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RESUMEN

EVALUACION DE HIDROGELES DE METILCELULOSA Y MICROESFERAS DE
ACIDO LACTICO Y GLICOLICO COMO VEHICULOS PARA LA LIBERACION DE
SEMAFORINA 3A RECOMBINANTE EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La liberacion de proteinas en el sistema nervioso central es restringida por la
barrera hematoencefalica, por este motivo la liberacion local de sustancias en el
Sistema Nervioso Central requiere el empleo de vehiculos que sean biocompatibles y
biodegradables. En este estudio se evaluaron los hidrogeles de metilcelulosa (HMC) y
microesferas de un copolimero de acido lactico y acido glicolico (Microesferas de
PLGA) como vehiculos biocompatibles en los que se encapsulé la semaforina 3A
recombinante (sema 3A-FC); esta proteina tiene un efecto atrayente en neuronas
dopaminérgicas del mesencéfalo ventral (MV) y repelente en las neuronas del ganglio
de la raiz dorsal (GRD) durante el desarrollo embrionario. Los ensayos in vitro
mostraron que la encapsulacion y liberacion de proteinas en las microesferas de PLGA
es de baja eficiencia en comparacion con los HMC. Los HMC liberan y mantiene la
funcionalidad de la sema 3A-FC, ya que en cultivos de MV se observd mayor
crecimiento de los axones dopaminérgicos, y en cultivos de GRD se observo la
retraccion de axones cercanos a la fuente de sema 3A-FC. Por otra parte pruebas
conductuales en ratas implantadas unilateralmente con HMC en el estriado a una
semana, dos semanas, cuatro semanas y ocho semanas post-transplante no mostraron
cambios a nivel locomotor o conductual. También se observé que en la primera semana
hay aumento transitorio de la microglia activada y los macroéfagos, el cual disminuye a
lo largo del tiempo. Ademas, se observd que el numero de astrocitos incrementa a las
cuatro semanas y a las ocho semanas tiende a disminuir. Los resultados indican que
los HMC conservan las propiedades de la proteina, se libera adecuadamente y en el
encéfalo produce un proceso inflamatorio transitorio y localizado, por lo que no produce
efectos deletéreos ni a nivel histologico ni conductual. Todo esto indica que los HMC

son un vehiculo adecuado para liberar proteinas en el cerebro.



SUMMARY

EVALUATION OF METHYLCELLULOSE HYDROGELS AND POLY-LACTIC CO-
GLYCOLIC ACID MICROSPHERES AS VECTORS FOR THE RELEASE OF
RECOMBINANT SEMAPHORIN 3A IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

Protein release into the central nervous system is restricted by the presence of
the blood brain barrier. One potential strategy is the release of substances of interest
into the central nervous system by the use biomaterials that should be biocompatible,
and biodegradable. In the present study two biomaterials were evaluated,
methylcellulose hydrogels and microspheres of a copolymer of lactic acid-glycolic acid
(ME-PLGA) wherein was encapsulated recombinant semaphorin 3A (sema 3A-FC). This
protein has an attractive effect on dopaminergic ventral midbrain neurons (VM) during
the formation of the nigro-striatal pathway and repellent in dorsal root ganglion neurons
(DRG) during embryonic development. In vitro tests showed that the encapsulation and
release of proteins in ME-PLGA is of low efficiency and no concentration gradient is
formed, as compared with methylcellulose hydrogels (HMC). Evaluation of the biological
effect of released sema 3A-FC in primary cultures of VM and DRG showed that the
chemotropic protein is efficiently released from HMC and retains its functionality.
Furthermore behavioral tests in rats unilaterally implanted with HMC in the striatum at
one week, two weeks, four weeks and eight weeks post-transplantation showed no
alterations in locomotor activity and other behavioral tests. We observed that one week
after transplantation there was an increase in activated microglia and macrophages,
which decreased over time. Furthermore, astrocyte number increased at 4 weeks, but
by 8 weeks levels decreased as well. The results indicate that HMC maintains the
properties of the protein of interest, the protein is adequately released, and no
inflammation is produced after transplantation into the brain. This indicates that this is a

suitable vehicle to deliver proteins into the brain.
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I-INTRODUCCION

La liberacion de proteinas en el sistema nervioso central esta restringida por la
presencia de la barrera hematoencefalica, ya que ésta presenta permeabilidad selectiva,
por lo tanto limita el paso a cualquier tipo de proteina no esencial; por este motivo se
requiere el empleo de vehiculos de liberacion local que sean biocompatibles,
biodegradables y que sus productos de biodegradacion no produzcan neurotoxicicidad.
Entre los mecanismos de liberacion se encuentra el uso de biomateriales poliméricos, los
cuales pueden ser disefiados para liberar de manera controlada en el lugar y a la
velocidad deseada la proteina de interés sin modificarla. Entre estos polimeros se
encuentran los hidrogeles termorreversibles y microesferas, los cuales han mostrado su
biocompatibilidad y biodegradacion, propiedades ideales para liberar proteinas in situ en

diferentes tejidos.

En el presente trabajo se usaron hidrogeles termorreversibles de metilcelulosa
(HMC) y microesferas del copolimero de acido lactico y acido glicélico ( microesferas de
PLGA), para liberar proteinas quimiotrépicas recombinantes y generar un gradiente de
concentracion mediante difusidon pasiva. Particularmente se libero semaforina 3A
recombinante (sema 3A-FC) ya que se ha visto que esta molécula quimiotrépica esta
implicada en la formacion de la via nigro-estriada en el desarrollo embrionario, a través
de su efecto atrayente en neuronas dopaminérgicas; y se ha mostrado que facilita la
recuperacion de animales hemiparkinsonicos implantados con neuronas dopaminérgicas
provenientes de la diferenciacion de células troncales embrionarias; estos resultados
sugieren su uso para complementar terapias de sustitucion neuronal donde uno de los

retos es la correcta proyeccion de las neuronas implantadas.

En este trabajo se evalud la eficiencia de liberacion y funcionalidad de la sema
3A-FC incluida en biomateriales, asi como la biocompatibilidad de estos al ser
implantados en el cerebro de ratas Wistar adultas.



Il- ANTECEDENTES

La formacién de la arquitectura cerebral durante el desarrollo embrionario es
gradual e incluye una variedad de ajustes entre los que se encuentran la orientacion del
crecimiento axonal y su destino. Para que el sistema nervioso sea funcional las neuronas
extienden sus axones a menudo largas distancias hasta alcanzar sus dianas, en este
proceso se ven implicadas sefales moleculares especificas que guian los axones hacia

sus obijetivos, las cuales son reconocidas por el cono de crecimiento (Dickson , 2002).

En funcidon de las sefales moleculares la parte mas distal de la proyeccion
neuronal, o cono de crecimiento, elabora una respuesta dentro de un determinado
contexto celular, es decir el ambiente que rodea las células proporciona un juego
complejo de 6rdenes para el axon en vias de crecimiento. Los conos de crecimiento
tienen tres regiones principales: 1) El nucleo central que es rico en microtubulos,
mitocondrias y otros organelos; 2) Los filopodios que son delgadas extensiones en la
parte mas distal del cono de crecimiento y 3) Los lamelopodios que se encuentran entre
los filopodios, y al igual que los filopodios son méviles y dan al cono de crecimiento su

caracteristico aspecto erizado (Dickson, 2002).

La capacidad sensitiva del cono de crecimiento depende en gran parte de sus
filopodios. Estas estructuras en forma de cilindro, ricas en actina, son muy moviles; sus
membranas poseen receptores para las moléculas que sirven como senales de direccion
para el axon. La longitud de los filopodios les permite tantear el terreno mucho antes que
el nucleo central, sus rapidos movimientos les permiten hacer un inventario detallado del
ambiente y su flexibilidad les permite navegar a través de células y de otros obstaculos.
Cuando los receptores de los filopodios encuentran sefales en el medio ambiente, el
cono es estimulado para avanzar, retraerse o girar. Para la guia de filopodios es
particularmente importante el acoplamiento entre las capacidades sensitiva y motora del
cono de crecimiento, es decir, que los receptores en los filopodios no intervengan
simplemente en la adherencia sino que sean receptores y transmisores de senales

acoplados a vias de segundos mensajeros. Los segundos mensajeros afectan a su vez



la organizacién del citoesqueleto, y regulan de esa manera la direccion y la velocidad

con la que se mueve el cono de crecimiento (Dickson, 2002).

Varios motores moleculares que interactian con actina, microtubulos vy
componentes de la membrana impulsan estas reacciones y la contribucién de cada
motor molecular al avance del cono de crecimiento probablemente varia de una situacion
a otra. El paso final implica el flujo de microtubulos desde el nucleo central del cono de
crecimiento a la protusion recientemente creada, de forma que el cono de crecimiento se
mueve hacia delante y deja atras un nuevo fragmento axénico. En el nuevo cono de
crecimiento se forman otra vez lamelipodios y filopodios, y el proceso comienza de
nuevo (Dent y Gertler, 2003).

Las sefales que recibe el axdn son proporcionadas por la presencia de moléculas
quimiotropicas que favorecen el avance o retroceso del cono de crecimiento (Dickson,
2002). Estas desempefian un papel fundamental ya que intervienen en la adherencia y
también favorecen el crecimiento o retraccion del axén (Dickson, 2002). Las moléculas
quimiotropicas actuan a través de la formacion de gradientes de concentracion y de
acuerdo con su capacidad de difusién se pueden considerar como de corto o largo
alcance. Las proteinas quimiotropicas de corto alcance pueden estar ancladas a la
membrana de otras células o a componentes de la matriz extracelular, las proteinas de
largo alcance son secretadas al medio extracelular y pueden llegar a grandes distancias
(Song y Poo, 2001).

1- Semaforinas

Las semaforinas son moléculas quimiotrépicas que se definen por la presencia de
un dominio amino-terminal denominado “sema”, altamente conservado y clave para la
sefalizacion, un dominio conservado rico en cisteina (CDR) de aproximadamente 500
aminoacidos que, como su nombre lo indica, contiene una secuencia rica en cisteinas
denominada “Met Related” (MRS) que es la que confiere la especificidad biolégica

(Artigiani et al., 1999 y Raper, 2000). Ademas del dominio sema existen otros como el



plexina semaforina e integrina (PSI) y el dominio carboxi-terminal que contiene
aminoacidos basicos con un dominio de inmunoglobulina adyacente que ayuda a
reafirmar la unién de las semaforinas de clase lll a sus receptores (Kruger et al., 2005;
Raper, 2000).

Las semaforinas han sido clasificadas segun sus dominios adicionales en ocho
clases (Raper, 2000), todas ellas de origen animal excepto la clase V, formada por
proteinas virales. Las semaforinas de clase Il y Ill son solubles, mientras que el resto
consisten en semaforinas ancladas a la membrana plasmatica; entre ellas, las clases |,
IV, V y VI; las componen proteinas transmembranales de tipo | (con su extremo N-
terminal en el medio extracelular, y su extremo C-terminal en el citosol), y las
semaforinas de clase VIl presentan un dominio glicosidil fosfatidil inositol (GPI) de unién
a membrana. Las semaforinas clase | y |l son de origen invertebrado y las de clase lII,
IV, V, VIl 'y VIl son de origen vertebrado (Gheradi et al., 2004; Kolodkin et al., 1993).

Los receptores de alta afinidad de las semaforinas son las plexinas, que
pertenecen a una gran familia de moléculas transmembranales que se conservan de
invertebrados a humanos, y las neuropilinas (Npn 1 y Npn 2) que se encuentran
solamente en vertebrados. Las semaforinas ancladas a la membrana se unen
directamente a las plexinas, mientras que las semaforinas secretadas requieren ademas
neuropilinas como correceptores obligatorios. La evidencia experimental indica que el
dominio citoplasmico de las plexinas es requerido en la sefalizacion por semaforinas,
mientras que se puede prescindir del lado citosdlico de las neuropilinas (Tamagnone y
Comoglio, 2004). Sin embargo, recientemente se ha comenzado a describir la
interaccion de neuropilina con proteinas de adhesion célula-célula como L1-CAM, o de
adhesion al sustrato tales como integrinas, o proteinas de adhesion focal (Castellani et
al., 2002; Tamagnone y Comoglio, 2004 y Valdembri et al., 2009;), lo que sugiere que su
papel en la regulacién de la respuesta a semaforinas podria estar ligada a la regulacién
de la adhesion al sustrato.



La semaforina 3A es una glicoproteina de 100 kDa que ha demostrado ser un
factor de regulacion durante el desarrollo del sistema nervioso central y periférico (SNC,
SNP) en los vertebrados (Steffensky et al., 2006), con efectos tanto atrayentes como
repelentes. Inicialmente se describi6 por su capacidad de colapsar el cono de
crecimiento axonal de los ganglios de la raiz dorsal (GRD), particularmente en el estadio
de desarrollo embrionario (E) de 14.5 dias de la rata. Este efecto tiene relacién con el
patron de expresion de la semaforina 3A en la médula espinal ventral en el mismo
estadio de desarrollo; ya que actia como un quimiorrepelente para neuronas GRD
dependientes de NGF. Esto se correlaciona bien con el patrén de expresiéon de sema 3A
en el cordon ventral durante el tiempo de la inervacion sensorial aferente, etapa en la

que las proyecciones estan llegando a su blanco (Kolodkin et al., 1997).

Por otra parte Hernandez-Montiel y cols. en el 2008, encontraron mediante
hibridacién in situ la expresion de sema 3A en el estriado y sema 3C y sema 3F en el
area pretectal de embriones de rata. Estos autores demostraron que sema 3C y 3A
tienen efectos atrayentes sobre los axones de neuronas dopaminérgicas provenientes
del mesencéfalo ventral embrionario mientras que Sema 3F ejerce un efecto repulsivo.
Tamariz et al. en el 2010 demostraron que las neuronas dopaminérgicas diferenciadas
de células troncales (ES-TH) expresan los correceptores de semaforina Npn1 y Npn2 en
proporciones similares a las observadas en neuronas embrionarias dopaminérgicas del
mesencéfalo (VM-TH). Por otra parte demostraron que las neuronas ES-TH, al igual que
las neuronas VM-TH, muestran una respuesta de elongacién y atraccién cuando se
exponen a sema 3A o 3C. Por lo anterior, se planteé que sema 3A y 3C podria
complementar terapias de sustitucion celular que tienen como objetivo sustituir, mediante
implantes de células provenientes de fuentes como las células troncales, las neuronas y
sus inervaciones perdidas debido a enfermedades neurodegenerativas o lesiones que
producen la muerte neuronal. Un ejemplo de lo anterior es el caso de la enfermedad de
Parkinson (EP), donde la muerte de neuronas dopaminérgicas en la zona de la sustancia
nigra conlleva a la pérdida de la via dopaminérgica que parte de la sustancia nigra y
llega al estriado dorsolateral. Diaz y cols. en el 2013 utilizando modelos animales de la

EP implantaron ES-TH en la sustancia nigra pars compacta, en combinacion con



implantes, en direccion del cuerpo estriado, de células HEK293 transfectadas con la
region codificante de sema 3A o sema3C. Se observo en los animales doblemente
implantados que las neuronas ES-TH proyectaron sus axones hasta el estriado, liberaron
dopamina y produjeron una recuperacion funcional de los animales experimentales
tratados con semaforinas, a diferencia de los animales solamente implantados con ES-
TH o con células HEK293 sin transfectar. La liberacion de semaforinas mediante el uso
de la linea celular HEK293 sin embargo, no es un método muy adecuado para su
aplicacion clinica, ya que podria dar lugar a una respuesta inmune, el crecimiento no
controlado de la linea celular, y la consecuente formacién de tumores. De manera que,
Tamariz y cols. (2011) estudiaron el uso de biomateriales nano estructurados como
vectores de liberacion de semaforinas. El biomaterial que emplearon fue un nano-gel
compuesto de nanoparticulas de poli-etilenglicol y silice (PEG-Si), el cual fue capaz de
liberar la semaforina de manera gradual formando un gradiente de concentracién in vitro
e induciendo la elongacion de axones de VM-TH. Sin embargo, aunque el implante del
gel de PEG-Si en el estriado de ratas adultas no mostré una respuesta inflamatoria
temprana, si se observé acumulo de glia y células inflamatorias como microglia y
macrofagos 30 dias post implante, lo cual se relacioné con los productos de

biodegradacion del nanogel.

