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Lineamientos Eticos y de Conducta

«Padecemos muchas dolencias, pero aspiramos a ser aquellos pueblos
que redimen su dolor con la decisién inalterable de usar sus potencias
en el logro de los grandes anhelos que iluminan la conciencia

y ponen la conducta al servicio de la justicia, la libertad y el bien»
(Vasconcelos, 1950).

Lo expuesto aqui es creacién del autor del presente Manifiesto motivado, en primer lugar, por la
necesidad absoluta y urgente de actuar bajo lineamientos Eticos y Estéticos. As{ mismo, quien escribe, fue
inspirado por el primer cédigo de ética que conocid, a saber: el del laboratorio de la asignatura de
Fisiologia IT a cargo de la Doctora Marfa Isabel Martinez Garcfa. Asi, pues, justifico a continuacién:

Existe un amplio margen de diferenciacién entre el Derecho, ejercido por el Estado y sus Instituciones
y la Etica, a saber: las sanciones de orden ptblico, de lo primero, y privado, de lo segundo. As{ mismo,
actuar bajo los principios legales de una institucién, por ejemplo, los Estatutos de nuestra Universidad o
las leyes todas que emanan de la Carta Magna es sumamente facil y estamos habituados a vivir bajo estas
normas juridicas; no ocurre lo mismo cuando hablamos acerca de los principios de la Moral. Queda claro
que, en este momento, no debo elucubrar, por el extenso espacio y esfuerzo que requeriria, sobre mis
contrariedades existenciales, ni tratar teorias que poco entiendo, mas me propuse abordar el asunto de
las necesidades morales del México del tiempo en que esto fue escrito: en que se ha puesto al frente al
hombre como individuo y no al hombre como colectividad y que, a la sazén, hubimos de adoptar al
capitalismo artero y al materialismo vulgar, acaso, por mera adaptacién, pues quien no lo hiciere
estarfa, ya, condenado. Los modelos aludidos, por proferir el bien material, privado e individual y el
consumismo voraz y aun al hombre le han calificado de objeto, han desechado de facto todos los
elementos de la alta conciencia y, en su lugar, han colocado al capital y a la soberbia. La crueldad y la
ignominia: fatalidad de los hombres de la historia reciente del mundo y malditos nosotros a fuer de
nuestra propia desgracia; que hubimos de rechazar las primicias del espiritu (que trataremos de
ensalzar aqui, con la bisqueda, o bien, en el retorno a la Estética) y poner al conducta al servicio de la
tiranfa. Entiendo, sin embargo, lo osado que significa implicarse en la soberania individual, mas, como
veremos, corresponde a todos los individuos rehacer la moral, rehacer la historia y rehacer a la sociedad
reforzando cada palabra con la norma que la ennoblece y con la accién que la consuma.

Propongo, entonces, un Utilitarismo Estético. Lo explico, primero, diremos que la Estética, por si
misma, tiene un ritmo compuesto, no por vibraciones estériles, sino por ondas que relacionan lo
material y lo espiritual, lo humano y lo constructo. Su métrica es el amor y su representacién fisica,
macroscépica, la belleza. La Estética, por tanto, tal y como la expongo ha de transfigurar la realidad,
hacerla bella, volverla sustancia, acaso, debe ser el motivo primero y el fin tltimo. De esta no diremos
que es una mera abstraccién estéril o desinterés totalitario en la accién, sino, una Realidad, en la que nos
movemos libremente y de la que somos enteramente participes, incluso, responsables. Estética como
proyeccidn de la imagen cruda, primero, y elevada, después, de nuestro presente. Lo dicho obliga a los



hombres responsables, conscientes y consecuentes de su realidad, de la realidad mexicana, a colaborar
en las tareas superiores de nuestra época. jMenesterosidad urgente, por implantar en las conciencias
todas el Ideal del Deber! El deber equivale a redimir dindmica y constantemente a la sociedad. El deber
exige hallar, primero, y, luego, conservar la justicia, la paz, la libertad y el progreso para todos. El deber,
pues, requiere abordar dos cuestiones fundamentales: la del patriotismo, que no puede existir sin
derroche de generoso esfuerzo y laboriosidad y la de la luz del alma que, con amor en el diario quehacer,
transmutard la realidad y alcanzara la gloria. Con esto afirmamos que el trabajo requiere de libertad,
que garantiza la accidn, y que la paz, necesita justicia, que viene de la sustitucién del encono en amor,
pues, solo el amor entiende y transforma en belleza.

As{ mismo, como cara de la misma moneda propongo actuar bajo lo que se ha logrado llamar la Moral
Utilitaria, no para aportarles algo a los terrenales modelos, sino para derruirlas desde su base, hacerla
funcionar. Bajo esta premisa diré que, tal moral, contendra a la Moral de Servicio y a la Moral de Funcion.
Veamos, la primera serd la que dicte el servicio a la nacidn; a su vez, servicio, serd todo aquel plasma:
material o constructo, que exceda al trabajo y que ha de compartirse. Con esto, en seguida se reconoce
que son indtiles quienes tienen la oportunidad de aportar algo y, por no hacer, son equivalentes a los
que destruyen; sefalara, por tanto, a aquel que sirve y al que estorba. Para no dar torcidas
interpretaciones por lo que sigue sobre el valor humano, he de aclarar que no sirven aquellos que
pueden transformar su entorno social y no revolucionan; ensefiar al que no sabe y no comparten la luz
propia a la conciencia oscura; hacer y no hacen; crear y derrumban. La segunda, la mas complicada, dira
si un sujeto dado, cumple o no con su Funcién Social, con el papel que le corresponde, no bajo el hado
irrevocable, como se calendarizaba antafio, sino el que se ha designado cada uno al elegir su realidad,
incluso aceptando irresponsablemente las envestiduras indeseadas. Aunque deberia quedar implicito,
pero deseando evitar vilezas, habré de afirmar que también es inmoral aquel que todo lo tiene, ofrece
migajas y se ufana de magnanimo. Segun lo dicho, un estudiante debera ‘estudiar’, pero no solo eso, sino
procurar descansar y alimentarse bien para rendir los periodos de exigencia como los exdmenes o las
exposiciones; deberd preparar temas, abordarlos; mejorar en sus métodos de estudio; deberd exigir al
profesor, en caso de que este no cumpla con su funcién de maestro, con su Funcién Moral. Si dicho
estudiante es un nifio, también deberd jugar, hacer deporte, leer, aprender alguna actividad artistica, en
fin, todas las actividades que promuevan el desarrollo integro de las capacidades del hombre, su
naturaleza entera. En el momento, pues, que algin integrante de la sociedad no cumpla con sus
Funciones Morales, al mismo ritmo que estas cesan, las injusticias creceran; dicho de otro modo: algin
tipo de las injusticias nacen cuando los sujetos dejan de cumplir con su funcién y, por eso mismo,
entorpecen las funciones del resto de los individuos. Digamos: si el Estado no da los recursos, no digo
suficientes, siquiera necesarios, para que cualquier escuela tenga condiciones éptimas, o bien, salarios
dignos para los Maestros, estos no podran cumplir con las exigencias que la nacién demanda y la nacién
exige que los nifios todos aprendan. Por ello, no parece descabellado afirmar que «una vez que el
maestro cumpla con su Funcién Moral, México empezara a civilizarse». El abandono politico nacional en
torno a la Educacidn, a la Ciencia y a la Libertad es un claro ejemplo de faltas a la Moral que propongo,
pues entorpece las funciones de todos los individuos que estan involucrados con los senderos referidos.

Como vemos, para cumplir con el Ideal del Deber, se proyecta una infinita variedad de posibilidades,
mas mi famélica capacidad me hizo apto apenas para proponer este mintisculo manifiesto con miras al
derroche de esfuerzo y generosidad en virtud de la apreciacién propia de la realidad en que me he



desarrollado. El fin, como he sefialado en verbo, es disminuir el oprobio histérico de la patria en que nos
ha tocado nacer, vivir o desarrollarnos; de convertir el interés individual al colectivo; el anhelo de
justicia y libertad; de proponer obras dtiles: pensar y obrar en belleza; actuar movido por el propio
esfuerzo, esfuerzo que pareciera que nace condenado al fracaso, y el amor a lo que se hace, esto, a través
de la Etica en la accién: lucha cuasieterna contra las vicisitudes temporales. —~Acttia con desinterés -afirma
la estética tradicional-, por lo mismo, propongo una Estética Util porque, en patrias como la nuestra, no
hacer es equivalente a destruir y es preciso el trabajo por el triunfo de la accién libre y de la locura
generosa.

Segun lo dicho, aunque el Cddigo de Conducta presente enmarca el comportamiento dentro del
Laboratorio de Neuroquimica durante la trayectoria de realizacién de tesis, servicio social o practicas
profesionales, el actuante deberd esforzarse por extrapolarlo a las situaciones todas que se presenten a
lo largo de su vida y legado. Por ello, se expide:

Primero: el portador de este cédigo debe concebir a la Etica como una Estética de la Conducta.

Segundo: el Cédigo de Conducta tiene la finalidad de crear o fortalecer una conducta ética,
responsable y tolerante en el actuante.

Tercero: los principios o valores que regiran al portador del Cédigo de Conducta, en orden alfabético,
son: autocritica, compasién, compromiso, critica, equidad, esfuerzo, estética, ética, honestidad, justicia,
mejora continua, patriotismo, pulcritud, respeto, responsabilidad, solidaridad y tolerancia.

Cuarto:

i. El tinico compromiso inherente al investigador no es mds que su encuentro desinteresado con la verdad;
por tanto, el alumno, no deberd cometer fraudes de naturaleza alguna y no modificard los datos
obtenidos. Toda vez que se modifique algiin dato en la bitdcora de experimentos, deberd escribirse
el dato correcto con el nombre y la firma de quien autorizé dicho cambio. De ser necesario, debera
escribirse una breve justificacidn. El tnico permitido para autorizar los cambios es el duefio de la
bitdcora. De no hacerlo, se estard faltando al presente Cédigo.

ii. Vivir bajo los principios morales es complicado, mas desarrollarlos o perfeccionarlos, impulsa el
desarrollo cabal de las capacidades del actuante y la transformacién de las realidades sociales. En este
sentido, el portador de este cddigo ha de tener, minimo, las siguientes funciones, a saber: de
estudiante, de aprendiz y, a largo plazo, de joven investigador. El portador debe cumplir con sus
funciones. Tales como: estudiar, aprender a aprender, investigar, ensefiar, preguntar, proponer,
participar en actividades de difusidn, asistir activamente a los seminarios, y lo que se trata en
adelante.

iil. En esta realidad, la verdad y la perfeccion son inalcanzables; sin embargo, el estudiante debera
esforzarse por estar, cada dfa, mas cerca de estos mejorando continuamente: pasando de lo eficiente a
lo eficaz, tanto en el desarrollo de las técnicas, el rendimiento de los reactivos utilizados y en los
métodos de estudio y trabajo.



iv. La critica solo es justificable cuando se basa en los mds nobles sentimientos de amor y compasién (o lo
que es lo mismo, de justicia, con que se auxilia a los demds, a fin, de que cumplan su funcién), asi como en el
deseo de superar aquello que se sefiala. Por esta razén deberan tolerarse las recomendaciones hechas
por los estudiantes y profesores; se asumiran las responsabilidades necesarias y se actuard con el fin
de mejorar lo indicado. También deberd tolerarse, si, en el transcurso de la mejora continua, existen
dudas; de hecho, se desea que existan muchas y puedan resolverse colectiva o individualmente.

V. El respeto y la dignidad subyacen la convivencia en entre individuos. Asi, el estudiante debera
reservarse de ocupar espacios en horarios apartados por otros estudiantes, a reserva de que exista
mutuo acuerdo. Deberd mantener su area de trabajo limpia y ordenada. Debera dejar el material
utilizado limpio y disponible para otros usuarios. Deberd acomodar el material seco que se
encuentre en el escurridor o estufa de secado. Deberd acomodar las toallas y jergas del cuarto de
lavado. Solicitar aserrin y agua cuando sea necesario. El alumno debe evitar tomar las cosas que no
son suyas ni moverlas de su lugar habitual sin previa autorizacién. No deberd entrometerse en los
experimentos de otros (“meter mano por creer que conoce un método mejor”); solo serd permitido
si el otro experimentador estd de acuerdo. Basados en el hecho de que todos aspiran a alcanzar la
perfeccién en su campo de estudio y todos tienen vastas limitaciones, bajo ninguna circunstancia
habrd comparaciones categdricas o clasistas entre los estudiantes, esto es: todos los estudiantes
tendran el mismo valor humano. De mas aplicables que contribuyan al desarrollo de las actividades
normales en el laboratorio.

Vi, Los sujetos experimentales, tal como las revoluciones sociales, son un mal necesario. Ambas acciones,
aunque deleznables, debido a los miles de millones de sacrificios, siempre que tengan un fin noble y
eterno favorecen al progreso de las naciones. Por esta razén, los sujetos de experimentacién no
tendran otra funcién mas que fungir como lo sefialado; no por mezquindad, pues la investigacién,
basada en principios como los que, quien escribe, propone; busca la verdad, asi como el desarrollo
de las patrias y de la humanidad y el mantenimiento de sus recursos. En este sentido: los sujetos
experimentales jamds deberdn ser tratados como mascotas, tampoco con crueldad o desprecio; por
ello deberan ser atendidos como sujetos con una de las funciones mds puras aun fundamentales en
el proceso investigativo y la obtencidn de datos. Estos no conocen los calendarios humanos, asf, si
existe una festividad humana que se traslape con el aseo o tratamiento del sujeto experimental,
deberd, en todo momento, dar prioridad a las necesidades del animal. Jamds deberan eludirse los
tratamientos y cuidados. Cada dia, antes de abandonar el vivario, el alumno debera dirigirse al
vivario y revisar, uno a uno, la cantidad de bebida y alimento que tengan; si alguno, sin importar si
es suyo o no, deberd servirles lo que necesiten (a reserva que el protocolo de investigacién lo
restrinja). Deberd evitarse hacer sufrir o estresar innecesariamente a estos sujetos. Aun, al
sacrificarlos, sus cuerpos deberdn ser tratados dignamente.

Irving Parra
Octubre 2017
Reformado: Diciembre 2018
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I. Prolegémenos

Inmunologia

La inmunologia es una rama de las ciencias bioldgicas que se ocupa del estudio del
conjunto de érganos, tejidos, células y moléculas que tienen como funcidn reconocer elementos
propios y ajenos a los organismos y defenderlos de infecciones, es decir, se encarga del estudio del
sistema inmune.

