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1. RESUMEN:

Existen diversas enfermedades neurodegenerativas que han aumentado su prevalencia en
los ultimos anos, las cuales se consideran con un alto impacto socioecondémico. Dentro de
estas enfermedades se encuentran la enfermedad de Huntington, la enfermedad de
Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, donde la inflamacién se presume como un
componente etiolégico importante. La neuroinflamacién en estas enfermedades, es
desencadenada por diversos factores, dando inicio a mecanismos de defensa que, pueden
contribuir a contrarrestar algunos procesos neurodegenerativos.

En el Sistema Nervioso Central (SNC) existen reguladores de la respuesta inflamatoria, la
microglia y astrocitos, los cuales desempefan diversas funciones en los procesos de
inflamacién, éstos presentan dos fenotipos: proinflamatorio/ neurotdxico y antiinflamatorio/
neuroprotector. En el modelo de lesion con &cido quinolinico, se asemejan varias
caracteristicas de la enfermedad de Huntington, en las cuales parece existir un componente
inflamatorio, sin embargo, no se ha determinado la participacion de los marcadores
neuronales (Neu-N) y gliales (IBA-1 y GFAP) en este modelo de enfermedad por lo cual, es
importante el estudio de estas células en el SNC, denotando si estos marcadores presentan
un estado activo o inactivo en el modelo de la enfermedad neurodegenerativa de
Huntington.

Palabras clave: neurodegeneracién, neuroinflamacion, microglia, astrocitos, proinflamatorio,
antiinflamatorio.

2. PLANTEAMIENTO:

La enfermedad de Huntington (EH) es una patologia neurodegenerativa caracterizada por la
muerte progresiva de neuronas en regiones del SNC, tales como el estriado y la corteza
cerebral. Esta degeneracién esta asociada con la activacion de células gliales, incluyendo la
microglia y los astrocitos, los cuales tienen un papel crucial tanto en la respuesta
inflamatoria como en la progresion del dafio neuronal. En modelos experimentales de la EH,
como el inducido por AQ, se ha observado un aumento de la activacion glial y cambios en la
poblacion neuronal.

Para determinar la participacion de estos tipos celulares, es esencial contar con métodos
para la deteccién de proteinas clave tales como Iba-1, GFAP y Neu-N, que son marcadores
de microglia, astrocitos y neuronas, respectivamente. La técnica de western blot permite
cuantificar estos marcadores, pero su eficacia depende de la optimizacion de las
concentraciones de los anticuerpos primarios, secundarios y de la correcta interpretacion de
los niveles de expresion en diferentes condiciones experimentales.

Este analisis proporcionara informacion para establecer la relacion entre los niveles de
expresion de estos marcadores, con la progresion del dafio neuronal y glial, lo que aportara
informacion sobre los mecanismos patolégicos que suceden en la EH y otros trastornos
neurodegenerativos.

3. INTRODUCCION:



Las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA), la
enfermedad de Parkinson (EP), Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) y la enfermedad de
Huntington (EH) han aumentado su prevalencia, siendo consideradas como enfermedades
epidémicas con alto impacto socioecondmico, estas enfermedades se caracterizan por la
disfuncion progresiva de poblaciones neuronales’. La enfermedad de Huntington (EH) es
una patologia neurodegenerativa autosémica dominante descrita por George Huntington en
18722. Se caracteriza por la degeneracion selectiva de neuronas de proyeccion del cuerpo
estriado, responsables de los movimientos coreicos propios de la enfermedad®. Estas
neuronas, en condiciones normales, juegan un papel crucial en la regulacioén de la actividad
motora y el procesamiento de la informacién relacionada con el movimiento, garantizando la
integridad y el funcionamiento adecuado de estos procesos®, la EH es causada por la
expansion de trinucledtidos de CAG que codifica al aminoacido glutamina (Gln o Q) cerca
del extremo 5’ en el exdn 1°, el cual genera una serie de conjuntos denominados cola de
poliglutamina (poliQ)? del gen huntingtina (HTT) en el cromosoma 4p16.3°%, a partir del
residuo 17°, la cual es inestable y puede aumentar su longitud en las generaciones
posteriores, siendo asi que los individuos sanos tienen menos de 36 repeticiones de CAG,
mientras que los portadores del gen HTT mutante (mHTT) tienen mas de 36 repeticiones (a
menudo 40 o mas)®. Asimismo, las repeticiones CAG patoldgicas dan lugar a un tracto poliQ
expandido y por consiguiente el plegamiento incorrecto de la proteina HTT. La forma
mutante del gen (mHTT) contiene fragmentos solubles y agregados que pueden ser
neurotoxicos?.

Por otro lado, la respuesta inflamatoria que ocurre dentro del cerebro y la médula espinal,
se denominan “neuroinflamatoria”, donde los aspectos de la neuroinflamacién tienen una
variacién segun la enfermedad, lesion, infeccidn o estrés y esta es desencadenada por
diversos factores, como lo es la acumulacion de proteinas por conformaciones anémalas o
por sefiales que emanan de neuronas lesionadas?, en otras palabras, es un mecanismo de
defensa que contrarresta diversas agresiones, eliminando o inhibiendo agentes nocivos,
reduciendo sus efectos perjudiciales. Esta inflamacion esta mediada por la produccion de
citocinas, quimiocinas, especies reactivas de oxigeno (ERQO) y mensajeros secundarios®. En
las enfermedades neurodegenerativas, la expresion alterada de diferentes factores
inflamatorios puede promover o contrarrestar los procesos neurodegenerativos. La
neuroinflamacion, es un factor importante que dara lugar a la activacion de dos categorias
de células en el SNC: neuronas y células gliales*. Estas ultimas son las reguladores clave
de las respuestas inflamatorias en el SNC, y las cuales incluyen a la microglia, astrocitos y
oligodendrocitos®. Asimismo, la relacion entre las células gliales y su distribucion fenotipica
puede cambiar, dependiendo de la progresion de las enfermedades neurodegenerativas
correspondientes. Dando el enfoque a la microglia y los astrocitos, estos cumplen diversas
funciones y se clasifican en dos fenotipos: neurotdxico (M1/A1) y neuroprotector (M2/A2)°,
ambos linajes celulares pueden producir mediadores proinflamatorios o inmunorreguladores
segun el fenotipo de activacion en el que se encuentren®.