2- Sistema Inmunolégico en el SNC

El SNC se ha considerado como un sistema inmuno-privilegiado. Esta definicion
se basa en diferentes caracteristicas locales como la presencia de la barrera
hematoencefalica. En condiciones normales el SNC no exhibe moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (CPH) ni se detectan células profesionales
presentadoras de antigeno. La ruptura de la barrera hematoencefalica durante procesos
patolégicos como las enfermedades infecciosas o autoinmunes permite la entrada de
células sanguineas, disparando una serie de eventos de inmunidad en los que no sélo
participan diversos componentes del sistema de defensa sino también elementos locales

como la glia (Gonzales y Toro, 2006). En general cuando esta presente un cuerpo



extrafio en el SNC se produce inflamacién y fagocitosis inespecifica del cuerpo extrafio

por la acumulacion de fagocitos como neutrofilos y macrofagos en el area inflamada.

2.1-Reaccion inflamatoria ante una lesion en el SNC

Las lesiones mecanicas en el parénquima cerebral producen una respuesta inflamatoria
aguda en el sitio de la lesion. La ruptura de la barrera hematoencefailca favorece el
reclutamiento de neutrofilos en las primeras 24 h, y 48 h después se observa la
presencia tanto de macréfagos externos como de microglia activa (Schnell,1999).

La microglia que es de origen mesodérmico (Kettenmann, 2011), es el principal, participa
en la reaccion inflamatoria innata después de una lesion en el SNC, ya que responde a
una lesion, dafio, patégenos y contribuye a la evolucidon neuroldgica de la lesion cerebral
aguda. Estas células estdan normalmente presentes en el cerebro sano y tienen la
capacidad de responder rapidamente a las lesiones o alteraciones en el microambiente.
Después de una lesion cerebral aguda, estas células residentes se activan rapidamente
y sufren cambios morfolégicos y fenotipicos dramaticos, entre ellos, engrosamiento de
las ramificaciones y de los cuerpos celulares seguido por la adquisicion de una forma
ameboide redondeada. Ademas, cuando hay una lesién, hay reclutamiento de
macrofagos que migran hacia el parénquima del cerebro dafiado. Tanto microglia como
macrofagos secretan interleucina 18 (IL-1B), factor necrético tumoral a (TNF-a),
proteasas, citoquinas proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno (ROS) vy
nitrogeno (NO). Ambas células presentan cualidades protectoras, promueven
neurogénesis y reparacion en el lugar de la lesién. Los macréfagos presentan cambios
fenotipicos que ocurren en la periferia de la inflamacion, tomando asi diferentes formas
de activacion polarizada: Una de ellas es la activacion clasica o M1, que se caracteriza
por su alta capacidad de presentar antigenos, alta produccion de NO y ROS y de
citoquinas proinflamatorias, las células M1 actuan como efectores potentes que matan a
los microorganismos y células tumorales, de esta manera inicia una respuesta
inflamatoria innata. El segundo fenotipo (M2) es un estado de activacion relacionado

con la promocion de angiogénesis. La adaptacion de M1 o M2 dependera del



microambiente en la zona lesionada (Hart et al., 2011, Perego et al., 2011 y Gonzales y
Toro, 2006).

Ademas de las células microgliales, los astrocitos, de origen ectodérmico
(Gonzales y Toro, 2006), juegan un papel importante en el SNC dando soporte fisico a
las neuronas, proveen nutrientes, mantienen el balance idnico en el espacio extracelular
y ademas, participan en la respuesta inflamatoria. Los astrocitos responden a las
lesiones en el SNC incrementando la produccién de la proteina fibrilar acidica glial
(GFAP) la cual sirve como indicador de que los astrocitos se han activado (astrocitos
fibrilares), esto debido a la presencia de citocinas en el parénquima neural. Participan en
dos aspectos fundamentales: la secrecion de factores solubles como citocinas y
quimiocinas y la presentacion de antigenos en el contexto de las moléculas de clase |l
del CPH. Su funcién principal es crear una barrera fisica entre las células danadas y las
sanas. El dafio fisico de isquemia o inflamacién resulta en una respuesta mas intensa
con proliferacion de astrocitos, formacion de cicatrices, el dafio de la barrera
hematoencefalica y activacion colateral de microglia adyacente (Gonzales y Toro, 2006 y
Raivich et al., 1999).

2.2 Reaccion inflamatoria ante biomateriales

El implante de biomateriales inducen una cascada de eventos inicialmente
similares a los descritos anteriormente, ya que el implante conlleva por si mismo la
presencia de una lesion. La exposicion de biomateriales a componentes del torrente
sanguineo favorece el proceso de opsonizacion que consiste en la unién de diversas
proteinas contenidas en el suero como opsoninas, inmunoglobulinas y proteinas del
complemento (Anderson et al ., 2008 y Wilson et al., 2005). Las células inflamatorias
reclutadas al sitio de la lesion reconocen las proteinas adsorbidas al biomaterial y se
desencadena la respuesta de fagocitosis por parte de neutrdfilos y macrofagos, que
intentaran degradar el material extrano generando una reaccion inflamatoria aguda. La
degradacion del biomaterial y capacidad de fagocitosis de las leucocitos determina la

resolucion del evento inflamatorio; sin embargo si la capacidad de degradacion o la



fagocitosis no es suficiente se puede desencadenar un procesos inflamatorio crénico que
recluta linfocitos, células endoteliales y de tejido conectivo, la fusion de macréfagos en
células multinucleadas gigantes, la formacién de un tejido de granulacion, y la

encapsulacion del sitio inflamado mediante fibrosis (Bryers, 2012)

Existen muy diversas estrategias dentro del campo de los biomateriales para
producir materiales compatibles que reduzcan al minimo la respuesta inflamatoria tales
como la inhibicion de la adsorcion de proteinas del, velocidad de biodegradacion, o el

disefio de materiales porosos y/o de tamafios nanometricos.

3- Biomateriales

Los biomateriales son materiales capaces de estar en contacto con tejidos vivos
durante un periodo determinado o como parte del tejido, con la finalidad de completar al
tejido y/o para ayudar a su funcionamiento, sin afectar al resto del organismo o al mismo
tejido (Dee et al., 2002).

En general los biomateriales se dividen en metalicos, poliméricos y ceramicos.
Los metalicos tienen una estructura cristalina en la que los atomos estan dispuestos de
manera ordenada; los ceramicos son materiales inorganicos no metalicos, cristalinos o
no, donde los atomos mantienen enlaces i6nicos y/o covalentes; y los poliméricos estan
formados por largas cadenas de moléculas organicas que pueden estar libres o unidas
entre si a través de algunos enlaces covalentes o fuerzas secundarias; esto es lo que
permite diferenciar a los polimeros termoplasticos de los termorrigidos y es importante
mencionar que las propiedades mecanicas de los polimeros dependeran de la

temperatura (Sastre et al., 2004).

El uso de biomateriales para la liberacion controlada de sustancias activas en los
seres vivos se ha estudiado con especial interés desde las ciencias de nuevos
materiales y la farmacéutica, lo que ha permitido conocer en detalle la mayor parte de los

factores que intervienen en este proceso, con el objeto de proponer formas de



administracion de farmacos de una manera controlada y para hacer los procesos
terapéuticos mas efectivos. Desde el punto de vista de los materiales, la tendencia es a
obtener sistemas biocompatibles inteligentes, cargados con el principio activo del
medicamento, que respondan a estimulos del ambiente y puedan liberar su carga en el

lugar, el tiempo y a la velocidad deseada.

Es asi como en las ultimas décadas los polimeros han recibido mucha atencion
para su aplicacion en esta area dado que sus propiedades pueden ser disefiadas de
acuerdo con los requerimientos que se deseen. Entre los vehiculos poliméricos utilizados
estan microesferas, nanoesferas, nanocompositos e hidrogeles. Los hidrogeles han
mostrado muy buenas propiedades para ser cargados con medicamentos, por ser
biocompatibles y presentar propiedades de hinchamiento en medio acuoso entre otras
caracteristicas de interés, lo que los perfila como una buena opcién para ser usados en

la liberacion controlada de medicamentos (Arredondo y Londofio., 2009).

3.1-Hidrogeles

Un hidrogel es una red tridimensional conformada por cadenas flexibles de
polimeros que absorben cantidades considerables de agua. Las caracteristicas que
presentan son: hidrofilos, blandos, elasticos e insolubles en agua, ademas de que se
hinchan en presencia de ella, aumentando apreciablemente su volumen mientras
mantienen la forma hasta alcanzar el equilibrio fisico-quimico. Adicionalmente, pueden
tener gran resistencia mecanica segun el método con el que se obtengan. Su
conformacién tridimensional ocurre en soluciones acuosas concentradas cuando el
polimero inicial es capaz de gelificar con la consecuente formacion de redes espaciales
no covalentes. El caracter hidréfilo se debe a la presencia de grupos funcionales
hidréfilos como son: OH, COOH, CONH, entre otros. Los hidrogeles son materiales muy
apropiados para aplicaciones en medicina dada su buena interaccion con los tejidos
vivos, ya que por un lado muestran buenas propiedades de biocompatibilidad, debido
principalmente a su consistencia blanda, elastica y contenido de agua, y por otro lado,

son materiales inertes por lo que las células y proteinas no tienden a pegarse a su
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superficie; y ademas, su caracteristica de hinchamiento en medio liquido les aporta la
propiedad de absorber, retener y liberar bajo condiciones controladas, algunas
soluciones organicas (Arredondo y Londofio. 2009). Los hidrogeles termorreversibles
son aquellos que se encuentran en solucidn por debajo de la temperatura ambiente y en

gel por arriba de ésta (Subodh y Weiguo, 2004).

3.1.1-Metilcelulosa (MC)

La MC es un polimero de origen natural, miembro de la familia del éter de
celulosa, forma soluciones acuosas que presentan la caracteristica unica de formar
geles reversibles debido a las interacciones hidrofébicas cuando se calienta por encima
de una determinada temperatura, esta propiedad fisicoquimica de gelificacion pueden
ser modificada agregando sales, citratos o azucares a la solucion; permitiendo que
durante la hidratacion la densidad de carga se transfiera a los atomos de hidrégeno y
oxigeno del agua, produciendo la estabilizacion o desestabilizacién de la solucion; y
creando una competencia entre la interacciéon de iones de agua y la interaccion agua-
agua, dado que los aniones son mas fuertes que los cationes en la estructuracién de
agua; esto debido a la asimetria de la carga en una molécula de agua y son mucho mas
eficaces en la reduccion de la temperatura de gelificacion (Itoh et al., 2011 y Bain et al.
2012). Previamente se mostré que al elaborar hidrogeles de metilcelulosa (HMC) al 5%
con amortiguador de fosfatos (PBS 1X), los hidrogeles gelifican a 37°C. Esto permitié su
microinyeccion en estado liquido en diferentes zonas del cerebro, mediante métodos
poco invasivos, y su gelificaciéon a la temperatura fisiolégica en el sitio de inyeccion
(Tate et al 2001). Se mostré también que depédsitos de HMC en la corteza fronto-parietal
de ratas adultas tras una lesion, puede servir como andamio para la regeneracién del
area dafiada; ademas los HMC son biocompatibles ya que a las dos semanas no
muestran una respuesta inmunolégica significativa en la zona de inyeccion; esto también
se observo en cultivos de astrocitos y neuronas que fueron puestos en contacto con los
HMC (Tate et al 2001).
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3.2-Microesferas

Los tres sistemas que se han aplicado con mayor éxito para la liberacion de
péptidos y proteinas son: los basados en la modificacion quimica de las biomoléculas
con polietilenglicol (PEGilacion) y los que se basan en la encapsulacion de las moléculas
en sistemas lipidicos (liposomas) o poliméricos (microesferas). La PEGilacién es la
conjugacion de las proteinas con polietilenglicol (PEG), este proporciona a las proteinas
caracteristicas de liberacion, tales como mayor tiempo de vida en el organismo y mayor
estabilidad térmica. Los liposomas son vehiculos coloidales formados por una bicapa de
fosfolipidos, que contiene sustancias hidrofilicas e hidrofébicas. Las estructuras unicas
de los liposomas les brindan a las proteinas propiedades como: aumentar su eficacia y
se pueden usar en el direccionamiento pasivo de los farmacos hacia los tejidos
enfermos. En los ultimos 20 afos se han estudiado las microesferas biodegradables de
polimeros biocompatibles como sistemas coloidales de liberacion controlada de péptidos
y proteinas. Generalmente, el farmaco esta distribuido en la matriz polimérica y es
liberado por dos mecanismos fundamentales: por la difusion a través de la matriz y por la
degradacion del polimero, que lleva a la erosion de las particulas. Para ello se han
empleado polimeros naturales y sintéticos; entre estos ultimos se destacan los
copolimeros del acido lactico y del acido glicélico (PLGA) (Saez et al., 2007, Roman et
al., 2008 y Chiappetta et al., 2006).

