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1. Abreviaturas.

6-OHDA 6-Hidroxidopamina

o-sin o-sinucleina

ATV Area tegmental ventral

BO Bulbo olfatorio

CN Cresta Neural

COMT Catecol metil transferasa
CPSNE Células progenitoras del sistema nervioso entérico
DA Dopamina

DAB Diaminobencidina

DAT Transportador de dopamina
DOPAC Acido 3,4-dihidroxifeni-lacético
DPI Dias post implante

EP Enfermedad de Parkinson
EROs Especies reactivas de Oxigeno
ETOH Etanol

GB Ganglios basales

GD Giro dentado

GFAP Proteina acida fibrilar de glia
GPe Globo palido externo

GR Glia radial

i.p. Intraperitoneal

L-Dopa Levodopa

MAP-2 Proteina asociada a microtubulos 2
MAO-B Monoamino oxidasa tipo B
NST Nucleo subtalamico

PBS Tampon fosfato salino

PBS-T Tampon fosfato salino con tritdn
SNC Sistema nervioso central

SNE Sistema nervioso entérico
SNP Sistema nervioso periférico
SNpc Sustancia nigra pars compacta
SNpr Sustancia nigra pars reticulata
TH Tirosina hidroxilasa

VRM Via rostral migratoria

ZSG Zona subgranular

ZSV Zona subventricular



2. Resumen.

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden neurodegenerativo progresivo,
que se caracteriza por la muerte de neuronas dopaminérgicas en la SNpc y una
disminucion de los niveles de dopamina en el estriado, que da como resultado
acinesias, bradicinesias, discinesias y rigidez muscular. En la actualidad, los
principales tratamientos para la EP, tienen como objetivo principal disminuir los
sintomas motores, tal es el caso del tratamiento con L-DOPA en combinacién con
Carbidopa, con una dosis de 250/25mg de media o un comprimido por dia, en el
inicio del tratamiento, sin embargo, a largo plazo, se requiere de una dosis mas alta
de aproximadamente 8 comprimidos al dia, también se incrementan los sintomas
motores y se genera 6-OHDA de forma enddgena. Debido a esto, surge la
necesidad de proponer nuevas alternativas de tratamiento mediante técnicas de
medicina regenerativa y terapia de reemplazo celular para reparar el tejido dafiado.
Es importante tener una adecuada fuente de obtencion de células con
caracteristicas de troncalidad que ayuden a restaurar el tejido daflado. Una posible
fuente de obtencion de células progenitoras, es el Sistema Nervioso Entérico (SNE),
ya que dicho sistema proviene de la cresta neural al igual que el Sistema Nervioso
Central (SNC) durante el desarrollo embrionario expresando los mismos factores
neurotroéficos, factores de transcripcion y neurotransmisores, y se ha demostrado
gue las Células Progenitoras de Sistema Nervioso Entérico (CPSNE) pueden
diferenciarse hacia un linaje neural y glial. Este trabajo tiene como objetivo
determinar si las CPSNE implantadas en la SNpc son capaces de mantenerse,
proliferar y diferenciarse en el modelo neurotéxico de 6-OHDA. Los resultados nos
indican que a corto plazo post implante no hay un cambio morfolégico en la via
nigoestriatal, sin embargo, hay cambios en la expresion de THy MAP-2. Alos 5y
10 dias post implante, estos resultados estarian indicando que las CPSNE se estan
manteniendo y diferenciando hacia un linaje neuronal y dopaminérgico. Nuestros
resultados sugirieren que el SNE seria una posible fuente de obtencién de células
progenitoras que mantienen su potencial de diferenciacion hacia un linaje
dopaminérgico, siendo una posible alternativa para restaurar tejido dafiado en
enfermedades neurodegenerativas como lo es la Enfermedad de Parkinson



3. Introduccion.
3.1. Enfermedad de Parkinson.

La EP es un desorden neurodegenerativo lento y progresivo, que se caracteriza por
la pérdida de células dopaminérgicas en la Sustancia Nigra pars compacta (SNpc)
(70%-90%) y una disminucion de los niveles de Dopamina (DA) en el Estriado
(Hernandez-Montiel, H. 2006).

La EP ocupa el segundo lugar como el desorden neurodegenerativo crénico mas
comun, detras del Alzheimer. Esta enfermedad aumenta el porcentaje de incidencia
respecto a la edad. El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) reportd
que el 8.1% de la poblacién en México es mayor a 60 afios de edad, lo que implicaria
una prevalencia aproximada de 83,000 y 166,600 personas con EP en México
(Rodriguez-Violante, M. et al. 2011), mientras que la prevalencia de la EP se
encuentra entre el 1y 2% de la poblacion mayor de 60 afios de edad.

La EP esta caracterizada por presentar sintomas motores como la discinesia, que
es la presencia de movimientos involuntarios, la bradicinesia, caracterizada por
dificultad para iniciar los movimientos y la rigidez en el tono muscular y temblor
(Chavez-Leon, E. et al. 2013). Otra caracteristica de la EP es la presencia de los
cuerpos de Lewy, que son inclusiones o agregados de la proteina a -sinucleina (a.-
sin) presentes en las neuronas dopaminérgicas (NDA) sobrevivientes en los
pacientes con la EP (Hu, Q. et al. 2016).

3.2. Causas de la Enfermedad de Parkinson.

Son multifactoriales lo que implica que diversos y variados factores ejercen un
efecto fisiopatologico que contribuye al desarrollo de esta enfermedad (Hernandez-
Montiel, H. 2006), a continuacion, se describen los dos mas importantes.

3.2.1. Estrés oxidativo.

Se define como una alteracion en el equilibrio entre las especies reactivas de
oxigeno (EROs) y las defensas antioxidantes (Betteridge, D. 2000). La oxidacion de
la DA se realiza, en un paso por la enzima monoamino oxidasa (MAO) hasta llegar
a Acido 3,4-dihidroxifeni-lacético (DOPAC), MAO es generadora de EROs, por
consiguiente, las neuronas dopaminérgicas son susceptibles. Las neuronas
dopaminérgicas contienen Hierro (Fe), el cual es catalizado por la reaccién de
Fenton (H202 + Fe?" — OH + OH° + Fe®") (Blum, D. et al. 2001), generando asi la
oxidacion de la DAy la formacion de metabolitos reactivos como la p-quinona figura
1 la abundante DA citosélica se oxida facilmente de forma espontanea para producir
DA quinona. La neuromelanina, que es el resultado de auto oxidacion,
condensacion y polimerizacion de la DA y de sus productos de oxidaciones, es
acumulada en la Sustancia Nigra par compacta (SNpc), en dénde se une a diversas
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especies reactivas, sin embargo, en condiciones de un ataque oxidativo, una baja
en los niveles de glutatién libera dichas especies (Dorado-Martinez, C. et al. 20083;
Hwang, O. 2013).

3.2.2. Disfuncién mitocondrial.

Se caracteriza por la falla en la actividad enzimética del complejo mitocondrial I,
generacion de EROs provocando una peroxidacion de la cardiolipina (lipidos
especificos de la mitocondria) lo que da como resultado la liberacién de citocromo
C, para desencadenar la apoptosis (Hwang, O. 2013), ademas, provoca un aumento
en la transicion de la permeabilidad mitocondrial, la pérdida de potencial de
membrana y se incrementa la actividad de Oxido nitrico sintasa (Bose, A. et al.
2016). Como evidencia en torno al dafio mitocondrial, en relacion al estrés oxidativo
y al dafio de células dopaminérgicas, surge del descubrimiento de las mutaciones
en genes de proteinas mitocondriales como parkina y PINK, las cuales estan ligadas
ala EP (Moon, H. et al. 2015).

La proteina parkina, codifica a E3, que es una ubiquitina ligasa; la disminucion en
los niveles de parkina repercute de manera directa en la reduccion de la actividad
del complejo mitocondrial 1y IV (Bose, A. et al. 2016). La principal teoria respecto a
la parkina, es que, al perder su funcién, resulta en la acumulacién de sustratos
toxicos para las células dopaminérgicas (Hu, Q. et al. 2016).

Entre las principales mutaciones genéticas en la EP es en el gen SNCA, el cual
codifica para a-sin. La a-sin es comunmente encontrada en los cuerpos de Lewy,
siendo un estandar de oro para la deteccion de la EP por medio de
inmunohistoquimica. Las tres caracteristicas que permiten aseverar lo anterior son:
la abundante presencia de a-sin en el proceso neuritico, no sélo en el soma celular,
ampliamente distribuida en diferentes regiones del cerebro y a diferencia de otras
enfermedades denominadas sinucleinopatias, entre las que se encuentran la
demencia con cuerpo de Lewy, enfermedad de Alzheimer y el sindrome de Bradbury
Eggleston, la presencia de la a-sin es diferente en cada una a nivel celular y se
encuentran en diferentes regiones del cerebro en cada enfermedad (Stefanis L.
2012).

Entre las funciones de la a-sin es interaccionar con las vesiculas sinapticas, la
regulacion del trafico y endocitosis vesicular. La a-sin se encuentra en la
mitocondria, siendo principalmente soluble en el citoplasma, también ha sido
localizada asociada a la membrana de las mitocondrias las cuales conectan a las
mitocondrias al reticulo endoplasméatico. Un aumento en la expresion de la forma
patogénica de a-sin provoca una fragmentacion mitocondrial, ademas de inhibir el
complejo mitocondrial | (Hu, Q. et al. 2016).



3.3. Dopamina.

La dopamina es el neurotransmisor catecolaminérgico mas importante en el SNC
en mamiferos, regula funciones como la motilidad gastrointestinal, ingesta de
alimento, agua y la actividad locomotora.

El sistema dopaminérgico ha sido clasificado en ultracorto, de longitud intermedia y
largo, los grupos neuronales que los conforman has sido nombrados A8 hasta A17.
Los de interés para nuestro estudio son los largos, ya que en estos se encuentra
involucrada la region retro bural (A8), el area tegmental ventral (A10) y la SNpc (A9),
cuyas proyecciones llegan al caudado putamen; corteza limbica, al tubérculo
olfatorio, nucleo accumbens y corteza piriforme (Bahena-Trujillo R, et al. 2000).