El sistema inmune provee de proteccién contra aquellos agentes quimicos, fisicos y
bioldgicos pertenecientes, o no, al organismo portador, mediante un par de acciones
intervincuadas: el reconocimiento y la reaccién. A partir de este punto, es posible caracterizar y, al
tiempo, clasificar al sistema inmune en sistema inmune innato y sistema inmune adquirido (o
adaptativo). Por un lado, de acuerdo a la antigiiedad de la aparicién en la evolucién de los
organismos vivos, se piensa que el segundo es mds reciente, debido a que, solo algunos
invertebrados y todos los vertebrados son portadores de este y, por el contrario, el sistema
inmune innato lo utilizan una variedad de organismos; de acuerdo a la sutileza de la capacidad del
reconocimiento, bien, puede ser tan fino —como el sistema adaptativo— que puede ser capaz de
reconocer patrones moleculares que pertenezcan a un organismo, o bien, tan tosco —como el
sistema innato— que, por detectar una estructura evolutivamente conservada entre organismos,
es capaz de reconocer a una amplia gama de los mismos. Segun esto, no es de extrafiar que el
sistema inmune innato sea portado por muchos mds organismos; que, sea funcional en las etapas
mds tempranas del desarrollo embrionario y que sea la primera linea de defensa; que reaccione
velozmente ante un primer enfrentamiento al dafio celular —segun la idea de las actividades
intervinculadas mencionadas arriba—. En este orden de ideas, se dice que el sistema inmune
adquirido tiene memoria, ya que, luego de un primer contacto con alguna estructura quimica,
aunque lenta en la accién, capacita al organismo para ‘recordar’ dicha disposicién molecular para,
luego, durante un duelo ulterior, reaccione mas rapida, intensa y eficazmente que en el primer
caso. La inmunidad, pues, tal y como la hemos venido tratando, es el estado de proteccién contra
un el dafio celular.

La intencidn de ofrecer este tan diminuto panorama es la de distinguir que en la literatura
existe esta clasificacién, sin embargo, el trabajo conjunto de ambos brazos del sistema inmune
contribuye a mantener la homeostasis de los organismos que los portan, asi mismo, inicamente,

se detallard al sistema inmune innato que es el que tiene més estreches con el presente trabajo.



El sistema inmune innato

Como ya se dijo previamente, la participacién de la respuesta inmune es critica para el
mantenimiento de la homeostasis del organismo, ademas, es la primera linea de defensa frente a
agentes que causan dafio celular. El ala innata del sistema inmune consta de tres componentes: el
fisico, el celular y el humoral. El primero mecanismo de evasién patoldgica es la obstaculizacién
del avance de los agentes nocivos. La piel constituye una barrera fisica formada por
queratinocitos, mas si las verjas epiteliales externas del organismo son superadas, al interior del
organismo existen mecanismos especializados para afrontar al dafio celular, a saber: epitelios,
membranas mucosas —principalmente en los sistemas digestivo, respiratorio y nervioso central—
y células especializadas que son capaces de producir sustancias —como glicolipidos, acidos,
enzimas bactericidas, etc.— que limitan el crecimiento y reproduccién de los agentes que generan
el dafio para, ulteriormente, eliminarlos (Kindt et al., 2007a; Abbas et al., 2015). Segtin lo dicho, mds
tarde en el tiempo o simultdneamente a la evasidn de las barreras, se puede activar la respuesta
inmune innata celular que consiste en un par de reacciones: la inflamacion y la defensa antivirica

(Kindt et al., 2007a; Abbas et al., 2015; Huber-Lang et al., 2018).

La inflamacién, por tanto, es una respuesta bioldgica compleja que hace frente a dafios
celulares causados por agentes quimicos, fisicos o bioldgicos. En este proceso se ven involucradas
diferentes proteinas solubles y ancladas a las células de la respuesta inmune innata y células del
microambiente celular en el que se han desarrollado los procesos de dafio. La activacién de la
inflamacién lleva a modificaciones del microambiente tisular; por ejemplo, modificaciones en la
expresién genética de células que son reprimidas en un estado fisioldgico, pero que se exacerban
en un estado patoldgico, asi como durante la diferenciacién celular y el reclutamiento de células
inmunitarias periféricas. Si bien, una respuesta organizada y llevada a cabo de forma sincronizada
facilitard la reparacidn, adaptacién y sobrevivencia de los tejidos danados; el mantenimiento
prolongado de la respuesta inflamatoria puede ser téxico para las células involucradas (Kindt et
al., 2007b; Abbas et al., 2015; Headland & Norling, 2015; Sochocka et al., 2017; Huber-Lang et al.,
2018). Siguiendo esta misma linea de pensamiento, las células inmunitarias que se desempefian
como la primera linea de defensa del sistema inmune innato y que, consecuentemente, producen
sefiales de auxilio y reclutamiento son los macréfagos tisulares especializados. En este sentido,

para adentrase al estudio de la respuesta celular del sistema inmune innato es conveniente hablar



sobre la ontogenia de los macréfagos y, con ello, determinar su versatilidad en cuanto a la funcién

que desempefian y la diferenciacidn celular de la que son caracteristicos.

Monocitos y macréfagos

Ontogenia

El desarrollo, migracién, diferenciacién, capacitacién y comportamiento de los
macréfagos/monocitos —y del resto de las células— estd determinado por el microambiente
celular, o bien, por el nicho en el que se lleva a cabo algtin evento tisular. Esto implica que un
conjunto de células, un sitio anatémico especifico, factores proteicos y condiciones de potencial
quimico, temperatura y tensién oxigénica, sean expuestos de manera sincronizada con tal de que
se lleve a cabo una interaccién precisa de los componentes celulares todos (Wang & Wagers,
2011).

Durante el desarrollo embrionario de roedores se producen (Figura 1), al menos, tres fases
—temporalmente traslapadas— de surgimiento hematopoyético. La primera —denominada:
hematopoyesis primitiva— comienza, durante el dia embrionario nimero 7 (E7; en humanos,
alrededor de 3 semanas posfertilizacién [3wpc, del inglés: weeks post-conception]), en la placa
posterior del mesodermo: en las islas sanguineas del saco vitelino, en dénde surgen células
identificadas como RUNX1"; y en E7.5 comienzan a surgir los progenitores eritromieloides (EMP,
del inglés: erythromyeloid precursors). Estos progenitores se diferencian en células eritroides
nucleadas y macréfragos denominados derivados del saco vitelino (YS, del inglés: yolk sac), que
originan el estadio Al, que ya expresan el grupo denominativo 45 (CD45, del inglés: cluster
designation), pero no marcadores mieloides; més adelante en el tiempo, se originan células en el
estadio A2, que, entre otras proteinas empiezan a producir las metaloproteasas MPP8 y MPP9, lo
cual, estd intimamente relacionado con la migracién de estas células, por ello, se piensa que estos
macréfagos son aquellos que pueblan todos los tejidos del organismo. La segunda fase
hematopoyética —llamada: transitoria definitiva— iniciada hacia E8.25, comienza en el endotelio
hemogénico del YS que genera EMP secundarios. Estas, a diferencia de las EMP primarias, sf
dependen del factor MYB, lo que implicaria que tiene capacidades de diferenciacién o de funcién
distintas a las generadas en la hematopoyesis primitiva, por otro lado, bien, unas células generan
macréfagos del YS, que se pueden distribuir por el organismo, o bien, durante E9, pueden migrar
al higado fetal (FL, del inglés: liver fetal) en donde se establecen y aumentan la expresién del
receptor al factor estimulante de colonia 1 (CSF1R, del inglés: colony stimulating factor 1 receptor) y

hacia E10.5 se convierten en progenitores mieloides. En E12.5, los progenitores mieloides se



diferencian en monocitos del FL: F4/80°CD11b" y tienen una alta capacidad proliferativa. En E14.5,
una gran cantidad de monocitos del FL migran hacia todos los tejidos excepto al cerebro, en
donde, hacia el E13.5, la barrera hematoencefélica (BBB, del inglés: blood-brain barrier) comienza a
formarse, esto es: los monocitos del FL se convierten en macréfagos tisulares, y se mezclan entre
los macréfagos derivados del YS al punto que es imposible distinguirlas en la etapa adulta. Al
mismo tiempo, durante E8.5, inicia la tercera fase hematopoyética —designada como:
hematopoyesis definitiva—. En esta, se generan células madre hematopoyéticas inmaduras (HSC, del
inglés: haematopoietic stem cells) del endotelio hemogénico en la regién esplenopleural parahortica
y en E10.5 (en humanos 4wpc), de dichas zonas, se forman las regiones: aorta, génadas y
mesonefros (AGM, del inglés: aorta-gonad-mesonephros), las cuales, durante E11-E12 (en humanos
5wpc), bien, se unen a la produccién de monocitos del FL y placenta, o bien, generan HSC
maduras. Una propuesta alterna sobre el origen de los macréfagos y monocitos, refiere que
Unicamente, los descendientes de los EMP y macréfagos del YS, pueblan los tejidos del organismo
y no los macréfagos del FL (Wang & Wagers, 2011; Epelman et al., 2014; Prinz & Priller, 2014; Li &
Barres, 2017; Prinz et al., 2017). La hematopoyesis, ulteriormente, se desplaza al bazo hacia E14 y
luego en direccién a la médula ésea durante E18 (en humanos 12wpc). En humanos, al nacer, los
huesos largos, soportan la gran mayoria de la formacién de células heméticas y la hematopoyesis
extramedular multilinea es insignificante, excepto en casos de patologfa. Por el contrario, en
ratones, la hematopoyesis esplénica persiste durante varias semanas después de nacidos.
Finalmente, en los peces, el rifidén es el sitio predominante de la hematopoyesis en la vida adulta

(Wang & Wagers, 2011).
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Polarizacidn: el fenotipo y la funcién de los macréfagos

Los macréfagos forman parte del sistema fagocito-mononuclear, a este grupo pertenece la
amplisima variedad de macréfagos tisulares especializados —los osteoclastos (en los huesos), los
macréfagos alveolares (en pulmones), los histiocitos (en tejido conectivo intersticial), las células
de Kupffer (en el higado), la microglia (en el parénquima cerebral), los macréfagos perivasculares
(en la periferia del endotelio) etc.— provenientes del proceso embrionario descrito en el apartado
anterior, los monocitos circundantes en la sangre y las células dendriticas. Los macréfagos
contribuyen al desarrollo, al mantenimiento de la homeostasis y a la reparacién del dafio —si es
que el érgano ha sido enfrentado a algiin agente nocivo— mediante la fagocitosis; la endocitosis;
la produccién y secrecién de particulas reclutadoras (quimiocinas), activadoras de otras células
(citocinas), de adhesién celular (ICAM), tréficas y de destruccién microbiana; en ese sentido, los
monocitos mantienen el mismo dinamismo mencionado y la alta capacidad de diferenciacién, ya
que, pueden ser reclutados desde los sitios hematopoyéticos definitivos, conforme sean
requeridos. Segun esto, puede asumirse la enorme capacidad adaptativa y funcional de estas

células.



Los macréfagos, desde su origen hasta la etapa adulta, representan un espectro de
poblaciones inmunofenotipicamente distintas, que varfan la forma del citoesqueleto, la expresién
génica y, con ello, la produccién de proteinas solubles y ancladas a la membrana, segun el
microambiente en el que se encuentren y el estado fisioldgico que este represente —de salud o
enfermedad—. Sin embargo, debido a que, multiples proteinas que son expresadas en las
membranas de los macréfagos se traslapan entre los distintos estados de activacidn, se han
formulado diversos mapeos genéticos y proteicos posteriores a la estimulacién con
microorganismos, fracciones de estos, citocinas, factores de crecimiento, glucocorticoides,
interferones, en fin, todos aquellos moduladores de los macréfagos y, segun su reaccién, se han
clasificado de distintas maneras. En la literatura, se encuentran, por lo menos, cuatro formas de
nombrar a la polarizacién o activacién de los macréfagos, a saber: activacién clésica o alternativa;
macréfagos reguladores; macréfagos asociados a tumores (TAM); macréfagos en estado M1 o M2;
macréfago —derivado de la nomenclatura anterior— M1, M2a, M2b, M2c o M3; macréfagos
derivados de CSF-1 o macréfagos derivados del factor estimulante de colonia granulocito
macréfago (GM-CSF del inglés: granulocyte macrophage colony-stimulating factor) y macréfagos segin
el escenario de estimulo: uso del activador macrofagico, marcadores de membrana y marcadores
genéticos expresados y no expresados, v. g., M(IL-10), M(LPS), ex vivo M(LPS)iNOS'CD68'IL-10"
(Mantovani et al., 2004; Martinez & Gordon, 2014; Murray et al., 2014). Las nomenclaturas ofrecidas
intentan responder netamente a la caracterizacién, es decir: a la forma, a la funcién y a la
participacién de los macréfagos en una situacién especifica, lo cual, implica per se un esfuerzo
inmenso por describir a un espectro de amplias posibilidades, empero, este contexto
microambiental estd intimamente ligado a dos funciones: la promocion de la respuesta
inflamatoria o la supresién de la respuesta inflamatoria (acciones proinflamatorias o
antiinflamatorias, respectivamente). Los macréfagos que fueron definidos como activados
clasicamente, M1 y las formas adoptadas mediante la estimulacién de macréfagos en estado basal
como: interferén-y (INF-y), factor de necrosis tumoral (TNF, del inglés: tumor necrosis factor),
interleucina-1B (IL-1B), ligantes de los receptores tipo toll (TLR, del inglés: toll like receptor),
GM-CSF, etc., estdn relacionadas con la defensa del hospedero ante una gran variedad de
bacterias, protozoos y virus, en general, son células que promueven la activacidn de la respuesta
inflamatoria. Por su parte, aquellos macréfagos que fueron determinados como macréfagos
activados alternativamente, M2, M2a, M2b, M2c, TAM, las células estimuladas con IL-4, IL-13,

IL-10, CSF-1, etc. cuentan con propiedades supresoras de la inflamacién y de reparacién del dafo



(Gordon, 2003; Mantovani et al., 2004; Gordon & Taylor, 2005; Murray & Wynn, 2011; Martinez &
Gordon, 2014).