Como se mencioné anteriormente, la expresion alterada de factores inflamatorios puede
propiciar los procesos neurodegenerativos, lo cual promueve la activaciéon de neuronas y
células gliales, por lo que, en la EH las neuronas con mayor afectacion son las de los
ganglios basales (GB), que es una estructura profunda del cerebro que participa en la
regulacion de comportamientos como control del movimiento, coordinacién, control
cognitivo, etc’. Dentro de los GB, las neuronas que sufren mayor dafio son las de:



1. Estriado: Implicado en la planificacién y coordinacion del movimiento, forma parte de
los GB donde esta el principal receptor de las conexiones de la corteza cerebral y
también es una de las estructuras que se encuentran afectadas en EH, tienen
degeneracion progresiva, llevando a problemas de movimiento y coordinacion®.

2. Ndcleo accumbens: involucrado en el sistema de recompensa y regulacién del
comportamiento.

Existen proteinas para la identificacion y evaluacion del dafio neuronal en enfermedades
neurodegenerativas como la EH®, los cuales se dividen de acuerdo a las células en el SNC,
en caso de las neuronas, hay diversos marcadores con distintas funciones y objetivos
(Anexos Tabla 1), los cuales pueden ser:

1. NeuN: Identifica células neuronales en secciones de tejido cerebral y regulan el
empalme alternativo de pre-ARNm, donde su objetivo son en neuronas maduras™.

2. MAP2: Encargada del ensamblaje, nucleacion y estabilizacion de microtubulos, asi
como el estudio de morfologia neuronal™.

3. GADG67: Asociada a la identificacion de neuronas GABAérgicas cruciales en la
regulacion de la inhibicion en el SNC, su objetivo es en la sintesis del
neurotransmisor GABA™.

De los marcadores anteriormente mencionados, se hace énfasis en el marcador NeuN, ya
que es una proteina altamente especifica que se encuentra en la mayoria de las células
neuronales del SNC™, es utilizada para identificar la pérdida neuronal debido a la
neurodegeneracion, asi como, para cuantificar el nimero total de neuronas en diferentes
regiones del cerebro, faciltando Ila evaluacibn de dafos en enfermedades
neurodegenerativas™.

Por otro lado, en cuanto a las células gliales, la microglia, se distribuye de manera ubicua
en el cerebro y es la principal célula inmune innata’. Su forma ramificada, con cuerpos
celulares pequenos y procesos extendidos, le permite responder rapidamente a agresiones
patoldgicas'®, también representa una poblacién especializada de células similares a los
macrofagos del SNC y se presentan en alrededor del 10% de la poblacion celular, con una
densidad media de 70 células/mm? en el tejido cerebral del ratén', siendo asi que,
dependiendo de la regién anatomica, la microglia representara entre el 5 al 12% en el
cerebro del ratdén y entre el 0.5y 16.6% de la poblacion celular en el cerebro humano™. En
cuanto a su clasificacion, anteriormente se utilizaba una terminologia M1/M2, la cual refleja
la nomenclatura de los macrofagos periféricos, donde M1 dictaba ampliamente el fenotipo
proinflamatorio y M2 al fenotipo antiinflamatorio™®.

Cuando hay una lesién neuronal u otra agresion, dependiendo del tipo y la magnitud de los
estimulos, la microglia se activa para secretar factores proinflamatorios que aumentan la
citotoxicidad o factores neuroprotectores antiinflamatorios que ayudan a diversos
padecimientos®. Cuando se activa, la microglia se comunica con el entorno a través de la
liberacion de citocinas®, reconociendo patdgenos y cambios sutiles en el microambiente
con sus receptores de superficie que detectan fragmentos de complemento,
inmunoglobulinas, moléculas de adhesion, receptores de quimiocinas y receptores tipo Toll
(TLR)?".



A su vez, la microglia tiene dos principales estados que dependen de las necesidades del
tejido, siendo estos: reposo y activacion. Donde el reposo sera en estados saludables y
normales, mientras que, la activacion es detectando moléculas potencialmente peligrosas
como patdégenos extranos, células apoptéticas, o una falta de senalizacion normal
proveniente de neuronas y otras células gliales??, esta es caracterizada por un cambio
radical de morfologia altamente ramificada a una forma ameboide?*, en otras palabras,
morfolégicamente, la microglia se denominara ramificada (reposo) o ameboide (activa)®.
Cuando se activa, se comunica con su entorno a través de la liberacion de citocinas, cuya
naturaleza varia segun la agresion. Del mismo modo, la activacion excesiva de la microglia,
puede danar el tejido neuronal sano circundante y los factores secretados por neuronas
muertas, a su vez, exacerban la activacién crénica de la microglia, lo que puede llegar a
causar la pérdida progresiva de neuronas*. Tai (2007) sefiala que la activacion microglial
puede desempefar un papel en la patogénesis de la EH, en estudios como la tomografia
por emisién de positrones (PET), observaron que la activacion microglial fue significativa en
las regiones cerebrales afectadas por la EH, llegando a niveles mayores en casos mas
graves de la EH y también se detecté su activacion en pacientes con EH antes de la
manifestacion de la enfermedad®. Siendo asi que estos estudios indican que la activacion
microglial es una parte integral de la patogénesis de la EH%.
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Figura 1. Segun el tipo de estimulo, la microglia puede activarse y dirigirse hacia distintos fenotipos. Las células
en fase M1 suelen expresar citocinas proinflamatorias, quimiocinas y factores neurotoxicos, mientras que la
microglia en fase M2 generalmente produce factores antiinflamatorios, neuroprotectores y cicatrizantes.
Fuente modificada al espafiol: Subhramanyam CS et al., Semin Cell Dev Biol. 2019.

Se ha documentado ampliamente que la microglia se activa en estos trastornos y expresa
una gran familia de mediadores inmunitarios que pueden actuar para tratar el cambio
normal de neuronas y ayudar a limpiar los restos de las neuronas necréticas, pero la
microglia cronicamente activada en enfermedades neurodegenerativas podria exacerbar la
afeccion al liberar demasiado factores citotoxicos®. Por lo tanto, la activacion cronica de la
microglia, se ha convertido en un foco principal de investigacion y desarrollo farmacéutico
para tratar trastornos neurodegenerativos®.

Para el reconocimiento de amenazas, es necesario la ubicacién de marcadores que
funcionen como herramientas ante estas situaciones. Estos marcadores incluyen receptores
tipo Toll TLR, receptores similares a dominios de oligomerizacién de unién a nucleétidos
(NLR), complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), asi como la activacién de vias de
sefalizacién intracelular. Ademas, son fundamentales en la produccion y liberacion de



factores inflamatorios, citotdxicos y en la fagocitosis® (Anexos Tabla 2), los cuales se
pueden situar los siguientes:

1. IBA-1 (Subunidad B de la B-hexosaminidasa): Responsable de la degradacion de los
gangliésidos GM2 vy otras moléculas que contienen N-acetil hexosaminas
terminales?.