La sintesis de la DA comienza con sintesis de tirosina, por medio de la hidroxilacion
del aminoacido fenilalanina, posteriormente, se lleva a cabo la hidroxilacion del
aminoacido L-tirosina, el cual se considera como punto de regulacion en el proceso
de sintesis de las catecolaminas, que son compuestos formados por un anillo de
benceno con dos hidroxilos (grupo catecol) y una cadena de etilamina, por tal motivo
la Tirosina Hidroxilasa es la enzima limitante en la sintesis de la DA, como se
muestra en la figura 3. El paso final, es la descarcarboxilacion de 3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) por la Descarboxilasa de aminoacidos aromaticos
(DAA) (Daubner, S. et al. 2011). EI metabolismo de la DA incluye a enzimas como
monoaminooxidasa (MAO) y la catecol-o-metiltransferasa (COMT), cuyos productos
finales son DOPAC y Acido homovanilico (Lopez S. et al. 2008).
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Figura 1. Sintesis y metabolismo de la Dopamina. La dopamina se sintetiza a partir del amino
acido L-Tirosina, que es sintetizado por la fenilalanina hidroxilasa a partir de fenilalanina. La tirosina
es sintetizada por la Tirosina hidroxilasa como enzima restrictiva de la via de sintesis. La dopamina
puede ser metabolizada por la enzima catecol-o-metiltransferasa (COMT), Monoamino oxidasa tipo
B (MAO-B) (Tomado y modificado de LeWitt P. 2008).



3.4. Deficiencias en el tratamiento con L-DOPA.

Actualmente los tratamientos farmacoldgicos para la EP, tienen como objetivo
disminuir los sintomas motores mediante el aumento de sintesis de DA. El principal
tratamiento se realiza con el precursor dopaminérgico L-DOPA, que tiene efectos
colaterales, entre estos, incremento de la generacion de EROs, ademas de
presentar una tendencia a la auto oxidacion y formar 6-OHDA enddgena (Borah, A.
et al. 2012; Ramirez-Garcia, G. 2015).

L-DOPA

Fe (Ill) Fe(ll) .
p & REACCION
DOPAMINA ~GiK H,0, DE FENTON
m»{ QUINONAS

0, 0,"

[ ESTRES OXIDATIVO }4

DISFUNCION
MITOCONDRIAL

CUERPOS DE
LEWY

MUERTE
CELULAR

Figura 2. Efectos secundarios de L-DOPA. La L-DOPA produce 6-OHDA de forma endégena,
posterior a la ingesta de L-DOPA, forma dopamina al ser sintetizada por la descarboxilasa de amino
acidos aromaticos, la dopamina por medio de la auto oxidacién da lugar a la 6-OHDA enddgena en
presencia del radical (°OH). En presencia del radical superéxido (O2™), la 6-OHDA se oxida para
formar 6-OHDA-quinona. Esto lleva a un estrés oxidativo, que da como resultado una disfuncion
mitocondrial y a la formacion de cuerpos de Lewy (Tomado y modificado de Borah A. et al. 2012)



3.5. Ganglios basales.

Los ganglios basales (GB) son un conjunto de nucleos subcorticales
interconectados que se encuentran ubicadas en la base del cerebro (Graybiel, A.
2000). Su principal funcion es conectar la corteza cerebral con los sistemas neurales
encargados de ejecutar la conducta motora (Avila-Luna, A. et al. 2014).

Los GB estan clasificados en nucleos de entrada, nucleos intermedios y nucleos de
salida. Las estructuras que conforman al nucleo de entrada se encargan de recibir
la informacion que llega de diferentes lugares. Estdn compuestos por estriado y
nucleoacumbens/caudado-putamen en primates. Este nlcleo cuenta con aferencias
exitatorias glutamatérgicas que provienen de la corteza cerebral y el talamo,
ademas es regulado por las vias dopaminérgicas mesencefalicas que se
encuentran en la SN y el area tegmental ventral (ATV). Los nucleos intermedios
estan ubicados entre los nucleos de entrada y salida, estan conformados por el
globo palido externo (GPe), nucleo subtalamico (NST) y la Sustancia Nigra pars
compacta (SNpc). Las estructuras que se encargan de enviar informacion de los GB
hacia el Talamo forman el ndcleo de salida, conformados por el globo palido interno
(GPi) y la Sustancia Nigra pars reticulata (SNpr) (Lanciego, J. et al. 2012).

Las proyecciones neurologicas son GABAérgicas que tienen un efecto inhibitorio en
las estructuras que inervan, se observa en la figura 2 (Gémez-Chavarin, M. et a.
2014).

La via nigro-estriatal es esencial para la regulacién de la actividad motora, por lo
gue el dafio en ella resulta en la EP. Los cuerpos neuronales estan ubicados en el
campo retrorubral (A8), la SNpc (A9) y el ATV (A10), la proyeccion de estas
neuronas llega al estriado y a las regiones corticales limbicas y cereales. La delecion
de la DA altera el equilibrio de la actividad de los ganglios basales, que incrementa
la actividad del NST que sobre estimula al GPi / SNpr (Via indirecta). El aumento de
la salida de actividad del GPi / SNpr sobre inhibe la proyeccién talamo-cortical,
reduciendo la activacién neuronal cortical asociada con la iniciacion del movimiento
(Lanciego J. et al. 2012; Graybiel A. 2000).

Los dos sub-tipos de receptores a dopamina (DA) se encuentran presentes en el
estriado, los parecidos a D1 (D1 0 Ds) que estimula la actividad de la adenilato
ciclasa, y estan localizados en neuronas GABAérgicas de la via directa; y los
parecidos a D> (D.. D3 y D), los cuales no estan unidos a adenilato cilcasa, y se
ubican en neuronas GABAérgicas de la via indirecta (Saklayen S. et al. 2004).

Las neuronas que conforman al estriado estan dividas en dos subpoblaciones, que
inervan diferentes nucleos de los GB, lo que da origen a las vias indirectas y
directas. La activacion de la via indirecta afecta directamente en la transmision
talamo-cortical, debido a que inhibe a los ndcleos de salida de los GB. La via directa
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ejerce un efecto contrario, ya que al aumentar la actividad en esta via resulta en el
incremento de la actividad de los nucleos de salida.

Ambas vias trabajan ala par, lo que incrementa la actividad de las neuronas tdlamo-
corticales, lo que da como resultado en la inhibicién en general de las neuronas
talamicas por medio de la via indirecta y la excitacién especifica de un pequefio
subconjunto de neuronas taldmicas o parte de la via directa

Estado Normal Estado Parkinsoniano
Corteza Cerebral ] Corteza Cerebral ]
=
Estriado Estriado
Grm— crmm— ---1F...’
[ ) [ sl GPi._J (_Télamo ) i S#Pc GFl Talamo

Excitatorio
@=—=9 Inhibitorio
@—» Modulatorio

Figura 3. Esquema comparativo de los ganglios basales en estado normal y con la enfermedad
de Parkinson. El circuito motor esta compuesto por una proyeccion cortico-estriatal (putamen), dos
sistemas principales de proyeccién estriato-fugal que dan lugar a las vias directa e indirecta, y las
proyecciones eferentes pallido-talamo-corticales para cerrar el circuito motor. El grosor de las flechas
representa el estado funcional de un circuito dado. Las flechas mas gruesas ilustran las vias
hiperactivas, mientras que las mas delgadas representan circuitos hipoactivos (Tomado y modificado
Lanciego, J. et al. 2012)



3.7. Modelo neurotéxico de 6-OHDA.

La neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) es utilizada como un modelo de
degeneracion dopaminérgica en roedores siendo este un modelo de EP
experimental (Saito, Y. et al. 2007). La 6-OHDA en un anélogo natural de la DA, se
utiliza para realizar la lesion nigro estriatal dopaminérgica. Se administra la 6-OHDA
en la SNpc, con el objetivo de realizar un dafio rapido, ya que la degeneracion de
las neuronas se lleva a cabo en las primeras 12 horas posteriores a la lesion,
resultando una pérdida de terminales estriatales en los 2-3 dias posteriores a la
lesiobn (modelo anterdgrado). Al administrarse en el estriado, se crea un modelo
lento, progresivo, el cual dafia a la SNpc de forma retrograda en un periodo de 21
dias aproximadamente (Tieu, K. 2011), representando un modelo de la EP en un
estadio inicial.
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Figura 4. Mecanismo de accion de la 6-hidroxidopamina. La 6-OHDA podria inducir la muerte
celular catecolaminérgica por tres mecanismos principales: especies reactivas de oxigeno
generadas por autooxidacion intra o extracelular, formaciéon de peréxido de hidrégeno inducida por
la actividad MAO o inhibicion directa de la cadena respiratoria mitocondrial. Estos eventos conducen
a un fuerte estrés oxidativo amplificado por el calcio libre citopldsmico y a una disminucién en la
disponibilidad celular de ATP, lo que lleva a la muerte celular (Tomado y modificado Blum, D. et al.
2001).
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3.7.1. Quinonas

La formacién de metabolitos reactivos en la degradacion enzimatica de la DA, en
una via secundaria, afectan directamente a la célula, debido a que la DA al ser
oxidada da como resultado a las quinonas de dopamina, dicha oxidacién se da en
los grupos alcoholes (-OH) presentes en el anillo bencénico con un grupo -OH.
Segun el lugar en el que se encuentre el grupo -OH, se denominan orto-quinonas y
para-quinonas, de las cuales las primeras son mas inestables que las segundas.
Son capaces de inhibir la actividad proteica, ademas de un blogueo en la cadena
respiratoria, que da como resultado una disminucion en la sintesis de ATP.

La melanina es sintetizada a partir de la DA, donde finalmente se forma DA-p-
quinona, que es el mondémero de la melanina, en esta sintesis se liberan radicales
superoéxido, los cuales en un ambiente de estrés oxidativo no pueden ser reducidos
(Lopez S. et al, 2008).