3.2.1-Microesferas de PLGA

El copolimero de PLGA es un poliéster alifatico, con la capacidad de transportar
péptidos y/o proteinas (Chiappetta et al., 2006). La liberacién de proteinas contenidas en
microesferas de PLGA exhiben comunmente un patrén compuesto por tres etapas: 1)
liberacién inicial rapida, que por lo general ocurre durante el primer dia. En lo
fundamental esta determinada por la proteina que se encuentra en la superficie de las
microesferas, y de los poros y canales que componen la estructura interna de la
microparticula, los cuales se llenan con el medio de incubacion durante las primeras

horas del ensayo, 2) liberacion lenta, en la que se libera muy poca proteina y 3)
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liberacion mas rapida, determinada por la erosién de las particulas. En ocasiones, la
liberacidn puede ocurrir en dos etapas y el perfil muestra una forma asintética. A la
liberacién de la proteina contribuyen los procesos de difusion de esta a través de los
poros y canales que tienen las particulas, y la exposicion de las moléculas de proteina al
medio de incubacion, debido a la erosién superficial de las particulas lo cual también
ocurre como consecuencia de la degradacién de la matriz polimérica. Los poros y
canales de las microparticulas se forman como producto del propio proceso de
fabricacion o por la modificacion de la estructura como consecuencia de la degradacién
del polimero. Por esta razon, existen varios factores que influyen en el perfil de liberacion
de las proteinas encapsuladas en microesferas de PLGA. Entre ellos se destacan las
caracteristicas de la matriz polimérica empleada y de la proteina encapsulada, la
estructura de la microparticula obtenida, la técnica de encapsulacion y las condiciones
experimentales en que esta se realiza, asi como la coencapsulacion de aditivos con fines
diversos (Saez et al., 2007 y Chiappetta et al., 2006).

Las ventajas de las microesferas de PLGA son: una formulacion sencilla, un
minimo de heridas quirurgicas al implantar el biomaterial y presentan propiedades de
biodegradabilidad y biocompatibilidad, poca fluctuacién en la concentracion del farmaco
(Qiao et al., 2005 y Saez et al., 2007) y su desventaja es presentar un perfil bajo de
liberacion (Saez et al., 2007). En la actualidad se encuentran disponibles
comercialmente varios farmacos en microesferas de PLGA: Lupron, el cual tiene como
principio activo Leuprorelina, Sondistain su principio activo es el Octreotida y Abarelix;
estos farmacos son utilizados para el tratamiento de tumores y cancer (Saez et al.,
2007).

En el presente trabajo se evalud la eficiencia de liberacion y la funcionalidad de
semaforinas recombinantes incluidas en 2 tipos de biomateriales, asi como la
biocompatiblidad de estos biomateriales al ser implantados en el cerebro de ratas
adultas.

13



ll- JUSTIFICACION

El uso de semaforinas de clase 3 para direccionar y promover el crecimiento
axonal de neuronas dopaminérgicas, es una alternativa que puede ayudar a
complementar terapias de sustitucién celular en donde uno de los obstaculos para su
éxito es la correcta proyeccion e inervacion de las neuronas implantadas. Sin embargo,
dada la poca accesibilidad del SNC, la naturaleza proteica de las semaforinas, y la
necesidad de formar gradientes de concentracidén para tener efecto sobre los axones, es
necesario buscar vehiculos de liberacién controlada que sean poco invasivos, impidan la
pronta degradacion de las semaforinas, que eviten efectos pleiotropicos, y que permitan
una liberacion focalizada a partir de la cual se formen gradientes. El uso de biomateriales
como vehiculos de liberacién local y controlada es una alternativa que ha mostrado ser
funcional. Por lo anterior en este trabajo estudiamos el uso de hidrogeles
termorreversibles de metilcelulosa y microesferas de PLGA como vehiculos de liberacién
de semaforina 3A, y analizamos tanto la funcionalidad para liberar la semaforina activa,

como la compatibilidad de los biomateriales con el SNC.

IV- HIPOTESIS

e La sema 3A-FC liberada del hidrogel de metilcelulosa se mantiene biol6gicamente
activa.

e La sema 3A-FC liberada de las microesferas de PLGA se mantiene
biolégicamente activa.

e La presencia del hidrogel de metilcelulosa en el estriado no causa alteraciones

lesivas a nivel tisular y conductual.
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1)

2)

3)

V- OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los hidrogeles de metilcelulosa y las microesferas de PLGA como
vehiculos de liberacion de sema 3A-FC in vitro, y si su implante en el SNC causa

dafno a nivel tisular y conductual.

Objetivos particulares

Evaluar in vitro la liberacion de proteinas incluidas en HMC y en microesferas de
PLGA.

Evaluar in vitro la liberacion y actividad quimiotropica de la sema 3A-FC incluida
en HMC y microesferas de PLGA sobre neuronas de ganglio de la raiz dorsal y
neuronas dopaminérgicas de mesencéfalo embrionario.

Evaluar la biocompatibilidad de HMC previamente caracterizados in vitro al ser

implantados en la zona del estriado de ratas Wistar adultas.

VI- MATERIAL Y METODOS

1- Liberacién de proteinas incluidas en HMC y microesferas de PLGA

1.1- Liberacién de proteinas en un medio acuoso

La liberacion de proteina a partir de HMC o microesferas de PLGA incluidos en

un medio acuoso se evalud utilizando como proteina de referencia a la albumina sérica
bovina (BSA por sus siglas en inglés), y como medio acuoso una solucién de buffer
salino de fosfatos (PBS) 1X.

Para la elaboracién de los HMC, se prepardé una solucion de metilcelulosa (MC)

(grado GMP) (Colorcon, Pennsylvania, EUA ) al 2% y al 5% en PBS 1X, y se verifico su
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capacidad termorreversible mediante la incubacion a 37°C de gotas de 20 pl de estas
soluciones, se incubd a diferentes tiempos, y mediante la inversién de las gotas se
verifico su estado gelificado. Para evaluar la liberacion de proteina a partir de los HMC
se preparo una solucion de BSA (stock 1.5 mg/ml en agua destilada) en MC (5% en
PBS1X). Se colocaron gotas de 2ul en cajas de cultivo de 24 pozos, se incubaron a 37°C
por 1h para permitir la gelificacion y al término de este tiempo se agregd PBS 1X a cada
una de las muestras. Posteriormente se evalud la liberacion de la proteina tomando
muestras de diferentes tiempos: 1, 3, 6, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 192, 216, 240, 336 y 360
horas, todo se llevo a cabo por triplicado y se midié a 280nm la concentracién de la

proteina en el espectrofotometro NanoDrop.

Para la evaluacion de la liberacion en microesferas de PLGA, se encapsuléo BSA
en microesferas utilizando la técnica de doble emulsién; para ello se mezclé 50mg del
copolimero de acido lactico y acido glicélico 50:50 (grado GMP) (Purasorb PDLG 5002A,
Purac biomaterials, Dusseldorf, Germany), con 1.25mL de cloruro de metileno y 250mL
de BSA (1.05mg/mL); para realizar la primera emulsion, esta se agité en vortex por 1min,
y se anadié a una solucion de alcohol polivinilico al 2% en agua destilada, para formar la
doble emulsion (O/W/O), y se agitdé por 30min. Posteriormente se evapord el cloruro de
metileno mediante la agitacion a baja velocidad durante 3h. Al término de este tiempo se
centrifugd la muestra para recobrar las microesferas de PLGA a 2000rpm por 5min, se
retiré el sobrenadante y se le realizaron lavados mediante la adicion de 5mL de agua
destilada estéril seguido de centrifugacién a 2000rpm durante 5min, este procedimiento
se realiz6 4 veces. Finalmente las microesferas de PLGA se secaron y concentraron en
el SpeedVac a -55°C por 2 hr (NEU-TEC, Savant, EUA).

Para evaluar la eficiencia de encapsulacion de BSA en las microesferas de PLGA
elaboradas, se disolvieron 10mg de microesferas de PLGA en una solucion de DMSO y
acido clorhidrico 0.05M, después de 1h de incubacion a temperatura ambiente se
centrifugd y se obtuvo el sobrenadante, se midié se midié a 280nm la concentracion de
proteina en el espectrofotometro NanoDrop (ND-1000 Thermo NanoDrop, Wilmington,

EUA). Se calcul6 la eficiencia de encapsulacion de la siguiente manera:
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Proteina recuperada de microesferas

U de eficiencia de encapsulacion = ( ) ®% 100

Proteina introducida en microesferas

Para cuantificar la liberacion de BSA, se afiadieron 5mg de las microesferas de
PLGA en un volumen de 250uL de PBS 1X y se incubd a los mismos tiempos que los
HMC y ademas a 480 y 720 horas, se tomd6 una muestra de 150 pl del PBS para cada
tiempo. La albumina obtenida en cada muestra recolectada se cuantifico usando el
espectrofotometro NanoDrop. Cada una de las muestras fue independiente y se elaboro

por triplicado.
1.2- Liberacién de proteinas en una matriz tridimensional

Para evaluar la liberacion de proteina a partir de HMC o microesferas de PLGA en
una matriz tridimensional, se utilizaron geles de colagena y se evalué la formacién de un
gradiente de concentracion de la proteina liberada. Como proteina de referencia se
utilizé inmunoglobulina acoplada al fluoréforo Alexa 488 (Invitrogen, Oregon, EUA). Para
evaluar la liberacion a partir de HMC se mezcl6 la inmunoglobulina a una concentracion
final de 0.016mg/mL con una solucion de HMC al 5%; se coloc6 una gota de 2uL de la
solucion en cada pozo de una placa de cultivo celular de 24 pozos, y se incubd a 37°C
por 1h, posteriormente se agregé una solucién de colagena (30uL) para cubrir la gota del
HMC previamente gelificada y se dejoé incubando nuevamente a 37°C por 45min para

polimerizar la colagena.

En el caso de las microesferas de PLGA, las inmunoglobulinas fluorescentes se
encapsularon utilizando la técnica de doble emulsion previamente descrita,
posteriormente se inyectaron directamente en la colagena ya gelificada 2uL de una
solucién de 10mg/ml de microesferas diluidas en PBS 1X; se empled este volumen de
microesferas debido a que fue la cantidad adecuada para poder detectar la liberacion del

fluoréforo mediante microscopia.
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En ambos casos se tomaron una serie de micrografias tanto en microscopia de
epifluorescencia como en contraste de fase (Microscopio de Epifluorescencia Nikon
Eclipse E-600, Japon) que abarcaron todo el diametro del gel para cada uno de los
diferentes tiempos: 0, 1, 3, 12, 24, 48, 72 y 96 horas para HMC, y 0, 24, 48, 72, 192, 268
y 408 horas para microesferas de PLGA. Se realiz6 la reconstruccion de los geles
utilizando tanto las imagenes de epilfuorescencia como de contraste de fases utilizando
Photoshop CS2 (Adobe Systems Incorporated, McLean, VA, EUA), y posteriormente se
evalud en cada reconstruccion el desplazamiento del fluoréforo de la siguiente manera:
Se tomd como el punto mas alto en fluorescencia la parte central del hidrogel o del
cumulo de microesferas (punto A), y se midié la intensidad de fluorescencia a lo largo de
una linea trazada desde el punto A hasta la zona mas distal del gel de colagena o punto
B (fig 1). La intensidad de la sefial fluorescente se obtuvo mediante la densidad éptica de
la imagen a diferentes puntos a lo largo del area seleccionada, utilizando el programa

Image Pro Plus (Media Cybernetics, Inc., Maryland, EUA).

Figura 1. Medicion de la difusion de la fluorescencia de inmunoglobulina acoplada al
fluoréforo Alexa 488. El punto A es el punto mas alto en fluorescencia la parte central del
hidrogel o del cumulo de microesferas y el punto B es la zona mas distal del gel de
colagena.
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2- Evaluacion in vitro de la liberacion y actividad de la sema 3A-FC incluida

en hidrogeles o microesferas

Se utilizaron dos ensayos para evaluar la liberaciéon y bioactividad de la sema 3A-
FC: La respuesta de colapso de conos de crecimiento de neuronas de ganglios de la raiz
dorsal y la respuesta de induccion de la proyeccion axonal de neuronas dopaminérgicas
mesencefalicas embrionarias. Todos los procedimientos con animales fueron
autorizados por el Comité de Bioética de Animales del Instituto de Neurobiologia de la
UNAM

2.1- Obtencién de ganglios de la raiz dorsal (GRD)

Se obtuvieron embriones de 14.5 dias de desarrollo procedentes de ratas Wistar,
los cuales se colocaron en una solucién Ringer y se mantuvieron en hielo hasta su
disecciéon. Se realizé la obtencion de los ganglios disecando al embrién por la parte
dorsal hasta acceder a la cadena de ganglios que corren a lo largo de la médula espinal,
se cortod la union entre los ganglios dorsales y los ventrales, se tomo6 cada ganglio dorsal
con pinzas de relojero y se colocaron en un tubo coénico con solucidon Ringer.
Posteriormente se centrifugaron a 1000rpm por 3min, se retird la soluciéon Ringer, se
agregé una mezcla de tripsina-EDTA 0.25 % (Gibco, Invitrogen. Aukland, Nueva
Zelanda) (2mL por aproximadamente 160 ganglios) previamente calentada a 37°C. Se
incub6é a 37°C por 10 minutos para realizar la disgregacién enzimatica del tejido; se
agregaron 5 mL de medio de cultivo GRD y se realiz6 la disgregaciéon mecanica de las
células mediante la resuspension con una pipeta pasteur. Se centrifugd a 1000rpm x
3min, se retird el sobrenadante y se anadié medio de cultivo GRD, se resuspendié una
vez con pipeta seroldgica y tres veces con pipeta pasteur y posterior a esto se centrifugd
nuevamente a 1000rpm por 3min. Se retiré el sobrenadante, se anadieron los mililitros
necesarios para resuspender el botén de células y se adicion6 factor de crecimiento
nervioso (NGF) (Invitrogen. Aukland, Nueva Zelanda) a una concentracion final de

100ng/mL. Se sembraron en cubreobjetos y se incubaron a 37°C, 5% CO,,

19



2.2- Obtencién de neuronas dopaminérgicas de mesencéfalo ventral (MV)

Se obtuvieron embriones de 14.5 dias de desarrollo procedentes de ratas Wistar,
los cuales se colocaron en una solucion Ringer y se mantuvieron en hielo. Para cada
embridn se obtuvo el tubo neural y se disectd la porcidon ventral del mesencéfalo el cual
se coloco en un tubo Falcon con una solucion salina de Hank’s (Gibco, Invitrogen.
Aukland, Nueva Zelanda). Posteriormente se centrifugaron los tubos cénicos a 1000 rpm
por 3 min, se retird la solucion Hank’s, se agregd una mezcla de tripsina-EDTA 0.25%
previamente calentada a 37°C y 10uL de DNAsa. Se incub6 a 37°C por 12 min, se
agregd 5 mL de medio de cultivo MV y se resuspendié dos veces con una pipeta
pasteur. Se centrifugd a 1000 rpm x 3 minutos, se retird el sobrenadante y se afiadio
medio de cultivo MV, se resuspendio tres veces con pipeta pasteur y posterior se
centrifugé nuevamente a 1000 rpm x 3 minutos. Se retir6 el sobrenadante, se afiadieron
los mililitros necesarios de medio de cultivo MV para resuspender el botén de células y
adicionarlos a la mezcla de colagena; se colocaron gotas de 30uL sobre el gel de
metilcelulosa previamente polimerizado, se dejo polimerizar 45min y se adiciond medio
de cultivo MV.