2. CD11B (grupo de diferenciacién): Involucrado en procesos de adhesion y captacion
de moléculas recubiertas de complemento?’.

3. CD14 (grupo de diferenciacion 14):. Co-receptor para TLR4 transmembrana y TLR7/9
endosomico que les presenta antigenos?.

4. CD16 (grupo de diferenciacion 16): Receptor Fc que detecta anticuerpos de
inmunoglobulina gamma (IgG); participa en procesos de fagocitosis®.

5. CD163 (grupo de diferenciacion 163): Procesos de endocitosis mediante la
deteccidn de glicoproteinas patégenas y cadenas de polisacaridos®.

El marcador IBA-1, es de vital importancia en EH, debido a que se expresa
predominantemente en la microglia activada y en regiones afectadas como el estriado®',
siendo un reflejo de la activacion de las células inmunitarias en el SNC.

Por otra parte, en lo que respecta a las células gliales, los astrocitos representan
aproximadamente el 30% de las células del SNC de los mamiferos, que son parte integral
de la fisiologia del cerebro y la médula espinal, desempefiando funciones importantes®,
donde una de las principales es la regulacion crucial de las respuestas inmunitarias innatas
y adaptativas en el SNC lesionado, que a su vez, al activarse puede incrementar las
reacciones inflamatorias y el dafo tisular, o promover la inmunosupresion y reparacion
tisular®®, también regulan el flujo sanguineo, mantienen la barrera hematoencefalica (BHE) y
modulan la actividad sinaptica®. Tal como se menciond previamente, los astrocitos
desempefan funciones tanto proinflamatorias como antiinflamatorias, de manera similar a la
microglia, estos dependen del tipo de lesidn que esta presente, siendo denominados como
A1/A2 respectivamente®. Los astrocitos reactivos proinflamatorios regulan positivamente
varios genes e inducen la produccién de factores proinflamatorios, agravando la respuesta
inmune, contribuyendo al dafo neuronal. Por otro lado, los astrocitos reactivos
neuroprotectores regulan positivamente numerosos factores neurotréficos, promoviendo la
supervivencia neuronal y la reparacion del tejido dafiado®. Esta dualidad en la funcion de
los astrocitos es crucial para el equilibrio entre la inflamacién y la neuroproteccion en el
SNC.

No obstante, la activacién astrocitica constituye una respuesta celular ante las alteraciones
del SNC, regulada por la diversidad de vias de sefalizacion, por la cual los astrocitos se
vuelven reactivos®. Durante la activacion, los astrocitos exhiben cambios morfologicos
notables, incluyendo aumentos en el numero y longitud de sus ramas radiales primarias®’,
donde el grado y duracion de la activacion de los astrocitos depende del tipo e intensidad de
los estimulos de SNC, que pueden ser desde cambios morfoldgicos leves y transitorios,
hasta una astrogliosis y formacion de cicatrices®*. En la EH, la activacién de astrocitos es un
factor clave en la progresién de la misma, se caracteriza por cambios morfoldgicos
(aumento de tamano y ramificacion de sus prolongaciones, asi como en la expresion de los
marcadores como GFAP). En los cerebros post mortem de pacientes con EH, se observo
una mayor densidad de astrocitos y una regulacion positiva de la proteina GFAP*® y la
muerte progresiva de neuronas en el estriado y la corteza cerebral, esta asociada con altos



niveles de expresion de GFAP en los astrocitos reactivos, lo que indica la presencia de
astrogliosis.

Figura 2. Los astrocitos son células gliales de morfologia compleja, caracterizadas por un soma central del que
se extienden multiples prolongaciones principales, las cuales se ramifican en numerosos procesos finos y
foliculos terminales.

Fuente: Khakh BS, Goldman SA. J Neurosci. 2023.
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Figura 3. Esquema de las vias de activacion astrocitica que incluyen sefales proinflamatorias y rutas como
NF-kB y JAK/STATS3, resultando en una respuesta reactiva con expresion de GFAP y liberacién de citocinas.
Fuente: Fuente: Khakh BS, Goldman SA. J Neurosci. 2023.

Al igual que la microglia, los astrocitos contaran con marcadores que seran utilizados para
la investigacion e identificacién de amenazas en diversas patologias neuroldgicas y estos

son clasificados de forma general de acuerdo a su funcién, etapa de desarrollo o
localizacion en el cerebro (Anexos Tabla 3), los cuales son:

1. Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP): Proteina de filamento intermedio; asegura la

estabilidad estructural de la célula; regula la morfologia y las funciones de los
astrocitos®.

2. S100B: Regula la proliferacién y diferenciacion de células*.

3. Vimentina: Proteina implicada en la regulacién de diferenciacion celular y respuesta
al estrés celular en células diferenciadas*'.

4. Aldolasa C: Enzima involucrada en la glucdlisis de los astrocitos (lactato como fuente
de energia neuronal)*2.

El marcador GFAP es de importancia, ya que es ampliamente reconocido como la proteina
de filamento intermedio en astrocitos maduros y un componente en el desarrollo de los
astrocitos®*. Ademas, su expresion regulada sirve como un marcador adecuado para



identificarlos. Los cambios en la expresion molecular y la morfologia de los astrocitos,
medidos a través de GFAP pueden indicar la gravedad de la astrogliosis reactiva, la cual
refleja la presencia de alguna patologia del SNC*.

Ademas de los marcadores neuronales y de ceélulas gliales, los modelos experimentales
juegan un papel clave para comprender los mecanismos involucrados en la patogénesis de
la EH. Estos modelos incluyen la inyeccion intracerebral de neurotoxinas en modelos
animales, lo que genera lesiones neuronales que imitan las lesiones histoldgicas
observadas en la EH. Existen dos tipos principales de modelos experimentales para la EH:
los modelos toxicos y los modelos transgénicos®. Como modelos experimentales de la EH
basados en la excitotoxicidad, se tiene la administracién de acido quinolinico (AQ), el cual
es un derivado del acido quinurénico, que reproduce parte de los cambios bioquimicos y
neuropatoldgicos de la EH. Este modelo es capaz de inducir lesiones neuronales que
incluyen la reduccién de las concentraciones de GABA en las células estriatales y gliosis
estriatal. Ademas, el modelo de AQ, genera niveles de somatostatina, neuropéptido Y,
vasopresina y dopamina similares a los observados en pacientes con EH*. Estos cambios
pueden influir en la progresion de la enfermedad y estan relacionados con la respuesta
inflamatoria.