3.7.2. Estrés oxidativo causado por 6-OHDA.

La generaciéon de EROs como radicales hidroxilo, en conjunto con el peréxido de
hidrogeno, que no es un radical libre ya que no posee electrones desapareados,
son los principales responsables del dafio celular, los cuales se producen por dos
diferentes mecanismos, la monoamino oxidasa, la cual se inicia por la reaccion de
Fenton figura 2, La MAO actia sobre la 6-OHDA lo que genera peroxido de
hidrogeno. De forma paralela, la 6-OHDA se auto oxida, o que genera quinonas,
radical superoxido, peroxido de hidrogeno y radical hidroxilo, en la reaccién de
Fenton, el hierro cataliza dichas reacciones. El poder antioxidante de las células se
ve comprometido, lo que causa una peroxidacion lipidica. Las EROs producidas por
la 6-OHDA tienen como consecuencia la ruptura de la cadena de ADN,
desorganizacion del citoesqueleto (Blum D. et al. 2001).

3.7.3. Defectos mitocondriales causados por 6-OHDA.

La cadena respiratoria es la primera en verse afectada por la 6-OHDA, ya que inhibe
el complejo | en las mitocondrias neuronales, que es el causante de las
agregaciones de a-sin, lo que se lleva a cabo de forma independiente a las EROs,
sin embargo, se da el colapso del potencial de membrana de la mitocondria inducido
por la 6-OHDA, lo que da como resultado una incorrecta vesiculacion de la DA , lo
gue hace gue se vea aumentada en el citoplasma, que conduce a la muerte celular
(Blum D. et al. 2001; Hernandez-Montiel H. 2006).
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4. Antecedentes.

4.1. Caracteristicas de las células troncales y progenitoras adultas: Fuentes
de obtencion de células dopaminérgicas.

Entre las principales caracteristicas de las células troncales, se encuentra la
capacidad de autorrenovacién, ademas de ser capaces de diferenciarse a diferentes
linajes celulares. La autorrenovacion de una célula es la capacidad de generar una
célula hija idéntica a la célula madre (Weiner, L. 2008; Burgess, R. et al. 2014),
ademas de poder dar lugar a células maduras las cuales ya tienen una morfologia
y funcion establecidas, por ejemplo, una célula troncal hematopoyética que produce
una célula troncal de segunda generacion idéntica a la primera y un osteoblasto, la
cual ya es una célula madura.

Las células progenitoras adultas, son multipotentes, lo que significa que dan origen
a una célula ya especializada, por ejemplo, las células que se encuentran en la
medula ésea, sblo pueden dar lugar a los diferentes tipos de células sanguineas.
Estas células aparecen posteriormente a una célula troncal, al terminar su division
celular, una célula troncal origina a otra célula trocal idéntica, o a las células
precursoras o progenitoras, después de varias rondas de mitosis, dan lugar a
células diferenciadas (Chagastelles P. et al. 2011).

4.2. Terapia de Reemplazo celular.

La terapia de reemplazo celular dopaminérgico ha sido abordada ampliamente tanto
en modelos animales como en ensayos clinicos como un esfuerzo para recuperar
la funcidén que se ha perdido en la EP. Sin embargo, antes de iniciar las pruebas en
modelos experimentales, es importante determinar la fuente de obtencion de las
células dopaminérgicas

Las células progenitoras adultas o0 somaticas tienen como principales
caracteristicas la capacidad de auto renovacion y diferenciacion limitada. Existen
diferentes tipos, ya que depende en que tejido se encuentren, es lo que las definira,
al encontrarse en el tejido adulto, son las células encargadas del reemplazo celular
dentro de los 6rganos durante procesos patologicos (Chagastelles P. et al. 2011).
En trabajos previos se ha demostrado el uso de estas células para su diferenciacion
hacia un linaje dopaminérgico ya sea de forma in vivo o in vitro.

El grupo de trabajo de Bjorklund realiz6 un implante de células progenitoras
embrionarias indiferenciadas de raton en el estriado, en un modelo de 6-OHDA,
cuyos resultados demostraron una recuperacion conductual al disminuir el nimero
de giros gradualmente a las 5,7 y 9 semanas post implante , a la par de la
tomografia por emisién de positrones in vivo y a los datos de resonancia magnética
funcional que demostraban cambios hemodinamicos mediados por DA en el
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estriado y los circuitos cerebrales asociados, llegando a la conclusion que las
neuronas dopaminérgicas se pueden desarrollar de forma in situ identificadas por
marcadores dopaminérgicos como transportador de dopamina (DAT) y TH
(Bjorklund L. et al. 2002).

En 2005 Takagi y colaboradores (Takagi Y. et al. 2005) obtuvieron células troncales
embrionarias de primates no humanos en forma de neuroesferas, las cuales fueron
diferenciadas a neuronas dopaminérgicas por medio de un cultivo de actividad
inductora derivada de células estromales, en el cual, las células troncales
embrionarias se cultivan en un cultivo plano desde células individuales, dénde por
medio de inmunoreactividad positiva a marcadores neuronales especificos, las
células troncales embrionarias proliferaron y se diferenciaron para la formacion de
colonias en la capa superficial de alimentacion, posteriormente estas células son
aisladas y cultivadas en una caja de cultivo no adherente con un medio rico en
factores de crecimiento neuronales. Las neuronas TH (+) fueron implantadas en
monos lesionados con MPTP, las células implantadas fueron capaces de disminuir
los sintomas parkinsonianos en monos, como por ejemplo la postura, el balance,
motilidad 10 semanas después del implante, y demostraron la importancia de utilizar
FGF-2 con FGF-20 para la diferenciacion hacia neuronas DA.

Trzaska y colaboradores (Trzaska K. et al. 2007) utilizaron células progenitoras
mesenquimales provenientes de medula 6sea humana para diferenciarlas a
neuronas DA in vitro, aunque se demostré que si se pueden inducir a un linaje
neural DA, se utilizé la expresion de TH para referenciar el porcentaje de
diferenciacion dopaminérgica, obteniendo aproximadamente un 67% de células
dopaminérgicas después de 12 dias de cultivo, sin embargo, son células en una
etapa inmadura, ya que la expresion de los canales de Ca?* y Na* es baja, ademas
de enfatizar la influencia que tiene el microambiente en el desarrollo y supervivencia
neural.

Parra-Cid y colaboradores (Parra-Cid C. et al. 2014) utilizaron células progenitoras
del sistema nervioso entérico de ratdon, estas fueron implantadas en forma de
neuroesferas en la SNpc de ratas que fueron lesionadas con 6-OHDA, teniendo
como resultado una recuperacion del 35% en la conducta motora los niveles de
DA se incrementaron posterior al implante en un 34%, los niveles del metabolito
secundario acido homovanilico, de la DA se increment6 en un 21% en comparacion
con el grupo lesionado. lo que sugiere a las CPSNE como una posible fuente de
obtencién de células para el tratamiento de reemplazo celular.
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4.3. El SNE como fuente de obtencidn de células troncales y progenitoras.

El SNE es una subdivisién del sistema nervioso periférico (SNP), que tiene como
principales funciones es el control de movimiento intestinal, interactuar con el
sistema inmunolégico y enddcrino. (Furness J. 2012)

Las células progenitoras neurales son un subtipo de células progenitoras del SNE,
que derivan del ectodermo embrionario (Weiner, L. 2008), que comprenden
relativamente una subpoblacién de células que son quiescentes, no comprometidas
y multipotentes en el sistema nervioso central (Kirkham, D. et al. 2006).

El SNE deriva de la cresta neural y es la mas compleja division del Sistema Nervioso
Autonomo (SNA). El SNE es un conjunto de neuronas ubicado a lo largo del tracto
intestinal, el cual puede funcionar de forma autbnoma respecto al cerebro (Goyal R.
1996) Las células nerviosas y las células de la glia se encuentran en pequefios
grupos, conocidos como ganglios entéricos,

En el SNE las células progenitoras dan como resultado diferentes tipos neuronales
y células gliales en el tracto gastrointestinal. Los precursores neuronales y gliales
migran principalmente en direccion de la parte oral hasta la anal del tracto intestinal
(Rauch, U. et al. 2006). El proceso de la migracion celular y la diferenciacion esta
controlado principalmente por los gradientes de factores de crecimiento tales como
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF).

4.4. Neurogénesis en el cerebro adulto.

El proceso de neurogénesis es diferente dependiendo en qué momento se lleve a
cabo, ya que en la neurogénesis adulta es necesaria la proteccion contra las
influencias anti-neurogénicas del tejido cerebral circundante y requiere el
mantenimiento de un microambiente adecuado (Riquelme A. et al. 2008)

Ademas, en la neurogénesis adulta, las fases de desarrollo no son lineales, y se
pueden encontrar diferentes fases al mismo tiempo en el hipocampo. Esto es debido
a que la neurogénesis adulta es un proceso individual, dicho proceso se puede
dividir en fases o tipos celulares, cuyos parametros son la morfologia y la expresion
de marcadores neuronales especificos.

Las células de tipo 1 se encuentran en la zona subgranular (ZSG) adulta, cuya
principal caracteristica es la morfologia parecida a las células de la glia radial, las
cuales tienen un soma triangular, el cual se llega a ramificar y extender hasta llegar
a la capa de células granulares. Expresan en gran medida GFAP, son 2/3 partes de
las células que expresan Nestina. Estas células tienen una division celular
asimétrica, la célula hija, que se desarrollaria en la base de la célula tipo 1, expresa
nestina y se ha denominado célula tipo 2.
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Las siguientes fases son transitorias, en las células de la fase 2, su nucleo es denso
y las células tiene una forma irregular, en esta fase las células presentan dos
subtipos, el tipo 2a es positivo a nestina y doble cortina, y el 2b, el cual es positivo
a nestina y negativo a doble cortina, el cual es un marcador de neuronas inmaduras.
A diferencia de los subtipos pasados, el tipo 3 es positivo a doble cortina, y negativo
a nestina, la morfologia se ve modificada, con un nudcleo redondeado. A partir del
tipo 2, se muestra la expresién de Na* el cual es indicativo de la diferenciacion
neuronal.