A pesar de la clasificacién previa, es sumamente importante comprender que la
nomenclatura mostrada aqui y retomada por muchos investigadores surgié de estudios in vitro en
condiciones en las que el investigador puede controlar los escenarios de reaccién y respuesta —las
citocinas a estudiar, el conjunto celular y las respuestas ejercidas por el mismo sistema— y, de
este modo, puede definirse el estado de polarizacién de los macréfagos. En ese sentido, in vivo, el
estudio es mucho mds complejo debido a la vasta variedad, no solo de proteinas en el evento fisio
o patolégico, sino de las células que las producen y, durante el dafio tisular, in vivo, coexiste una
poblacién heterogénea de células del parénquima, asi como células del sistema inmune innato y
adaptativo, en estado activado, o no, y que, los macréfagos, no necesariamente estan polarizadas
en un solo estado, sino que, més bien, por su dinamismo, cambian respecto al tiempo y adquieren
perfiles basados en los estimulos microambientales. La Figura 2 muestra un panorama general

acerca de lo descrito aqui.
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Activacién y resolucién de la respuesta inmune innata

El trauma provoca una serie de respuestas inmunitarias innatas rapidas en un intento por
limpiar los tejidos dafiados y esto es secundado por la activacién de mecanismos de reparacion,
con el objetivo final de restaurar las células y los tejidos a su estado previo a la lesidn. Las lesiones
graves se pueden asociar a la presencia no propia de patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMP, del inglés: pathogen-associated molecular pattern) provenientes de agentes infecciosos
(bacterias, virus y hongos), asi como de la liberacién de patrones moleculares asociados a dafio
(DAMP, del inglés: damage-associated molecular patterns) propios, tales como ATP, HMGB-1, histonas,
ADN mitocondrial, etc. Las sefiales de peligro molecular sefialadas anteriormente pueden
detectarse mediante vias inflamatorias en fase fluida (humoral) que contienen proteinas o lipidos
y participan en la llamada primera linea de defensa. Esta primera respuesta estd regulada por
compuestos de la cascada de coagulacién y complemento, y se activa rdpidamente después del
trauma, reforzando la activacién en medios 4cidos, esto es: hipdxicos. Tanto directamente como a
través de dichos sistemas activados, los DAMP y los PAMP, pueden transmitir sus sefales a los
leucocitos a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRR, del inglés:
pattern-recognition receptors) como los TLR, los receptores tipo NOD (NLR, del inglés: NOD
like-receptor), los receptores similares a la lectina del tipo C (CLR, del inglés: C-type lectin receptors),
los receptores tipo RIG (RLR, del inglés: RIG-I-like receptor), los receptores purinérgicos, los
receptores complementarios (Figura 2), etc. En general, la accién celular da como resultado
efectos protectores: inflamatorios y antiinflamatorios que, en gran medida, son mediados por la
quimiotaxis dirigida, la liberacién de citoquinas como: IL-6, IL-8, IL-1Ra e IL-10, la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés: reactive oxygen species) y nitrégeno (RNS, del inglés:
reactive nitrogen species), la fagocitosis, la formacién de trampas extracelulares de neutréfilos y la
destruccién de los agentes nocivos. La liberacién de vesiculas de los leucocitos también puede
mejorar la adhesién de los leucocitos y la inflamacién sistémica y promover la activacién del
sistema de coagulacién como una estrategia para contener la hemorragia. Es relevante mencionar
que la respuesta inflamatoria sistémica comprende no solo multiples caracteristicas activadoras
del sistema inmunoldgico, sino también caracteristicas supresoras. Esta respuesta inflamatoria
sistémica equilibrada estd disefiada para eliminar el peligro molecular y reparar el tejido
mediante la reprogramacién de macréfagos —como hemos tratado, en los espectros celulares M1

y M2—. Es necesario mencionar que la intensidad de la lesién inicial es fundamental para



determinar si la inflamacién se resolvera se desregulard (Headland & Norling, 2015; Huber-Lang et

al., 2018).

La respuesta inmune innata en el sistema nervioso central

La mayoria de los animales cuentan con un sistema nervioso que recibe las sefiales del
medio y las traduce a sefiales eléctricas y quimicas con el fin de responder a un estimulo externo.
El sistema nervioso no estd formado tGnicamente por neuronas, sino por una poblacién celular
diversa. En este conjunto de células se encuentran la macroglia —que tiene un origen embrionario
comun al neuronal— y la microglia —que procede del mesodermo—.

Durante mucho tiempo se pensd que el sistema nervioso central (SNC) era un sistema
inmunoldgicamente privilegiado debido a que la BBB impide la extravasacién de los componentes
sanguineos al SNC, ademads, se crefa que las células distintas a las neuronas, eran células con
escasa participacién en el mantenimiento de la homeostasis (Heneka et al., 2014; Becher et al.,
2017; Li & Barres, 2017). Esta concepcién ha cambiado con los avances cientificos del tltimo siglo.
Actualmente es bien sabido que multiples células del SNC expresan receptores con patrones de
reconocimiento tales como los asociados patégenos y los asociados a dafio los cuales participan en
la sefalizacién del proceso inflamatorio.

Se definié previamente a la inflamacién como una de las respuestas del sistema inmune
innato que hace frente a agentes nocivos gracias al auxilio de componentes diversos. En esta linea
de pensamiento, la neuroinflamacién, hace referencia al desarrollo de un proceso inflamatorio,
propiamente dicho, localizado en SNC en la que estdn implicadas células neurogliales y
microgliales. La principal célula implicada en la respuesta del sistema inmune innato es la

microglia (Headland & Norling, 2015; Sochocka et al., 2017).

La microglia

Del Rio Hortega describid por primera vez a las células microgliales que forman parte de
la respuesta inmune innata en el SNC (Figura 3). De forma general, postulé las siguientes
caracteristicas: (1) la microglia entra al cerebro durante el desarrollo temprano, (2) tiene una
morfologia ameboide y es de origen mesodérmico; (3) utiliza los vasos sanguineos y linfaticos
como guia para la migracidén y entra a todas las regiones del cerebro, (4) se transforman en un
fenotipo morfoldgicamente ramificado en el cerebro maduro, (5) y ahi se encuentra dispersa en

todo el SNC, por lo que, (6) cada célula parece ocupar un territorio definido, sin embargo, (7)



después de un evento patoldgico, estas células experimentan una transformacién (8) adquiriendo
una morfologia ameboidea similar a la observada durante su desarrollo temprano. Ademds, (9)
estas células tienen la capacidad de migrar, proliferar y fagocitar (Rio-Hortega, 1921; Kettenmann
etal., 2011).

La microglia constituye del 5—20% de las células gliales en roedores. Pertenece al grupo
de células fagociticas-mononucleares y, por tanto, a los macréfagos residentes del SNC, de hecho,
es el Gnico macréfago residente que estd en contacto con el parénquima cerebral, asi mismo,
expresan marcadores especificos, como: CD116, CD11b y CSF-1. Esto es, son las células del sistema
inmune innato del SNC. Ademds, y, como lo postulé Del Rio Hortega, estd distribuida

homogéneamente a través de todo el SNC (Kettenmann et al., 2013; Li & Barres, 2017).

Flguwra 3. Pio del Rio-Hortega [1882-1945). Del Rio-Hortega describid por primera wer la morfologia y las funciones de
la microglia. ADDIN EN.CITE ADDIM EM.CITE.DATA [Rio-Hortega, 1921; Kettenmann et o, 2011; Kettenmann et al..
2013),

La polarizacién microglial

La microglia es una célula versatil y altamente especializada; puede modificar el
citoesqueleto con el fin de adaptarse a una situacién presentada. Como ocurre con todas las
células del organismo, la morfologia estd ligada directamente a la funcién que desempefian, por lo
que se han identificado algunas formas y, con ello, funciones distintas para cada una
(Torres-Platas et al., 2014; Lee et al., 2018). Por un lado, ya es bien sabido que la microglia no es una
célula inmune quiescente que solo entra en accién cuando existe el estrés celular; en este sentido,
aunque se dice que la microglia estd en reposo, realmente estd supervisando dindmicamente el
parénquima cerebral. El estadio fisioldgico microglial es denominado en reposo o M0. Su forma es

altamente ramificada, sus procesos se contraen y alargan equivalentemente (Figura 4). Tiene un



cuerpo celular, mds bien, pequefio. Participa en procesos fundamentales en el desarrollo y
homeostasis del SNC fetal y adulto sano. Cumple un papel importante en el control de
proliferacién y diferenciacién neuronal, en la formacién o poda (eliminacién) de conexiones
sindpticas y en la remodelacién neuronal mediante la remocién de neuronas apoptdticas. Ademas,
como se menciond arriba, sus procesos estdn en movimiento, por lo que, monitorean

constantemente el largo y ancho del SNC (Nimmerjahn et al., 2005; Prinz & Priller, 2014).
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Por otro lado, la activacién microglial involucra cambios fenotipicos y genotipicos. La
microglia activada cldsicamente (M1), en contraste con la microglia en reposo, se caracteriza por
los cambios en la membrana plasmética, un incremento en la capacidad de adherirse a sustratos
inertes, fagocitica y pinocitica y, por tanto, por un alto nimero de fagolisosomas y vesiculas
endociticas. As{ como, activacién del complejo inflamosoma, la produccién de citocinas
proinflamatorias, especies reactivas de oxigeno y especies reactivas de nitrégeno, producto del
estallido respiratorio, y factor de necrosis tumoral, que es un potente estimulador
proinflamatorio de la mayoria de las células inmunes. La microglia activada alternativamente
(M2), por su lado, muestra propiedades antiinflamatorias: inhibe la produccién de interferén-y,
antagoniza las respuestas de este (incluida la activacién de M1) y es inducida por diferentes
mediadores. Tiene capacidad fagocitica incrementada y produce factores de crecimiento como el

factor de crecimiento transformante (TGF, del inglés: transformant growth factor), asi como,

interleucinas antiinflamatorias como la IL-10 y pueden promover la reparacién celular, tiene la



capacidad de modular la apoptosis, de retirar células apoptéticas y regenerar los tejidos. Existen
diferentes estados de M2 que pueden ser identificados por marcadores exclusivos de estos
inmunofenotipos, sin embargo, no serdn detallados en este escrito (Dutta et al., 2008; Saijo & Glass,
2011; Gordon et al., 2014; Martinez & Gordon, 2014; Walker & Lue, 2015; Orihuela et al., 2016; Joers
etal., 2017).

El metabolismo de las células cerebrales

El cerebro constituye el ~2% del peso de una persona. Aun cuando un sujeto estd en
reposo, el cerebro consume el 25% de la energia del cuerpo. Las células del cerebro —como las del
resto de los organismos vivos—, para mantener el estado fisioldgico, esto es: la generacién y
restauracién del gradiente de membranas; el reciclaje de neurotransmisores; la sefializacién
intracelular; el transporte dendritico y axonal; la motilidad celular (en reposo y de
desplazamiento); la activacién de la inflamacién y la produccién de mielina, en fin, todos los
procesos que son traducidos en la generacién de un esfuerzo y, por tanto, en la ejecuciéon de
trabajo, requieren generar energia y esta, a su vez, es obtenida de los nutrientes que provee el
microambiente y las capacidades celulares (Beltran et al., 2012).

La glucosa constituye la fuente metabdlica obligatoria para las células cerebrales (Dienel,
2019); se oxida casi por completo a través de la glucélisis aerobia y el ciclo tricarboxilico (TCA, del
inglés: tricarboxylic acid) asociado con la fosforilacién oxidativa (OxPhos, del inglés: oxidative
phosphorylation), o bien, a través de la via de las pentosas fosfato (PPP, del inglés: pentose phosphate
pathway), es decir: ademds de ser una fuente rica de energfa potencial, también lo es de
precursores de intermediarios metabdlicos y estructurales. As{ mismo, en el cerebro,
especificamente en las células astrocitarias (Brown & Ransom, 2007) la glucosa puede almacenarse
en su forma polimérica: el glucdgeno. Sin embargo, en situaciones particulares, el cerebro puede
utilizar otros sustratos distintos de la glucosa como el hidroxibutirato, el acetoacetato y la
acetona —que son cuerpos ceténicos producidos en el higado a partir del acetil-CoA— vy,
especialmente los oligodendrocitos estdn especializados para en el uso de lipidos para la
formacién de mielina. Por otro lado, se ha propuesto que gran parte de la energia generada por
las neuronas proviene de la conversién de glucosa en lactato que es proveido, principalmente, en
periodos de demanda energética, por las células astrogliales y microgliales (Figura 5) (Beltran et

al., 2012; Orihuela et al., 2016; Borst et al., 2018).
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metabdlicos y el desplazamiento celular; procesos que, de hecho, son acelerados respecto al
estado basal—. Asi mismo, se ha demostrado que el 4cido ascdrbico tiene un papel crucial en la
modulacién de la glucdlisis y la gluconeogénesis, asi como en la limitacién de las ROS y la
regulacién del proceso inflamatorio, al mismo tiempo, el 4cido ascérbico intracelular es capaz de
estimular el transporte de lactato hacia las neuronas (Castro et al., 2009).

La mayoria de los datos publicados sobre los requerimientos energéticos del espectro de
activacién inflamatoria se ha generado en células inmunes periféricas y solo unos pocos estudios
examinan a la microglia (Orihuela et al., 2016; Caputa et al., 2019). Se ha afirmado que existe una
reprogramacién metabdlica que estd ligada la a regulacién de la respuesta inflamatoria. Esta
reprogramacion metabdlica refleja la respuesta de los macréfagos a los cambios en su entorno, y
es fundamental para apoyar los distintos requisitos funcionales de los macréfagos activados.

Como lo hacen los macréfagos, es probable que la microglia en el estado de vigilancia
dependa del metabolismo de la fosforilacién oxidativa, esto es: en condiciones normales de
oxigeno, la glucosa se convierte en piruvato a través de la glucdlisis, entrando en el TCA para
producir ATP a través de la OxPhos. Asimismo, se ha mostrado tanto en macréfagos de la periferia
como en células microgliales in vitro, que, la estimulacidén con LPS, es decir, la induccidn del perfil
proinflamatorio, causa que los macréfagos cambien su actividad metabdlica de la OxPhos. El
aumento de la glucdlisis permite desencadenar rapidamente la actividad microbicida y permite
que las células sobrevivan en un ambiente hipdxico. Ademas, aumenta la demanda de glucosa del
medio y la produccién de lactato, la activacién de la PPP y la disminucién del consumo de oxigeno
mitocondrial. La activacién de los macréfagos también depende de la produccién de NO que, a
través del metabolismo de la arginina, puede inhibir reversiblemente la cadena transportadora de
electrones y con ello desviar la fosforilacién oxidativa a la glucdlisis anaerobia. Ademds, se ha
propuesto que la que la disminucién de é4cido ascérbico del medio extracelular causa la
internalizacién de los receptores SVCT2 y esto, a su vez, en el desencadenamiento de las vias de
activacién proinflamatoria.