Considerando la importancia de los procesos neuroinflamatorios en las enfermedades
neurodegenerativas, en este estudio se utilizara el modelo del acido quinolinico (AQ) para
desarrollar la enfermedad de Huntington y determinar los diferentes marcadores
inflamatorios por el método de western blot.
4. OBJETIVOS:
% OBJETIVO GENERAL:

En el modelo de Huntington inducido con AQ y en otro modelo de neuroinflamacion con la
administracion de LPS en ratones, se determinaran los cambios en la expresion de
marcadores de microglia (Iba-1), astrocitos (GFAP) y neuronas (Neu-N) por el método de
western blot.

< OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Definir las concentraciones de anticuerpos primarios y secundarios para la deteccion de
marcadores gliales y neuronales (Iba-1, GFAP y Neu-N) por el método de western blot.

- Determinar los niveles de expresion de marcadores neuronales y gliales en tejido
cerebral de ratones control y lesionados con AQ.

- Evaluar si hay cambios en la expresion de los niveles de Iba-1, GFAP y Neu-N después
de la administracion de lipopolisacaridos (LPS).

5. METODOLOGIA:
< OBTENCION DE MUESTRAS:

1.1. ANIMALES:



Los ratones macho de la cepa C57BL/6J, fueron obtenidos del bioterio del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia Dr. Manuel Velasco Suarez (INNN “MVS”),
para su posterior traslado en grupos al laboratorio de Neurofarmacologia Molecular y
Nanotecnologia. Se mantuvieron en condiciones estables de temperatura, humedad
y ciclos de 12:12 h, con agua estéril y alimento ad libitum. Todos los estudios con
animales se realizaron de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales
de laboratorio (NIH) y la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-1999
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio” y el reglamento interno del Instituto Nacional de Neurologia vy
Neurocirugia “MVS”. Las muestras fueron obtenidas de los animales por medio de
decapitacion con guillotina, para posteriormente extraer el cuerpo estriado vy
almacenar las muestras a -70°C.

1.2. DISENO EXPERIMENTAL:

Se utilizaron diez ratones macho C57BL/6J para determinar valores de marcadores
neuronales y gliales en el modelo de la EH, a cuatro de ellos, se les realizé una
lesidn estereotaxica intraestriatal, donde se les administré una solucion al 30 [nM] de
AQ por ratén por el método de lesion estereotaxica intraestriatal. A tres ratones se
les administr6 2 ug/g del peso total del ratdon de LPS intraperitoneal, para la
deteccion del marcador Iba1. Los tres ratones restantes fueron utilizados como
grupo control, permitiendo comparar los efectos de los tratamientos sobre los
marcadores neuronales y gliales evaluados.

1.2.1. INYECCION DE AQ ESTRIATAL:

Para producir el modelo inducido por AQ de EH, se colocan ratones macho
C57BL6/J bajo anestesia general con pentobarbital sédico en un aparato
estereotaxico para ratones. Posteriormente, se frota la cabeza del raton con una
solucién de yodopovidona al 10% para esterilizacion y se realiza un corte sagital
(1,5-2,0 cm) desde la linea de los ojos para exponer el craneo. Sucesivamente, se
inyecta 1 yL al 30 [nM] de AQ en el cuerpo estriado derecho (coordenadas: + 0,6
mm anterior y -2,0 mm lateral a bregmay -2,7 mm ventral a duramadre) *°. Posterior
a la lesién se deja a los ratones dos dias en condiciones estables de temperatura,
humedad y ciclos de 12:12 h, con agua estéril y alimento ad libitum.

1.2.2 ADMINISTRACION DE LIPOPOLISACARIDOS (LPS) INTRAPERITONEAL:

Para producir una respuesta inflamatoria, se administraron LPS que son un
componente principal de la membrana externa de bacterias gram-negativas y las
proteinas de la envoltura viral. En la neurodegeneracion, la microglia son las
principales células sensibles a LPS *. En animales, la administracion intraperitoneal
de LPS estimula la inmunidad innata y la produccién de citoquinas proinflamatorias,
proporcionando un estimulo inflamatorio que activa el sistema neuroinmunolégico, lo
que da como resultado un conjunto de respuestas denominadas conductas de
enfermedad.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/outer-membrane
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/virus-envelope-protein
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/virus-envelope-protein
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/virus-envelope-protein

Para la preparacién, primero se diluy6 el stock de LPS Escherichia coli de 1 mg/mL
en suero fisioldgico, dando los siguientes datos:

Concentracion Volumen de LPS | Volumen de Volumen total
final deseada (1 mg/mL) PBS/Suero

Fisiologico
100 pg/mL 180 pyL 720 pL 900 uL

Tabla 4. Volumen total de LPS diluidos en suero fisiol6gico.
1.2.3 INYECCION INTRAPERITONEAL

1. Primero se pesaron los ratones macho C57BL/6J para calcular la cantidad de
LPS a administrar, la cantidad que se inyect6 fue la siguiente: 10 uL (2 uL)/g
de peso corporal. Por ejemplo, si un ratén pesa 26 g, se debe inyectar 20 g x
10 uL= 260 uL del stock de LPS. Tabla de peso y volumen administrado en
(Anexos Tabla 5).

Para la concentracién final, se dividid el volumen de LPS entre el volumen final,
dando como resultado 0.2 ug/uL final de LPS, por lo tanto, la concentracion final de
LPS para cada raton se obtuvo multiplicando la concentracién final de LPS por el
volumen administrado a cada ratén. Por ejemplo, si pesa 26 g, se multiplica 0.2
ug/uL x 260 uL = 52 ug (Anexos Tabla 5).

1.2.4 VIGILIA DE RATONES

Se realiza un monitoreo a los ratones durante la administracién y posterior a la
misma para detectar la aparicion y gravedad de la endotoxemia, donde se observan
distintos parametros como lo son: Pelaje erizado, actividad del ratén y revisiéon de
ojos. Tomando en cuenta el avance de estos parametros, se realiz6 el sacrificio de
cada raton.

1.2.5 OBTENCION DE MUESTRA

Posterior a la administracion de LPS vy vigilia, se sacrificaron por medio de
decapitacion en 3 tiempos distintos: 6, 24 y 30 horas. Después del sacrificio, se
extrajo el cuerpo estriado y se almacend a -70°C.