En la fase 5 se mantiene la expresion de doble cortina, en su mayoria se alcanza
esta fase 3 dias después de la iniciar la division celular, 4 dias posteriores a la
division celular el nimero de células cae, para después de 2.5 semanas posteriores
a la division celular el nimero de células se estabilice por afios. En esta fase, se
expresan de marcadores postmitoticos tempranos tales como la union de la proteina
calretinina a Ca?*, NeuN, la morfologia tiene un nucleo redondo, el cual comienza a
tomar una forma triangular, y se presenta una dendrita apical.

En la fase 6, las células comienzan a expresar marcadores de maduracion neurales,
tales como MAP-2, NeuN, Calbidina, y ya no calretinina. La morfologia ya es propia
de una neurona madura (Kempermann G. et al., 2004)

La incapacidad de poder generar un reemplazo celular en el tejido cerebral dafiado,
es un factor importante en las enfermedades neurodegenerativas (Eriksson, P. et
al. 1998).Existen zonas especificas en el cerebro adulto de mamiferos, donde se ha
registrado que en condiciones normales hay procesos de neurogénesis; la células
de la Glia radial (GR) son células progenitoras neurales, las cuales se encuentran
en la ZSG del giro dentado del hipocampo y la zona subventricular (ZSV) (Lledo, P.
et al. 2006). Las nuevas células neurales generadas migran hacia los bulbos
olfatorios (BO), por medio de la via rostral migratoria (VRM) y a las capas granulares
del giro dentado (GD).Las células neuronales son componentes basicos de
sefalizacion en el sistema nervioso central, por lo que los marcadores
inmunohistoquimicos han surgido como una herramienta valiosa para identificar
diferentes componentes celulares que expresan un fenotipo neuronal y alin mas
proporcionando informacion sobre las caracteristicas morfolégicas y expresion de
proteinas especificas.

La proteina asociada a microtubulos 2 (MAP-2) es la proteina mas abundante en el
cerebro, formada por un hueco cilindrico de alfa y beta tubulina. En el cerebro adulto
estd concentrada en las dendritas y en una baja concentracion de los axones
(Johnson, G. et al. 1992). Una de las principales funciones de MAP-2 es la extension
y ramificacion de neuritas demas del estan involucrada en el cese de la division
celular, procesos importantes en la maduracion de las neuronas.
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Existen marcadores neuronales para demostrar la neurogénesis, dependiendo del
estado en el que se encuentren las células progenitoras, ya que en los primeros se
expresa Sox2, proteina acida fibrilar de glia (GFAP) y Nestina, posteriormente al
dividirse de forma asimétrica dan como resultado a las células de tipo 2a, 2b y 3 con
caracteristicas como ser GFAP (-), Nestina (+) y Doble cortina (+) (Zhang, J. et al.
2015).

De acuerdo a Zaho y colaboradores existen pruebas que en la SNpc hay
neurogénesis, debido a que la SNpc no pierde neuronas TH+ durante el
envejecimiento (Zhao, M. et al. 2003).

4.5. Plasticidad Celular.

Se describe a la plasticidad como la capacidad que tiene una célula progenitora
adulta de un tejido u 6rgano para poder generar un tipo celular especializado
diferente al de su origen embrionario, que pueden reemplazar a las células
progenitoras de otro 6rgano en condiciones especificas (Filip, S. et al. 2005; Beltran,
O. et al. 2005).

La capacidad de transformacion de las células troncales se observé en casos en
gue las células troncales de un 6rgano en especifico, fueron capaces de producir
células de diferente tipo, pero del mismo origen embrionario, es decir, células
troncales pluripotentes especificas de 6rganos derivadas de la misma capa germinal
(Filip S. et al. 2005).

El SNC posee la capacidad de poder adaptarse en respuesta a los cambios en su
microambiente, la cual se conoce como neuroplasticidad. Dicha caracteristica esta
involucrada en diferentes procesos, tales como la formacién de nuevas redes
neuronales (Sharma, N. et al. 2013), ademas de mejorar la atencion y la conducta.

La neuroplasticidad es un proceso dinamico, el cual se desarrolla en diferentes
estratos, de los cuales se puede observar en el aprendizaje y comportamiento
adaptativo, el fundamento de estos cambios radica en la plasticidad de las
conexiones sinapticas, las cuales estan en constate reestructuracion, en los que la
estructura sinptica y su funcionalidad estan involucradas (Gulyaeva, N. 2017).

Es importe aclarar que existe una diferencia entre los términos neuroplasticidad y
neurogénesis. Ya que el primer término hace referencia al cambio en su estructura
y funcién durante la maduracion o como respuesta a una enfermedad. El segundo
término refiere al nacimiento y proliferacion de nuevas neuronas en el cerebro y es
un mecanismo de plasticidad cerebral (Lledo, P. et al. 2006).

16



4.6. La dopamina como elemento regulador de la neurogénesis.

La DA, al igual que sus receptores, aparecen en fases tempranas en el desarrollo
embrionario, esto en zonas germinales altamente proliferativas del cerebro como la
ZSV. De los diferentes receptores de DA, el tipo D3 se expresa abundantemente en
la ZSV embrionaria y adulta, lo que confirma la hip6tesis del papel de la DA en la
neurogénesis (Platel J. et al. 2010). La DA desempefia un papel importante en el
proceso de desarrollo del cerebro en mamiferos por medio de la regulacién de
precursores de proliferacién celulares neurales (Borta, A., et al. 2007). Se sabe que
en pacientes que cursan con la EP, la proliferacion en la ZSV se ve afectada, asi
como en modelos animales, en los cuales por la administracion de 6-OHDA se
reduce la proliferacion en la ZSV en aproximadamente 30% a 45%.

4.7. Dopamina en el SNE.

Han existido evidencias indirectas acerca la presencia de DA en el SNE, entre las
gue se encuentra la inmunoreactividad positiva a DA en las fibras gastricas ademas
de que la DA es liberada del estbmago del cuyo de Indias mediante estimulacion
nerviosa, inmunoreactividad positiva a transportadores de DA (DAT) entérica, en el
intestino de raton se ha encontrado el metabolito DOPAC.

En el afio 2004, Li y colaboradores, por medio de inmunofluoresencias, western blot,
y PCR de transcripcion inversa, determinaron la expresion de marcadores
dopaminérgicos como TH, DA y DAT en cerebro, estomago, duodeno, ileon, colon
distal y proximal de ratdn para la realizacion de las pruebas en las cuales dieron
como resultado la presencia de RNAmM de TH, siendo que las secciones de las
muestras de estdmago, duodeno, ileon y colon proximal expresaron una mayor
cantidad de RNAm de TH en comparacion con el colon distal debido a que el
intestino maduro no tiene neuronas noradrenérgicas, esto es prueba de que un
subconjunto de células intrinsecas es dopaminérgico. La inmunoreactidad positiva
a DAT se encontr6 de manera significativa en la submucosa que, en el plexo
mientérico del ileo y colon, lo que apoya a la hipotesis que el intestino contiene
neuronas dopaninérgicas intrinsecas.
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5. Justificacion.

De acuerdo a lo anteriormente descrito la utilizacion de las células progenitoras de
sistema nervioso entérico tiene un gran potencial para reparar tejido en donde existe
una pérdida parcial o completa de neuronas, siendo esta una herramienta
prometedora para la restauracion del sistema nervioso entérico y del sistema
nervioso central, mediante una terapia que pueda generar la recuperacion funcional
en las areas en donde existe pérdida progresiva de neuronas, tal es el caso
particular de las neuronas dopaminérgicas nigro estriatales, que, durante la EP,
presentan una disminucion de los niveles de DA. Por lo tanto, el proponer una nueva
alternativa en el estudio de la restauracion o preservacion de neuronas
dopaminérgicas mediante el implante de células progenitoras entéricas es de gran
importancia para demostrar su potencial neurogénico como modelo de reparacion
en sistema nervioso central.
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6. Pregunta de investigacion.

¢ Como se modifica la expresion de TH y MAP-2 a corto plazo por el implante de las
CPSNE en la SNpc en un modelo de 6-OHDA?
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7. Hipotesis.

Dado que se ha demostrado que las CPSNE tienen propiedades de
autorrenovacion, multipotencialidad y secretar factores neurotréficos, entonces
estas células seran capaces de aumentar la expresion de los marcadores TH y
MAP-2 en el sitio implantado del tejido dafiado por 6-OHDA a nivel de SNC.
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8. Objetivo general:

v' Demostrar los cambios en la expresibn de marcadores neuronales vy
dopaminérgicos postimplante a corto plazo en el modelo neurotéxico de
6-OHDA.

8.1. Objetivos particulares.

v' Evaluar si las células progenitoras provenientes del SNE son capaces de
modificar el tejido dafiado en estriado y SNpc.

v' Determinar si las células progenitoras provenientes del SNE se mantienen y
se diferencian en el tejido dafiado del SNC.
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9. Metodologia.
9.1. Animales de experimentacion.

Se utilizaron 18 ratas macho Wistar, con un peso de 250-290g, provenientes del
bioterio del Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra Ibarra”, los
cuales fueron mantenidas en cajas de acrilico (n = 3 por caja), con un ciclo de
luz/obscuridad 12:12, libre acceso de agua con un control de peso diario para que
no sobrepasaran los 300g. El uso y manejo de los animales se llevo a cabo de
acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-1999.

9.2. Tratamiento previo al analisis histolégico.

Las ratas fueron sometidas a una cirugia estereotaxica (anexo 2) donde se
administré la neurotoxina 6-OHDA y que de igual forma se realizo el implante de
CPSNE en la SNpc las cuales fueron (anexo 1), previamente cultivadas por 5 dias.

9.3. Grupos experimentales.

Las 18 ratas fueron separadas en 6 grupos experimentales (n = 3), el grupo SHAM,
al cual se le inyect6 2ul de acido ascorbico (vehiculo de la 6-OHDA), el grupo
lesionado en el Estriado con la neurotoxina 6-OHDA (8mg/ul) y los grupos
implantados con las células en la SNpc (3x10%/ul), los cuales fueron analizados a
tres tiempos diferentes, 5, 10y 15 dias post-implante. Posterior a 28 dias de la lesion
retrograda con 6-OHDA, se realiz6 la conducta de giro, para evaluar el grado de
lesion.