En comparacién con lo dicho, la estimulacién con IL-4 causa que los macréfagos y las
células microgliales reduzcan el consumo de glucosa y la produccién de lactato. En ese sentido,
contrariamente a los inducidos con LPS, los macréfagos asociados al perfil M2, utilizan la
oxidacién de FA y la OxPhos para la produccidn de energia; muestran un alto consumo de oxigeno
mitocondrial y una gran capacidad respiratoria de reserva. Se sugiere que este cambio estd
asociado con las acciones fagociticas de las células y la reduccién en la necesidad de reacciones

anabdlicas, as{ como con las funciones a largo plazo como la reparacién de tejidos y la curacién de



heridas. El perfil sesgado a lo antiinflamatorio y reparativo promueve la proliferacién celular, la
reparacién y remodelacidn de tejidos a través de la sintesis de poliaminas y coldgeno. Esto sugiere
que el destino metabdlico de la arginina estd intrinsecamente relacionado con la activacién de
macréfagos, con vias divergentes que compiten para producir NO a través de iNOS en M(LPS), o
para producir prolina y poliaminas a través de arg-1 en M (IL-4). Ademds, este estado metabdlico
contribuye a realizar la fagocitosis al regular las demandas de energia y la fluidez de la

membrana.

II. Introduccién

La Enfermedad de Parkinson

La Enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada
por alteraciones de tipo motor y de tipo no motor, como: bradicinesia, dificultad para iniciar la
marcha, rigidez muscular, temblor en reposo; asi como ansiedad, depresion y alteraciones
cognitivas, respectivamente. Esta, es consecuencia de la degeneracién progresiva de las neuronas
dopaminérgicas (DAérgicas) de la Sustancia Nigra pars compacta (SNpc) (Duty & Jenner, 2011;
Segura-Aguilar et al., 2014) que lleva, consecuentemente, a la disminucién de dopamina (DA) en el
espacio intersindptico de la via nigro-estriatal. Se estima que la EP se presenta entre el 0.3 y 2% de

la poblacién mayor de 60 afios (Salama et al., 2015). En 2015, el 10.4% de la poblacién mexicana



(127.017 millones) estaba dentro del rango de edad (UN, 2017), por lo que, la recurrencia
aproximada de personas con EP en México seria entre 39,629 y 132,097. Ademads reportes de la
Secretaria de Salud en México reportan que podrian presentarse 44 casos nuevos por cada 100 mil
habitantes (SSA, 2002; 2010).

Los mecanismos moleculares que conciernen a la génesis o a la progresiéon de la EP
contintian siendo desconocidos; sin embargo, el estrés oxidativo y el nitrosativo; la disfuncién
mitocondrial y proteosomal; la agregacién proteica; la neuroinflamacién y otros procesos
bioquimicos y neuroanatémicos han sido postulados como los principales factores involucrados
en esta enfermedad neurodegenerativa (Stern et al., 2000; Pintado et al., 2011; Hoban et al., 2013;

Figueiredo-Pereira et al., 2016).

Los modelos experimentales en animales para estudiar la EP

Durante décadas, los investigadores han usado los modelos experimentales para estudiar
y comprender la vida, la conducta, la salud y la enfermedad. Un modelo ideal para estudiar la falta
del estado de salud deberia reproducir las caracteristicas patoldgicas y clinicas que presentan los
pacientes, involucrar a las conexiones neuronales pertinentes y los sintomas motores y no
motores. Ademas, deberian reflejar el inicio y la naturaleza progresiva o abrupta de degeneracidn,
asi como, la activacién de las respuestas inmune, la disfuncién de organelos y todos aquellos
patrones de tal o cual enfermedad. Sin embargo, ninguno de los modelos actuales muestra todas
estas caracteristicas sino, mas bien, solo un grupo de ellas. A pesar de estas bastas limitaciones, los
modelos animales han contribuido significativamente a la comprensién actual de los procesos de
enfermedad y las posibles dianas terapéuticas en todas las enfermedades. El objetivo primordial
de los modelos experimentales —como se deduce— es el de reproducir los cambios
fisiopatoldgicos y conductuales de la enfermedad humana —generalmente roedores y primates no
humanos— mediante el uso de agentes farmacoldgicos (neurotéxicos) —naturales o sintéticos— o
la modificacidn de secuencias genéticas conocidas que induzcan la pérdida de funcién fisiolégica

(Tieu, 2011; Blandini & Armentero, 2012; Phillips & Roth, 2019).

En el campo que concierne a este trabajo, los modelos téxicos representan los modelos
experimentales mds antiguos y, por tanto, los més utilizados. Estas toxinas pueden administrarse
sistémica o localmente, dependiendo del tipo de agente utilizado, la especie involucrada y las
respuestas a inducir. Los modelos mds ampliamente usados entre la comunidad cientifica han

sido, en  primer lugar, el de la  6-hidroxidopamina  (6-OHDA) 'y el



1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina y su metabolito (MPTP/MPP"), que estdn relacionados
con la inhibicién de los complejos mitocondriales, produccién de especies reactivas de ROS y RNS,
asi como, con las consecuencias que estos producen como la activacién glial, la lipoperoxidacién y
la nitracién proteica, entre otros (Singer & Ramsay, 1990; Deumens et al., 2002; Dutta et al., 2008;
Duty & Jenner, 2011). La rotenona es otro modelo que ha sido empleado para la mimetizacién de
los efectos conductuales y bioquimicos hallados en la EP, uno de los mds atractivos es la
agregacion proteica, especialmente la de la a-sinucleina, que es el principal componente de los
cuerpos de Lewy, encontrados en las neuronas DAérgicas de la SNpc de los cerebros de pacientes
que tuvieron esta enfermedad (Duty & Jenner, 2011). En el mismo sentido, la neuroinflamacién se
caracteriza por la activacién de las células gliales del cerebro, principalmente microglia y
astrocitos que liberan diversos factores solubles, ROS y NRS y citocinas. La mayorfa de estos
factores provienen de la microglia, son proinflamatorios, neurotdxicos y perjudiciales para las
neuronas DAérgicas vulnerables al dafio oxidativo. Por ello, la utilizacién de endotoxinas
bacterianas para el estudio de la EP (Stern et al., 2000; Hunter et al., 2007a; Hunter et al., 2007b;
Hunter et al., 2008; Choi et al., 2009; Hunter et al., 2009; Choi et al., 2010; Hunter et al., 2017) ha
dejado importantes bases en el modelamiento o caracterizacién de la neurodegeneracién de la via
nigroestriatal. Como prueba de esto, la endotoxina bacteriana, lipopolisacdrido (LPS), ha sido el
activador glial mds ampliamente utilizado para la induccién de la neurodegeneracién de las

neuronas DAérgicas (Dutta et al., 2008; Liu & Bing, 2011; Tufekci et al., 2011).

El modelo Parkinsoniano inducido con 6-OHDA

La 6-hidroxidopamina

La 6-OHDA es un analogo hidroxilado de la DA. Este neurotdxico fue aislado por Senoh en
1959 (citado por Duty & Jenner, 2011) y sus efectos bioldgicos fueron demostrados hasta 1963 en el
sistema nervioso auténomo del corazén. Sin embargo, debido a que la 6-OHDA es incapaz de
cruzar la BBB, los investigadores de la época debieron encontrar un método para hacerla llegar
hasta el cerebro. Fue entonces cuando Ungerstedt, en 1968 (ibidem), administré
intraventricularmente la 6-OHDA mostrando, de este modo, la degeneracién catecolaminérgica.
Posteriormente, fueron generdndose diferentes modelos de lesién, especialmente, en modelos
experimentales para la EP.

El andlogo hidroxilado de la DA se administra, con mayor frecuencia en la SNpc, en el haz

ascendente del cerebro medio (MFB, del inglés: medial forebrain bundle) o en el cuerpo estriado.



Cuando la 6-OHDA se inyecta en la SNpc, produce una lesién completa —aproximadamente del
99%— y rapida —de 2 a 3 difas posteriores a la inyeccién y 12 horas previas a la pérdida de las
terminales nerviosas; el agotamiento de dopamina estriatal en 2 a 3 dias— (Jeon et al., 1995; Blum
et al, 2001; Tieu, 2011; Francardo, 2018). Cuando se inyecta en el haz del cerebro anterior, la
6-OHDA induce la degeneracién en las terminales del cuerpo estriado antes de que ocurra la
muerte de las células DAérgicas. En contraste con los previamente descritos, cuando la 6-OHDA se
administra en el nucleo estriado, se inducen dafios lentos, parciales y retrégrados a durante 3
semanas —la pérdida de las terminales nerviosa es del 99% en el estriado dorsolateral, del 55% en
el estriado medial, ademds, general una perdida entre 40 - 90% de los cuerpos celulares,
dependiendo de la dosis administrada—. La administracién intraestriatal, asimismo, ofrece
algunas ventajas: primero, la lesién progresiva y menos extensa es mas relevante para el estudio
de la EP. En segundo lugar, se ha demostrado que este régimen produce sintomas no motores de la
EP, que incluyen disfuncién cognitiva y psiquidtrica (Branchi et al., 2008; Tadaiesky et al., 2008). En
tercer lugar, en un modelo experimental en ratones, es mucho mas facil administrar el téxico en
el nicleo estriado —que es un cuerpo mds grande— que en la SN y, por tanto, aumenta la
probabilidad de niimero de sujetos experimentales incluidos en el experimento. Por otro lado, la
comunidad cientifica ha preferido que la 6-OHDA sea administrada unilateralmente (modelo
hemiparkinsoniano) debido a que, la degeneracién DAérgica causada por una administracién
bilateral, resulta en adipsia y afagia y, por tanto, en un elevado indice de mortalidad de los sujetos
experimentales, asi como, que el hemisferio no lesionado (contralateral a la lesién) puede ser

usado como un control interno (Duty & Jenner, 2011; Tieu, 2011; Francardo, 2018).

El estudio de la EP basada en la administracién de la 6-OHDA ha dejado bases importantes
sobre la neuroinflamacién y su relacién con la degeneracién progresiva de las neuronas DAérgicas
de la SNpc (Figura 6). Estudios como los de Walsh (2011) demostraron una disminucién DAérgica
en el nucleo estriado de rata 6 horas posteriores a la administracién estriatal de 6-OHDA. En el
mismo estudio, se demostrd que podia activarse a la microglia luego de 3 dias a la administracién
del neurotdxico y mantenerse en ese estado por dos semanas, ademds, mostré que la activacién
microglial ocurre antes que la disminucién de células DAérgicas en la SNpc. Datos que, por cierto,
coinciden con lo reportado por Stott y Barker (2014) en un modelo paralelo en ratén. Asi mismo,
Marinova-Mutafchieva et al. (2009) demostraron la participacién de la microglia en la disminucién
del niimero de neuronas DAérgicas de la SNpc mediante la administracién de 6-OHDA en el haz

ascendente de las neuronas DAérgicas. Asi mismo, Aono et al (2017) sugieren que la microglia



juega un papel importante en la compensacién glutamatérgica emanadas de las terminales
nerviosas enviadas desde el nicleo subtaldmico, en la via directa de la circuiteria de los ganglios
basales. Por el contrario, en un modelo de lesién nigral, McCabe et al (2017), mostraron que, bien,
la administracién de 6-OHDA no causa una participacién relevante de la microglia en los primeros
dias, o bien, que su protagonismo en este modelo es retardado, ya que, evidencié que el aumento
en la expresién de ARN que traducirfa TLR4, IL6, e IL-10, TNFa es muy bajo y solo incrementa
significativamente hasta 28 dfas posteriores a la cirugfa, todo esto, respecto a la expresién de los

mismo elementos en un modelo de idéntica lesién pero con LPS.
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Figura 6. La administracion de 6-OHDA produce microgliosis y muerte celular por apoptosis. A, muestra que |a
administracion de 6-0HDA causa una disminucion progresiva de |as terminales nerviosas y una disminucion severa 14
dias posteriores a su administracian, asi como gue la microgliosis precede a la degeneracion celular. B, indica que |a
lesion dopaminérgica no causa un aumento relevante de citocinas inflamatorias. C, sefiala que la caspasa 3, marcador
de muerte por apoptosis, 58 expresa en neuranas y microglia. Tomado y modificado de: ADDIN EN.CITE  ADDIN
EM.CITE.DATA (Walsh et ai., 2011; Hernandez-Baltazar et al, 2013; McCabe et al., 2017)

Mecanismo de toxicidad
Evidencias han demostrado que la 6-OHDA (Figura 7) puede producirse endégenamente

mediante la oxidacién de la DA a través de una reaccién no enzimadtica que involucra altas



concentraciones del neurotransmisor, niveles elevados del ion hierro y peréxido de hidrégeno.
Sea este el caso o luego de la administracién del neurotéxico, la 6-OHDA, se introduce a las
neuronas DAérgicas a través del transportador de dopamina (DAT). Aunque el mecanismo exacto
de toxicidad continta en investigacidn, el consenso general indica que la combinacién de la
disfuncién mitocondrial mediante la inhibicién del complejo Iy IV de la cadena transportadora de
electrones y el estrés oxidativo, pueden inducir toxicidad y muerte celular por apoptosis. La
generacién de ROS, ademds, presumiblemente, es producto de la inhibicién de la funcién
mitocondrial y la autooxidacién de la 6-OHDA. Asi mismo, puede ser amplificada por: la reaccién
de Fenton; la disminucién del sistema antioxidante y la disminucién de la proteina ferritina.
(Blum et al., 2001; Duty & Jenner, 2011; Segura-Aguilar & Kostrzewa, 2015). La extensa produccién
de ROS, puede llevar, no solo a la disfuncién mitocondrial por inhibicién de sus complejos, sino,
ademds, a la ruptura de sus membranas y la consecuente liberacién del ADN contenido en este
organelo. Cualquiera de los factores mencionados son un fuerte estimulo de activacién de la
microglia y de sus receptores sensoriales membranales y citosélicos (TLR y NLR) que llevan a la
amplificacién de la activacién microglial y la produccién de citocinas proinflamatorias (Broz &

Dixit, 2016; Mao et al., 2017).
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El modelo Parkinsoniano inducido con LPS

El lipopolisacdrido

McGeer (1988) demostrd la presencia de células positivas al antigeno de leucocito humano
(HLA-DR, del inglés: human leukocyte antigen - DR isotype ) en cerebros postmortem de pacientes que
tuvieron la EP, especificamente, en la SN. En aquel contexto histdrico, McGeer y su grupo de
trabajo solo podrian estar parcialmente seguros de que, su hallazgo, se trataba de la microglia
debido a la morfologia de las células marcadas. Al afo siguiente, Akiyama y McGeer (1989),
administraron 6-OHDA en el hipotdlamo de ratas, demostrando, de este modo, la presumible
extravasacién de monocitos/macréfagos y la activacién microglial en la SN (y otros ntcleos). Si
bien el efecto inflamatorio del LPS ya habia sido estudiado por investigadores como Bourdiol
(1991) y Anderson (1992), los resultados no fueron contundentes, o bien, no estaban planteados en
el contexto de la EP. Castano y colaboradores (1998), basados en lo planteado, por los antes
referidos, estudiaron, por primera vez, el efecto inflamdgeno del LPS administrandolo en la SN de
ratas, del cual, consideraban, podria ser un modelo interesante para estudiar la EP.

