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OBJETIVOS

Proveer de un protocolo acerca de un método de microscopia de dos fotones a través del craneo cortical de un ratén anestesiado para obtener imagenes en tiempo real a través de las meninges y el cerebro
superficial del parénquima. De esta forma se observara el comportamiento que tienen los neutrofilos, linfocitos T, células dendriticas y macréfagos reclutados en las meninges corticales ante las infecciones de
meningitis; para ello estudiaremos el efecto de Plasmodium berghei y de Trypanosoma brucei en ratones sanos e infectados.

MATERIALES Y METODOS

o Sistema para adelgazar el craneo — placa delgada de acero inoxidable con un orificio

o Sistema para sujetar el craneo del raton mediante una "placa del craneo"

o Bomba de succion con un sistema de calefaccion homeostatico controlado por una sonda
o Cemento dental, solucion salina fisiologica y anestésico volatil (Ketamina)

o Ratdn (anestesiado por perfusion)

o Microscopio: Zeiss LSM7 MP -> Laser 700 hasta 1050 nm

o Microscopio de excitacion de dos fotones.

o El método se basa en la observacion mediante el microscopio de dos fotones.

(El ratén sera anestesiado durante el proceso. Por cuestiones bioéticas el animal sera sacrificado
con una sobredosis de
anestesia al final del
experimento.)

Mouse under the dissecting microscope

La anatomia funcional de las meninges

La duramadre es una membrana delgada que recubre un espacio subaracnoideo espacioso (SAS) en la
leptomeninge. Sin embargo, ratones y otros roedores no tienen surcos, y sobre el cerebro dorsal, el SAS es
profundo sélo donde penetra la fisura longitudinal medial. En contraste, la duramadre es lo suficientemente
gruesa como para acomodar paquetes de colageno, una rica vasculatura y lagunas extracelulares. Esta
ampliamente inervado y la actividad en las neuronas del trigémino con terminaciones en la duramadre se
percibe como un dolor de cabeza.

La compartimentacion funcional de las meninges aun no esta clara. La microscopia electrénica muestra que las
células de la capa externa de laleptomeninge estan conectadas por uniones estrechas y se puede suponer que
es esta membrana la que separa el liquido cefalorraquideo (LCR) en el SAS del extracelular. La naturaleza de
la barrera, asi como su ubicacién, es de interés, ya que existe evidencia de que la materia particulada y las
células T pueden pasar de la leptomeninge a los vasos linfaticos dentro de la duramadre y viceversa. EI LCR
presente en el SAS puede contener citoquinas pro-inflamatorias secretadas por el plexo coroideo.

Microscopia in vivo de dos fotones, que permite obtener imagenes simultaneas de varios fluoréforos (Fig. 1 A).
Pretendemos centrarnos en si una respuesta inmunitaria esta en la duramadre o en la leptomeninge.

RESULTADOS

Las infecciones virales y microbianas causan meningitis, cuyo sintoma principal es el dolor de
cabeza, que implica actividad nerviosa en las meninges y actividad de mastocitos residentes.
Son la puerta de entrada a la invasion patdgena del parénquima cerebral.

Usamos estas enfermedades para que nos aporten informacién sobre la relaciéon huésped-
patdgeno; relacion que se ve afectada por modificaciones como el entorno. Podemos alterar el
tejido al llevar a cabo una diseccion, para lo que usaremos el método intravital, evitando falsos
resultados.

La técnica mas eficaz es la microscopia de dos fotones a través del adelgazamiento del craneo
cortical de un raton anestesiado. Esta nos permitira obtener imagenes en tiempo real a través de
las meninges y hacia el parénquima. Hay ratones informadores mediante los que determinamos
qué tipos de células expresan proteinas fluorescentes y conseguir imagenes posteriores a la
infeccion. Una desventaja es que los cambios patologicos del transcriptoma pueden no ser
iguales en ratones y humanos.

Las enfermedades estudiadas son:

«Plasmodium berghei: reclutamiento de células T (naranja) en espacios subaracnoideos en la
leptomeninge (conjunto de piamadre y aracnoides).

*Trypanosoma brucei: reclutamiento de células T a la duramadre donde pueden moverse entre
fibras de colageno (lineas verdes).
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FIGURA 1

En Fig. B vemos vasos sanguineos marcados mediante inyeccion iv de dextrano usando fluorescencia.

A las dos semanas de la infeccion intraperitoneal, Trypanosoma brucei se extravasa en espacios cercanos al
craneo. Los tripanosomas se pueden ver apretando entre las fibras de colageno y moviéndose cerca de los
vasos sanguineos pequefios, pero por encima de la mayoria de los grandes. Su llegada es precedida por la
invasion de las células T. Estas caracteristicas indican que estan en la duramadre. (Fig. 2 B y C). Al final de la
infeccion, se observan células T ocasionales debajo de la duramadre, a nivel de la piamadre.

Se observa un patron diferente con la infeccion por Plasmodium berghei. Las células T reclutadas tienden a
extenderse a lo largo de los vasos grandes (Fig. 2 E), probablemente en la leptomeninge, y su movimiento
tiende a ser paralelo al vaso. Esto también se observa después de la oclusién de la arteria cerebral media
(Fig. 2 F).

Figura 2

Localizacion de células vy estructuras en las meninges del raton

En la Fig. 1 B se muestran en verde los vasos sanguineos. El hueso y el colageno se pueden visualizar
facilmente con un microscopio de dos fotones (Fig. 1 C). Se emite una longitud de onda de 900 nm y se
produce una emision a 450 nm, que se puede usar para construir una imagen como si fuera un fluoréforo
convencional (azul en la Figura 1).

Los vasos sanguineos en la duramadre son relativamente permeables, y los tintes nucleares fluorescentes
inyectados marcan los nucleos en la duramadre, asi como los ndcleos de las células endoteliales vasculares de
color azul (Fig. 1 D, Ey Fig. 2 A).

En la Fig. 1 D sugerimos donde podria ubicarse la membrana aracnoidea, debajo de los nucleos marcados y
por encima de los vasos leptomeningeos.

Como se muestra en la Fig. 1 C, en estos ratones, no solo se etiquetan las paredes de los vasos, sino que el
tejido de la duramadre es débilmente fluorescente, a diferencia del leptomeninge que no se identifica. — Esto
puede resultar una herramienta Util para distinguir los dos compartimentos, pero un ratdén informador en el que
la membrana aracnoidea sea fluorescente, seria mas convincente.

En la duramadre se observa la presencia de colageno y de los nucleos marcados con un colorante IV en el
parénquima (Fig. 2 A) y emergen las venas (Fig. 2 D). Los capilares no estan presentes en la leptomeninge,
mientras que los pequefios vasos en la duramadre tienen un patron de ramificacion caracteristico (color
morado, Fig. 2 D).

El parénquima cerebral se identifica facilmente por la ausencia de grandes vasos horizontales. Los vasos
leptomeningeos son grandes y horizontales y con frecuencia se encuentran en depresiones en la superficie
parenquimatosa. Las arterias se hunden bruscamente.

CONCLUSIONES

Tras los resultados obtenidos a partir del estudio de Plasmodium bergheiy de Trypanosoma brucei y su efecto en ratones sanos e infectados, hemos observado que:
- Las meninges corticales llevan a cabo un fuerte reclutamiento de las células inmunitarias: neutrdfilos, linfocitos T, macréfagos células dendriticas.
- Dependiendo del tipo de virus afecta a la parte de la duramadre (como es el caso de Trypanosoma brucei) o de la leptomeninge (Plasmodium berghei).