9.4. Obtencién de muestra.

Para la obtencion del cerebro se realizé una perfusién intracardiaca administrando
una sobredosis de pentobarbital sédico via i.p., posteriormente con un corte en
forma de “V” en la caja toracica se localizé la vena cava inferior para realizar una
incision e introducir la ajuga en el ventriculo derecho del corazén y perfundir 200 ml
de PBS, 100 ml de paraformaldehido (PFA) 4% para su fijacion, para finalizar con
la decapitacion de la rata. Se realiz6 una incisién antero-posterior para exponer el
craneo, con unas tijeras iris se separaron las suturas para facilitar la separacion del
craneo, finalmente se insertaron unas tijeras en la parte anterior del craneo a nivel
de los ojos, para lograr abrir el craneo sin dafar el cerebro. La extraccion del cerebro
se realiz6 inmediatamente, separando los nucleos Estriado y SNpc, dejando en PFA
4% toda la noche a 4°C.
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9.5. Inclusién de muestra en parafina y cortes histoldgicos.

Al terminar el tiempo en PFA al 4% a 4°C, se colocan en PBS 1x por 30 minutos,
posteriormente se utilizaron técnicas convencionales con alcoholes graduales
ascendentes para su deshidratacion y su inclusién en parafina.

Se realizaron cortes histolégicos seriados de 7um de espesor en un microtomo
Leica Mod. RM 2125, se tom0 el area de la zona anterior del estriado, de entre 1.8
a-5.9mmy de -1.6 a -47.6mm para la SNpc a partir de Bregma. Se revisaron los
cortes histolégicos en un microscopio Zeiss Axiostar plus comparando con el
manual “The rat brain in stereotaxic cordenates” (Paxinos et al. 1998).

Figura 5. Esquema de cortes coronales de cerebro de rata. A) Se observa el estriado dorsal y el
sitio de inyeccién de la 6-OHDA, B) Se observa en color rojo la SNpc, sitio de implante de las CPSNE
(figura tomada y modificada de Paxinos and Watson, 1998).
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9.6. Histologia.
9.6.1. Tincién de Nissl.

Para el analisis morfologico de la SNpc y el Estriado, se realiz6 la tincion de Nissl.
En esta tincion se utiliza un colorante basico como el violeta de cresilo, que en un
medio &cido (pH=3) reacciona con los grupos fosfatos de los &cidos nucleicos,
dando como resultado la tincién de los nucleos de las células neuronales y gliales,
asi como la sustancia de Nissl, esta técnica tiene como caracteristica que no tifie
los axones por carecer de ARN en su interior, ademas de ser una técnica utilizada
para el estudio de detalles citolégicos cuyo fundamento es tefiir los cuerpos de Nissl,
gue son arreglos del reticulo endoplasméatico rugoso, son exclusivos de las
neuronas, se encuentran cerca del aparato de Golgi (Byrne J. et al., 2014).

Figura 6. Morfologia de neuronas picnéticas. La flecha roja sefiala a una neurona con la
morfologia sin dafio, en la cual se aprecia al ndcleo de forma delimitada en comparacion con la célula
picnética que se sefiala con la flecha amarilla, en la cual se observa una retraccién del ndcleo con
condensacion de la cromatina, ademas de una perdida en la integridad de la membrana celular
(Rembao-bojérquez D. et al., 2005; Haleagrahara N. et al., 2013).
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Se realizd6 una desparafinacion de las laminillas a 60°C por 30 minutos,
posteriormente se realizd una rehidratacion (anexo 1), después se coloc6 en violeta
de cresilo por 20 minutos, se coloc6 en ETOH 100% solo por unos segundos, se
paso a Xilol para finalizar y fijar con resina.

9.6.2. Inmunohistoquimica para Tirosina-Hidroxilasa.

Para evaluar la presencia de Tirosina-Hidroxilasa (TH) en las diferentes condiciones
experimentales, se realiz6 una prueba inmunohistolégica, donde por medio del
marcaje con Diaminobencidina (DAB) se logra observar con un tono café denotando
la presencia de TH.

La rehidratacion de las laminillas con el tejido de cerebro se realizé de acuerdo al
anexo 5, se colocaron las laminillas en 250 ml buffer de citratos a temperatura
ambiente por 20 minutos, al concluir el tiempo se colocaron 50 ul por corte de
solucion de 10% metanol 3% perdxido/PBS-T con la finalidad de inhibir la
peroxidasa enddgena por un lapso de 30 minutos, al finalizar se realizan dos
lavados de 5 minutos cada uno con PBS-T 0.1% para dejar en anticuerpo primario
TH SC-14007 Santa Cruz biotechnology [1:300] por 12 horas (toda la noche) a 4°C,
concluido el tiempo se realizaron 2 lavados con PBS-T 0.1% de 5 minutos cada uno,
al finalizar se coloca el Anticuerpo secundario Kit ABC Vector PK 6101 Anti-mouse
IgG/Rabbit IgG [1:100] y se incuba por 2 horas a 37°C, se realizan dos lavados con
PBS-T 0.1% de 5 minutos, se incubd con ABC-Streptavidina durante 30 minutos,
después se realizaron 3 lavados con PBS-T 0.1% de 5 minutos , se revel6 con DAB
por aproximadamente 1 minuto y se realizé una contra tincion con Hematoxilina, la
laminilla fue montada con resina dejando secar minimo 24 horas a temperatura
ambiente para su posterior analisis.

9.6.3. Inmunofluoresencia para MAP-2.

Se realiz6 la desparafinacion de las laminillas de ambos ndcleos por 30 minutos a
60°C, posteriormente se rehidrato las laminillas (Anexo 4), se hicieron 2 lavados con
PBS 1x de 5 minutos cada uno. Se permeabiliz6 agregando 50ulpor corte de Triton
X-100 al 0.5% durante 10 minutos a temperatura ambiente; al finalizar se lavaron 2
veces con PBS 1x por un tiempo de 5 minutos cada lavado. Se bloque6 con SBF al
10% en PBS durante 30 minutos. Terminado el tiempo se incub6 el Anticuerpo
primario mouse anti-MAP-2 monoclonal antibody millipore [1:200] diluido en SBF al
10% preparado en PBS durante toda la noche a 4°C. Se realizaron 3 lavados con
PBS 1x por 5 minutos cada uno, para posteriormente dejar incubando el anticuerpo
secundario abcam AB6785 goat anti-mouse FITC [1:200] preparado en albumina
1% por un periodo de 2 horas a 37°C. Al finalizar se realizaron 3 lavados con PBS
de 5 minutos cada uno. Al finalizar se le coloc6 Hoescht 33342 por 1 minuto, se
retird y se agregd medio de montaje Fluoroshield (SIGMA-ALDRICH)
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10. Anédlisis de resultados.

Todas las laminillas fueron observadas en el microscopio ZEISS Axio vision vertical
Imager. A1 AXIO con luz transmitida y con Fluoresencia para el andlisis por
densitometria. Las imagenes fueron convertidas a escala de grises y se analizé
unicamente el porcentaje del &rea total de la micrografia con el programa ImageJ
version 1.48, las estimaciones se realizaron en 3 animales por tratamiento y en 3
cortes seriados por laminilla.

11. Andlisis estadistico.

Los resultados se expresan como la media £SEM. Todos los datos se analizaron
estadisticamente con un analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de la
prueba post hoc de Tukey en el programa GraphPadPrism v5.
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12. Resultados.
12.1. Anédlisis morfologico del Estriado y la SNpc.

Para los resultados del andlisis morfol6gico por medio de la tincién de Nissl, se
muestra una desorganizacion del tejido dafiado por la neurotoxina 6-OHDA en el
Estriado, dénde se observa la picnosis de las células a comparacion del grupo
SHAM, donde el porcentaje de picnosis es menor en comparacion al grupo intacto.
En los grupos implantados a 5, 10 y 15 dias se observa una morfologia similar al
grupo 6-OHDA. En la gréfica 1, se observa que solo hay una diferencia significativa
entre el grupo SHAM con respecto a los grupos experimentales.

En la Figura 6, en la SNpc lesionada por el efecto retrogrado de la 6-OHDA, la
morfologia de las células DA presenta picnosis, se observa una desorganizacion del
tejido, se pierde lo que se conoce como estela, que corresponde a la SNpc dorsal
en donde se encuentra la mayor parte de las neuronas DA, en comparacion del
grupo SHAM, en donde se puede observar picnosis y dafio celular en menor
porcentaje a comparacion del grupo SHAM. En los grupos implantados la morfologia
pareciera recuperarse después de los 10 dias, sin embargo, a los 15 dias es muy
similar al grupo lesionado con 6-OHDA. En la gréfica 2 (refiriéendose a la SNpc) se
logra ver que sélo hay una diferencia significativa entre el grupo SHAM y los demas
grupos
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Figura 8. Tincion de Nissl. A) En el estriado del grupo 6-OHDA se observan células picnéticas y
desorganizacion del tejido, este efecto se mantiene en el estriado de los grupos de 5,10 y 15 dias
post implante (DPI) con respecto al grupo SHAM. En la SNpc se observan células picnéticas por el
efecto retrogrado de la lesién con 6-OHDA en el grupo lesionado como en los grupos de 5,10 y 15DPI
con respecto al grupo SHAM, fotografias 20x. B) En las gréficas se muestran los cambios en el
porcentaje de muerte celular tanto en estriado como en la SNpc. Para ambos casos con respecto al
grupo SHAM. Se realizé un analisis de varianza de (ANOVA) para medidas repetidas, seguidos por
la prueba post hoc de Tukey con una diferencia significativa de *p<0.05 con respecto al grupo SHAM
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12.2. Anédlisis de la expresion de Tirosina Hidroxilasa.