2.3- Liberacion in vitro y actividad quimiotropica de la sema 3A-FC incluida en

hidrogeles de metilcelulosa

La sema 3A-FC (R&D systems, Minneapolis, Minnesota, EUA) fue mezclada con
una solucion de HMC al 5%/PBS 1X a una concentracion de 0.5ug/mL, se colocaron 2
WL de esta solucién en cada pozo (caja de 24 pozos) para la evaluacion de las MV, o en
cubreobjetos de vidrio para el caso de las GRD, las placas se incubaron a 37°C por 1h
para gelificar el hidrogel, al término de este tiempo se adiciond sobre el HMC una
suspension de colagena (Invitrogen, Oregon, EUA) conteniendo las neuronas MV, o el
medio de cultivo conteniendo las neuronas del GRD. Se incubé a 37°C y 5% de CO; por
12, 24 y 48h, y se fijaron los cultivos con paraformaldehido (PFA) 3.5% al término de

cada tiempo; se realizé triplicado para cada tiempo evaluado.
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El efecto de la sema 3A-FC liberada a las 12, 24 y 48 h de incubacion se evalud
mediante la medicién de los axones de las neuronas de MV o de GRD. Para identificar
los axones en las neuronas de GRD se utilizé una tincion de faloidina (Invitrogen,
Oregon, EUA) acoplada al fluoréforo rodamina que identifica F-Actina, y para las
neuronas de MV se identificd especificamente a las neuronas dopaminérgicas mediante
una inmunotincidon usando el anticuerpo anti-tirosina hidroxilasa (Pel-Freez, Arkansas,
EUA) y un anticuerpo secundario acoplado al fluoréforo Alexa 488 (Invitrogen, Eugene,
Oregon, EUA). Se obtuvieron micrografias por medio de microscopia confocal (Nikon
Eclipse E600 modulo PCM 2000, Japdn) y se midieron los axones utilizando el programa
Image Pro Plus. Cada una de las muestras es independiente y se elaboraron por

triplicado.

2.3.1- Inmunotincion de neuronas dopaminérgicas

Los cultivos de neuronas MV previamente fijados se lavaron con PBS 1X 3 veces,
se bloquearon con suero de cabra 5%/PBS 1X por 30min, seguido de un lavado con
PBS 1X; se incubanron toda la noche a 4°C con el anticuerpo anti- tirosina hidroxilasa, al
término de ese tiempo se realizaron lavados con PBS 1X y se incubaron con el
anticuerpo secundario acoplado al fluoréforo Alexa 488. Los cultivos inmunotefidos se
montaron en portaobjetos utilizando una solucion de DABCO-Glicerol (SIGMA, St. Louis,
Missouri, EUA).

2.3.2- Deteccidn de neuritas mediante faloidina rodaminada:
Los cultivos de neuronas GRD previamente fijados se lavaron con PBS 1X 3
veces, se incubaron por 30min con faloidina rodaminada y al término de ese tiempo se

lavaron nuevamente con PBS 1X. Los cultivos tefidos se montaron en portaobjetos

utilizando una solucion de DABCO-Glicerol.
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3. Evaluacién in vitro de la biocompatibilidad de las microesferas de PLGA

Para evaluar el efecto de los productos de degradacidon de microesferas en
cultivos de neuronas MV, se realizaron 12 cultivos de neuronas de MV de la manera
antes mencionada, de los cuales se hicieron 4 grupos: 1) sin microesferas 2) con 2uL de
microesferas (10mg/mL) inyectadas en el gel de colagena con neuronas MV e incubados
por 24h, 3) con 2uL de microesferas (10mg/mL) inyectadas en el gel de colagena con
neuronas MV e incubado por 48h y 4) sin microesferas y con una porcién 1:1 de medio
de cultivo:etanol (control positivo). A estos cultivos se les hizo una prueba de citoxicidad
utilizando calceina-AM/ homodimero de etidio-1 (EthD-1) (Live/Dead Viability Kit,
Invitrogen, Molecular Probes; Oregon, EUA). EIl principio de este kit se basa en la
actividad intracelular de la esterasa, la cual determina la conversion enzimatica de la
calceina-AM—no fluorescente y permeable a una calceina polianidnica verde fluorecente
la cual es retenida por las células vivas; y el homodimero de etidio-1 el cual entra en las
células muertas con membrana dafiada y al unirse a los acidos nucleicos emite una
fluorescencia de color rojo.

Se observaron en el microscopio de fluorescencia las células vivas (verde) y las
muertas (rojo). Se tomaron micrografias de 10 campos de cada uno de los cultivos con el
microscopio de epifluorescencia y se cuantificaron las células con el programa Image J
(Image processing and analysis in java, National Institutes of Health, Maryland,

Washington EUA); para cada grupo se realizo triplicado.

4. Evaluacion in vivo de la biocompatibilidad.

4.1 Implante de HMC en el estriado

Se seleccionaron dos ensayos, en el ensayo uno se utilizaron 4 grupos de ratas Wistar
macho de 250g (n=5) y en el ensayo dos se hicieron 5 grupos de ratas Wistar macho de
250g (n=4) del bioterio del Instituto de Neurobiologia, en ambos ensayos se realizaron
los siguientes grupos: el grupo 1 se sacrificd a la semana post-implante, al grupo 2 a las

2 semanas post-implante, al grupo 3 a las 4 semanas post-implante, el grupo 4 a las 8
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semanas post-implante y el grupo 5 control se sacrifico a las ocho semanas. Para
implantar los HMC los animales se anestesiaron utilizando una mezcla de ketamina
70mg/Kg e hidrocloruro de xilazina 6mg/Kg (Cheminova de México, Villa Guerrero,
México), una vez anestesiado se les afeitdé la cabeza con una rasuradora eléctrica,
iniciando entre los ojos de la rata hasta donde termina la cabeza, y se colocaron en el
marco estereotaxico. A continuacion se les hizo una incisidén en el cuero cabelludo y se
limpio el craneo con perodxido, el cual nos permite buscar las suturas craneales bregma y
lambda. Se localizé y marcé el estriado en ambos hemisferio con las siguientes
coordenadas: AP +1, L £2.6, V -5.5 ( Paxinos y Watson, 2007); con un taladro se hizo un
trépano en la regién marcada, en el hemisferio control se introdujo una canula la cual
inyectd 5 uL de solucion salina estéril y en el hemisferio tratado se inyecto 2 pyL de una
solucién de HMC 5% o una solucion de HMC 5%/dextran-FITC con una jeringa Hamilton

estéril de 10 pyL con una aguja calibre de 26S (0.47mm de diametro externo).

En el ensayo 1 se les hizo un depdsito de solucion salina en el hemisferio
izquierdo y HMC al 5%/dextran acoplado a fluoresceina (dextran-FITC) en el hemisferio
derecho, y en el ensayo 2 se hicieron 4 grupos a los cuales se les hizo un depdsito de
solucidn salina en el hemisferio izquierdo y HMC al 5% en el hemisferio derecho. Ambos
ensayos tuvieron un grupo control el cual recibié depdsitos de solucidn salina

bilateralmente.

4 .2- Evaluacion de consumo de alimento

Tres dias después de la cirugia estereotaxica, se les registré diariamente el agua
y comida consumidas, asi como el peso hasta el dia de su sacrificio.

4.3- Coordinacion motora
A los grupos 1, 2, 3, 4 y 5, se les entrend 3 dias antes de su sacrificio; en una
prueba de coordinacion motora usando un cilindro giratorio, Rotorod (lITC Life Science

Inc, Roto-R-D, series 8, Los Angeles, California, EUA). Primero se les colocé en la rueda
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sin movimiento durante 1 minuto, posteriormente durante tres dias se les entren a una

aceleracion de 4 a 20 rpm por 60 segundos hasta que todos los animales terminaran la

prueba en al menos una ocasion. Después de entrenarlos se les realizo la prueba de

coordinacion el dia de su sacrificio con excepcion del grupo 5, en la fase oscura del ciclo

luz /oscuridad (12-12h) y a la misma hora a todos, se registro el tiempo que tardaron en

caer y la velocidad a la que cayeron; los parametros programados en el aparato fueron

los siguientes:

Tiempo total

240 segundos

Velocidad inicial 10 rpm

Velocidad final

Aceleracion

45 rpm

45 rpm en 180 segundos

4.4- Evaluacién neuroldgica

Se les realizd6 una evaluacién neuroldgica a los cinco grupos antes de ser

sacrificados, de la siguiente manera:

4.4 1- Evaluacion general:

Observaciones

Peso(g)
Apariencia : Ojos Pelaje Cola Nariz Patas
4.4.2- Evaluacion Sensorial
Observaciones
Orientacion de | Tocar vibrisas con un objeto plastico y
vibrisas registrar la orientacion de la rata hacia el
objeto de plastico.
Olfato Observar la respuesta ante un estimulo | Observar la
irritante con xilol. respuesta ante un
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estimulo no

con agua.

irritante

Estimulo suave en

el cuerpo de la rata

Presibn momentanea en tres superficies
de cada lado del cuerpo de la rata:
costillas, articulaciones superiores de la
pata traseras y delanteras, registrandose

la orientacion del animal.

Estimulo afilado en

el cuerpo

Picar momentaneamente a la rata en
cuatro superficies de cada lado de su
cuerpo (articulaciones superiores de la
pata traseras y delanteras, costillas vy
abdomen) registrandose la orientacion de

la rata al estimulo.

Tono muscular

Manipular individualmente las cuatro
extremidades, para evaluar su resistencia

a la flexion pasiva.

Comportamiento en

campo abierto

Colocar a la rata en una mesa durante un
minuto y registra los movimientos de
cabeza hacia los lados, hacia arriba y

abajo

Para obtener la calificacion de esta evaluacion, se suman los puntos obtenidos en

los diferentes parametros evaluados siendo la calificacion maxima esperada para una

rata normal de 10 puntos.

4 .5- Evaluacion motora

Observaciones

Postura general
(Sobre una

mesa)

0: Postura normal
1: Mandibula sobre la superficie

de la mesa
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2: Arco exagerado en la pata

de

las extremidades

Orientacion
(se sujeta al
animal por la cola

durante 5seq)

Patas anteriores:
0: Si

adelante

la rata estira las estira
1: si se desvian hacia atras mas
de 45°

2: Si se desvian mas de 90°

3 Si se desvian mas de 135°

4: Si se quedan flexionadas al

cuerpo

Patas posteriores:

0: Si se orientan hacia fuera

1: Punto por cada 15° que se
desvien de la postura normal
con un puntaje maximo de 3.
4:Si permanecieron flexionadas

al cuerpo

Colocacion de las
extremidades en
una superficie
plana. (Se sujeta
al animal de la
cola y se acerca
lentamente a la
superficie de la

mesa)

0: Si la rata extiende las patas
anteriores hacia la superficie de
la mesa antes de tocarla.

1: Si no extiende las patas, pero
las extiende al acercarse a la
superficie cuando sus vibrisas
tocan la mesa.

2: No extienden sus patas

hacia la mesa

La calificacion de la valoracidon maxima esperada para una rata control es de 11
puntos (Deckel et al., 1986 y Dunnett et al., 1987).

4.6- Actividad locomotora espontanea

Se evalud a los 5 grupos durante la fase oscura del ciclo luz /oscuridad, usando
un sistema de monitoreo de la actividad animal ya estandarizado, este ensayo se hizo un
dia antes de que los animales fueran sacrificados. Los animales se depositaron durante
2:30h en la caja de acrilico transparente rodeado por dos niveles de sensores infrarrojos
que detectan el movimiento del animal y envian la informacion a un sistema de cémputo

VersaMAXx (AccuScan Instruments, Columbus, Ohio, EUA); tomando los primeros 30min
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como el tiempo de aclimatacion. Los movimientos que registra y cuantifica el sistema son
los siguientes:

J Actividad horizontal (AH): numero total de interrupciones en el sensor horizontal
en un tiempo de muestreo determinado.

J Distancia total recorrida (DT): indica la distancia recorrida en cm por el animal en
un tiempo de muestreo determinado.

o Numero de movimientos (NM): numero de movimientos horizontales realizados
por la rata en un tiempo de muestreo determinado. Los movimientos individuales estan
separados uno de otro por un periodo de reposo de al menos un segundo.

o Actividad vertical (AV): numero total de interrupciones en el sensor vertical
registradas en un tiempo de muestreo determinado.

o Numero de movimientos verticales (NMV): numero de incorporaciones que el
animal realiza en un tiempo de muestreo determinado. EI animal debe de estar por lo
menos un segundo debajo del sensor vertical antes de registrarse la siguiente
incorporacion.

. Tiempo en movimiento (TM): es el tiempo (seg) que el animal esta en actividad
ambulatoria durante un periodo de tiempo determinado.

. Tiempo de descanso (TD): es la diferencia entre el tiempo de muestreo y el
tiempo que pasa la rata en movimiento.

. Tiempo vertical (TV): es el tiempo (seg) que el animal se encuentra obstruyendo el
sensor vertical al incorporarse, de esta manera la variable empieza a incrementar y
continua incrementando hasta que el animal esta debajo del sensor vertical.

. Cuentas estereotipadas (CE): numero de veces que el animal interrumpe
repetidamente el mismo sensor durante actividad estereotipada.

. Numero de esterotipias (NE): numero de veces que el sistema observa
comportamiento estereotipado en el animal. Un espacio de 1seg o mas se requiere para
separar un episodio estereotipado del siguiente.

. Tiempo de estereotipia (TE): la cantidad total de tiempo (seg) en el que se
observa el comportamiento estereotipado.

o Distancia del margen (DM): la distancia en cm que el animal recorre en el margen

o esquina de la caja.
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) Tiempo en el margen (TM): El tiempo (seg) que el animal pasa en la proximidad
de un centimetro de las paredes de la caja.

. Distancia recorrida en el centro de la caja (DC): distancia (CM) que el animal
recorre mientras esta en el centro de la caja (no en los margenes o esquinas).

. Tiempo recorrido en el centro de la caja (TC): es el tiempo (seg) que el animal

pasa lejos de las paredes de la caja (centro de la caja).

De los cuales se analizaron para este trabajo: la actividad horizontal, la distancia

total, el numero de movimientos, la actividad vertical y el numero de esteriotipias.

4.7- Evaluacion histologica

Cada grupo fue sacrificado a los tiempos antes mencionados. Previo a la
perfusién los animales recibieron una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sodico
(>50mg/kg) y se perfundieron a través de un catéter insertado en el ventriculo izquierdo,
primero con solucion salina y después con una solucién de PFA al 4%. Después de la
perfusion los animales se decapitaron, se extrajeron los cerebros, y se fijaron con PFA al
4% durante 4h; posteriormente se pusieron en una solucion de sacarosa al 10%/ PBS1X
durante 24hr, después en una solucién de sacarosa al 20%/ PBS1X durante 24hr y
finalmente en una solucion de sacarosa al 30%/PBS1X durante 3 dias. Posteriormente
de cada cerebro se obtuvieron 5 series de cortes coronales de 50um cada una en el
microtomo Leica SM 2000r de congelacién (Leica microsystem, Heidelberger, Germany)
y se recolectaron en una solucion anticongelante con excepcion de una serie que se
coloco en PBS 1X. De cerebros obtenidos de los animales del ensayo dos se obtuvieron
3 series de cortes coronales de 30um y se recolectaron en una solucion anticongelante.

