
coloracion (32). La técnica de inmunohistoquimica
evidencia una molécula o familia de moléculas
presentes en una seccion histologica y muestra
su distribucion tisular “in situ" (32). Asi mismo, la
conjugacion o combinacion de los anticuerpos con
enzimas o0 con sustancias fluorescentes permite
detectar cantidades de moléculas presentes en 10s
tejidos (33,32).

En estudio se estandarizé un protocolo para
el reconocimiento de las células de la microglia
utilizando inmunohistoquimica. Este protocolo
normalmente se ha utilizado en ratones para
los mismos fines y no le hicimos modificaciones
sustanciales para poder detectar estas células
en otros roedores. Estos resultados entonces
amplian el rango de accion de un mismo protocolo
e incluso podrian permitir proyectar resultados
a especies diferentes. Por supuesto para poder
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asegurarlo deberia validarse este protocolo en
diferentes condiciones, en diferentes regiones
cerebrales, entre otras. Actualmente, la técnica de
inmunohistoquimica es una de las mas utilizadas
para identificar las células de microglia. Para ello,
existen anticuerpos contra proteinas especificas de
estas células. La molécula adaptadora de union a
calcio ionizado 1 (Iba1) es una proteina especifica
de células de microglia y macrofagos cerebrales,
que No Se expresa ni en neuronas, ni tampoco en
astrocitos (31) y es muy utilizada como marcador
de microglia (34). Es una proteina pequefa de 17
kDa formada por 147 aminodcidos, que marca el
cuerpo celular y las dendritas de las células.

El'gen Ibal se encuentra dentro del complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase Il
(35). Los CMH también son utilizados para detectar
microglia. Hay tres tipos de CMH: de clase I, Il y
lll'y especificamente el de clase Il es un marcador
de células activas presentadoras de antigenos,
involucradas en la respuesta inmune. La microglia
se comporta como una célula presentadora de
antigeno en el cerebro, por lo que la utilizacion
de CMH también es util para estudiar la actividad
de estas células (36). La desventaja de utilizar el
marcador CMH es que éste se expresa Unicamente
en una subpoblacion de estas células (37,38). A
pesar de esto, el marcador mas utilizado para
detectar la microglia activada en cortes post-
mortem de cerebro humano, particularmente en
cerebros con alguna patologia asociada, es el
antigeno leucocitario humano HLA-DR (un tipo
de receptor del CMH clase Il). La microglia que
da positivo al HLA-DR adquieren una variedad de
morfologias cuando son activadas por diferentes
estimulos, no solo patoldgicos, sino también por
los diferentes estados de diferenciacion y por
la localizacion que tienen en el cerebro (13).
El marcador Ibal junto con CD68 se utilizan
ampliamente para identificar la microglia en cerebros
de humanos post-mortem, sin embargo, con estos
dos marcadores no se pueden evidenciar los
cambios especificos en el fenotipo (13).
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Otras proteinas que se han utilizado para el
marcaje de microglia son proteinas especificas de
macrofagos: ED-1, ED-2 y ED-3 (39). Sin embargo,
la desventaja de utilizar estas proteinas es que
estudios previos han documentado que la sefial de
ED-1 coincide con la de Ibal, pero no reacciona
contra la microglia ramificada (37). También se
han utilizado las proteinas 0X41, 0X42 (40, 41,
37), 0X3, 0X6, 0X18, ED1, Mac-1, F4/80 y 5D4,
todas estas se expresan en microglia, monocitos y
macrofagos (42).

Cuando hay sefales de activacion, como
con LPS, la microglia cambia su morfologia de
“ramificadas” a “desramificadas”, se encojen sus
prolongaciones, y el soma o cuerpo celular se
hipertrofia (13). Estos cambios morfoldgicos son
evidentes con la técnica de inmunohistoquimica, y
la manera mas evidente de detectar este cambio
de morfologia es utilizando Ibal (43). Ademas,
cuando la microglia se activa se transforma a
un fenotipo ameboide, adquiriendo asi funciones
similares a los macrofagos (44,45). Se ha descrito
que diferentes estimulos y/o sefales inhibitorias
regulan la activacion de la microglia y si no hay
una estimulacion cronica, la microglia vuelve a
su fenotipo de “monitoreo”, el cuerpo celular se
vuelve de nuevo ovalado y los procesos se tornan
largos y ramificados (46).

El LPS es una endotoxina bacteriana que activa
lamicrogliay puede llegaracausar neurodegeneracion
(47). Una sola inyeccion sistémica de LPS puede
inducir la activacion cronica de la microglia y
dependiendo de la dosis, esta activacion puede
acompaniarse por pérdida de neuronas (48). Inclusive
se ha reportado que el LPS aumenta la activacion
de la microglia y concomitantemente acelera la
progresion de enfermedades neurodegenerativas
(49). Entre las enfermedades neurodegenerativas
que se han implicado con microglia activada estan:
la Enfermedad de Alzheimer y la Enfermedad de

Parkinson (50,51). De hecho, ya hay estudios
clinicos piloto que han estudiado el impacto que
tiene la inhibicion de la microglia (por ejemplo, con
Minociclina) en la progresion de enfermedades
neurodegenerativas (52,51,54,55). De tal forma el
LPS, como estimulante del sistema inmunoldgico,
resulta atil y valido para estudiar los mecanismos
relacionados con la activacion de la microglia.

CONCLUSIONES

El protocolo que se uso en este trabajo
normalmente se ha implementado para estudiar la
microglia en ratones y especificamente de la cepa
C57BL/6J. Lo tnico que se modifico del protocolo
original fue el tipo de anticuerpo primario con
reactividad especifica a la rata y por lo tanto también
el anticuerpo secundario contra la especie del
anticuerpo primario, en este caso cabra. Logramos
demostrar que sin realizar grandes modificaciones
al protocolo original (24), este puede también
utilizarse para la determinacion de la microglia en
ratas adultas macho de la cepa Wistar.

El protocolo permite analizar la densidad
microglial y la morfologia de esa microglia. Se
podrian hacer entonces estudios comparativos
entre los tipos de microglia ramificada y ameboide
en diferentes regiones cerebrales y la relacion
de estos parametros con por ejemplo patologias,
cambios en el ambiente de los individuos e
incluso en sus interacciones sociales. El estudio
simultaneo de cambios en la microglia y en otras
células nerviosas, como neuronas y astrocitos,
de seguro permitird establecer hipotesis sobre la
interaccion entre células diversas en el sistema
nervioso central, y su importancia funcional tanto
en salud como en enfermedad. Eventualmente
conocer mejor las interacciones y los cambios
celulares que se dan podria ayudarnos a encontrar
y desarrollar terapéuticas para la prevencion o el
tratamiento de enfermedades del SNC.
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