% TECNICA WESTERN BLOT (WB):

WB es una técnica de laboratorio utilizada para detectar una proteina especifica en una
muestra de sangre o tejido *°, donde los pasos a seguir son los siguientes:

RS

Preparacion de la muestra.

Cuantificacion de proteinas por ensayo de BCA.
Desnaturalizacién de muestras.

Electroforesis SDS-PAGE.

Transferencia de proteinas en membranas.

Incubacion de membrana con anticuerpo primario y secundario.



7. Inmunodeteccion por el efecto de quimioluminiscencia por anticuerpo secundario.
1.1 PREPARACION DE LA MUESTRA:

Las muestras tienen que ser preparadas con una solucidon que contenga agente de lisis
(detergentes) para correcta ruptura de membranas. Para esta investigacion se utilizé un
tampodn de lisis “RIPA” a 100 mL, con los siguientes agentes:

- Tris HCI 50mM pH 7.4

- NaCl 150 mM

- NP-40%

- Inhibidores de proteasas y fosfatasas “Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (100X)”.

Para procesar las muestras se tomé en cuenta la cantidad de muestras totales (10) y se
agregd 150 uL a cada muestra, dando un total de 1515 uL (1500 uL de buffer y 15 uL de
inhibidores). Al finalizar el procesamiento se reservaron en eppendorf de 1.5 uL y fueron
almacenados a -70.C.

2.1 CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR ENSAYO DE BCA

El ensayo de acido bicinconinico (BCA), es un método colorimétrico que se emplea
comunmente para estimar la concentracién de proteinas en una muestra y va a depender
de la conversion de Cu 2" a Cu *. Se realiza en tubos de ensayo o placas de 96 pocillos,
donde la relacion entre la concentracién de proteina y la absorbancia es casi lineal en un
amplio rango de trabajo y da como resultado el desarrollo de un color purpura intenso con
una absorbancia maxima de 562 nm °'. Para este protocolo se tomé una absorbancia a 540
nm y se realizaron los siguientes pasos:

1. Stock de albumina de suero bovino (BSA) 1 mg/mL.

2. En una placa de 96 pozos transparentes, se tomaron los primeros 16 pozos para la
curva de calibracion, agregando por duplicado agua desionizada (descendente) y
albumina (ascendente) de la siguiente forma:

1 2
A 100 uL + QuL. | 100 uL + O uL.
B 98 uL + 2 uL. 98 uL + 2 uL.
C 96 uL + 4 uL. 96 uL + 4 uL.
D 94 uL + 6 uL. 94 uL + 6 uL.
E 92 uL + 8 uL. 92 uL + 8 uL.
F 90uL +10uL. |90 uL + 10 uL.
G 88uL +12uL. | 88uL+12uL.
H 86 uL +14 uL. | 86uL + 14 uL.




Tabla 6. Carga de agua desionizada y albiumina por duplicado en la primera y segunda columna de la plaza.

3. Para la cuantificaciéon de las proteinas, se cargaron por duplicado los pozos con 95
uL de agua desionizada y 5 uL de las muestras previamente procesadas.

4. Después se adiciona 100 uL de BCA con CuSO4 a cada pozo.

5. Finalmente se coloca la placa en el equipo “SYNERGY HTX multi-mode reader” y se
lee en el programa GENZ a una longitud de onda de 540 nm.

Para terminar la cuantificacién, se realizan los calculos en excel para obtener el total de
proteina que se debera separar para desnaturalizar y posteriormente cargar en los geles de
poliacrilamida.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR BCA

0.4 y=1.0016x
R?=0.9992

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14 16

Grafica 1. Gréfica de calibracién que relaciona la absorbancia con la concentracion de proteinas obtenidas.

La ecuacion de la recta obtenida por regresion lineal es y = 1.0016x, con un coeficiente de
determinacion R? = 0.9992, lo cual indica una alta linealidad y precision del método en el
rango analizado. Esta curva permite interpolar la concentracion de proteinas desconocidas
a partir de sus valores de absorbancia. La cuantificacién de proteinas mediante el ensayo
de BCA facilité una normalizacién precisa de las muestras, lo que otorga validez y fiabilidad
de los resultados obtenidos.

3.1 DESNATURALIZACION DE MUESTRAS.

Posterior a la cuantificacion, se hizo una relacién 1:1 de muestra y buffer de carga
“‘Laemmli”, tomando primero del eppendorf 100 uL de cada muestra para un nuevo
eppendorf de 0.6 uL y de igual forma 100 uL del buffer de carga con el fin de poder observar
la migracion de proteinas en la electroforesis.

Una vez que tenemos nuestro eppendorf con la muestra y el buffer de carga, procedemos a
colocar los tubos en un termoblock precalentado a 100 .C por 5 minutos y posteriormente se
colocan en hielo por 5 minutos y finalmente se resguardan a -70.C.

4.1 ELECTROFORESIS SDS-PAGE

En la electroforesis se utilizaron vidrios de 1.5 mm y fueron ensamblados en minicamaras
previamente limpias con alcohol isopropilico, verificando que no tengan fugas con agua
desionizada. Para el gel separador se utilizé6 una concentracién de acrilamida al 15% con un

total de reactivos de la siguiente forma:

-> Agua desionizada: 4.6 mL.



= Acrilamida 30%: 10.0 mL.

= Buffer Tris pH 8.8 SDS 10%: 5.2 mL.
- PSA 10%: 0.2 mL.

- TEMED: 0.008 mL.

Una vez agregado el gel separador se deja unos minutos para su polimerizacién y se
agregan las siguientes cantidades para el gel concentrado:

- Agua desionizada: 2.8 mL.
= Acrilamida 30%: 0.670 mL.

- Buffer Tris pH 8.8 SDS 10%: 0.540mL.

-> PSA 10%: 0.04 mL.

- TEMED: 0.004 mL.

Cuando los geles se han polimerizado, se ensamblan los vidrios en las camaras de
electroforesis colocando buffer de corrida y se cargan las muestras. Para el inicio de las
mismas, se tomé como primera fase a 70 voltios por 15 minutos y de segunda fase a 170
voltios por 1 hora con 20 minutos.

5.1 TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A MEMBRANAS:

Para la transferencia de proteinas se utilizé membranas de nitrocelulosa, con un ensamble
correcto para su transferencia, iniciando con una fase a 0.20 amperios por una hora y como
segunda fase a 0.02 amperios por 20 minutos. Una vez terminada la transferencia, se
realiza un bloqueo de membrana por una hora con leche baja en grasa al 5% por una hora.