Estos se almacenaron a 5°C hasta que se analizaron por inmunohistoquimica.

Del ensayo uno se tomo una serie de cortes, se montd en portaobjetos con
DABCOI/Glicerol y se les tomaron micrografias en microscopia de fluorescencia para
ubicar el lugar donde se habia colocado el depédsito de la metilcelulosa 5%/Dextran-
FITC.
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A la serie del ensayo uno que se colocé en PBS 1X, se le realizd una tincion de
violeta de cresilo para observar la histologia del tejido. Los cortes de esta serie se
montaron en portaobjetos gelatinizados y se dejaron secar por 4 dias; posteriormente se
pasaron por un tren de soluciones: cloroformo absoluto 30min, etanol al 25% 2min,
violeta de cresilo (0.25g/100ml de etanol al 25%) 7min, etanol al 50% 1min, etanol al
70% 5min, solucion diferenciadora (300ml de etanol al 70% con 10 gotas de acido
acético) 30seg, etanol al 95% 1min, etanol absoluto 30seg, etanol:xilol 2min y xilol 2min;
posteriormente se cubrieron con una resina (Permount, Fisher Scientific, New Jersey,
EUA) y cubreobjetos y se dejaron secar por 5 dias. Se observaron en un microscopio
optico (Leica- DMLB, Houston, Texas, EUA).

Las tres series del ensayo dos se procesaron para inmunohistoquimica, se les
realizaron seis lavados cada uno de 10min con KPBS al 0.05M, se incubd con H»0 al
0.3% por 15min, se realizaron 3 lavados de 10min cada uno con KPBS al 0.05M,
posteriormente se dejaron incubando con el anticuerpo primario a 4°C durante 48h, al
término de este tiempo se realizaron 6 lavados cada uno por 10min con KPBS al 0.05M,
se incubd con el anticuerpo secundario por 1h a temperatura ambiente, se realizaron 5
lavados con KPBS al 0.05M, se incubo con el kit ABC (Vector laboratorios, Burlingame,
California, EUA) durante 1h, se hicieron 3 lavados de 5min con KPBS al 0.05M, luego 3
lavados de 5min con acetato de sodio 0.175M, se incubd con 3,3’-Diaminobenzidina
(SIGMA, St. Louis, Missouri, EUA) por 20min, al concluir el tiempo se hicieron 3 lavados
de 5min con acetato de sodio 0.175M y posteriormente 3 lavados de 5min con KPBS al

0.05M. Los anticuerpos empleados fueron los siguientes:

Anticuerpo primario | Poblacion Anticuerpo secundario
(concentracion) celular

identificada
anti-GFAP hecho en conejo | Astrocitos Anti-lgG (H+L) de conejo- biotinilado
(1:3500) (DAKO, Glostrup, (Vector laboratorios, Burlingame,
Dinamarca) California, EUA)
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anti-iba 1 hecho en burro | Microglia Anti-IgG (H+L) de burro- biotinilado
(1:1500) (Abcam, | activada (Jackson inmunoresearch
Cambridge, Massachusetts, laboratorios, Pennsylvania, EUA)
EUA)

anti-CDG68 (clona ED1) hecho | Macrofagos Anti-raton- IgG (H+L) de raton-
en raton (1:2000) (Serotec, | activados biotinilado  (Vector laboratorios,
Hercules, California, EUA) Burlingame, California, EUA)

Posteriormente, se montaron en portaobjetos gelatinizados y se dejaron secar por
4 dias, al término de este tiempo se pasaron por un tren de deshidratacion: etanol al
70% 5min, etanol al 95% 5min, etanol al 100% 10min, etanol al 100% 10min, xileno
10min y xileno 10min; se adicioné permount para montarlas y se dejaron secando por 5
dias y al término de este tiempo se adquirid6 una serie de micrografias con un

microscopio optico.

Se cuantificé el numero de células inmunotenidas con anti-CD68 y anti-Iba1,
presentes entre el limite del cuerpo calloso y el final del nucleo intersticial de la
extremidad posterior de la comisura anterior, en el corte donde se encontraba la lesion
(fig. 2). Debido a la densidad celular presente en los cortes tenidos para anti-GFAP, se
calculé la densidad Optica en vez del conteo celular, abarcando la region antes

mencionada.

Figura 2. Esquema de la regién que se cuantificé en cada corte inmunotefido. La regiéon
que se cuantificd fue entre el limite del cuerpo calloso y el final del nucleo intersticial de
la extremidad posterior de la comisura anterior.
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4 8- Analisis estadistico

Para comparar los grupos tratados con los grupos control se usé estadistica no
paramétrica (U de Mann-Whitney) o paramétrica (t-student) dependiendo de si cumplian
0 no con los criterios requeridos. Se consider6 como significativa una probabilidad menor
a 0.05. Para realizar estos analisis se utilizé el programa GraphPad Prism 5 (Graph pad,
La Jolla, California, EUA).

VII- RESULTADOS

1- Elaboracion y caracterizacion de los hidrogeles de metilcelulosa

Se elaboraron dos soluciones de HMC, al 2% y 5% en PBS1X 'y se observo a qué
temperatura gelificaban. Los resultados obtenidos fueron los siguientes: la solucion de
HMC al 5% gelificé a los 45min a una temperatura de 37°C, mientras que la solucion de
HMC al 2% gelificé a las 2h a una temperatura de 49°C. Se consider6 que la solucién al
5% es la adecuada ya que su gelificacion se lleva a cabo a temperatura corporal. Se
comprobé ademas que la viscosidad de la solucion de HMC al 5% antes de ser
gelificada fuera facilmente extruida de una jeringa Hamilton de 10uL con un calibre de
26S, la cual seria utilizada para implantar el hidrogel en el estriado utilizando cirugia

estereotaxica.

2- Elaboracidon y caracterizacion de microesferas de PLGA.

Se elaboraron microesferas de PLGA segun el método de doble emulsion y se
incluyé como proteina de referencia BSA como se describe en la seccién de materiales y
métodos. Para evaluar la eficiencia de encapsulacion de BSA se disolvieron 10mg de
microesferas de PLGA en una solucion de DMSO (Dimetil sulfoxido) y acido clorhidrico,
se incubd durante 1h a temperatura ambiente, se centrifugd y se obtuvo el
sobrenadante, se midié la concentracion en el NanoDrop. Se calculd la eficiencia de

encapsulacion de la siguiente manera:
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Proteina recuperada de microesferas

U de eficiencia de encapsulacion = ( ) ®% 100

Proteina introducida en microesferas

Se obtuvo una eficiencia de encapsulacién de BSA de 58.6%. Para caracterizar la
morfologia y tamafo de las microesferas de PLGA obtenidas, se tomaron una serie de
micrografias (fig. 3) de 4 diferentes lotes de microesferas de PLGA cargadas con una
inmonoglobulina acoplada al fluoréforo Alexa 488 y se midid el diametro de las
microesferas mediante el programa Image Pro Plus, obteniéndose un valor de diametro
promedio de 64.63£22.96 ym.

Figura 3. Micrografia de microesferas de PLGA a 10X, cargadas con una
inmunoglobulina acoplada al fluoréforo Alexa 488.Barra de calibracion de 100um.

3- Liberacion en PBS de albumina bovina incluida en HMC o en microesferas
de PLGA

Al cuantificar la liberacion de proteina (BSA) incluida en los HMC o en
microesferas de PLGA y obtener la curva de liberacién en un lapso de 360 h para los
HMC y de 720 h para las microesferas de PLGA, se observd que los HMC tiene una
liberacion rapida de la proteina en comparacion con las microesferas de PLGA. El
porcentaje de proteina liberada en HMC alcanza el 39.42%+ 6.97 a las 360 h (fig. 4)
mientras que en el mismo lapso de tiempo se liberd solamente el 13.2%* 1.3 de BSA de
las microesferas de PLGA (fig. 5). En el caso de las microesferas de PLGA se observo
una primera liberacion a tiempo 0 de 9.4%1.4 que probablemente corresponde a un

remanente de la proteina no encapsulada y que permanece en la superficie. En los HMC
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se observo una liberacion de tipo pulsatil que decrece a las 40h y nuevamente aumenta

a las 96h hasta alcanzar su punto maximo a las 360h (fig. 5)
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Figura 4. Porcentaje de liberacion en PBS de albumina bovina incluida en HMC. La
mezcla de la albumina bovina con los HMC se polimerizé y se incubé en PBS1X a
diferentes tiempos. La difusion de BSA se cuantificé en el NanoDrop. En la grafica se
muestra el porcentaje de liberacion de BSA incluida en los hidrogeles a los distintos
tiempos evaluados. Cada barra representa un experimento independiente y el promedio
de tres mediciones.
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Figura 5. Porcentaje de liberacion en PBS de BSA encapsulada en microesferas de
PLGA. La BSA encapsulada se incub6é en PBS1X a diferentes tiempos. La liberacion de
BSA se cuantifico en el NanoDrop. En la grafica se muestra el porcentaje de liberacién
de BSA a los distintos tiempos evaluados. Cada barra representa el promedio de tres
mediciones de experimentos independientes y el promedio de tres mediciones.
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4- Formacion de gradientes de concentracion de inmunoglobulina
fluorecente incluida en HMC o microesferas de PLGA en una matriz tridimensional

de colagena.

Se observd la presencia de un gradiente de concentracion de la proteina
fluorescente Alexa 488 liberada a partir de HMC. La rapida liberacion de proteinas a
partir de los hidrogeles permitié observar la formacion del gradiente desde el tiempo 0
(40 minutos posterior a la polimerizacion de la colagena). A las 24h se observé la
presencia de aproximadamente el 52% de la fluorescencia a una distancia de 350um,
que corresponde a la mitad del diametro total del gel de colagena, y en el punto mas
distante del gel se observo un 16% de fluorescencia (fig 6. E); tendiendo a aumentar con
el paso del tiempo; de manera que a las 96h (fig 6.G) se observd el 55% de la
fluorescencia a una distancia de 350um y en el punto mas distante del gel el 26%.

En el caso de las microesferas de PLGA, observamos una pobre difusién de la
proteina fluorescente en comparacion con los HMC (fig 7), observamos que la difusion
en las primeras 24h es del 5% a una distancia de 350um del sitio de inyeccién de las
microesferas (fig 7. B), observando en este tiempo un pico maximo de liberacion del
11.7% a una distancia de 100 um y a las 408h de solo el 16% a la misma distancia,
mostrando sefal fluorescente del 6.6% en el punto mas distal del gel, (fig. 7. F), lo que
denota que la distancia de difusion y de formacién del gradiente formado fue pequefia, y
practicamente ausente en la parte mas distal del gel, debiéndose probablemente a la
lenta liberacién de la proteina a partir de las microesferas de PLGA y a una pobre

difusién en la matriz de colagena.
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Figura 6. Porcentaje de difusion en geles de colagena de inmunoglobulinas acopladas al
fluoréforo Alexa 488 incluidas en HMC. La mezcla de las inmunoglobulinas fluorescentes
con HMC se polimerizé y se incluyd en una matriz de colagena. La difusién de la
fluorescencia se registré en un microscopio de epifluorescencia y se midio la intensidad
de senal fluorescente en pixeles a lo largo de los geles a diferentes tiempos; en las
graficas se muestra el porcentaje de difusion de la fluorescencia a lo largo de la matriz
de colagena tomando como 100% la fluorescencia observada en el centro de los
hidrogeles para cada tiempo observado.
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Figura 7. Porcentaje de difusion en colagena de las inmunoglobulinas acopladas al
fluoréforo Alexa 488 incluidas en microesferas de PLGA. microesferas de PLGA
conteniendo las inmunoglobulinas fluorescentes se inyectaron en una matriz de
colagena. La difusién de la sefial fluorescente se registr6 en un microscopio de
epifluorescencia y se midio la intensidad de sefal fluorescente en pixeles a lo largo de
los geles a diferentes tiempos. En las graficas se muestra el porcentaje de difusion de la
sefal fluorescente a lo largo del gel de colagena, tomando como 100% la fluorescencia
observada en el centro del cimulo de microesferas.

5- Efecto de sema 3A-FC, liberada a partir de HMC, sobre neuronas

dopaminérgicas de mesencéfalo ventral.

Previamente se habia mostrado el efecto quimioatrayente de sema 3A-FC a una
concentracion de 0.2ug/ml y 0.5ug/ml sobre neuronas dopaminérgicas obtenidas de

mesencéfalo ventral embrionario (Tamariz et al., 2010 y Tamariz et al., 2011), por lo que
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se evaluo si la liberacion de 0.5pg/ml de sema 3A-FC incluida en hidrogeles (HMC-sema
3A-FC) mantenia el efecto de quimiotraccion. Al medir la distancia de elongacién de
axones de neuronas MV expuestas a HMC-sema 3A-FC; se observdé un mayor
crecimiento en los axones a las 12h de incubacion (fig 8. A-C y J) en comparacién con
los cultivos expuesto solamente al HMC (t=4.554, gl=2, p<0.05); a las 24h de incubacion
el cultivo control (sin HMC) presenté una menor elongacion axonal al compararlo con los
cultivos expuestos al HMC y a los expuestos a HMC-sema 3A-FC (t=2.935, gl=2, p<0.05
y t=4.151, gl=2, p<0.05) (fig 8. D-F y K). El crecimiento de los axones de las neuronas
MV fue menor a las 48h en todas las condiciones e incluso no se apreci6 el efecto de la
sema 3A-FC, lo que se atribuye probablemente a que el cultivo ya no se encontraba en

buenas condiciones y los axones habian iniciado una etapa de retraccion.
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Figura 8. Efecto de sema 3A-FC incluida en HMC, sobre la elongacion de axones de
neuronas MV. Los MV obtenidos de embriones de E-14.5, disgregados y expuestos a la
mezcla de HMC y sema 3A-FC (HMC-sema 3A-FC), o HMC o sin hidrogel de
metilcelulosa (CT). Estos se cultivaron a diferentes tiempos: 12h (A, B, C y J), 24h (D, E,
FyK)y48h (G, H, I y L) y se cuantifico la longitud de los axones dopaminérgicos
inmunotenidos contra hidroxilasa de tirosina (A-l). (*p<0.05, n=3, t Student). Barras de
calibracion=50um.
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6- Efecto de la sema 3A-FCliberada a partir de HMC en neuronas de ganglios

de la raiz dorsal.