Por tres décadas, la utilizacién de endotoxinas bacterianas —in vivo— para el estudio de la
EP (Stern et al., 2000; Hunter et al., 2007a; Hunter et al., 2007b; Hunter et al., 2008; Choi et al., 2009;
Hunter et al, 2009; Choi et al, 2010; Hunter et al, 2017) han dejado importantes bases en el
modelamiento o caracterizacién de la neurodegeneracién DAérgica de la via nigrostriatal, asi
mismo, han demostrado que la inflamacién inducida por LPS puede replicar algunas de las
caracteristicas de la EP (Figura 8), incluyendo la extensa activacién de la microglia y la
disminucién selectiva y progresiva de las neuronas DAérgicas de la SNpc, la agregacién proteica,
la disfuncién mitocondrial, entre otras. En este orden de ideas, el modelo parkinsoniano inducido
con LPS, ademds, cuenta con algunas caracteristicas, como son: (1) se basa, de modo exclusivo en
la inflamacién, por estimulacién de los receptores TLR-4; (2) los factores liberados por la
microglia, son suficientes para iniciar y propagar el proceso neurodegenerativo; (3) mimetiza de
forma retardada, progresiva y particular la degeneracién de las neuronas de la SNpc y (4) es una
herramienta importante para delinear la contribucién del proceso inflamatorio en la
degeneracién DAérgica (Dutta et al, 2008; Liu & Bing, 2011), aunque, Francardo (2018), por su
parte, afirma que el modelo de LPS es un modelo poco robusto.

Por otro lado, el LPS de distintas bacterias tiene caracteristicas arquitecténicas comunes

como se trata en seguida.
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El LPS (Figura 9) es una endotoxina que se encentra en la membrana de las bacterias Gram
negativas (Akira et al., 2006; Dutta et al., 2008). La molécula tiene dos fracciones principales: el
glucolipido A y el heteropolisacdrido, también llamado nucleo (core); ambas partes se encuentran
unidas entre si por una hexosa rara: la 2-ceto-3-desoxioctano (KDO) (Romero-Hurtado & Iregui,
2010). El glucolipido A, que es la parte evolutivamente mds conservada entre las bacterias y es,
ademds, la responsable de producir la respuesta proinflamatoria (Akira et al, 2006;
Pl6ciennikowska et al., 2015a; Ptéciennikowska et al., 2015b), estd compuesta por un disacérido: la
glucosamina; y esta estd unida a distintos acidos grasos propios de la membrana de las bacterias,
como: los 4cidos caproico, ldurico, miristico, palmitico y estedrico. El nicleo tiene dos partes bien
definidas: el nicleo externo y el nicleo interno; el primero estd formado por hexosas y el segundo
por heptosas. En algunos microorganismos, existe una fraccién formada por unidades glucosidicas
repetidas (de 1 a 8 residuos) y es altamente variable entre las bacterias, el cual es denominado

Antigeno O. Por tanto, se denomina LPS a la exotoxina formada por el Lipido A unido al nicleo



que, a su vez, estd unido a un Antigeno O; mientras que se nombra lipooligosacarido (LOS) a la
fraccién bacteriana formada, Gnicamente, por el glicolipido A y el nicleo (Romero-Hurtado &

Iregui, 2010).
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Mecanismo de toxicidad

Cuando el LPS es liberado de la membrana bacteriana como consecuencia de la
multiplicacién o de la lisis celular, o bien, cuando es administrado (Figura 10), entra en contacto
con varias protefnas del hospedero, entre las que destacan, las proteinas de unién a LPS (LBP, del
inglés: lipopolysaccharide binding protein), los receptores CD14, TLR-4 y MD-2. Debido a las
caracteristicas hidrofébicas de este componente de las membranas bacterianas, en el medio extra
o intracelular acuoso, se encuentra aglomerado en micelas. La LBP, es la proteina encargada de
extraer una fraccién monomérica de las micelas formadas con LPS, unirse a esta y facilitar la
unidn del LPS con CD14. En el sitio de unidn, el LPS, se ensambla en una bolsa (pocket) localizada
en el extremo N-terminal. El receptor CD14 facilita la unién del LPS a la proteina MD-2. Dicha
proteina tiene una porcién lipofilica en la que se acomodan los acidos grasos del LPS, sin embargo,
no todas las cadenas aciladas estdn en contacto con la proteina, sino que, una de estas, al quedar
fuera de la bolsa lipofilica, interactda con el TLR4. De este modo, se ha formado el complejo
TLR4/MD2/LPS, que —se dice— tiene forma de M (Romero-Hurtado & Iregui, 2010).

El complejo, tras ser formado, sufre un cambio estructural, por medio del cual, proteinas
adaptadoras, que contienen dominios del receptor tipo Toll/IL-1 (TIR), son atraidas y unidas a la
fraccién intracelular del TLR4. Dichas proteinas involucran dos vias de transduccién de senales
intracelulares que se describen en la figura 9 y que finalizan con la trascripcién de interferones de
tipo 1, promovido por el factor AP-1 y de la IL-1fB y de distintos sensores citosélicos como los
receptores NLRP, NLRC y AIM.

Un estimulo secundario como: las ROS y el ADN mitocondrial oxidado producto de la
disfuncién mitocondrial; el flujo, del citosol al espacio extracelular, de potasio; la estimulacién de
algunos receptores membranales como los TNFR, los IL-1R, los receptores a purinas, o bien, la
estimulacién de PRRs; asi como los cristales inertes, y agregados proteicos, son capaces de activar
a los sensores citosélicos referidos. Dicha activacién se ve evidenciada con la formacién del
complejo inflamosoma. El cual, es un complejo multiproteico proteolitico citosélico capaz de
activar a la pro-IL-1B, para que, al final, sea liberada al espacio extracelular e inicie una nueva
cascada de sefiales inflamatorias (Latz et al., 2013; Walsh et al., 2014; Broz & Dixit, 2016; Kovacs &
Miao, 2017).
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Figura 10. Mecanismeo de toxicidad del lipopolisacirido. (A) El LPS e liberado al medio celular |i] v se liga a la LBP,
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@ pen un homodimero, formando, de este modo, el complejo TURASMDZARS, gue tene forma de M, La cascada de
sefializaciones esta determinada por [bil la endocitacidn del LPS o [ai) su permanencia en la superficie calular. La
primhera (bii) resulta en la produccidn de INF de tipo | y (aii] b segunda, a través NFE-gB, |C) =n la tradwccidn de
pra-IL-18 v MLREFA. Diversos estimulas (i) activan al NLRF3, este, se (il homa-oligameriza, iil] recluta a la pro-caspasa
1y se une a esta a traves del adapiador ASC, En este punta, @sta formado o comgplajo inflamoasoma, el cual, (iv)
escinde a la pro-caspasa 1 gue tene actividad protecditica. |v] La caspasa 1 proteolisa a la pro-IL-1[3 ¢ [vi) es liberada
poar las paras celulares creados por las proteinas GS0M. ADDIN EM.CITE ADDN EM.CITEDATA (Akira & al., Z00E;
Latez et o, BI13; Walsh et ol 2014, Broz & Dirit, 2016). LF5: lipopolisacarido; LBP: prateima de union a LPS; TLR:

raceptar tipa tall; MF-&B: factor nuclear kappa B; IL: interleucina; INF: inbarfergn.

III. Justificacion

La neuroinflamacién ha sido crecientemente estudiada debido a las incdgnitas acerca del

papel que juega respecto de la degeneracién dopaminérgica y, con ello, ha sido relacionada al



desarrollo de la EP. La primera evidencia que asocié el proceso inflamatorio con la EP fue la
propuesta por McGeer et al. (1988), quien demostrd la presencia de la microglia/macréfago
activada en la SN de pacientes post-mortem. Desde entonces, son numerosos los estudios en
modelos animales (Hunter et al., 2007b; Dutta et al., 2008; Hunter et al., 2008; Hunter et al., 2009; Liu
& Bing, 2011; Pisanu et al., 2014; Stott & Barker, 2014; Hunter et al., 2017; Flores-Martinez et al.,
2018) que relacionan a la inflamacién con esta enfermedad neurodegenerativa. Dichos estudios
han ofrecido evidencia suficiente para sustentar el papel de la neuroinflamacién en la génesis o
en el desarrollo la EP. Por ello, la idea de identificar un perfil neuroinflamatorio en esta
enfermedad puede coadyuvar a comprender mejor la progresién de la fisiopatologia, la
disponibilidad de biomarcadores de diagndstico en etapas tempranas y la identificacién de
factores causales especificos de la EP (Dutta et al, 2008; Joers et al, 2017). Actualmente, los
modelos inducidos por LPS y 6-OHDA son los dos modelos animales frecuentemente utilizados
para mimetizar a la EP. Estos modelos muestran similitudes con la EP humana en muchas
funciones patoldgicas y bioquimicas, como degeneracién y muerte de neuronas DAérgicas de la
SNpc, proliferacién y activacién de células gliales (Mao et al., 2017).

Ademds, el hecho que existan exiguos estudios que relacionan una evaluacién profunda de
la neuroinflamacién en modelos parkinsonianos desarrollados a partir de la administracién
estriatal de la 6-OHDA o del LPS en roedor, pretendemos: contribuir al entendimiento de la
relaciéon que existe entre la respuesta inflamatoria del sistema inmune innato celular y la
neurodegeneracién dopaminérgica de la via nigrostriatal.

Teniendo en mente lo que se ha expuesto previamente, podemos suponer que, si bien, la
administracién de los tdéxicos causa una degeneracién dopaminérgica, lo hacen en puntos
temporales distintos debido a que la microglia se polariza, mayoritariamente, a un sentido
inflamatorio téxico en momentos diversos.

Por ello, con el presente proyecto pretendemos comprender la evolucién del proceso
inflamatorio a través de los cambios morfoldgicos microgliales, la descripcién del microambiente
celular y la intensidad del dafio, durante un curso temporal, causado por la administracién de los

tdxicos referidos en el ndcleo estriado de ratas.



IV. Hipdtesis
La administracién intraestriatal de la 6-hidroxidopamina o el lipopolisacarido causa
neurodegeneracién dopaminérgica progresiva e induce una activacién microglial téxica y

sostenida en el tiempo.

V. Objetivos

Objetivo general
Realizar un estudio del curso temporal de la respuesta microglial y su efecto neurotéxico

en la via nigrostriatal posterior a la infusién del lipopolisacarido o de la 6-OHDA en el estriado.

Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto neurot6xico la 6-OHDA y el LPS a través del estudio histopatoldgico en la
region de la SNpc los dias 1, 7 y 14 posteriores a la infusidn de los téxicos.

2. Determinar las modificaciones morfoldgicas de la microglia, en el nucleo estriado y la

SNpc, los dias 1, 7 y 14 posteriores a la infusién de los téxicos.
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VII. Metodologia

Sujetos experimentales

Se trabaj6 con ratas macho de la cepa Wistar (280 - 350 g; n = 59) las cuales fueron alojadas

en el vivario del Laboratorio de Neuroquimica en cajas de acrilico transparente, con acceso libre a

alimento y a agua; ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas; temperatura de 24 + 2 °C y 45 + 10% de

humedad. Los mismos, fueron proporcionados por el Bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita

Universidad Auténoma de Puebla dirigido por el MVZ Francisco Ramos Collazo con No. de cedula

profesional 6519572, quien es el responsable veterinario del proyecto. Los animales fueron

tratados de acuerdo a la norma NOM-062-Z00-1999.

Los sujetos experimentales fueron manipulados todos los dias, por 2 minutos, durante 20

dias para su habituacién al estudiante y disminucidn del estrés.

Se formaron los siguientes grupos:

intacto (n = 6),
vehiculo: 4cido ascérbico (n = 18),
vehiculo: Solucidn Salina Isotdénica (SSI) (n = 4),

lesionado: LPS (n=15)y

lesionado: 6-OHDA (n = 16)

Figura 11. S muestran (A) el

vivario

Meuroguimica y los lotes (B) #1, (C)
#2, (D) #3 y (E) 4 de los sujetos
experimentales que fueron usados
en este trabajo de tesis,

laboratorioc  de



Cirugia estereotaxica

Los animales fueron anestesiados con la mezcla ketamina/xilacina (75:10 mg/kg; i p;
proporcionado por el Bioterio) antes de instalarlos en el dispositivo estereotdxico. Se tomaron
coordenadas para el estriado dorsolateral (AP: +0.8 mm; ML: +3.8 mm; DV,: -4.9 mm y DV,: -5.3
mm) previo al experimento para revisar la localizacién de la cdnula (Paxinos & Watson, 2007). Los
animales fueron sometidos a la cirugfa estereotdxica para inducir el modelo parkinsoniano
mediante la inyeccién unilateral e intrastriatal de 2 uL de 6-OHDA [8 pg/uL] o LPS [16 ug/uL] (de
Escherichia coli, serotipo 026:B6; Sigma), ademds, como grupos controles se administraron, en las
mismas condiciones, los vehiculos respectivos: dcido ascérbico [0.01%]; o de SSI [0.9%]. Todas las
sustancias fueron administradas a una velocidad de infusién de 0.2 pL/min.

Los sujetos experimentales tuvieron los cuidados postoperatorios requeridos, como
mantenerlos en un lugar célido y no dejarlos solos hasta su recuperacién ambulatoria, as{ como, el
aseo de la herida con solucién salina y yodo hasta la cicatrizacién de la misma. Asimismo, se
realizé la administracién de enrofloxacina (7.5 mg/kg; s c) como antibidtico para prevenir
infecciones y ketoprofeno (5 mg/kg; i p) como analgésico los 3 dias siguientes a la cirugfa.

El alumno de licenciatura Irving Manuel Parra Becerra, fue evaluado y aprobado
satisfactoriamente por el bioterio “Claude Bernard” para el trabajo con animales de laboratorio, en

este caso, rata.