6.1 INCUBACION DE ANTICUERPOS PRIMARIO Y SECUNDARIOS:

Posterior al bloqueo, se realiza la incubacion de anticuerpo primario monoclonal para cada
membrana (Anti-NeuN MAB377, GFAP ga-5 sc-58766 e Iba1 1022-5 sc-32725) durante 12
horas, en refrigeracion y al término de las mismas se realizan tres enjuagues con una
solucion de leche baja en grasa al 1% y 0.01% de tween 20 por 10 minutos cada uno.

Una vez terminados los enjuagues, se realizé la incubacién del anticuerpo secundario de
ratbn monoclonal m-lgGk Bp-HRP sc 516102, a una disolucion 1:1000 para cada
membrana, dejando incubar por una hora en agitacion orbital y al término de esta, se
realizan nuevamente los enjuagues con leche baja en grasa al 1% y 0.01% de tween 20.

7.1 INMUNODETECCION

Al término de enjuague, se realiza la deteccion de bandas en el fotodocumentador “Fusion
Solo S”. Para este paso, se dejan las membranas con Iluminol Radiance ECI
Chemiluminescent HRP substrate de la _marca “Azure biosystems”, este debe ser
previamente preparado con una relacion 1:1 de ambas soluciones y se deja la membrana
en la placa del fotodocumentador para iniciar con la lectura por el efecto de
guimioluminiscencia para la deteccion de las proteinas.

8.1 STRIPPING LEVE Y FUERTE



Cuando la inmunodeteccion termina, se realiza un stripping leve a la membrana de la
siguiente forma:

1. Membranas colocadas en agitacion orbital por 10 minutos en PBS con Tween 20 al
0.25% por 10 minutos.

2. Se realizan 5 lavados rapidos con agua desionizada y 2 lavados rapidos con PBS.

3. Terminados los lavados rapidos, se dejan en agitacién orbital con PBS por 10
minutos.

4. Se repite el bloqueo por una hora con leche baja en grasa al 5%.

Al término del bloqueo, se realiza una incubacion con un anticuerpo para control de carga
monoclonal Cat No. AC043 HRP-conjugated B-Actin Mouse a una disolucién de 1:1000,
después de la incubacién del control de carga, se repiten los lavados con solucién de
enjuague al 1%, incubacion del anticuerpo secundario de ratén monoclonal m-lgGk Bp-HRP
sc 516102 a 1:1000 junto con los tres ultimos enjuagues y se repite el paso 7.1.

9.1 DENSIDAD OPTICA

La densidad 6ptica representa la intensidad de la sefal contenida dentro de una banda en
las membranas, constituyendo un valor clave para la cuantificacion de proteinas. En el
presente informe, se midié la densidad 6ptica de las bandas correspondientes a los tres
anticuerpos analizados, seguida de la medicién de la densidad 6ptica del control de carga
B-Actin.

6. ANALISIS DE RESULTADOS:

El presente protocolo, se determinaron las condiciones necesarias para poder detectar los
marcadores gliales y neuronales que se manifiestan en la EH, en un modelo experimental
murino inducido por AQ, donde se determinaron las condiciones de: 1. Dilucién de
anticuerpos, 2. Correlacion de activacién glial y neuronal y 3. Cuantificacion de proteinas
por ImageJ software.

1. DILUCION DE ANTICUERPOS

Se emplearon anticuerpos monoclonales dirigidos contra proteinas especificas con el
objetivo de revelar adecuadamente las bandas en membranas de western blot. Las
diluciones aplicadas para cada anticuerpo fueron cuidadosamente seleccionadas (Anexos
Tabla 7) y demostraron ser condiciones optimas para la revelacion clara de las bandas
proteicas en el caso de NeuN y GFAP.

e Anti-NeuN, clon A60 (Merck, 46 kDa):
Se utilizé a una dilucién de 1:500, la cual permitié detectar la proteina neuronal
NeuN sin generar sefales inespecificas ni saturacion en la membrana (Figura 1).

e Anti-GFAP, clon GA-5 (Santa Cruz, 50 kDa):
Con una dilucion de 1:50, fue adecuada para revelar la expresion de GFAP, que es
una proteina estructural caracteristica de los astrocitos (Figura 2).

e Anticuerpo secundario m-lgGk BP-HRP (Santa Cruz):
Empleado a una dilucién de 1:1000, fue efectivo para amplificar la sefnal generada



por los anticuerpos primarios sin contribuir a un aumento de fondo. Esta dilucién
estandar permitié una revelacién quimioluminiscente nitida y especifica.

e Control de carga: anti-B-actina HRP-conjugado (AB-Clonal, 45 kDa):
Este anticuerpo fue utilizado con una disolucién 1:1000, la cual fue adecuada para
una sefal constante y uniforme, sirviendo como referencia para la normalizacién de
la densidad 6ptica de las proteinas evaluadas.

46 kDa -— emtrae =@ * MNeulN

Figura 1. Deteccion de la proteina NeuN mediante Western blot”. Se muestran los carriles correspondientes a
las muestras detectadas como una banda especifica alrededor de los 46 kDa utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-NeuN a una dilucion de 1:500.

La presencia de bandas en la mayoria de los carriles indica que la dilucion del anticuerpo
anti-NeuN (1:500) fue adecuada para revelar la proteina de forma especifica. La variabilidad
en la intensidad entre carriles puede deberse a factores como la cantidad de proteina
cargada por pozo y los carriles con sefal baja o ausente pueden expresar dificultades como
pérdida de muestra, problemas de transferencia.

50 kDa et

Figura 2. Deteccion de la proteina GFAP. Membrana evaluada utilizando un anticuerpo monoclonal anti-GFAP a
una dilucién 1:50. Se observé una banda especifica alrededor de los 50 kDa, correspondiente al peso molecular
estimado de la proteina.

En cuanto a GFAP, se pueden observar bandas Unicas y alineadas horizontalmente en la
zona de ~50 kDa, por otro lado, la intensidad de las bandas es variable entre carriles, donde
en los carriles intermedios y finales, las sefiales son visiblemente mas débiles o en algunos
casos ausentes, lo que puede indicar una menor carga de la muestra. También, no se



observan sefiales de fondo, lo cual refleja una buena especificidad del anticuerpo y una
dilucién adecuada.

Ademas de las detecciones individuales de NeuN y GFAP, se realizé una revelacion
simultanea en una misma membrana para evaluar la coexpresion de ambos marcadores en
las mismas muestras.