El efecto quimiorrepelente de sema 3A-FC sobre neuronas GRD ha sido ampliamente
caracterizado (Luo Y et al 1993; Brown y Bridgman. 2009 y Brown et al. 2009), por lo que
se evalud si la inclusion de sema 3A-FC incluida en hidrogeles mantiene su actividad
repelente para estas neuronas. Al comparar la distancia de elongacion de axones de
GRD se observaron diferencias significativas entre HMC- sema 3A-FC y CT y HMC sin
sema 3A, a las 24 h (CT vs HMC-sema 3A-FC, t=4.4096, gl=2, p<0.05 y HMC vs HMC-
sema 3A-FC, t=5.530, gl=2, p<0.05) y 48h (CT vs HMC-sema 3A-FC, t=9.907, gl=2,
p<0.05 y HMC vs H MC- sema 3A-, t=4.513, gl=2, p<0.05 ); (fig 9-D, F, G, I, Ky L).
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Figura 9. Efecto de sema 3A-FC incluida en el HMC, en axones de neuronas GRD. Los
GRD obtenidos de embriones de E-14.5, fueron disgregados, cultivados y expuestos a la
mezcla de metilcelulosa y sema 3A-FC (HMC-sema 3A-FC), como control negativo se
emplearon cultivos de neuronas DRG expuestas a hidrogeles de metilcelulosa (HMC) o
sin hidrogel de metilcelulosa (CT) a diferentes tiempos: 12h (A, B, Cy J), 24h (D, E, Fy
K) y 48h (G, H, | y L). Se tomaron micrografias y se observé que los axones de los
cultivos expuestos a la sema 3A recombinante disminuyeron su longitud. (*p<0.05, n=3,
t student). Barras de calibracion=100um.
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7- Evaluacioén in vitro del empleo de microesferas de PLGA

7.1- Efecto de los productos de degradacion de las microesferas de PLGA, en

cultivos de neuronas dopaminérgicas de mesencéfalo ventral

Previamente se ha reportado que la degradacion del microesferas de PLGA
produce la acidificacion del medio en el que se encuentran y por tanto puede tener
efectos adversos tanto para las proteinas liberadas como para las células adyacentes
(Raghavendra, 2007). Por lo anterior se evaluo si los productos de degradacion de las
microesferas de PLGA tenian efectos en la sobrevivencia de las neuronas MV.
Observamos que los cultivos expuestos a las microesferas de PLGA y a sus productos
de degradacion por 24h muestran un 98% de células vivas y un 96% a las 48h,
porcentajes muy semejantes a lo observado para los cultivos en ausencia de
microesferas de PLGA; Se verifico la fiabilidad de esta prueba con el control positivo de
muerte celular (1:1 etanol:medio de cultivo), con el cual se obtuvo un 92% de neuronas

muertas a las 24h de incubacion ( fig 10)
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Figura 10. Efecto de productos de degradacién de PLGA en cultivos de neuronas MV.
Neuronas MV obtenidas de embriones de E-14.5, fueron cultivadas y expuestas a
microesferas de PLGA por 24 y 48h. Teniendo como control positivo a un cultivo
expuesto a etanol y como control negativo a un cultivo que no fue expuesto a las
microesferas de PLGA. Se evalud la muerte celular mediante la incorporacion de etidio y
la sobrevivencia por la incorporacién de calceina. Se tomaron micrografias en los
diferentes tiempos y se realizdé una cuantificacion de las neuronas vivas y las muertas.
No se observo diferencia entre las neuronas expuestas a las microesferas de PLGA con
las que no lo fueron. D=Muertas, L=Vivas. n=3
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7.2- Efecto de diferentes concentraciones de sema 3A-FC sobre neuronas

dopaminérgicas de mesencéfalo ventral.

Los resultados previos mostraron que la liberacion de proteinas a partir de
microesferas es muy baja alcanzando un maximo de 7.3% a las 192h, por lo que de
acuerdo a la eficiencia de encapsulacion y la cinética de liberacion, la cantidad de sema
3A-FC que seria factible liberar a partir de las microesferas obtenidas, utilizando el stock
de sema 3A-FC de 50 pg/ml, es de 0.0224ng/ml; mas de un orden de magnitud por
debajo de la concentracién que previamente se habia probado como efectiva para
inducir la elongacion de los axones dopaminérgicos del MV. Por lo anterior se probd si
concentraciones inferiores de sema 3A-FC tienen un efecto quimioatrayente.
Observamos crecimiento significativamente mayor en los axones de las neuronas
expuestas a las concentraciones de 2ng/mL y 0.5ng/mL de sema 3A-FC; (U=4.527, gl=2,
p<0.05 y U=4.304, gl=2, p<0.05) en comparacion con el cultivo sin sema 3A-FC. Las
concentraciones de sema 3A-FC de 0.25ng/mL y 0.025ng/mL no favorecieron el
elongamiento de los axones en comparacion con el cultivo control (p > 0.05) y se
encontré una diferencia estadisticamente significativa entre el efecto de las
concentraciones de 0.5ng/mL y 2ng/mL y las de 0.25ng/mL y 0.025ng/mL (fig 11). Estos
resultados permiten concluir que una concentracién menor a 0.5ng/mL no tendria efectos
atrayentes.

Lo anterior nos llevé a concluir que aunque las microesferas de PLGA liberan
proteinas y sus productos de biodegradaciéon no tiene un efecto deletéreo sobre la
sobrevivencia de neuronas in vitro; la baja eficiencia de encapsulacién y liberacion, la
ausencia de un gradiente de concentracién en una matriz tridimensional; asi como la
cantidad de semaforina que de acuerdo a los modelos in vitro tendria que estar
disponible para observar un efecto quimioatrayente in vivo, hace poco viable el uso de
este sistema como vehiculo para la liberacién de semaforinas en el cerebro. Por lo que
se descartdé continuar con el analisis de su compatibilidad in vivo, y solamente se

continud con el estudio para los HMC.
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Figura 11. Efecto de sema 3A-FC en axones de neuronas MV obtenidas de embriones
de E-14.5. Las células fueron disgregadas y expuestas a diferentes concentraciones de
sema 3A-FC. Se cuantifico la longitud de los axones y se observd que los axones de los
cultivos expuestos a la sema 3A-FC en una concentracion de 2ng/mL y 0.5 ng/mL,
aumentaron su longitud en comparacion con el control y las concentraciones de 0.25
ng/mL y 0.025ng/mL (*p<0.05, n=3, U de Mann- Whitney).

8. Evaluacion de la biocompatibilidad de los HMC in vivo

8.1- Evaluacion neurolégica

Se evaluaron los grupos de ratas Wistar a las que se inyecté de manera bilateral
en el estriado; en uno de los hemisferios se deposité de 2uL de HMC (hemisferio tratado)
y en el otro hemisferio 5 yl de solucion salina (hemisferio control). Previamente se habia
caracterizé que la inyeccion de 5 yl de solucién salina en el estriado no tiene un efecto
deletéreo. La evaluacion neurolégica se realizé antes de ser sacrificadas las ratas de la
siguiente manera: ensayo 1: grupo 1 (n=4) a la primera semana, grupo 2 (n=4) a la
segunda semana, grupo 3 (n=4) a las cuarta semana y del ensayo 2 el grupo 4 (n=4) a la
octava semana. Como grupo control (n=4) se inyecté de manera bilateral solucién salina,
y se evalud a los mismos tiempos que los grupos tratados con HMC. Se observé que las
ratas tratadas con el HMC no mostraron alteraciones neurolégicas, ya que al hacer
pruebas sensoriales y motoras obtuvieron un puntaje promedio de 10 en el grupo 1, 10.6

en el grupo 2, 10.5 en el grupo 3, 10.7 en el grupo 4 y 10.4 en las ratas control; siendo
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10 o mas el puntaje esperado para considerar que una rata no presenta alteraciones

neurologicas (Rodriguez, 2002); (fig.12).
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Figura 12. Evaluacion sensorial y motora. En las graficas se muestra el puntaje obtenido
por los grupos tratados con el hidrogel de metilcelulosa (HMC) y controles(CT) en los
distintos tiempos de analisis: una semana (A), dos semanas (B), cuatro semanas (C),
ocho semanas (D); en la evaluacion neurolégica se muestra que no hay alteraciones
neuroldgicas en ninguno de ellos.

8.2- Evaluacion del consumo de alimento

Se analizé el consumo de agua y alimento en los grupos de ratas Wistar
previamente descritos con la finalidad de asegurarnos de que no habia una alteracion
del consumo del alimento. Como se muestra en la figura 13, se observé que en los
grupos tratados de 1 semana y de 4 semanas, el consumo de agua es menor que en el
grupo control, siendo significativa la diferencia, (U=0, gl=2, p<0.05 y U=0, gl=2, p<0.05);
y en los de 2 semanas y 8 semanas no hay diferencia significativa al ser comparados

con el grupo control (p > 0.05).
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El consumo de alimento en los grupos tratados de una semana y dos semanas es
mayor en comparacion con el grupo control (figura 14), mostrando una diferencia
significativa (U=1, gl=2, p<0.05 y U=0.5, gl=2, p<0.05); esto se correlaciona con el
aumento de peso observado en las ratas de estos grupos en comparacion con los grupo
control (U=0.5 gl=2, p<0.05 y U=2.5, gl=2, p<0.05) (figura 15). En los grupos tratados de
cuatro semanas y ocho semanas no se observan diferencias significativas entre los

tratados y controles, ni en el consumo de alimento ni en el peso.
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Figura 13. Promedio tEEM del volumen de consumo de agua. Se midi6 el volumen de
agua consumido al dia por rata, de cada uno de los grupos durante: una semana A), dos
semanas (B), cuatro semanas (C), ocho semanas (D) (*p<0.05, indica diferencias
significativas con el control de acuerdo con la prueba U de Mann Whitney) Ay D n=4; By
C n=5,.
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Figura 14. Promedio tEEM del peso del alimento consumido diariamente por rata en
gramos, para cada uno de los grupos: una semana A), dos semanas (B), cuatro
semanas (C), ocho semanas (D) (*p<0.05, indica diferencias significativas con el control
de acuerdo con la prueba U de Mann Whitney) Ay D n=4, By C n=5.
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Figura 15. Promedio *tEEM del peso corporal de las ratas en gramos. Se midi6 el peso
de las ratas por dia, de cada uno de los grupos: una semana A), dos semanas (B),
cuatro semanas (C), ocho semanas (D) (*p<0.05, indica diferencias significativas con el
control de acuerdo con la prueba U de Mann Whitney) Ay D n=4, By C n=5.
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8.3- Coordinacion motora

Al analizar la coordinacion motora de los grupos tratados 1, 2, 4 y 8 semanas en
comparacién con el grupo control, no se observaron diferencias significativas (p>0.05)
(figura 16).
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Figura 16. Coordinacion motora registrada en el RotaRod. En las graficas se muestra el
promedio del tiempo (seg) + EEM de permanencia en el rodillo giratorio del RotaRod de
los siguientes grupos: Una semana A), dos semanas (B), cuatro semanas (C), ocho
semanas (D); ninguno mostré diferencia significativa al compararlo con el grupo control.
Prueba estadistica U de Mann Whitney) Ay D n=4, By C n=5.

8.4- Actividad locomotora

Se evalud la conducta locomotora espontanea por un periodo de 150 minutos en
cuatro ocasiones (una, dos, cuatro y ocho semanas). Observamos un efecto significativo
de hiperactividad en los animales tratados con HMC, solo en la primer semana y en los
siguiente parametros: actividad horizontal (t=2.994, gl=3, p<0.05), distancia total
(t=4.675, gl=3, p<0.05), y numero de movimientos (t=3.273, gl=3, p<0.05) (Fig.17). A las

dos semanas hubo diferencia entre grupos en la actividad vertical (t=2.664, gl=4, p<0.05)
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(figura 18). A las cuatro y ocho semanas no observamos diferencias entre grupos

experimentales y control (figuras 19 y 20).
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Figura 17. Promedio (x EEM) de la actividad locomotora espontanea registrada en la
primera semana expresada como porcentaje del grupo control. Se registré la actividad
locomotora espontanea durante 150 minutos una semana después del implante de HMC
(unilateral) en el grupo experimental y de solucién salina bilateral en el estriado en el
grupo control, Se evalud: actividad horizontal, distancia total, numero de movimientos,
actividad vertical y numero de estereotipias. En las graficas se muestra el
comportamiento de los grupos en cada uno de los parametros (*p<0.05, indica
diferencias significativas entre los grupos, prueba estadistica de t de student n=4).
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Figura 18. Promedio (+ EEM) de la actividad locomotora registrada en la segunda
semana expresada como porcentaje del grupo control. Se registré6 la actividad
locomotora espontanea durante 150min a las dos semanas después del implante de
HMC (unilateral) en el grupo experimental y de solucién salina bilateral en el estriado en
el grupo control. Se evalud: actividad horizontal, distancia total, niumero de movimientos,
actividad vertical y numero de estereotipias. En las graficas se muestra el
comportamiento de los grupos en cada uno de los parametros (*p<0.05, indica
diferencias significativas entre los grupos prueba estadistica de t de student n=4).
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Figura 19. Promedio (x EEM) de la actividad locomotora espontanea registrada en la
cuarta semana expresada como porcentaje del grupo control. Se registré la actividad
locomotora espontanea durante 150min a las cuatro semanas después del implante de
HMC (unilateral) en el grupo experimental y de solucién salina bilateral en el estriado en
el grupo control. Se evalud: actividad horizontal, distancia total, numero de movimientos,
actividad vertical y numero de esteriotipias. En las graficas se muestra el
comportamiento de los grupos en cada uno de los parametros (*p<0.05, indica
diferencias significativas entre los grupos prueba estadistica de t de student n=4).
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Figura 20. Promedio (+ EEM) de la actividad locomotora espontanea registrada en la
octava semana expresada como porcentaje del grupo control. Se registré la actividad
locomotora espontanea durante 150min a las ocho semanas después del implante de
HMC (unilateral) en el grupo experimental y de solucién salina bilateral en el estriado en
el grupo control. Se evalud: actividad horizontal, distancia total, niUmero de movimientos,
actividad vertical y numero de esteriotipias. En las graficas se muestra el
comportamiento de los grupos en cada uno de los parametros. (*p<0.05, indica
diferencias significativas entre los grupos, pureba estadistica de t de student n=4).
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8.5- Evaluacion histologica

Posterior a la evaluacion conductual los animales fueron sacrificados el mismo
dia. Los animales fueron perfundidos y se obtuvo el cerebro, el cual se post fijo con PFA
4%, se criopreservo en sacarosa y se seccion6 en el microtomo de congelacion. Para el
ensayo uno se uso una serie de cortes de 50um para teiir con violeta de cresilo y otra
serie para observar bajo el microscopio de epifluorescencia. Para el ensayo dos se
usaron tres series de 30um para detectar las proteinas GFAP, Iba-1 y CD68 con

inmunohistoquimica. Los resultados se presentan en las siguientes secciones.

8.5.1- Tincidon con violeta de cresilo

Mediante esta tincion se observo la citoarquitectura del estriado y si se modificd
como resultado del depdsito de HMC o de la inyeccion de solucidn salina. No se observo
alteracion evidente del parénquima en el tejidos control o en el tratado, solo se pudo
apreciar la cicatriz correspondiente al sitio de entrada de la aguja con la que se realizo el
depdsito (fig 21, flechas rojas) se corroboré ademas que la aguja llegé a la regién

estriatal en ambos hemisferios (fig 21, A-F).