En el nucleo estriado del grupo lesionado con 6-OHDA, se nota una diferencia en
cuanto al lado lesionado (derecho) en el cual no hay marcaje positivo a TH, y en
lado intacto (izquierdo) se denota en color marrén, en el grupo SHAM tanto del lado
lesionado como en el lado intacto se ve de color marréon. En los grupos implantados
no se ve un incremento en la expresion de TH (Figura 7)

En la SNpc del grupo lesionado se ve una disminucion de células a TH+ en
comparacién del lado intacto, en donde las células TH+ se ve la disposicion de
estela. En el grupo SHAM, como en el grupo Intacto, en ambos lados la coloracion
marron denota las células TH+

30



Estriado

SNpc

SHAM 6-OHDA 5 DPI 10 DPI 15 DPI

1000 pm 1000°pm

&

™ 7 AR ‘ ." P G L 2 ) . b o
e 4 PR 4 o8 by \\. e
%;hp ."' e t - G : i

1000 pm B ) 1000 pm| 1000 pm SR | 1000 ym ’ 1000"pum

SHAM 6-OHDA 5DPI  10DPI  15DPI

Figura 9. Inmunohistoquimica para TH. Las fotomicrografias (20x) muestran las neuronas
inmunoreactivas a TH en color marrén. La inyeccién de 6-OHDA induce la ausencia de TH en el
Estriado de los diferentes grupos experimentales respecto al grupo SHAM. Mientras que en la SNpc
se encontrd una disminucion de TH por el efecto neurotdxico retrogrado de la 6-OHDA, para los
grupos implantados se encontré una tendencia a incrementarse el numero de células
inmunoreactivas a TH a los 5y 10 dias post implante con respecto al grupo de 6-OHDA. Se muestra
la cuantificacion del nUmero de células inmunoreactivas a TH en la SNpc respecto al grupo SHAM
sin cambios significativos. Prueba de ANOVA de una via con un andlisis post estadistico de Tukey

(p<0.005)
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12.3. Analisis en la expresion de MAP-2 en la SNpc.

En el grupo lesionado con 6-OHDA se ve una disminucién de células MAP-2 (+)
(color verde) y nucleos tefiidos con Hoescht 33342 (azul), en comparacion con el
grupos Intacto, en la gréafica se obvserva que que hay un aumento en la expresién
de MAP-2 en el grupo de 5 DPI en comparacion al grupo lesionado con 6-OHDA,
en el grupo 10 DPI hay una disminucién en comparacipon con el grupo 5 DPI, sin
embargo, el grupo 15 DPI parece indicar una posible tendencia en aumentar su
expresion.

10 DPI

N
o
1

% de area marcada para MAP-2

SHAM  6-OHDA  5DPI 10DPI  15DPI

Figura 10. Cambios en la expresién de MAP-2 por el implante de CPSNE. En la SNpc lesionada
por el efecto retrogrado de la 6-OHDA, se ve una disminucién de células MAP-2+ en comparacion
del grupo SHAM e intacto. En el grupo de 5DPI, hay una tendencia a aumentar el nimero de células
MAP-2 + en comparacién con el grupo lesionado con 6-OHDA, en los grupos de 10 y 15 DPI hay
una disminucién de las células MAP-2+. Prueba de ANOVA de una via con un analisis post
estadistico de Tukey Fotografias 20x
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13. Discusioén.

En este trabajo quisimos demostrar los cambios morfoldgicos por el implante de las
CPSNE, sin embargo, al realizar el andlisis, encontramos que el dafio por el efecto
neurotoxico de la 6-OHDA, se evidencia en las neuronas dopaminérgicas, al
presentar las caracteristicas morfologicas de una neurona dafiada con 6-OHDA, en
el Estriado y la SNpc. Esto coincide con lo reportado en la bibliografia ya que se
observa la presencia de picnosis celular, la cual se caracteriza por la condensacién
de la cromatina en el nucleo celular (Marti M. et al. 2002). Ademas de observarse
una desorganizacion del tejido tanto en estriado como en SNpc. Estudios previos
(Walsh S. et al. 2011) han demostrado que la administracion de 6-OHDA afecta a la
estructura del citoesqueleto de las neuronas DA de la SNpc, al ser inyectada en el
estriado, lo que da como resultado un dafio estructural en el tejido. Estas
caracteristicas morfologicas no muestran un cambio morfologico representativo post
implante principalmente en la SNpc. Por lo tanto, nuestros resultados Uunicamente
evidencian los cambios morfoldgicos por el efecto de la lesion retrograda de la 6-
OHDA validando el modelo neurotoxico.

En los grupos implantados se pueden ver células con una coloracion azul mas
marcada, se sabe que el fundamento de la tincion de Nissl es el tefiir mediante la
incorporacion del colorante basico el cual se introduce en ARMm y ARNr, lo que
indica que las células tefidas fuertemente estan en una gran actividad metabolica,
lo que nos indica que las CPSNE siguen activas en la zona de implante (Ocampo
A. et al.2012).

Estudios previos (Kirik 1998) han demostrado que en el modelo de 6-OHDA, al ser
administrada en el estriado causa una pérdida del 90% de la poblacion nigral
dopaminérgica, quedando un remanente de aproximadamente el 10% de neuronas
dopaminérgicas, esta poblacion de células, evita la accidén téxica de la 6-OHDA
debido a que son capaces de expresar proteinas como la Calretina y Calbidina las
cuales evitan la acumulacién de Calcio intracelular, lo que inhibe la accién de
Glutamato, esta subpoblacién neuronal dopaminérgica es capaz de generar un
microambiente propicio para el implante de CPSNE (Hernandez-Baltazar D. et al.
2017).

Por otra parte, al analizar la expresiéon de TH encontramos una disminucién de TH
en el grupo de 6-OHDA lo cual es consistentes con lo reportado por Perese y
colaboradores, ya que este grupo demostré la ausencia de fibras dopaminérgicas
positivas a TH tanto en Estriado como en SNpc posterior a la lesion con 6-OHDA
(Perese, D. et al. 1989). Sin embargo, nuestros resultados mostraron una tendencia
al incremento de la TH entre los 5y 10 DPI, esto posiblemente se deba a que dichas
células estan comenzando a diferenciarse hacia un linaje dopaminérgico, de
acuerdo a lo reportado en la bibliografia, esto puede ocurrir mediante un recambio
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de factores de crecimiento, tales como FGF-20, FGF-2, y FGF-8 los cuales
participan en la diferenciacion dopaminérgica. En el trabajo de Takagi vy
colaboradores, se demostro la importancia de la combinacién de FGF-2 con FGF-
20 para incrementar la poblacion de células TH+ ya que promueve la proliferacion
de progenitores de neuronas dopaminérgicas en un cultivo de neuroesferas, el
mecanismo por el cual se lleva a cabo sigue sin ser claro. Por lo tanto, FGF-2 regula
el crecimiento axonal en el SNC y SNE (Hagl C. et al. 2013; Hagl C. et al. 2012),
mientras que FGF-20 se encuentra en mayor proporcion en la SNpc (Ohmachi S. et
al. 2000), generando un efecto neuroprotector ante la 6-OHDA en la SNpc (Sleeman
l. etal. 2012). Por lo tanto, creemos que un microambiente adecuado es necesario
para que las CPSNE sean capaces de mantenerse, diferenciarse y proliferar
ayudando asi a promover la neurogénesis dopaminérgica en la SNpc.

Al analizar la expresion de MAP-2 nuestros resultados sugieren un periodo de
adaptacion durante los primeros 15 DPI para que se lleve a cabo la maduracion de
las células implantadas con linaje neuronal esto posiblemente se debe a que MAP-
2 juega un papel importante en la diferenciacion neuronal en la fase post mitotica
madura, ya que se sabe que esta relacionada con el engrosamiento de las dendritas
en el proceso de maduracién (Shafit-zagardo B. et al, 1998).

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se puede determinar que las
pruebas realizadas, aunque no son del todo concluyentes, nos permiten determinar
el comportamiento que estan siguiendo a corto plazo las CPSNE implantadas en la
SNpc.

14. Conclusion.

El implante de las células progenitoras del sistema nervioso entérico no modifica la
morfologia de la SNpc y Estriado a corto plazo, sin embargo, son capaces de
modificar la expresion de TH y MAP-2, lo cual sugiere que posiblemente estas
células podrian ser una alternativa en la reparacion del sistema nigro estriatal en el
modelo de 6-OHDA.

15. Perspectivas.

1. Es importante determinar si las células implantadas se mantienen en el sitio
implantado y si son viables mediante un marcaje celular.

2. Es necesario analizar la expresion de marcadores neuronales y dopaminérgicos
a largo plazo.
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17. Congresos.

Los resultados de este trabajo fueron presentados en los siguientes congresos:
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Caracterizacion del implante de células troncales entéricas en la via nigroestriatal
en un modelo de 6-OHDA

Orozco Castillo Jesls Eduardo'?, Diaz Alarcon Ana Cristina?, Garcia Lopez Julieta?,
Contreras Figueroa Elena? Ibarra Ponce de Ledn José Clemente? Parra Cid Carmen?