GFAP
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Figura 3. Deteccion simultanea de las proteinas NeuN y GFAP en una misma membrana”. Se utilizo anticuerpo
monoclonal anti-NeuN a una dilucién 1:500, y anti-GFAP a una dilucién 1:50. Las bandas correspondientes a
ambas proteinas fueron reveladas en cada carril.

En esta membrana se realizé la deteccion conjunta de las proteinas NeuN y GFAP siendo
reveladas simultaneamente. En ambas bandas se muestra un alineamiento horizontal
correspondiente a los pesos moleculares estimados de ~46 kDa y ~50 kDa,
respectivamente, sin embargo, la intensidad de las bandas varia entre los carriles, lo que
sugiere diferencias en la expresion relativa de GFAP y NeuN entre las muestras y, por
ultimo, no se detectan sefales de fondo significativas dando las condiciones 6ptimas de
revelado.
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Figura 4. Deteccion de la proteina -actina como control de carga en membrana de Western Blot. Deteccion de
una banda alineada con una dilucién 1:1000.

En la membrana se observan bandas definidas y alineadas horizontalmente en los carriles,
indicando una expresién uniforme de (-actina entre las muestras analizadas. La ausencia
de bandas inespecificas o sefales de fondo sugiere que la dilucién del anticuerpo, fueron
adecuados y especificos, lo cual en la deteccion permite que la densidad 6ptica de B-actina
pueda usarse confiablemente para la normalizacion en la cuantificacién relativa de proteinas
objetivo (NeuN, GFAP e |ba1).



En cuanto a la proteina Iba1, a pesar de haber empleado una diluciéon concentrada (1:50)
del anticuerpo anti-Iba1, no fue posible detectar una sefial especifica correspondiente a esta
proteina en las membranas analizadas. Esta dilucién, que en condiciones estandar suele
ser suficiente para revelar la presencia de Iba1 en tejidos con expresion activada, no generé
bandas visibles en el presente reporte. Incluso tras la administracion de LPS, que es
conocido como por inducir la activacion de microglia y aumentar la expresion de
marcadores como Iba1, no se logré detectar sefal alguna, esto podria deberse a diversas
variables que se discutiran mas adelante.

6.2 CORRELACION DE ACTIVACION GLIAL Y NEURONAL

Respecto a la segunda condicidn, los resultados obtenidos nos permiten establecer que la
expresion de NeuN, se detecté de forma consistente en la mayoria de los carriles de las
membranas, lo cual sugiere que no hubo una pérdida significativa de poblaciéon neuronal en
las muestras analizadas. En la expresion de GFAP, se mostrd cierta variabilidad entre
carriles de las membranas reveladas, donde la seial fue mas débil o incluso ausente, lo
cual podria reflejar una activacién glial moderada. Y finalmente, la no deteccion de Iba1,
incluso tras la administracion de LPS, sugiere que la activacion microglial fue limitada o en
otros casos inexistente, donde se pueden considerar otros factores que pueden afectar en
el presente reporte como lo son: factores técnicos o bioldgicos.

Estos resultados sugieren que, tanto la administracién de LPS como la de AQ (respuestas
inflamatorias y neurotdxicas respectivamente) no generaron una activacién glial
generalizada ni una pérdida neuronal aparente en los tiempos y condiciones del presente
reporte. Es posible que los efectos de ambos compuestos fueron leves, transitorios, o que la
metodologia de deteccidon no haya sido lo suficientemente sensible para captar cambios
sutiles en la microglia o el entorno neuronal.

6.3 CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR IMAGEJ SOFTWARE
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Figura 5. Cuantificacién de la proteina GFAP normalizada con -actina mediante analisis de densidad 6ptica
usando el software Imaged. Se muestran membranas representativas (parte superior) y la grafica



correspondiente a la relacion GFAP/B-actina (parte inferior) en muestras tratadas con LPS a diferentes tiempos
(6, 24 y 30 h) y controles.

La figura anterior muestra densidad 6ptica relativa por el programa ImagedJ con la division
de la proteina de interés entre la proteina de carga (GFAP/B-actina respectivamente) para
cada muestra experimental. Se incluyen distintos grupos tratados con LPS (lipopolisacarido)
a diferentes dosis y tiempos (6, 24 y 30 horas), asi como varios controles sin tratamiento. Se
puede notar un aumento marcado en la expresiéon de GFAP en el grupo LPS 30 h, lo que
sugiere una posible activacion astrocitica en respuesta al estimulo inflamatorio. Los demas
grupos tratados presentan niveles similares entre si y ligeramente mayores a los controles,
lo cual podria indicar una activacion moderada o transitoria. En contraste, los controles
muestran valores estables y mas bajos, consistentes con una expresion basal de GFAP en
condiciones normales.

Respecto a la proteina NeuN, la figura 6 muestra el analisis de expresién de la proteina
neuronal, en la parte superior se observa la membrana con la deteccion de ambas proteinas
y en la parte inferior, la grafica de barras los tratamientos con LPS a diferentes tiempos y
controles, donde los resultados indican que los niveles de NeuN se mantienen relativamente
estables en la mayoria de las condiciones, con ligeras variaciones y no se aprecia una
disminucion marcada que indique pérdida neuronal.
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Figura 6. Cuantificacion de la expresion de la proteina neuronal NeuN normalizada con B-actina mediante
analisis de densidad déptica con el software Imaged. La grafica muestra la relacion NeuN/B-actina para cada
condicién experimental.

7. CONCLUSION Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente protocolo, se evaluaron la expresion de los
marcadores gliales (Iba1l y GFAP) y neuronales (NeuN) en un modelo murino de lesién
cerebral inducida por AQ, asi como la respuesta inflamatoria provocada por LPS.
Particularmente, se administré LPS por via intraperitoneal en una dosis de 2 ug/g de peso
corporal, correspondiente a un rango individual de 48-54 ug por ratén, con el objetivo de
inducir una activacién microglial sistémica y central.



Pese a que dicha dosis ha demostrado ser efectiva en multiples modelos experimentales
para activar la microglia a través de la via TLR4, los resultados obtenidos en este reporte,
evidenciaron una ausencia de sefal especifica para Ibal mediante western blot, incluso en
las muestras obtenidas a las 6, 24 y 30 horas post-administracion. Esta ausencia de
deteccion podria explicarse por diversas razones. A nivel técnico, podria atribuirse a una
baja sensibilidad del anticuerpo utilizado, a una carga proteica insuficiente o a limitaciones
en la transferencia proteica. A nivel bioldgico, es posible que la dosis y via de administracion
del LPS no hayan generado una activacién microglial sostenida o suficientemente intensa
en el sistema nervioso central, particularmente en el cuerpo estriado, que fue la region de
interés del presente reporte.