Figura 12. Cirugia estereotaxica. Se muestra un sujeto experimental, anestesiado, instalado en el aparato
estereotaxico. De acuerdo con el plano cartesiano de tres dimensioneas (A) en el plano x, 7 (o bien, ML, AP) se sitla a
Bregma como la coordenada de origen v habiendo localizado el sitio de inyeccion en ese plano, (B) se procede a
trepanar hasta exponer la duramadre, que es |a coordenada ‘cero’ del gje y (o DV), de esta manera, mediante el uso
del atlas de coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (2007), es posible localizar espacialmente el nicleo deseado,
ML: Medial-Lateral; AP; Antera-Pasterior; DV: Darsal-Ventral.



Modelo del cilindro

La asimetria motora fue evaluada mediante el modelo del cilindro, con del cual se pueden
cuantificar, individualmente, las extremidades anteriores que los sujetos experimentales mas
frecuentemente usan en un contexto de exploracién vertical innata (Schallert et al., 2000;
Tillerson et al., 2001). Los sujetos experimentales que serfan sacrificados 14 dfas posteriores a la
infusién del téxico, fueron evaluados previamente al sacrificio.

Los animales de experimentacién referidos fueron colocados, individualmente, en un
cilindro de acrilico transparente durante 5 minutos, en ese lapso, fueron videograbados para
cuantificar el nimero de veces en que apoya la palma de la extremidad ipsilateral, contralaterial a la
lesién o ambas extremidades sobre las paredes del cilindro. Los datos fueron obtenidos mediante

las siguientes férmulas:

extremidad ipsilateral
ambas extremidades+extremidad ipsilateral+extremidad contralateral

% Uso de la extremidad ipsilateral = (

% Uso de la extremidad contralateral = ( extremidad contralateral )100

ambas extremidades+extremidad ipsilateral+extremidad contralateral

ambas extremidades

0, 5 —
% Uso de ambas extremidades ( ambas extremidades+extremidad ipsilateral+extremidad contralateral )100



Figura 13. Modelo del cilindro. (A) En
un contexto de exploracién innata, los
animales de experimentacion erguen
el dorse (i) sin tocar el cilindro, o
bien, reposan sobre las paredes del
mismo (i) con ambas extremidades,
(iii} dnicamente con la extremidad
derecha {en nuestro CAs0,
contralateral a la lesion) o (iv) solo
con la izquierda (ipsilateral a la
lesign). Los incisos ii, iii y iv, como
indican las farmulas, son los dnicos
casos de cuantificacion. (B) Asimismo,
es  habitwal gue los sujetos
experimentales se cologuen en
posicion  wentral para descansar,
acicalarse, porgue ha pasado tiempo
en exceso dentro del cilindro o no es
la primera vez que se encuentra en
ese lugar. En esta situacion, no se

cuantifica nada en abscluto

Procesamiento histoldgico

Los sujetos experimentales a los que se les practicé la cirugia estereotdxica fueron
eutanasiados los dias 1, 7 y 14 posteriores a la inyeccién (dpi) del neurotdxico, del inflamdgeno o del
vehiculo respectivo con pentobarbital sédico (65 mg/kg; i.p.) (Figura 17.1). El primer paso del
proceso histoquimico fue realizado mediante perfusién intracardiaca (Figura 17.2b) con SSI,
durante 10 minutos y paraformaldehido (PFA) al 4% disuelto en buffer de fosfato sédico (PBS; pH
7.4) por 15 minutos. Los cerebros fueron extraidos (Figura 17.2c) y colocados en un recipiente que
contenfa solucién fijadora (5 veces mds al volumen del érgano) por 10 dias para someterlo a
fijacién post-perfusién y, cumplidos los dias referidos, se almacenaron en un recipiente con PBS
hasta la fecha de su procesamiento. Posteriormente, los cerebros fueron seccionados
coronalmente (60 um de grosor) con un microtomo (LEICA SM 2010R) mediante la técnica de
congelacién con anhidrido carbdnico sélido (CO,; hielo seco) (Figura 17.3). Los cortes obtenidos
fueron colocados en pocillos con PBS para su traslado (o conservacién) y luego fueron sometidos a
una técnica inmunohistoquimica. Se montaron en portaobjetos gelatinizados con grenetina al 3%;
se deshidrataron con un tren de alcoholes y xilol; se secaron a temperatura ambiente durante 24

horas; se agregd resina de montaje y se cubrieron con un cubreobjetos. Finalmente, las



estructuras fueron observadas en un microscopio Sptico, se capturaron las micrografias y se

procesaron estadisticamente.

Inmunohistoquimica

Secciones representativas de la SNpc (-4.8 - -5.5 mm, respecto a Bregma) y el nicleo
estriado (1.0 - 0.4 mm, respecto a Bregma) fueron inmunotefiidas (Figura 17.4), por el método de
peroxidasa, con anticuerpos primarios para localizar a las proteinas tirosina hidroxilasa (TH;
Merck, 1:1000); y la molécula adaptadora de unién a calcio ionizado 1 (IBA-1; Wako, 1:500). En
flotacién, los cortes del tejido cerebral fueron lavados con el surfactante Tritén-100x (Tx-100
[0.2%]) disuelto en PBS (Tx/PBS) tras cada proceso. Se limit$ la peroxidasa endégena con H,0,
[3%] disuelta en Tx/PBS; se bloquearon los antigenos inespecificos con suero de cabra
normalizado (NGS; 10%) e incubé con el anticuerpo primario durante tres noches.
Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado apropiado, del orden
anterior, anti-ratén (vector: BA-9200, 1:500), y anti-conejo (vector: BA-1000, 1:500), luego, con
estreptavidina por 1 hora y se revelé con diaminobencidina (DAB; [1 mg/2 ml]). Los tejidos
inmunotefiidos fueron montados en portaobjetos gelatinizados, deshidratados en un tren de
alcoholes (70%, 96%, 100%, 100%) y xilol y cubiertos con resina y cubreobjetos para el

procesamiento de imagen.

Tinciones histolégicas

Las laminillas que contienen los cortes de las secciones representativas de la SNpc y
fueron inmunotefiidas con los anticuerpos anti-TH y anti-IBA-1 se colocaron en xilol por 5 dias
con el fin de retirar la resina de montaje, posteriormente, sobre las muestras referidas, se
realizaron las tinciones de Nissl o de Hematoxilina & Eosina, respectivamente. Al finalizar las
tinciones se agregd, nuevamente, resina de montaje sobre los cortes coronales fijados en las
laminillas y finalmente, fueron cubiertos con un cubreobjetos para el posterior analisis

neuropatoldgico (Figura 17.7 y 17.8).

Procesamiento de imagen
Una vez que los tejidos fueron procesados inmunohistoquimicamente, se tomaron
fotomicrografias del nucleo estriado ipsilateral a la lesién (20x) y en la SNpc ipsilateral a la lesién
(20x) con un microscopio de campo claro (Leica® DM1000). Con el software IMAGEJ®, se cuantificé

el ndmero de células positivas al anticuerpo primario respectivo (TH", IBA-1°) (Figura 17.5), estos,



dados por la inmunoreactividad especifica del anticuerpo primario y evidenciada por la capacidad
cromogénica de la DAB. Los datos obtenidos fueron graficados y analizados estadisticamente con

el software GraphPad Prim 6°.

Morfometria de subtipos microgliales

En la regién dorsolateral del nicleo estriado (2 campos a 20x) y la SNpc (2 campos a 20x)
por sujeto experimental, la microglia fue cuantificada y clasificada manualmente en cuatro
subtipos que relacionan el estado de activacidn de estas con la morfologia que adquieren (Figura
14), segun lo descrito por Torres-Platas et al (2014) y Lee et al (2018), asi como en células tipo
macréfago, en concordancia con lo mostrado por McGeer et al (1988):

i la microglia ramificada: dispone de un cuerpo celular pequefio y redondeado
(~20-25 um?). Los procesos (expansiones membranales en forma de ramas arborizadas) primarios
(que surgen del cuerpo celular), secundarios (que emanan de los procesos primarios), terciarios
(que nacen de los procesos secundarios), cuaternarios y quinarios son largos y delgados y tienen
un alto ndmero de nodos (puntos de bifurcacién de los procesos),

ii. la microglia preparada: presenta un cuerpo celular alargado (~50-70 pm?), mas
grande que el fenotipo ramificado. Los procesos primarios son mds gruesos y cortos si se compara
con el fenotipo en ramificado, pero mantiene el patrén de ramificacion,

iii. la microglia activada: muestra un cuerpo celular grande u oval o forma de huso
(~50-70 um?®). Muestra algunos procesos primarios no tan extensos y gruesos.

iv. la microglia ameboide: el cuerpo celular se aprecia sin expansiones de la
membrana celular, pero no totalmente redondeado, sino con patrones ondulados o puntiagudos
no ramificados. Presenta dos 0 menos procesos.

V. las células tipo macrdfago no microglial: se muestran casi totalmente redondeadas

y sin expansiones protoplasmaticas.
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Figura 14. Morfologia microglial. Se muestran los cinco tipos de poblaciones celulares (IBA-1") presentes en el



Analisis citoldgico

Se realizé un andlisis cualitativo en cada punto temporal para averiguar si existia un
grado de lesién celular apoptético/necrética en la regién de la SNpc. En las secciones tefiidas con
Hematoxilina y Eosina o Nissl, se identificaron las fases definidas de la muerte celular de segun las
descripciones realizadas por Li et al (1995); por Nakajima et al (2000) y por Wyllie (1980), a saber:

i la fase inicial, cuando la cromatina se encuentra tefiida uniformemente (piknosis),
también llamada, fase de contraccién nuclear y condensacién de la cromatina;

ii. la fase secundaria en que, debido a la ruptura de su membrana nuclear, las masas
de cromatina marginadas se ven como pequefias masas discretas (karyorrhexis), halladas como

corpusculos pdrpuras o azules redondos u ovalados, es decir: cuerpos apoptéticos;

"'

iii. la fase final, definida como la perdida de la integridad de la membrana (karyolisis).
Asimismo, pudieron identificarse, segun lo dicho, las células apoptéticas que fueron
identificadas como aquellas que contenian dos o mds aglomeraciones de cromatina y las células
necréticas que fueron identificadas por una intensa eosinofilia citoplasmdtica mediante de la

tincién de H&E.

As{ mismo, se realizé una revisién cualitativa de las células que componen el entorno
celular (Figura 16) evaluado seglin dictan las descripciones morfoldgicas de (Korbo, 1999; Hamidi
et al., 2004; Pelvig et al., 2008; Morgan et al., 2014), a saber:

i se identificaron como neuronas, aquellas células a las que se les aprecia un nicleo
grande (~12-15 um sobre el eje mayor del nicleo) y triangular redondeado eucromético y, al
centro, un puntillero baséfilo que podria ser identificado como el nucléolo,

ii. se distinguieron como nucleos endoteliales aquellos nicleos (~5-7.5 um) que tienen

forma de paraboloide hiperbdlico. Tipicamente se encuentran alineados con otros ntcleos



endoteliales. Unicamente contienen granulos pequefios y claros de cromatina levemente baséfila
y bien distribuida por el nucleo,

iii. fueron referidos como nicleos de los oligodendrocitos los niicleos mas compactos,
pequefios (~5-6 um), esferoides y heterocromaticos: poseen una alta densidad de granulos grandes
y baja densidad de granulos pequeiios, en comparacidén con los del resto de las células, lo que
causa que se tiflan intensamente, ademds, se encuentran muy préximos, algunas veces, a los
somas neuronales y, otras, a vasos sanguineos,

iv. se determinaron como astrocitos aquellos ntcleos redondos u ovalados con
cromatina homogéneamente distribuida, con una alta densidad de granulos pequefios y claros,
pero no mds de 4 puntos grandes y oscuros de cromatina. Son ligeramente baséfilos en
comparacién con otros nicleos de células gliales y son de forma eliptica o esferoidal. Suelen ser
mds grandes que los oligodendrocitos y mds pequefios que las neuronas (~6-10 um), finalmente,

V. los ntcleos microgliales suele ser moderadamente heterocromaticos, y contienen
aproximadamente 3 - 6 granulos grandes oscuros de cromatina y una densidad moderada de
granulos mas pequefios y de basofilia semejante a la de los astrocitos. La intensidad de tincién es
relativamente intermedia entre la intensidad de color de los oligodendrocitos y los astrocitos, asi
como, la intensidad de tincién. La forma nuclear microglial es muy variable, debido al estado de
activacién: son nucleos esféricos, elipticos, irregulares, triangulares o en forma de coma y su
volumen se encuentra entre los volimenes de los oligodendrocitos y los astrocitos (~6-10 um).

.-
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Procesamiento estadistico

Los grupos experimentales lesionados fueron formados con una n = 5 - 6, esto ha sido
establecido de acuerdo con el método de andlisis estadistico ANOVA de una via, con una p < 0.05,
posteriormente se establecidé el andlisis post-ANOVA para la comparacién entre grupos de
acuerdo con el andlisis proponiendo la prueba de comparaciones multiples de Tukey partiendo de
la idea que los datos son normales. **Ademds se considerara que existe variabilidad en el nimero
de animales que se obtienen con una lesién dopaminérgica de un 80 - 90%, por lo que, podria

obtenerse, al final, un niimero menor de animales con lesién dopaminérgica n = 5**,



VIII. Resultados

Sitio de lesién
El panel fotografico muestra la regién dorsolateral del nucleo estriado, segtin el atlas de

coordenadas cerebrales de Paxinos y Watson (2007) y las fotomicrografias representativas de que

la inyeccidn se realizd en el sitio que indica la metodologfa.

0.8 mm respecto a Bregma

Figura 18. 5e muestran imagenes reprasentativas del estriado dorsolateral v el sitio de inveccidn de los grupos
experimentales 55|m,p LF"_".Wi i lE--l::IHIZu!l.1 - La barra indica una escala de 500 pm.



El LPS y la 6-OHDA degeneran las neuronas dopaminérgicas de la SNpc 14
dias después de la inyeccidén de lo toxicos referidos.