! Facultad de Ciencias, UNAM, 2 Unidad de Ingenieria de Tejidos, Terapia Celular y
Medicina Regenerativa. INR-LGII

La enfermedad de Parkinson es un desorden neurodegenerativo progresivo, se caracteriza
por la pérdida de neuronas dopaminérgicas en Sustancia Nigra y Estriado. Ningun
tratamiento restaura las capacidades nigroestriatales, ahi la importancia de desarrollar una
terapia, que pueda regenerar la funcionalidad del tejido dafiado. El Sistema nervioso
entérico (SNE) ha sido propuesto como posible alternativa de reparacion del tejido dafiado,
se ha demostrado la presencia de células troncales en la vida postnatal, tiene la capacidad
de diferenciarse hacia neuronas y glia, nuestro objetivo es la caracterizacién del implante
de células progenitoras del SNE (CPSNE) en la via nigroestriatal en el modelo de 6-OHDA.
Se utilizaron ratas macho wistar (n=15) divididas en grupos: SHAM, lesion 6-OHDA
(Estriado), implantado (5,10 dias post lesion) en SNpc, se obtuvieron los nlcleos antes
mencionados para su procesamiento tradicional en parafina, se efectuaron cortes
histologicos (7um), asi como la tincion de Nissl para determinar la morfologia celular, en las
inmunofluorescencias se determind la expresion de MAP2, y por inmunohistoquica la
expresion de Tirosin-Hidroxilasa (TH) en ambos nulcleos (pruebas realizadas por triplicado
y por grupo experimental). Nuestros resultados, mediante la tincidn de Nissl, mostraron que
no hay cambios morfoldgicos en la SNpc implantada con CPSNE a 5, o 10 dias, so6lo se
aprecia el cimulo de células implantadas. Al analizar el marcaje con MAP2, las células
implantadas se mantienen, y se diferencian hacia un linaje neuronal. En la expresién de TH,
se encontré una disminucién de la expresion de TH en la SNpc del lado lesionado con 6-
OHDA con respecto al grupo SHAM, en los grupos implantados se encontraron cambios en
la expresion de TH con respecto al grupo 6-OHDA. Se concluye que el implante de CPSNE
se mantiene, y se diferencia a los 10 post lesiébn sin cambios representativos en la
morfologia de la SNpc, y con la expresion de TH validamos el modelo de 6-OHDA bajo
nuestras condiciones.
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Analisis histologico de la SNpc por el implante de células progenitoras del sistema
nervioso entérico.
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Introduccién. El sistema nervioso entérico se origina de la cresta neural durante el
desarrollo embrionario al igual que el sistema nervioso central, por lo que existen células
progenitoras del sistema nervioso entérico (CPSNE) en la etapa post natal que han sido
propuestas como posible alternativa de reparacion de tejido dafado por su
multipotencialidad. Objetivo. Analizar histolégicamente el implante de las CPSNE en la
Sustancia nigra pars compacta (SNpc). Material y métodos. Se utilizaron ratas macho
Wistar (n=18) las cuales fueron divididas en: grupo Intacto, SHAM, lesién con 6-OHDA
(lesionando estriado). 28 dias post lesion se realiz6 la conducta de giro para evaluar el
efecto téxico de la 6-OHDA. El grupo de ratas lesionadas con 6-OHDA fue implantado con
las CPSNE (3x10°c/2ul) en la SNpc, las ratas fueron sacrificadas a los 5, 10 y 15 dias post
implante (DPI). El andlisis histologico se realizé mediante la tincion de Nissl,
inmunohistoquimica para Tirosina Hidroxilasa (TH) y MAP-2. Resultados Se realiz6 el
analisis morfol6égico con la tincién de Nissl para determinar el dafio celular, encontramos
cambios en la organizacion del tejido asi como picnosis por el efecto toxico de la 6-OHDA.
En los grupos implantados no se encontré una diferencia significativa en la expresién de
TH respecto al grupo 6-OHDA. La expresion de MAP-2 se vio incrementada a los 5DPI,
mientras que a los 10 y 15 DPI hubo un decremento en la expresion de MAP-2 respecto al
grupo 6-OHDA. Conclusion. El implante de CPSNE se mantiene y se diferencia a los 5 dias
post implante sin presentar cambios representativos en la morfologia y expresion de TH en
la SNpc.
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El implante de células progenitoras entéricas modifica la expresién de marcadores
neuronales en el modelo de 6-OHDA.
Orozco Castillo Jesus Eduardo’?, Diaz Alarcon Ana Cristina?, Garcia Lopez Julieta?,
Contreras Figueroa Elena? Hipolito Aliossha Ruiz Contreras? Ibarra Clemente?, Parra Cid
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La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa, que se
caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la Sustancia Negra par compacta
(SNpc) y disminucion de los niveles de dopamina Estriatal. Hasta el momento ningun
tratamiento farmacoldgico restaura la via nigroestriatal, de ahi la importancia de desarrollar
una terapia de reemplazo que ayude a recuperar la funcionalidad del tejido dafiado. Las
células progenitoras del Sistema Nervioso Entérico (CPSNE) pueden ser una posible
alternativa por sus propiedades de autorenovacion y multipotencialidad. Por esta razén, si
las CPSNE tuvieran la capacidad de reparar el tejido dafiado a nivel de sistema nervioso
central, éstas serian una posible alternativa en la reparacion o preservacion de neuronas
funcionales en la EP. Objetivo: Determinar si el implante de células progenitoras del
SNE modifican la expresion de marcadores neuronales en el modelo de 6-OHDA.
Metodologia: Se utilizaron ratas macho Wistar (n=15), estas fueron lesionadas
mecanicamente y con 6-OHDA en el estriado, estas fueron divididas en: Sham, lesién con
6-OHDA y 6-OHDA mas células (en SNpc). 28 dias post lesién se realiz6 la conducta de
giro para evaluar el efecto de la 6-OHDA, 33 dias post lesion fueron implantadas las células
en suspension (las células fueron obtenidas 5 dias previos al implante) en la SNpc para el
grupo experimental, para el grupo SHAM y 6-OHDA solo se administré el vehiculo de las
células. Las ratas fueron llevadas a punto final en grupos de tres a los 5,10 y 15 dias post
implante. Se realizé la tinciébn de Nissl para determinar el dafio celular, se determiné la
expresion de MAP-2 y Tirosina-Hidroxilasa(TH). Resultados: Al analizar los cerebros
implantados encontramos que, con Nissl, no hay cambios morfoldgicos por el implante de
CPSNE a los 5, 10 y 15 dias post implante. Al analizar la expresion de TH para el grupo de
6-OHDA disminuyd, sin cambios en los grupos implantados con respecto al grupo Sham.
Las células implantadas se mantienen y se diferencian hacia neurona (MAP-2) alos 5y 10
dias post implante, mientras que a los 15 dias la expresion de MAP-2 disminuye de manera
representativa. Conclusion: Por lo tanto, el implante de CPSNE se mantiene y se diferencia
a los 5 dias post implante sin cambios representativos en la morfologia y expresion de TH
en la sustancia nigra.
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Introduction. Enteric Nervous system progenitor cells (ENSCs) are a potential alternative
to regenerate dopaminergic neurons lost in the substantia nigra pars compacta (SNpc) and
striatum, which cause Parkinson’s disease (PD). However, it remains nuclear whether these
cells are functional and able to repair tissue in vivo. Therefore, if ENSCs own the ability to
repair damaged tissue in the central nervous system, they would be a a promising tool during
the PD cell replacement therapy.

Purpose. The objective of this work is to evaluate if the enteric nervous system progenitor
cells transplant is capable of repairing damaged tissue in the SNpc in a 6-OHDA-induced
injury model.

Methodology. Myenteric plexus from jejunum was obteined from newborn Wistar rats (1
day of age). The tissue was digested enzymatically then cultured in proliferation media for
five days to grow neurospheres (NF’s). The NF’s were characterized for stem cell markers
(SOX-2, GFAP, nestin, and MAP-2). Lesions in the striatum were induced both mechanically
and by 6-OHDA in male adult Wistar rats. At day 28 post-injury, turning behavior was
determinated to asses the effect of 6-OHDA. NF’s were transplanted in the SNpc at 33 days
post-injury in the experimental group, then the rats were euthanized on 5, 10 and 15 days
post-transplant (dpt). The dopaminergic phenotype post-transplant was evaluated by thwe
expresion of MAP-2, tyrosine-hydroxylase (TH) and dopamine transporter (DAT).

Results. Charactization of NF’s showed the expresion of SOX-2, GFAP, MAP-2 and nestin
in 8.2%,14%, 17% and 6.6% of cells. MAP-2 and TH neurons were identified at 5, 10 and
15 dtp.

Conclusion. In our conditions, transplanted ENSCs survive and differentiate into
dopaminergic phenoptype. Our results suggest that ENSCs could be a potential source of
stem cells for the cell replacement therapy in PD.
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Células progenitoras entéricas como una alternativa en la reparacion de la
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Antecedentes. La Enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por la pérdida de
neuronas dopaminérgicas en Sustancia Negra pars compacta (SNpc) y Estriado. El
tratamiento farmacologico es limitado, por lo que existe la necesidad de tratamientos
alternativos. Una posible alternativa, es la utilizacion de células progenitoras de
sistema nervioso entérico (CPSNE) ya que pueden diferenciarse hacia neurona y
glia. Sin embargo, aun no es claro si estas células son funcionales y capaces de
reparar tejido in vivo. Por esta razon, si las CPSNE tienen la capacidad de reparar
el tejido dafiado a nivel de sistema nervioso central, éstas serian una herramienta
prometedora en la terapia de reemplazo celular para la EP.

Objetivo. El objetivo de este trabajo es demostrar que el implante de células
progenitoras del sistema nervioso entérico es capaz de reconstituir el tejido dafiado
de la SNpc en un modelo de lesion con 6-OHDA.

Material y métodos. Se utilizaron ratas neonatas Wistar de 1 dia de edad, se
llevaron a punto final para la obtencion del musculo del duodeno, este fue procesado
mediante digestion enzimatica para la obtencion de neuroesferas (Nfs), las cuales
se mantuvieron con Neurocult suplementado con EGF, FGFb, heparina 2% y
antibiotico al 0.1% por 5 dias a 37°C y 5%CO.. El cultivo dividio en: Etapa 1) se
determind la proliferacion con BrdU y viabilidad con calceina, las Nfs fueron
caracterizadas con marcadores de troncalidad (SOX-2, GFAP, Nestina y MAP-2).
Etapa 2) a los 5 dias las células fueron procesadas para obtener alicuotas de una
suspension de 3x10° c¢/2ul para su posterior implante. Previamente un grupo de
ratas macho wistar (n = 15) fueron lesionadas mecanicamente y con 6-OHDA en el
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striado, estas fueron dividas en: SHAM, lesién con 6-OHDA y 6-OHDA mas células
(en SNpc). 28 dias post lesion se realiz6 la conducta de giro para evaluar el efecto
de la 6-OHDA, 33 dias post lesidn fueron implantas las Nfs en la SNpc para el grupo
experimental, para el grupo SHAM y 6-OHDA sdlo se administré el vehiculo de las
Nfs. Se realizé la tincion de Nissl para determinar el dafio celular, se determiné la
expresion de MAP-2 y Tirosina-Hidroxilasa (TH).