8.5.2- Identificacidon de la presencia del HMC en el estriado

Para confirmar la presencia del HMC, se observé mediante microscopia de
fluorescencia la sefial del dextran acoplado a fluoresceina. En la figura 22 se observa a
nivel de estriado la sefal fluorescente siguiendo la trayectoria de entrada de la aguja lo
que demuestra que se realiz6 el depdsito de HMC/dextran-FITC (B, D y F), encontramos
también la presencia de células fluorescentes lo cual indica la liberacién e incorporacion
del dextran-FITC a las células adyacentes al sitio de depdsito. En el hemisferio control

(CT) no se aprecia senal fluorescente (A, Cy E).
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Figura 21. Implante en estriado. Micrografias de cortes coronales de 50 ym de grosor,
después de hacer un depésito en el estriado con HMC/ dextran-FITC en uno de los
hemisferios y en el contralateral una inyeccion de solucion salina, tefidos con Violeta de
cresilo. Las microfotografias son ejemplo del tejido obtenido de los grupos: primera
semana (A y B), segunda semana (C y D) y cuarta semana (E y F), se verifico que
hubiera evidencia de la inyeccion y si habia cambios en la citoarquitectura. La flecha roja
indica la entrada de la aguja. Barra de calibracion de 500um.
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Figura 22. Presencia de dextran-FITC en el estriado. Micrografias de cortes coronales a
nivel de estriado de 50 um de grosor, en los que se muestra la presencia de un depdsito
de HMC/ dextran-FITC en uno de los hemisferios y en el contralateral una inyeccién de
solucion salina (CT). En los grupos: primera semana (A y B), segunda semana (Cy D)y
cuarta semana (E y F), se verificé el depdsito del HMC mediante la observacién en
microscopia de fluorescencia. Objetivo de 4X. La flecha roja indica el sitio del implante
de la HMC-dextran-FITC. Barra de calibracién de 500um.

8.5.3- Analisis de la respuesta inflamatoria

Para analizar la respuesta inflamatoria se realizaron inmunohistoquimicas con el
anticuerpo anti-CD68, que reconoce proteinas lisosomales de macréfagos y microglia
activada ; anti-iba-1, que es una molécula adaptadora 1 unidora de calcio ionizado, y que
es especifica de microglia activada (Ohsawa et al. 2004); y anti-GFAP, que marca los
filamentos intermedios de los astrocitos. De las inmunohistoquimicas realizadas se
obtuvieron micrografias del sitio de la inyeccién utilizando el objetivo 10X de un

microscopio Optico. A las imagenes obtenidas se les realizo el siguiente analisis:
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8.5.3.1- Anadlisis cualitativo y cuantitativo de la respuesta inflamatoria

Las micrografias de los cortes inmunoteiidos con anti- CD68 mostraron la
presencia de microglia fagocitica/macrofagos activados, con la tipica morfologia amorfa
y sin proyecciones, en todos los dias analizados, y siempre de manera adyacente a la
herida (Fig. 23); por lo que la respuesta inflamatoria fue siempre localizada. Al cuantificar
la microglia y macréfagos en la primera semana se observd la tendencia a un
incremento de células inflamatorias en el hemisferio tratado, el cual no fue significativo al
compararla con el hemisferio control (fig. 24 A, B y J); a las dos semanas disminuyo el
numero de microglia fagocitica/macréfagos tanto en el hemisferio control como en el
hemisferio tratado (Fig. 24 C, D y J); la presencia de microglia fagocitica/macréfagos
siguié disminuyendo a las cuatro y ocho semanas (fig. 24 E, F, G, H y J), en ninguno de
los tiempos hubo una diferencia significativa entre el hemisferio control y el tratado.
Tanto en el hemisferio tratado como hemisferio control se observd la resolucion del

proceso inflamatorio.

Figura 23. Micrografias de la respuesta inflamatoria de macréfagos y microglia activa.
Micrografias de macréfagos y microglia activa en el estriado después de 1 semanas de
tratamiento A) solucion salina y B) HMC. Barra de calibracién de 200um
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Figura 24. Respuesta inflamatoria de macrofagos y microglia activa. A-H) Micrografias
de cortes coronales de 30 uym de grosor, procesados por inmunohistoquimica contra el
anticuerpo anti-CD68 visualizado por diaminobenzidina. J) Promedio tEEM del numero
de células cuantificadas en las micrografias, en la grafica se muestra el niumero de
macrofagos y microglia presente post-implante en los cuatro tiempos de tratamiento. CT
(control) y HMC (metilcelulosa), (n=3). Barra de -calibracion de 500um. Prueba
estadistica U de Mann Whitney.
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Al analizar los cortes inmunotefiidos con anti iba-1, se observo la morfologia de la
microglia tefiida y se cuantificd la poblacion celular activada de acuerdo a las siguientes
caracteristicas morfolégicas: Microglia con morfologia ameboidea, cuerpo celular
pequefio y sin procesos (microglia fagocitica), microglia con cuerpo hipertréfico y con
procesos con apariencia de arbusto (microglia no fagocitica) (Fig. 25 A-C).

La microglia con cuerpo celular pequefio y varios procesos ramificados se considerd

microglia no activa (Fig. 25 D).

Una semana posterior al implante se observé en el hemisferio control y en el lugar
de la inyeccidn la presencia de microglia fagocitica, cercana a este sitio microglia no
fagocitica, y dispersas en todo el estriado microglia no activa; en contraste en el
hemisferio tratado se observé una mayor cantidad de microglia en las diferentes fases
de activacion, predominando la microglia redondeada sin proyecciones en el lugar del
depdsito y formando una barrera (fig. 26 A y B). A las dos semanas en el hemisferio
control disminuy6 el numero de microglia fagocitica, aunque se observé aun los tres
tipos de morfologia al igual que en el hemisferio tratado; en éste ultimo se incrementé el
numero de microglia dispersa en el estriado y con morfologia ramificada (fig. 26 C y D).
A las cuatro semanas disminuyé aun mas el numero de microglia fagocitica en el lugar
de la inyeccion en el hemisferio control. En el hemisferio tratado también hubo
disminucién de la microglia, en ésta predomind la microglia dispersa y ramificada en
todo el estriado pero en menor cantidad a lo observado a las dos semanas (fig. 26 E y
F). A las ocho semanas se siguié observando tanto en el hemisferio control como en el
hemisferio tratado el mismo tipo de microglia ramificada y dispersa en el estriado, y en el
lugar de la inyeccion predomind la microglia con dos o tres proyecciones descritas por
Kettenmann et al., en el 2011 (fig. 26 G y H). Al cuantificar la microglia activa y en
proceso de activacion en la primera semana se observo un incremento aparente de
células inflamatorias en el hemisferio tratado, la cual no fue significativa al compararla
con el hemisferio control (Fig. 26 A-B, J), a las dos, cuatro y ocho semanas se observo
una disminuciéon gradual el niumero de microglia activa tanto en el hemisferio control

como en el hemisferio tratado, indicando la resolucién del proceso inflamatorio (fig. 26 J).
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En ninguno de los tiempos analizados hubo diferencia significativa entre el hemisferio

control y el tratado.

Figura 25. Micrografias de las diferentes morfologias de la microglia en el estriado
después de 2 semanas de la administraciéon de HMC A) Cuerpo celular pequefio y sin
procesos (microglia fagocitica), B) Cuerpo pequefio, ameboideo y con pocos procesos,
C) Cuerpo hipertréfico y con procesos con apariencia de arbusto (microglia no fagocitica)
y D) Cuerpo celular pequeno y varios procesos ramificados (microglia no activa).Las
flechas rojas indican la morfologia descrita. Barra de calibracion de 100um
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Figura 26. Respuesta inflamatoria de microglia activa. A-H) Micrografias de cortes
coronales de 30 um de grosor, procesados por inmunohistoquimica contra la proteina el
Iba-1 visualizado por diaminobenzidina. J) Promedio +tEEM del numero de microglia
activa cuantificada, en la grafica se muestra el numero de microglia presente post-
implante en los cuatro tiempos de tratamiento. CT (control) y HMC (metilcelulosa), (n=3).
Prueba estadistica U de Mann Whitney. Barras de calibracién de 500um

Al analizar los cortes inmunotefnidos con anti- GFAP para detectar la presencia de
astrocitos se obtuvieron los siguiente resultados: En la primera semana, en el hemisferio

control, la respuesta mediada por los astrocitos fue alta, principalmente localizada en la
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region de la inyeccion, y con pocas ceélulas dispersas en el estriado; en el hemisferio
tratado hubo menor numero de astrocito activos en el lugar de la inyeccion y dispersos
en el estriado (fig. 28 A y B). A las dos semanas en el hemisferio control disminuyé el
numero de astrocitos dispersos en el estriado al igual que en el lugar de la inyecciéon y en
el tratado aumentd, principalmente en regiones aledafias al lugar del depdsito (fig. 28 C y
D), a las cuatro semanas en el hemisferio control disminuyé el numero de astrocitos
activos disperso al igual que en el hemisferio tratado, pero en este ultimo incremento el
numero de astrocitos en el lugar del depdsito, esto representaria el movimiento de los
astrocitos dispersos hacia el lugar del depésito (fig. 28 E y F). A las ocho semanas tanto
en el hemisferio control como en el hemisferio tratado disminuyé el numero de astrocitos
activos, tanto en el lugar de la inyeccion como los dispersos en el estriado. En todos los
tiempos observamos astrocitos con cuerpos hipertréficos y procesos cortos y gruesos,
con muchas ramificaciones, sugerentes de astrocitos reactivos (Bjugstad et al., 2010),
estos se encontraban principalmente alrededor del lugar de la inyeccion, formando una
barrera entre las regiones afectadas y las no afectadas (cicatriz glial) y los astrocitos que
se encontraban dispersos en el estriado tenian un cuerpo celular pequeio con procesos
largos y delgados (no reactivos) segun la descripcion de Bjugstad et al. en el 2010; en
ninguno de los tiempos hubo una diferencia significativa entre el hemisferio control y el
tratado (Fig. 28 J).

Figura 27. Micrografias de la respuesta inflamatoria de astrocitos activados. Micrografias
de astrocitos activados en el estriado después de 2 semanas de la administracién de A)
solucioén salina 'y B) HMC. Barra de calibracion de 200um
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Figura 28. Respuesta inflamatoria de astrocitos. A-H) Micrografias de cortes coronales
de 30 ym de grosor, procesados por inmunohistoquimica con el anticuerpo contra la
proteina CD68 visualizado por diaminobenzidina para evaluar la respuesta inflamatoria.
J) Promedio tEEM del numero de células observadas en las micrografias, en la grafica
se muestra el numero de microglia presente post-implante en los cuatro tiempos de
tratamiento. CT (control) y HMC (metilcelulosa), (n=3). Prueba estadistica U de Mann
Whitney. Barra de calibracion de 500um.
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VIiI- DISCUSION

Las proteinas recombinantes, las drogas sintéticas y pro-drogas han sido
desarrolladas para tratar enfermedades y dafos en el sistema nervioso central. Aunque
éstas son estrategias prometedoras de tratamiento, se ven afectadas por la vida media y
la biodisponibilidad de las proteinas y drogas, asi como por la permeabilidad de la
barrera hematoencefalica que dificulta su liberacién en el cerebro. Estos parametros son
clave para un tratamiento terapéutico exitoso, por esta razén se requiere el empleo de
vehiculos de liberacion local, que sean biocompatibles, biodegradables y que sus
productos de biodegradacion no produzcan neurotoxicicidad, y con ello permitan
administrar un tratamiento de manera local asegurando que llegue a la célula diana.
Entre los vehiculos de liberacidn que existen estan particulas poliméricas, los liposomas
y micelas, los dendrimeros, entre otros, que facilitan colectivamente la encapsulacion,
focalizaciéon y liberacion de farmacos. Nosotros seleccionamos biomateriales
poliméricos, los cuales pueden ser disefiados para liberar de manera controlada, en el
lugar, y a la velocidad deseada, la proteina de interés sin modificarla; ademas muestran
poca fluctuacion en la concentracion del farmaco. En particular nos enfocamos a evaluar
microesferas de PLGA e hidrogeles de metilcelulosa como posibles vehiculos de

liberacién de sema 3A-FC en el parénquima cerebral.

Uno de los vehiculos de liberacibn mas utilizados actualmente son las
microesferas, que pueden ser de diferentes materiales tanto naturales como el alginato,
la dextrana, la goma arabiga, la quitosana y sintéticos como el poli-e-caprolactona, el
acido polilactico, los copolimeros del acido lactico y acido glicdlico (Saez et al. 2007); y
actualmente se comercializan con farmacos como por ejemplo: Lupron Depot® (Takeda-
Abott), el Zoladex® (Zeneca), el Decapeptyl ® (Ipsen Biotech) y el Prostap SR®
(Lederle). EI PLGA ha mostrado tener alta biocompatibilidad (Chiappetta et al., 2006;
lgartua et al., 1998; Lampe et al., 2010; Garbayo et al., 2009 y McRae y Dahlstrom,
1993); ser biodegradable, no ser toxico y seguro para usarse en humanos (Williams,
1982). Sin embargo existen diversos parametros que deben ser controlados en el

proceso de elaboracién de las microesferas como son: el tamafio, la eficiencia de
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encapsulacion de la proteina, la cinética de liberacion, la viabilidad de la proteina
liberada, cantidad de proteina liberada, los productos de biodegradacién y el método de
encapsulacion. En el presente trabajo se elaboraron microesferas de PLGA utilizando un
co-polimero que contenia una proporcion 50:50 de acido lactico y glicolico y un grupo
terminal acido. Esta proporciéon de los mondmeros le permite tener una degradacion
relativamente rapida de aproximadamente 30 dias. Las proporciones de los mondmeros
que componen el co-polimero modifican el tiempo en el cual este se degrada; se sabe
gue a mayor proporcion de acido lactico incrementa el tiempo de degradacion. El grupo
terminal (-COOH o -COOR) ayuda a determinar su cinética de degradacién. Las
caracteristicas antes mencionadas determinan también la eficiencia de encapsulacién y
la velocidad de liberacidon de la sustancia encapsulada. (McRae y Dahlstrom, 1993 y
Saez et al. 2007). Para este trabajo, el co-polimero utilizado presentaba una alta
biodegradabilidad, pero una menor tasa de encapsulacion. Otros parametros que
pueden influir en los perfiles de liberacion son aquellos involucrados en el proceso de
doble emulsién. A este respecto Nihant et al. en 1995 describié que la morfologia y
estabilidad de la microesfera pueden ser controlados mediante la primera y segunda
emulsién, y Yang et al. en el 2001 reportdé que al emplear diferentes concentraciones de
polivinilalcohol como emulsificante en la fase externa acuosa, se puede influir
fuertemente en la distribucién del farmaco dentro de las microesferas y en los perfiles de
liberacion.