El grado de denervacién de las neuronas dopaminérgicas, causado por la administracién estriatal
del LPS o de la 6-OHDA, fue evaluado mediante la cuantificacién del nimero de células positivas a
TH en la SNpc (-4.8 - 5.0 mm respecto a Bregma). El panel de micrografias y la grafica muestran
que el LPS causa la disminucién estadisticamente significativa (p < 0.05) del 48% del niimero de
células TH" a partir del dfa 1pi respecto al grupo intacto. Ademds, aunque en el grupo LPS,,,
pareciera que incrementa el nimero de células positivas a TH, en realidad no hay un incremento
significativo respecto al grupo LPS,4,;. En ese sentido, el LPS causa la disminucién del 77% de las
neuronas DAérgicas 14dpi respecto el grupo intacto y del 60% respecto al grupo SSI,.qy. Asi
mismo, la 6-OHDA, 14dpi, induce la disminucién del 86% de las células TH" respecto a los grupos
intacto, Ac. Ascorbicoy, 6-OHDA,4,; y 6-OHDA,4,. Por otra parte, durante los dos primeros
puntos temporales de evaluacién, la administracién del LPS incita la disminucién de, al menos, el
55% de las células TH" respecto a los grupos lesionados con 6-OHDA en los mismos dias de
evaluacién. Interesantemente, el nimero de células TH' del grupo 6-OHDA, 4, representan el 38%
de las células TH del grupo LPS,,4,, es decir: aunque el LPS disminuye el nimero de células
DAérgicas a partir del primer dia de evaluacidn, se mantiene relativamente el nimero de células
hasta el dia 7 y continda disminuyendo hasta los 14dpi, la 6-OHDA induce una reduccién mas
severa del numero de células TH' evidenciada 14dpi en este estudio (Figura 20). Por otra parte, la
administracién de los téxicos no causé la disminucién de las células de la SNpc contralateral a la
lesién. Sin embargo, parece existir una tendencia a disminuirse el nimero de neuronas TH" del
grupo LPS,,q, en el hemisferio contralateral, empero, la disminucién no es estadisticamente
significativa respecto a los grupos SSI .4, e intactos de las regiones ipsi- o contralaterales a la

lesién (Figura 21).
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El LPS y la 6-OHDA causan microgliosis en el nucleo estriado 7 y 14 dias

después de la inyeccién de los téxicos.

La microgliosis causada por la administracién estriatal de LPS o 6-OHDA, fue evaluada
mediante la cuantificacién del nimero de células positivas a IBA-1 en la regidn dorsolateral del
nicleo estriado (1.0 - 0.4 mm, respecto a Bregma). La Figura 22 muestra que la administracién de
LPS o0 6-OHDA inducen, 1dpi, la reduccién significativa (p < 0.05) de un tercio de las células IBA-1"
respecto a los grupos intacto y Ac. Ascérbico en el mismo dfa de evaluacién. Asimismo, se aprecia
que los téxicos administrados generan, de manera disimil, la microgliosis, esto es: el LPS, 7dpi,
causa el aumento de 0.86 veces en el nimero de células IBA-1" respecto al grupo intacto y de 1.71
veces respecto al grupo LPS,,,; y, 7 dias mds tarde: durante el dfa 14pi, incrementa hasta 1.35 veces
respecto al grupo intacto y 0.26 en proporcion al grupo LPS,y,;. Por su parte, 7dpi de la 6-OHDA
incrementaron 0.36 veces el numero de células IBA-1" con referencia al grupo intacto y 0.21 veces
respecto al grupo 6-OHDA,,;, y 14dp de la cirugfa incrementaron hasta 0.72 veces el nimero de
células IBA-1" respecto al grupo intacto y 0.21 veces respecto al dia previo de evaluacién. Es decir:
el LPS causa una microgliosis mas intensa que la que causa la 6-OHDA. Interesantemente, los
grupos vehiculos Ac. Ascrbico,q, y SSIyuqp causaron que se incrementaran 0.9 y 0.42 veces en el

ndmero de células IBA-1', respectivamente, en relacién al grupo control intacto.
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El LPS causa microgliosis en la SNpc 14 dias después de su inyeccion.

La evaluacién de probable microgliosis causada por la administracién estriatal de LPS o
6-OHDA, fue evaluada mediante el conteo del nimero de células positivas a IBA-1 en la SNpc. El
panel de micrografias y la gréfica (Figura 23) muestran que, 14 dias posteriores a la
administracién estriatal de LPS, el ndimero de células IBA-1" aumenta significativamente (p < 0.05)
respecto a los grupos control intacto (0.83 veces), LPS, (0.67 veces), SSI,qy, (0.76 veces),
6-OHDA, 4, (0.5 veces) y Ac. Ascorbico,,y, (0.73 veces). Ademds, en el grupo LPS,,,; se aprecia una
tendencia a incrementarse el numero de células macréfago/microgliales, aunque no se
encontraron diferencias significativas respecto a los grupos intacto, LPS, 4y Y LPS, 4, i existe esta
diferencia compardndolo contra los grupos 6-OHDA,yy, Ac. AsC.yy y Ac. Asc.g, Los grupos
6-OHDA, 4, y 6-OHDA,4, no incrementaron el nimero de células IBA-1" comparandolos contra el
control vehiculo ni contra el control intacto. Asimismo, en el grupo 6-OHDA,,q, existe una
tendencia a incrementarse (0.2 veces) el nimero de células en relacién al grupo control intacto,

sin embargo, esta tendencia es menos evidente que la del grupo LPS,.
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El LPS produce un modelo experimental de activacién microglial

persistente en el estriado dorsolateral.

La clasificacién morfoldgica celular fue evaluada mediante el nimero de células positivas
a IBA-1 en la regién dorsolateral del nicleo estriado (1.0 - 0.4 mm, respecto a Bregma) segtn lo
indicado con antelacién en el apartado sobre Metodologia, a saber: microglia ramificada,
preparada, activada, ameboidea y macréfago no microglial (Figura 24A). En las gréficas de
frecuencias acumuladas (Figura 24B) y de pasteles (Figura 25) se aprecia que las formas mds
frecuentemente encontradas en los cerebros de los sujetos experimentales del grupo Intacto son
la microglia ramificada y preparada (49 y 51% del total de células, respectivamente; Figura 24B,
Figura 25), que desaparecen completamente en la temporalidad del estudio en los grupos a los que
se les administré LPS (Figura 26B, Figura 27). Si bien, a semejanza con el LPS,y,;, en el grupo
6-OHDA 4, disminuyen las células ramificadas (Figura 27A), el dfa 7 posterior a la inyeccién de
6-OHDA reaparecen células con el patrén arborizado, sin embargo, el nimero de células
ramificadas son significativamente menores comparandolo contra el nimero de células ramificadas
del grupo intacto; en ese sentido, las células con morfologia preparada del grupo que estamos
tratando, incrementan en numero, 7dpi, al punto en que no hay diferencia estadisticamente
significativa en relacién al nimero de células con forma preparada en el grupo control intacto.
14dpi de 6-OHDA, incrementan significativamente el niimero de células ramificadas respecto a los
dias previos de evaluacidén y contra el grupo intacto, mientras que las preparadas disminuyen
respecto al dia 7pi, pero se mantienen numéricamente en relacién con el grupo intacto (Figura
26D). Ademds, es interesante notar que las células ramificadas o preparadas o ambas son las formas
microgliales mds cuantiosas en los grupos a los que se les administré alguno de los vehiculos
(Figura 25, 26A, 26B) y en el ultimo punto temporal de evaluacién de este estudio del grupo
lesionado con 6-OHDA (Figuras 24, 25, 26D). Por otra parte, las células tipo ameboide son las mas
abundantes en los grupos LPS,g,;, LPS,q4, y 6-OHDA,4, (63, 86 y 56%, respectivamente, del total de
células Figuras 25, 27D), las cuales, tienen una disminucién estadisticamente significativa en los
grupos LPS, 4, y 6-OHDA,,; (Figura 26B, 26D, 27D). Por su parte, inicamente en el grupo lesionado
con LPS, al primer dia posterior a la administracién hay células tipo macrdfago que representan un

cuarto del total de células por campo de estudio (Figura 25, Figura 26B, Figura 27E).
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Figura 25. 5e muestran las graficas de fracciones porcentuales de los fenotipos de la micireglia.
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El LPS amplia la sefial inflamatoria desde el nucleo estriado hasta la

SNpc desde el dia 7 posterior a la administracién del inflamégeno.

La clasificacién morfoldgica celular fue evaluada mediante el nimero de células positivas
a IBA-1 en la SNpc (5.2 - -5.5 mm, respecto a Bregma) segtn lo indicado con antelacién en el
apartado Metodologia, a saber: microglia ramificada, preparada, activada y ameboidea y en
concordancia con el panel de la Figura 28A. En las gréficas de frecuencias acumuladas (Figura 28B)
y de pasteles (Figura 29) se aprecia que las formas mds frecuentemente encontradas en un estado
fisioldgicamente sano, de manera andloga como en la regién del nicleo estriado, son las
ramificadas y preparadas (44 y 56%, respectivamente; Figura 29), ademds, todos los grupos:
lesionados y vehiculos, mantienen, sin variacidn significativa, el nimero de células ramificadas
respecto al grupo intacto (Figuras 28 y 30). Sin embargo, el nimero de células positivas a IBA-1 del
grupo 6-OHDA,, difiere significativamente del ntimero de microgliocitos en el grupo Ac.
Ascérbico,,q,;, debido al aparente incremento del nimero de células (en 6-OHDA,y,;) y la
disminucién aparente (en Ac. Ascdrbico,y,) (Figuras 31A). Por otro lado, aunque, los grupos
experimentales LPS,;, LPS;q,, LPS,,q, ¥ 60HDA,,4,, muestran células en los estados activado y
ameboide (Figura 28B), Gnicamente, el nimero de células con morfologia activada del grupo
LPS 4y, incrementaron significativamente, en relacién con los grupos intactos y LPS,4,; en ese
mismo estado y las que muestran una forma ameboide incrementan respecto al nimero de células

IBA-1" del grupo intacto (Figura 30B, 31C, 31D).
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El LPS causa primordialmente la aparicion de cuerpos necréticos

mientras que la 6-OHDA corpusculos apoptdticos.
El andlisis neuropatoldgico fue evaluado mediante la determinacién de la estructura

celular en el drea de la SNpc (-4.8 - 5.0 mm respecto a Bregma), segtin lo indicado en el apartado:
Metodologia. En el panel fotografico (Figura 32) se observa que, en el grupo intacto, las células TH’
se ven integras. Tienen, ademds, un color marrén causado por la polimerizacién de la DAB
contenido principalmente en el citoplasma y, en el interior de algunas neuronas, se aprecia un
nicleo grande y redondo con un patrén caracteristico de cromatina y, al centro, un punto azulos
que podria ser identificado como el nucléolo; esta misma caracteristica, de integridad neuronal, se
observé en los grupos SSI,u4y;, LPS 4y, Acido Ascrbicoyy rapi y 14dpi Y 6-OHDA 4y 24 Contrario a lo
dicho, los grupos LPS, 4, , 144pi ¥ 6-OHDA, 4, muestran una coloracién marrén pélida con axones

fragmentados y cuerpos celulares porosos y deformes.

En todos los grupos experimentales existen nticleos semejantes a los expuestos en el
apartado de Metodologia, en el panel fotografico solo se muestran algunos indicados del siguiente
modo: endotelio: E; oligodendrocito: O; astrocito: A; microglia: M y neurona: N. Asi mismo, en los grupos
experimentales lesionados, aunque escasos, se encontraron nicleos con pertenencia desconocida,
es decir, la apariencia de éstos no se relaciona con ninguna de las descritas: en el panel del grupo
LPS, 4, se muestran un par de nicleos (indicado con #) con un volumen aparentemente mayor al
de los astrocitos, pero menor al de las neuronas, con escasa coloracién y puntos de cromatina
aislados, asi mismo, se hallaron grupos con aparente multilobulacién (indicados con *). En otro
sentido, se encontraron nicleos muy cercanos a los cuerpos neuronales (aludidos con ¢) como los
que se muestran en el grupo LPS,, y 6-OHDA,q, que, por la morfologfa romboide y
multigranulada, se podria sugerir que pertenecen a células microgliales, de hecho, en la parte
derecha del panel de LPS,,; se pudieron detectar células IBA-1" en supuesto envolvimiento de

grandes nucleos con caracteristicas similares a los neuronales (marcados con flechas amarillas).

Por otra parte, en los tres puntos temporales de estudio de los dos grupos lesionados se encontré
algin grado de lesién apoptética/necrética, esto es: en el grupo LPS, 4, , 144 ¥ 6-OHDA 451 4 7api S€
aprecian nucleos hipertefiidos, crispados y rugosos, esto es: en la fase inicial de la muerte celular,
segin lo descrito en la metodologia (sefialados con #). En los grupos LPS,y,; y 6-OHDA,; se
encontraron cuerpos apoptéticos (indicados con —) y en los grupos LPS, 4, y LPS,4, y 6-OHDA, 4, y

6-OHDA,,4,; células apoptéticas (aludidas con una »=). Por otro lado, inicamente en el grupo



LPS,4, se hallaron formas carioliticas (marcados con AA). Finalmente, en el grupo LPS,,4,; se

observé una célula eosinofilica como la que se aprecia en la esquina superior derecha del panel.
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IX. Discusion de resultados

La idea de caracterizar un perfil neuroinflamatorio en dos modelos experimentales, para
el estudio de la EP atrae sobremanera debido a las dudas que existen entre la comunidad cientifica
acerca del papel que juegan la microglia y las otras células involucradas en la promocién de la
respuesta inflamatoria, de las enfermedades neurodegenerativas y sobre el desencadenador
inicial de la muerte de las neuronas DAérgicas. Ambos modelos podrian ser incluyentes, ya que,
abordan la degeneracién celular desde dos puntos diferentes. La 6-OHDA involucra la inhibicién
de los complejos mitocondriales 1 y 1V, la produccién excesiva de ROS, la apoptosis y la activacién
glial. Por su parte, el LPS polariza a la microglia al espectro de los M1 y, a su vez, amplia la
respuesta inflamatoria. Por lo que, habrd dos discusiones fundamentales, la de los modelos
experimentales y la de los eventos bioquimicos y fisiolégicos tras la administracién de estos
agentes. En este estudio, se pretendié realizar un analisis sobre las consecuencias de administrar,
de manera independiente, los neurotdxicos y, estas, fueron evidenciadas el andlisis
inmunohistoquimico en células TH" e IBA-1°, asi como de las modificaciones estructurales de las
células del nucleo estriado y de la SNpc y las pruebas conductuales ya descritas.