Resultados. Nuestros resultados mostraron que las Nfs indiferenciadas expresaron
un 8.2% de SOX-2, 14% de GFAP, 17% de MAP-2 y 6.6% de Nestina. Al analizar
los cerebros implantados encontramos que con Nissl no hay cambios morfolégicos
por el implante de CPSNE a los 5, 10 y 15 dias post implante. Para el grupo de 6-
OHDA, TH disminuy6 sin cambios en los grupos implantados con respecto al grupo
SHAM.

Conclusion. Las células del SNE expresan marcadores de troncalidad y al ser
implantadas éstas se mantienen y se diferencian a los 10 y 15 dias post implante
sin cambios representativos en la morfologia de las células y expresion de TH en la
SNpc, por lo que las CPSNE podrian ser una posible fuente de obtencion de células
troncales para la terapia celular en la EP.
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CARACTERIZACION DEL IMPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS
ENTERICAS EN EL MODELO DE 6-OHDA EN RATA
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LGII, 2Bioterio, INR-LGII, sFacultad de Ciencias, UNAM., México D.F.
Enfermedades Neurodegenerativas.

La Enfermedad de Parkinson se caracteriza por la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en Sustancia Negra par compacta (SNpc) y Estriado, el modelo de
6-OHDA es una herramienta experimental para entender la etiologia de esta
enfermedad. Se ha descrito que las células progenitoras neuronales del Sistema
Nervioso Entérico (CPSNE) pueden diferenciarse hacia neurona y glia y que tienen
la capacidad de reparar tejido dafiado. El objetivo de este trabajo es caracterizar el
implante de células progenitoras del SNE en el modelo de 6-OHDA en rata. Se
utilizaron ratas macho Wistar (n=15) divididas en: Sham, lesion 6-OHDA(estriado),6-
OHDA mas células (SNpc). Se realizd la tincion de Nissl para determinar la
morfologia y muerte celular, se determino la expresion de MAP-2 y Tirosina-
Hidroxilasa(TH).Nissl mostré que no hay cambios morfologicos por el implante de
CPSNE a los 5, 10 y 15 dias post implante, las células implantadas se mantienen y
se diferencian hacia neurona (MAP-2) a 10 y 15 dias post implante. Para el grupo
de 6-OHDA TH disminuyo sin cambios en los grupos implantados con respecto al
grupo Sham. Los resultados se expresaron como media + S.E.M, se utilizé una “t”
de student y una prueba post hoc de Tukey. El implante de CPSNE se mantiene y
se diferencia a los 10 y 15 dias post implante sin cambios representativos en la
morfologia de la SNpc y expresion de TH. Estos resultados muestran que las células
progenitoras del SNE pueden mantenerse, proliferar y diferenciarse hacia un linaje
neural en la SNpc.
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18. Anexos.

Anexo 1. Cultivo en suspension.

Se utilizaron ratas neonatas de la cepa Wistar de 1 dia de edad (n=12 ratas por
cultivo). Los animales fueron decapitados para retirar el yeyuno y parte del colén;
se separaron mecanicamente las dos capas mucosa-submucosa y el musculo, el
tejido muscular fue lavado con PBS/antibiético al 10% (Gibco). Posteriormente se
fragmento el tejido mecanicamente para ser procesados mediante digestidon
enzimatica con una combinacion de Dispasa tipo | (0.1mg/ml, Gibco), Colagenasa
tipo XI (750 U/ml, Sigma) y DNasa | (10mg/ml), en agitacion constante durante 15
minutos a 37°CY’. Después de la digestiéon enzimatica se realizaron dos lavados con
PBS, la suspension celular se hizo pasar a través de un colador celular con malla
de nylon de 40um de poro (BD Falcon), se realizé el conteo celular mediante
exclusioén de azul tripano y se sembraron 7x10°cel/ml en cajas individuales de baja
adherencia (Corning) con medio de proliferacion para células troncales que contiene
medio NeuroCult con 10% de medio de proliferacion (StemCell Technologies)
suplementado con heparina al 0.0002% (StemCell Technologies),EGF (20 ng/mL),
bFGF (10ng/mL)(StemCell Technologies) y antibiético/antimicotico al 0.1%
(Gibbco). Las colonias flotantes fueron mantenidas por 5 dias a 37°C y 5% de CO..
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Anexo 2. Cirugia estereotaxica

Las ratas adultas fueron anestesiadas con Ketamina/Xilacina (95mg/kg/5mg/kg
respectivamente via i.p. Las ratas se asignaron al azar y se formaron dos grupos
experimentales (primer grupo n=3 y segundo grupo n=6). Se utiliz6 un aparato
estereotdxico para la denervacién dopaminérgica en estriado dorsal con
coordenadas: antero posterior (AP) -1.0 mm de bregma, lateral (L) -2.8 mm a la
linea media, dorso ventral (DV) -4.7 con respecto a la dura madre (segun el atlas de
PaxinosyWatson??).Al primer grupo Sham se le administro 2 pl de acido ascorbico
al 0.01% (vehiculo de la 6-OHDA), mientras que al segundo grupo se le administro
2 ul de 6-OHDA (8ug/ul, Sigma Aldrich) disuelta en &cido ascérbico al 0.01%
(Gibco). La inyeccion fue realizada a través de una micro-jeringa de 10pl (Hamilton)
a una velocidad de 0.5pl/minuto, se dejé la agujain situ durante 5 minutos,
posteriormente la canula fue retirada. Después de la cirugia, todos los animales
fueron colocados en un colchén térmico y mantenidos a 37°C para minimizar la
hipotermia hasta su recuperacion total.
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Anexo 3. Deshidratacién e inclusiéon de cerebro en parafina.

Paso | Reactivo | Concentracio | Agitacion | Tiempo Temperatura
n
1 PFA % | - 24Hrs. 4°C
2 PBS 1x 75 r.p.m 30 min. Temperatura ambiente
3 Etanol 50% 75 r.p.m 30 min. Temperatura ambiente
4 Etanol 70% 75 r.p.m 30 min. Temperatura ambiente
5 Etanol 80% 75 r.p.m 30 min. Temperatura ambiente
6 Etanol 1 96% 75r.p.m 30 min. Temperatura ambiente
7 Etanol 2 96% 75 r.p.m 30 min. Temperatura ambiente
8 Etanol 100% 75r.p.m 30 min. Temperatura ambiente
9 Etanol 100% 75 r.p.m 1 hora Temperatura ambiente
nuevo
10 Xilol2 | = - 75r.p.m. | 30 min. Temperatura ambiente
Revisar que las muestras se vean transparentes; si no regresar a etanoles.
11 Xilol2 | = - 75r.p.m. | 30 min. Temperatura ambiente
12 Parafinal | = --—--- A mano 1 hora 60°C
13 Parafina2 | = --—--- A mano 2 horas 60°C
14 Parafina3 | = --—--- A mano 3 horas 60°C

Inclusion en moldes

retirar el molde con cuidado.

Dejar que se solidifique a temperatura ambiente y después pasar a -20°C por 5 min. y
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Anexo 4. Protocolo de deshidratacion de laminillas.

*Desparafinar a 60°C por 30 minutos

*Dejar enfriar para comenzar con el proceso

SOLUCION TIEMPO
Xilol 1 5 minutos
Xilol 2 30 segundos

ETOH 100% Anhidrido 1

30 segundos

ETOH 100% Anhidrido 2

30 segundos

ETOH 96% 1

30 segundos

ETOH 96% 2

30 segundos

ETOH 80% 30 segundos
ETOH 70% 30 segundos
ETOH 60% 30 segundos
ETOH 50% 30 segundos

Agua bi-destilada 1

30 segundos

Agua bi-destilada 2

5 minutos
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Anexo 5. Tincion de Nissl; preparacion de reactivos.
Violeta de Cresilo Acetato Sigma
0.1g. de Violeta de Cresilo acetato en 100ml de agua bidestilada

Se prepara en la campana de flujo laminar, al preparar se coloca 300ul de &cido
acético glacial.

Después de seguir el protocolo de rehidratacion, se deja en Violeta de cresilo,
previamente filtrado, por 20 minutos.

** Se pasa por ETOH 100% #1
** Se pasa por ETOH 100% #2
** Sumergir en Xilol #2

Montar con resina.

**Sumergir hasta que deje de “lagrimear”, que es, que salga limpia la laminilla sin
residuos del reactivo.
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Anexo 6. Inmunohistoquimica. Preparacion de soluciones
Buffer de Citratos:
Solucion A: Stock acido 0.114 de &cido citrico
Peréxido de hidrogeno 3%/Metanol 10%PBS-T:

500ul Metanol + 500ul Peroxido + 4ml PBS-T
PBS-T 0.1%

200mIPBS + 200ul Triton
Solucion de bloqueo (Kit): 3.5ml PBS-T + 1gota de suero (50ul)
Anticuerpo primarioTH [1:200] en PBS-T
Anticuerpo secundario biotinilado [1:100] Kit rabbit en solucion de bloqueo.
Streptavidin: ABC Kit rabbit.
1000pl PBS= 10 pul A+ 10 ul B + 980 PBS
5ml PBS= 1 gota A+ 1gota B
DAB= 20 ul (1 gota) en 1 ml de Buffer.
Preparacion de buffer de citratos 10mM pH6

Solucién A stock acida 0.1M Acido citrico CsHsO7 Peso molecular 192.13 g/mol
Amresco

Pesar 0.10g y disolver inicialmente en 3 ml de agua bidstilada para llevarlo a 5 ml
de volumen final.

Solucién B Stock basica 0.1M de Citrato de Sodio NazCeHsO7. 2H,0O Peso
molecular 294.1 g/mol Sigma

Pesar 0.58¢ y disolver en 15ml de agua bidestilada y llevar a un volumen final de
20ml.

3.6ml de sol. A + 150ml de Agua bidestilada + 20ml de sol. B y aforar a 200m|
Ajustar pH a 6
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Anexo 7. Preparacion de soluciones Inmunofluoresencia Map-2
Triton X-100 al 0.5% en PBS
50ul de Triton X-100 diluidos en 10ml de PBS 1x
Suero Bobino Fetal (SBF) al 10% en PBS
1ml de SBF en 10ml de PBS 1X
Albumina al 1% en PBS
0.1 g de Albumina en 10ml de PBS 1x
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