Cabe destacar que, si bien no se observd expresiéon detectable de Iba1, el analisis de
expresion con el marcador GFAP mostré una activacion astrocitica moderada, donde se
observo un aumento en la densidad optica relativa (GFAP/B-actina) en el grupo tratado con
LPS a las 30 horas, lo que podria sugerir una respuesta glial parcial o transitoria en el
tiempo tardio post-estimulo, lo cual indica que la activacion astrocitica puede variar en
intensidad. Por su parte, la expresion de NeuN se mantuvo constante en todos los grupos
experimentales, lo cual indica que no hubo una pérdida neuronal significativa en las
condiciones evaluadas, al menos en términos de expresion proteica de este marcador.

En conjunto, estos resultados, evidencian una falta de correspondencia entre la activacion
glial y la neuronal, caracterizada por una respuesta astrocitica parcial, una actividad
microglial no detectable y neuronas aparentemente integras. Esto sugiere que, en el
contexto experimental y técnico de este estudio, la dosis de LPS utilizada no fue suficiente
para inducir una activacién microglial detectable mediante western blot, mientras que si
podria inducir una activacién astrocitica moderada y transitoria.

A partir de los resultados anteriores, se pueden sugerir ajustes en la metodologia para la
optimizacion de los resultados, como el uso de concentraciones mayores de anticuerpos,
inclusion de diferentes tiempos de sacrificio, técnicas mas sensibles como
inmunofluorescencia o RT-gPCR, asi como el empleo de dosis mas altas o esquemas
repetidos de administracion de LPS para evaluar con mayor precision los efectos
neuroinflamatorios inducidos.



ANEXOS:

MARCADORES
NEURONALES

OBJETIVO

FUNCION

NeuN (Neuronal Nuclei, o
Nucleo Neuronal)

Neuronas maduras

Identificar células
neuronales en secciones de
tejido cerebral y regula el
empalme alternativo de
pre-ARNm

MAP?2 (proteina asociada a
microtubulo 2)

Asocia con los microtubulos

Ensamblaje, nucleacién y
estabilizacion de
microtubulos y estudio de
morfologia neuronal.

GADG7 (Acido Glutamico
Decarboxilasa 67)

Sintesis del neurotransmisor
GABA

Identificacién de neuronas
GABAérgicas cruciales en la
regulacién de la inhibicion
en el SNC.

Tabla 1. Marcadores neuronales generales con relevancia, asi como sus objetivos y funciones respectivas

(Fuente: elaboracién propia)

MARCADORES DE
MICROGLIA

SINONIMOS

FUNCION

CD11B (grupo de
diferenciacion)

subunidad alfa M de
integrina, ITGAM; receptor 3
alfa del complemento, CR3A

Subunidad alfa de la parte 3
del receptor del
complemento de integrina
(MAC-1); involucrada en
procesos de adhesion y
captacion de moléculas
recubiertas de
complemento.

CD14 (grupo de
diferenciacion 14)

glicoproteina rica en leucina
especifica de las células
mieloides, antigeno de
diferenciacion de monocitos
CD14

Correceptor para TLR4
transmembrana y TLR7/9
endosomico que les
presenta antigenos

CD16 (grupo de
diferenciacién 16)

receptor Il de la regién Fc
de inmunoglobulina gamma
de baja afinidad, Fc-gamma
Rl

Receptor Fc que detecta
anticuerpos de
inmunoglobulina gamma
(IgG); participa en procesos
de fagocitosis

IBA-1 (Subunidad B de la
B-hexosaminidasa)

Subunidad beta de la
N-acetil-beta-glucosaminida
sa

Responsable de la
degradacién de los
gangliésidos GM2 y otras
moléculas que contienen
N-acetil hexosaminas
terminales




CD163 (grupo de
diferenciacion 163)

Receptor de manosa de
macrofagos 1 (MRC-1),

C13

miembro D de la familia de
dominios de lectina de tipo

Procesos de endocitosis
mediante la deteccion de
glicoproteinas patégenas y
cadenas de polisacaridos.

Tabla 2. Marcadores en microglia, asi como sus sinonimos y funciones respectivas (Fuente: elaboracién propia).

MARCADORES DE
ASTROCITOS

ROL FUNCIONAL

EXPRESION CELULAR

Proteina Acida
Fibrilar Glial (GFAP)

Proteina de filamento
intermedio; asegura la
estabilidad estructural de la
célula; regula la morfologia y
las funciones de los astrocitos

Astrocitos maduros, glia radial,
células madre neurales

glucdlisis de los astrocitos
(lactato como fuente de
energia neuronal).

S1008 Regula la proliferacion y Astrocitos, glia de Bergmann,
diferenciacion de células. oligodendrocitos, linfocitos y

neuronas.

Vimentina Proteina implicada en la Astrocitos, glia de Bergmann y
regulaciéon de diferenciacion células madre neurales
celular y respuesta al estrés adultas.
celular en células
diferenciadas.

Aldolasa C Enzima involucrada en la Astrocitos y neuronas del

cerebelo.

Tabla 3. Marcadores de astrocitos, rol funcional relacionado con proteinas y su expresion celular respectivo

(Fuente: elaboracion propia)

RATON PESO DE RATON VOLUMEN A DOSIS DE LPS
ADMINISTRAR RECIBIDA
RATON 1 27 gramos 270 uL 54 ug
RATON 2 24 gramos 240 uL 48 ug
RATON 3 26 gramos 260 uL 52 ug

Tabla 5. Cantidad de volumen final administrado de LPS con relacién al peso de ratén.
(Fuente: elaboracion propia)

anti-NeuN, clon
A60
(monoclonal)

ANTICUERPO | MARCA PESO CATALOGO DILUCION
MOLECULAR

Anticuerpo Merck 46 kDa MAB377 1:500

primario:




Anticuerpo
primario: GFAP
(GA-5)
(monoclonal)

Santa Cruz

50 kDa

sc-58766

1:50

Anticuerpo
primario: Iba1
(1022-5)
(monoclonal)

Santa Cruz

17 kDa

sc-32725

1:50

Anticuerpo
secundario:
m-lgGk
BP-HRP
(monoclonal)

Santa Cruz

sc-51602

1:1000

Anticuerpo
control de
carga:
HRP-conjugate
d B-Actin
Mouse
(monoclonal)

AB-Clonal

45 kDa

AC043

1:1000

Tabla 7. Condiciones de anticuerpos monoclonales correspondientes para cada membrana.
Fuente: Elaboracion propia
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