De acuerdo con los resultado obtenidos en la presente tesis, se observd una
eficiencia de encapsulacion del 58.6% en microesferas con un didmetro medio de
64.63um; estos resultados son semejantes a los obtenidos por Chiappetta et al. en el
2006 quienes reportan una eficiencia de encapsulacién de entre el 12.2 'y 76.2% con un
tamafo de entre 9 y 67.9 um utilizando microesferas de poli(D,L-lactico-co-glicdlico)
50:50 preparadas por una emulsién multiple agua en aceite en agua( A1/ O/ A2) y
empleando una técnica de evaporacion del solvente . Al evaluar la cinética de liberacion
de proteina a partir de las microesferas de PLGA observamos una liberacion trifasica
tanto en los experimentos independientes como en los continuos. La liberacion trifasica
se caracteriza por una liberacion rapida de proteina al inicio denominada “burst”, la cual

corresponde a la proteina que se queda en la superficie de las microesferas,
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posteriormente hay una liberacion lenta a través de los poros o canales de la
microesfera, y por ultimo la liberacion mediada por la bioerosién de las microesferas en
un medio acuoso (lgartua et al., 1998). Nosotros observamos al tiempo 0 una liberacion
del 9.4%, semejante a lo obtenido por Igartua en 1998 (8.61%), esta liberacion es
atribuida a un remanente en la superficie de las microesferas, posteriormente se observé
una disminucion en la liberacion a un 2.5% a las 8 h y se obtiene un maximo de
liberacion del 13.2%; semejante al 16.6% reportado por Igartua (1998); este incremento
de la liberacién de la proteina puede atribuirse a la erosién hidrolitica de las microesferas
de PLGA, en la cual hay una escision hidrolitica de los enlaces éster que se incrementa
debido a la accion autocatalitica de los productos de degradacion de naturaleza acida
(Saez et al., 2007). Chiappetta et al. en el 2006 mostré que al elaborar microesferas de
menor tamafo (9.5um) se incrementaba la eficiencia de encapsulacion al 76.2% y una
liberacién al tiempo 0=40% y a partir de los 15 dias=90%. Esto sugiere que si se
disminuye el tamafo de las microesferas la cinética de liberacion seria mejorada y

posiblemente requeririamos encapsular una menor cantidad de sema 3A-FC.

Muchos de los ensayos de liberacidn de proteinas a partir de microesferas
contemplan la liberacion en un medio acuoso, sin embargo, para nuestro proyecto era
importante verificar si la proteina liberada podia difundir en una matriz tridimensional que
simulara las condiciones de liberacion dentro del parénquima cerebral, por lo anterior se
evaluo la liberacion de proteina a partir de microesferas de PLGA incluidas en un gel de
colagena, los resultados mostraron una pobre difusion, y por tanto un gradiente de
proteina que abarcé un area muy pequefia y cercana al punto de liberacion de la
proteina. En las primeras 24 h se difundié solamente el 5% en una distancia de 350 ymy
las 408h, la liberacién maxima fue del 16% a una distancia de 100 um. Esto puede estar
relacionado con la lenta liberacién de las proteinas y con la ausencia de degradacion del
PLGA durante el tiempo evaluado, ocasionando una disminucion de la liberacién a través

del tiempo, como lo sugiere Cowsar et al. (1985).

Cuando se evaludé qué cantidad de sema 3A-FC se requiere encapsular para

poder observar los efectos quimiotrépicos en neuronas dopaminérgicas, tomando en
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cuenta la eficiencia de encapsulacion (58.6%) y de liberacion (7.3% a las 192h) de
microesferas de PLGA; se concluyd que el proceso es poco eficiente y que se requeriria
encapsular una cantidad de proteina recombinante muy por encima del stock disponible
para realizar el proyecto (50mg/ml). Por otra parte, los experimentos realizados
mostraron que a concentraciones menores de 0.25ng/ ul no hay respuesta quimiotropica
de los axones, esta cantidad es un orden de magnitud por encima de la que seria factible
encapsular. Otra estrategia que podria utilizarse para alcanzar la concentracion funcional
de sema 3A-FC seria aumentar el numero de microesferas que se aplicaran en el sitio
de la herida en aproximadamente 223.21mg/mL, aunque no seria factible administrar

ese volumen en el cerebro.

Previamente, Mundargi et al. en el 2008 reportaron que la degradacion de las
microesferas de PLGA producen la acidificaciéon del medio en el que se encuentran y por
tanto desnaturalizan la proteina encapsulada. Ademas se ha reportado que el pH acido
en el medio circundante puede alterar la viabilidad de las células, comprometiendo las
funciones vitales, afectando la actividad eléctrica, la activacion de enzimas o la apertura
de canales ionicos que se vean influenciados por el cambio de pH (Chelser, 2003). En
este proyecto no observamos efecto negativo de los productos de degradacion de ME en

la sobrevivencia de las neuronas MV.

Los resultados obtenidos nos mostraron por tanto que las microesferas formadas
con el PLGA 50:50, mediante el método de doble emulsién, no fue el adecuado para
liberar sema 3A-FC, en las cantidades requeridas para formar un gradiente de
concentracion y favorecer la elongacion de los axones de las neuronas MV; y que seria
necesario modificar diversos parametros como las caracteristicas quimicas del co-
polimero, el método de encapsulacién o el tamafio de la microesferas a fin de hacer mas

eficiente este vehiculo de liberacion.

Al evaluar la liberacion de proteina a partir de HMC observamos una liberacién
pulsatil, ya que en un medio acuoso la liberacibn maxima se llevd a cabo entre las 6 y12

h (40%); posteriormente la liberacidon disminuyd e incrementd nuevamente a las 216 h,
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esto pudo deberse al inicio de la degradacion del HMC; y por esto mismo una liberacion
mayor y constante de proteina. Este fendmeno de degradacion fue observado por Tate
et al. 2001 después de la incubacion de estos hidrogeles in vitro por una semana. Al
evaluar la liberacion de proteina en un gel de colagena, observamos una buena difusion
de proteinas y la formacion de un gradiente de concentracién que abarco la totalidad del
gel (700pm) a las 24 hr. Esta liberacion y difusion de la proteina nos sugiere que al
utilizarse los HMC como vehiculo de liberacion en el parénquima cerebral se pueden

formar gradientes de concentracion y llegar a células dianas distantes.

Otra caracteristica de la encapsulacion de sema 3A-FC en HMC es que mantiene
su efecto quimiotrépico y quimiorrepelente al ser liberada del hidrogel en cultivos de
neuronas dopaminérgicas y de ganglios de Ila raiz dorsal, respectivamente.
Interesantemente, también hubo efecto de elongaciéon a las 24h en los cultivos que
tenian solo el HMC; Wells et al. en 1997 reporté que plataformas hechas de HMC
promueven el crecimiento, diferenciacion y previene la agregacion celular en trasplantes
celulares, ayudando a la sobrevivencia e integracion en el organismo huésped. Sera
interesante analizar si la MC por si misma ejerce algun efecto inductor de la proyeccion

axonal de neuronas dopaminérgicas.

Las evaluaciones in vivo de la biocompatibilidad del hidrogel de metilcelulosa no
comprometieron la condicion general de los animales, evaluada por una bateria de
pruebas, ingesta de agua y alimento, funcién sensorial, motora, y actividad locomotora
espontanea. Estas conductas se evaluaron dado que el depdsito del hidrogel de
metilcelulosa se hizo en el estriado, y el estriado dorsal es la puerta de entrada de los
ganglios basales, los cuales reciben aferencias excitatorias de la corteza y el tdlamo, y
forman el origen de las vias directas e indirectas envueltas en el control motor (Kreitzer y
Malenka, 2008). No se observo alteracion en la funcion sensorial ni en la motora, y se
observd una ligera diferencia en el consumo de agua y alimento en las primeras
semanas que se pueden atribuir a la recuperacion de la cirugia ya que posteriormente

los animales tratados no difirieron del control.
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Con respecto a la conducta motora espontanea en la primer semana posterior al
implante se observdé aumento en la actividad horizontal, la distancia total recorrida y el
numero de movimientos al compararlas con las ratas control, esto pudo deberse a una
irritacion producida por el depdsito del hidrogel de metilcelulosa o a un dafio temporal
como el descrito por Deckel et al 1986, quien observo hiperactividad en la actividad
locomotora cuando se remueve o dafa una zona del estriado medial. El efecto
observado fue transitorio y desaparecioé casi por completo en la segunda semana post
tratamiento, de manera que los niveles de actividad locomotora espontanea fueron
semejantes entre los grupos tratados y el control a partir de las dos semanas hasta las 8
semanas, durante las cuales se evalud su conducta, lo anterior refleja la recuperacion
progresiva de la lesion en el estriado y la ausencia de un dafo crénico y/o progresivo en

el sitio implantado.

Ademas de la actividad locomotora espontanea se evalud la coordinacion motora
con una prueba que requiere que los animales se mantengan sobre un rodillo giratorio.
El depdsito de HMC tampoco tuvo efectos adversos sobre el desempefio de esta tarea,
lo que robustece la nocion de que este depdsito en el estriado dorsal no tiene efecto

indeseables sobre la conducta y la coordinacion motora de los animales.

A nivel histologico se realizaron varios analisis que permitieron evaluar diferentes
aspectos. Se demostré mediante tincion de violeta de cresilo que el depdsito del hidrogel
de metilcelulosa no altera la citoarquitectura del estriado ni del parénquima; ademas no
se observaron diferencias de tamafio en el sitio de la inyecciéon con solucién salina y con
el HMC, lo cual refleja la ausencia de citotoxicidad y dafio cronico que llevaria a la
pérdida del tejido; estas observaciones han sido también reportadas previamente por
Tate et al. en el 2001 en implantes realizados en la zona de la corteza cerebral. Por otra
parte, el depdsito del HMC/dextran-FITC permitid corroborar la presencia de este
marcador a los diferentes tiempos del tratamiento, ademas se observé que habia células
fluorescentes que incorporaron el dextran-FITC, lo cual mostré que existe una difusiéon

del contenido incluido en el HMC.
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Finalmente la evaluacion de la respuesta inflamatoria mostrd, durante las dos
primeras semanas, una tendencia al aumento de células de respuesta innata como
macrofagos y microglia en el tejido tratado; aunque estadisticamente no hubo diferencia
con el control. De manera importante se observo que las células inflamatorias estaban
presentes solo en el sitio de la herida y cercano a ésta, y que hubo una significativa
disminucién de la respuesta a las ocho semanas, lo que indica que la reaccion
inflamatoria fue localizada y transitoria, y por tanto mas referida a una respuesta de dano
mecanico, tal como se ha descrito con anterioridad para el encéfalo con una duracién
aproximadamente 7 dias (Bjugstad et al., 2010). Al medir la respuesta inflamatoria local
innata de la microglia activada y en proceso de activacién, se observé una respuesta
semejante en tejido control y tratado a todos los tiempo evaluados, y significativa
disminucién de la microglia conforme avanzé el tiempo post implante, llegando a los
mismo niveles que los presentados en el hemisferio control. La respuesta inflamatoria
primaria (innata) observada por el reclutamiento de microglia y macrofagos fue seguida
de la respuesta secundaria mediada por los astrocitos (GFAP positivos) que tienen la
funcién de crear una barrera (cicatriz glial) entre las areas afectadas y las que no lo
estan (Bjugstad et al., 2010). No se encontrd diferencia entre el hemisferio control y el
hemisferio tratado en los diferentes grupos. La presencia de astrocitos en la primera
semana se atribuye a una interaccion microglia-astrocitos, mediante la cual los astrocitos
regulan la activacion de la microglia mediando la produccion de moléculas anti-
inflamatorias (Jeong et al., 2013). A las cuatro y ocho semanas del implante, la presencia
de astrocitos disminuyd y no se observo un proceso de encapsulamiento, o acumulacién
especifica de éstas células en el sitio de la inyeccion del HMC, que indicara respuesta
inflamatoria crénica a un cuerpo extrafio. Resultados semejantes fueron reportados por
Tate et al. 2001, con la unica diferencia de que a los 14 dias ellos observaron que la
respuesta de la microglia y macréfagos deja de concentrarse en el lugar del depdsito del

HMC y nosotros lo observamos a las 8 semanas.

Por tanto, los resultados obtenidos indican la presencia del HMC no induce un
proceso cronico de inflamacion, una respuesta de cuerpo extrafio, ni un dafio citotéxico

que con el tiempo produzca la pérdida del tejido o necrosis en el parénquima cerebral
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implantado. Esto nos da la pauta a seguir trabajando con el HMC como un vehiculo de
liberacion de proteinas en el cerebro, y a plantear como perspectiva analizar la
liberacion de sema 3A-FC in vivo y el uso de HMC en conjunto con transplantes
intranigrales de células dopaminérgicas, que faciliten la reconstruccion de vias

neuronales perdidas tales como la via nigroestriada .

IX- CONCLUSIONES

. Los hidrogeles de meticelulosa (HMC) y las microesferas de un copolimero de
acido lactico y acido glicolico (PLGA) funcionan como vehiculos de liberacion de
proteinas en un medio acuoso.

o Las microesferas de PLGA no fueron adecuadas para liberacién de proteinas en
una matriz tridimensional y para la formacién de gradientes de concentracion, debido a
su lenta cinética de liberacion, y su baja eficiencia de encapsulacion provoca que la
concentracion del farmaco, en este sema 3A-FC, necesario para tener un efecto
quimiotropico sobre neuronas dopaminérgicas del MV sea ineficiente, por lo que no hace
factible su uso como vehiculo de liberacion en el sistema nervioso central.

o Los HMC fue el vehiculo mas adecuado para la liberacién de proteinas debido a
sus propiedades fisicoquimicas, que permiten su microinyecciéon en el cerebro en su
forma liquida, y su gelificacidon termorreversible una vez dentro del parénquima cerebral;
induciendo una inflamacion transitoria y localizada sin causar inflamacion crénica, ni
dafio a nivel histolégico y conductual, lo que lo hace un vehiculo biocompatible para la
liberacion de proteinas en el sistema nervioso central.

. La sema 3A-FC incluida en los HMC es liberada y mantiene su actividad

quimiotropica y quimiorepelente.
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ANEXOS

Soluciones

a. Howard’s Ringer (pH 7.2)

Reactivo Para 1L
NaCl 729
CaCl, 0.17 g
KCI 0.37 g

b. PBS 10X (pH 7.3)

Reactivo Para 1L
NaCl 80 g
KCI 29
Na,HPO4 11.5¢g
KH2PO4 1 g

c. PFA 4%
Reactivo Para 1L
Paraformaldehido 40 g
PBS 10X 100 mL
NaOH 5N 1T mL

d. Colagena (0.2 mg/mL)

Reactivo Para 1mL
Colagena tipo 1 (3 mg/mL) | 66 L
DMEM 934 uL
10XMEM 2 uL
NaOH 0.1N 2 uL

Medios de cultivo

a. Medio MV
Reactivo Para 50 mL
DMEM 25 mL
DMEM-F12 25 mL
Penicilina / Estreptomicina (10, 000 yg /mL) | 0.5 mL
Suplemento B-27 1 mL

Glucosa 1.5%

0.78 g
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b. Medio GRD

Reactivo Para 50 mL
DMEM-F12 25 mL
Opti-MEM 69 mL
Glutamina (200mM) 1 mL
Penicilina/ Estreptomicina (10, 000 pg/mL) | 1 mL

SFB inactivado 0.5 mL
Glucosa 1M 3.5mL
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