Se administraron las sustancias en la regién dorsolateral del nicleo estriado debido a que, la
administracién en este nucleo causa una denervacién primitiva y degeneracién retrégrada del
sistema DAérgico como han sugerido Imbriani et al (2018) y Francardo (2018); ademads, es menos
abrupta que los modelos en que se administra en la SN o en MFB, asi mismo, a semejanza del
grado de degeneracién DAérgica que los pacientes que padecen la EP y que, a su vez, expresan
sintomas motores, el modelo de lesién dopaminérgica estriatal reduce las neuronas DAérgicas en
un ~80% (Figura 20). Expuesto lo anterior, 14 dfas posteriores a la administracién se logré causar
una franca asimetria motora (Figura 19) a los sujetos experimentales administrados con alguno de
los téxicos. Sorprendentemente, a pesar de que ambas sustancias causaron una severa
disminucién en el uso de ambas extremidades, aunque no exista una diferencia estadisticamente
significativa, la 6-OHDA causé que los sujetos experimentales usaran en menor medida la
extremidad contralateral a la lesién o, dicho de otro modo: los sujetos experimentales lesionados
con LPS, 14dp a la cirugfa, atin fueron capaces de utilizar la extremidad contralateral a la lesidn,
asi pues, se deduce que el andlogo hidroxilado de la DA causé un dafio mayor respecto al
administrado con LPS.

La asimetria motora ha sido relacionada con la disminucién de los niveles de DA y de células

DAérgicas. Uno de los métodos para evidenciar esto es mediante la inmunotincién de las neuronas



positivas a la proteina TH, esto es: a un menor nimero de neuronas TH', existe mayor
degeneracién de estas células, una consecuente desregulacién en los ganglios basales y la
manifestacién de la pérdida parcial de la funcién de las extremidades contralaterales a la lesién. Si
bien, se ha afirmado que la disminucién de la enzima TH no se equipara con la degeneracién de
estructuras neuronales propiamente dichas, ya que, reflejan la expresién fenotipica de las células
TH' y no su viabilidad fundamental (Jeon et al., 1995), trabajos previos han mostrado que la
administracién de 6-OHDA causa la disminucidn del uso de ambas extremidades anteriores y de la
pata contralateral a la lesidn que inicia a los 7 dias y se mantiene hasta por 30 dias posteriores a la
cirugia (Mendieta et al., 2012; Sdnchez-Gonzaélez et al., 2014; Patricio et al., 2019), lo cual, sugiere la
pérdida de la funcién de las neuronas DAérgicas. Asi, Jeon et al (1995) lo demostraron en un
modelo de lesién nigral. Asi, pues, el modelo de la 6-OHDA es el modelo téxico clasico para el
estudio de la EP, ademds, este modelo de lesién, ha sido probado en las condiciones del laboratorio
en el que se desarroll§ el presente trabajo. Con lo descrito, se puede afirmar que recreamos el
modelo hemiparkinsoniano con la 6-OHDA.

En contraste con lo dicho, se ha afirmado que el modelo de LPS es un modelo de baja
reproducibilidad (Tieu, 2011; Francardo, 2018) ya que, que requiere administrarse, en el nicleo
estriado, mds de 10 ug para causar la degeneracién de las neuronas DAérgicas (Castafio et al., 1998;
Hoban et al., 2013) y realizar de 4 a 8 inyecciones dispersas en todo el nicleo estriado (Hunter et
al, 2007a; Hunter et al., 2007b; Hunter et al., 2008; Choi et al., 2009) para generar un modelo
Parkinsoniano. Para el estudio del modelo inducido con LPS se decidié administrarlo en las
mismas coordenadas espaciales usadas al administrar la 6-OHDA y tener un punto de comparacién
entre los modelos. Con este régimen de administracién se logré causar una asimetria motora
(Figura 19), que estd relacionada con la relevante disminucién de células TH" (Figura 20). Un
hecho semejante se reporté por el grupo de trabajo dirigido por Bing (Figura 7) (Hunter et al.,
2007a; Hunter et al., 2007b; Choi et al., 2009; Hunter et al., 2009; Hunter et al., 2017), en que la
administracién de LPS causa una disminucién progresiva del ndmero de células TH® desde el
séptimo dia posterior a la inyeccién de téxico, datos que son consistentes con lo descrito aqui al
encontrar cambios en las células TH' desde el primer dia de evaluacidn. Los datos de ese mismo
grupo de trabajo muestran que la asimetria motora se manifiesta a partir de la primera semana
posterior a la cirugia y se prolonga en el tiempo hacia la cuarta semana posterior a la lesién.
Ademds, Choi., et al (2009) encontrd, en las muestras que analizd, argirofilia, es decir, que el LPS
degenera a las células DAérgicas de la SNpc y a las terminales nerviosas en el nicleo estriado. Asi

pues, de acuerdo con los resultados obtenidos es factible afirmar que en las condiciones que bajo



las condiciones experimentales en que se realizd este proyecto se generé un modelo
parkinsoniano inducido por LPS.

A pesar de las afirmaciones hechas por otros autores, es cierto que tres décadas de diferencia
entre un modelo y otro abre muchisimas posibilidades de investigacién, pero también es cierto
que cada modelo, aunque pretenda responder a la misma pregunta, lo hace por mecanismos

disimiles.

Por otra parte, es comun encontrar en la literatura diversos articulos que afirman que la
neurodegeneracion es la consecuencia directa causada por la microgliosis cerebral, es decir: que
la microgliosis es téxica y, por tanto, es un factor determinante para causar la muerte de las
células neuronales (Gao & Hong, 2008). Pues bien, de acuerdo con los resultados obtenidos,
prestando especial atencién a los grupos a los que se les administré alguno de los vehiculos, se
determiné lo siguiente: el grupo Ac. Ascérbico,qy; y el grupo SSI,,4,; aumentaron, al menos, 1y 0.5
veces el numero de células positivas a IBA-1 respecto al grupo intacto (Figura 22), es decir: la
administracién de esas sustancias causé la microgliosis en el nicleo estriado, pero no en la SNpc o
en la SNpr (Figura 23), ademads, las células TH’, de estos grupos, son semejantes en forma y
ndmero a las del grupo intacto (Figura 20) y a las de sus respectivos ntcleos contralaterales
(Figura 21). Es probable que la administracién de 4cido ascérbico causara, por una lado, que se
inhibiera el transporte de glucosa (Figura 5) al interior de las neuronas y, al mismo tiempo, que
incrementaran el consumo de 4cido lactico —producto metabdlico de los astrocitos— (Castro et al.,
2009). Es posible, ademads, que el dafio que per se causa la cirugfa: la introduccién de la aguja y la
infusién de la solucién, aunado a las ROS producidas por el catabolismo de dcido lactico, haya
activado a la microglfa —vista como el incremento de células preparadas y activadas 1dpi de Ac.
Ascérbico— provocando, a su vez, un nuevo incremento en la produccién de ROS y la consecuente
oxidacién del 4cido ascérbico al DHA. Este ultimo, fungiria como intermediario metabdlico,
entraria a las rutas de generacién energética para contribuir a cubrir las demandas catabdlicas del
momento (Braun et al., 1996). Asi pues, la aceleracién del indice metabélico neuronal, inducido por
los astrocitos y el propio dafio celular provocado por la cirugfa, causaron la activacién y
reclutamiento microglial —que se evidencié a los 7dp a la cirugia— y, se resolvié durante los 7 dias
siguientes, cuando la microglia restauré la homeostasis tisular y, las células gliales y neuronales,
retornaron al metabolismo basal cuando hubieron consumidose, mediante las diversas rutas
metabdlicas, al dcido ascérbico —mostrando una disminucién en el nimero de células IBA-1"y el

retorno a las formas ramificadas 14dpi del Ac. Asc.—. Ademds, es probable que, cursados los 14



posteriores a la inyeccién de SSI, la microglia estaria resolviendo el dafio causado por la cirugia y
que, quiza, al no contar con el interruptor metabdlico, trabaja de una manera no acelerada.

Continuando en este mismo sentido, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre
la microgliosis causada en el nicleo estriado por la administracién de dcido ascérbico y por la
microgliosis causada por la administracién del LPS 7dpi. Sin embargo, en los grupos Ac.
Ascdrbicoyy,; y Ac. Asclrbico,,qy, la cantidad de células TH' contintia siendo semejante al del grupo
intacto, las células no se ven morfolégicamente distintas (Figura 20), ademds, entre estos mismos
grupos, en la SNpc, no varfa el niimero de células IBA-1". Por su parte, en la SNpc del grupo LPS, 4,
existe una tendencia a incrementarse el nimero de células IBA-1"; a la vez que disminuyeron, por
lo menos, el 50% de las células DAérgicas y las sobrevivientes se aprecian severamente lastimadas
y en destruccién. Este mismo ejemplo puede retomarse, v. gr., con la microgliosis causada, 14dpi
de SSI, LPS o 6-OHDA, mas resulta redundante ya que la situacién parece ser semejante a la
descrita arriba, con la salvedad de que el nimero de células TH, en los grupos lesionados con los
tdéxicos, disminuyen respecto a sus controles, con los puntos temporales previos de evaluacién ni
con el grupo intacto; no obstante, es probable que la muerte de estas células no es causada por la
microgliosis generada el mismo dia de evaluacién en el nucleo estriado y la SN, sino por el

estimulo anterior, como se discutird un poco mas adelante.

Siguiendo el orden de ideas anterior, se pueden reafirmar los planteamientos hechos por
investigadores como Karperien et al (2013), Morgan et al (2014), Penfield et al (1925), del
Rio-Hortega (1921) y Torres-Platas (2014), cuando aseveraban que las modificaciones
estructurales de la microglia estan intimamente relacionadas con la funcién que desempefian.
Como se describié en el apartado microglia, las células de Hortega, estan distribuidas
homogéneamente en todo el encéfalo, estdn repartidas con cierta regularidad; no faltan en
ningin punto, ni sus procesos se entremezclan. As{ mismo, resulta interesante saber que, durante
la maduracién embrionaria de la microglia, esta, esté casi exenta de expansiones protopldsmicas y
que, conforme el cerebro termina de madurar, las células adquieren las formas ramificadas
descritas con antelacién. Ademads, que, al romper el estado de salud, la microglia vuelve a adquirir
una forma pseudopddica, ameboide o redondeada. En ambos casos, en la génesis y en el dano, la
microglia requiere trasladarse, motivados —también en ambos casos— por sefiales quimicas para
llegar al sitio especifico, —en un caso de insulto tisular— llegar al sitio de lesidn, repararlo y

reestablecer la homeostasis del tejido dafiado, o bien, degenerarlo crénicamente.



En un estado fisiolégico, las formas habitualmente encontradas son las formas ramificada y
preparada (Figura 24, 25, 28 y 29) para explorar mds eficientemente, aumentar la superficie de
contacto sobre el largo y el ancho del parénquima cerebral como lo describié Nimmerjahn et al
(2005) y para que estén en contacto, las membranas de los microgliocitos llenos de receptores
sensibles a dafio, con el medio celular. En el tenor de lo anterior, parece no ser casual que en el
curso temporal de las células ramificadas de los sujetos experimentales a los que se les administré
acido ascdrbico, de tener ~50 células en estado fisioldgico, el primer dia posterior a la cirugia,
disminuyeran a ~5 células por campo de estudio (Figura 26¢c) y, al mismo tiempo, las células
activadas y preparadas aumentaran de ~50 células a ~70 células; mas adelante en el tiempo, vuelven
a aumentar las células ramificadas y al final del curso temporal estudiado, se reestablezcan las
formas previas a la lesién (Figura 25, 26C y 27A, B). Especialmente en este grupo, al no aumentar el
ndmero de células IBA-1’, en el nicleo estriado, podemos sugerir que, tras la lesién causada por la
cirugia y la administraciéon del 4cido ascérbico, las células ramificadas previas a la lesidn,
retrajeran los procesos mas extensos y finos, por ello, disminuyé el nimero de células ramificadas
y aument? el de las preparadas, es posible, ademads, que las células preparadas prexistentes se hayan
transformado, a su vez, en células activadas y ameboides. A lo largo de 7 dias, repararon el dafio
—que bien pudo durar los 6 dias siguientes que no estudiamos— y en el dia 14pi cuasi
reestablecerse el estado fisioldgico, a tal punto que el proceso inflamatorio no se expandié en
gran medida y no afecté a las células de la SN: ni microgliales, ni DAérgicas (Figura 20 y 23). Estos
datos concuerdan con el argumento anterior sobre que la lesién causada por la cirugia y el 4cido
ascorbico, causaron el aumento del requerimiento energético celular, la integracién del DHA a las
vias metabdlicas, su consecuente disminucién en el medio extracelular y esto, a su vez, promovid
la inflamacién y migracién microglial; sin embargo, ya que el dafio no fue grave en exceso, el
proceso inflamatorio se resolvid entre el primer y segundo punto temporal de evaluacién y se
reestablecié la homeostasis tisular —mostrada como la recuperacién de las formas con patrones
ramificados semejantes a los vistos previos a la cirugia y con la restitucién en el nimero de
células IBA-1" durante el tercer punto temporal evaluado—. Asimismo, con estos datos puede,
nuevamente, afirmarse que la neurodegeneracién no estd acompafiada por la microgliosis
cerebral, o mds bien, que la microgliosis —que es una consecuencia de la inflamacién y la
inflamacién, a su vez, estd en funcién de la intensidad del estimulo inicial— puede ser téxica o
reparativa; mostrando lo dicho mediante la nula modificacién numérica y morfoldgica de las
células TH' de la SNpc ipsilateral a la lesidn y, por tanto, con la ausencia de asimetria motora

evidenciada por los resultados encontrados en el modelo del cilindro.



Por otra parte, segin los datos indican, el caso més severo de inflamacidn, en el nicleo estriado, lo
mostré la administracién del LPS. Un dia posterior a la cirugfa, las células IBA-1* disminuyeron. Es
plausible sugerir, de acuerdo con la Figura 10: sobre el mecanismo de toxicidad del LPS, que esta
reduccién pudiera deberse a que los microgliocitos hayan muerto, durante la fase aguda de la
inflamacidn, por piroptosis, es decir: la activacién del TLR, la subsecuente cascada de sefializacién
que culmina en la traduccién de pro-IL-1B y NLRP3, la ulterior activacién de ambas proteinas y
liberacién de las citocinas proinflamatorias (Walsh et al., 2014; Ding et al., 2016; Jorgensen et al.,
2016; Galluzzi et al., 2018) causaron la disminucién de células IBA-1" vistas en la Figura 22. Es
posible, ademas, que haya existido un recambio celular completo en el sitio de inyeccién y que,
durante un dfa, las células adyacentes y distantes hayan migrado al sitio de lesién. Ademads, se
evidencia la presencia de células monocito/macréfago no microgliales y células ameboides, las
cuales, al ser las que se muestran mayoritariamente en estados inflamatorios crénico-téxicos,
quizd, desencadenaran una onda de reaccién inflamatoria, reclutamiento y diferenciacién. Esta
onda de activacién, aunque aparentemente irrelevante para las células microgliales de la SN
—pues, apenas se aprecian algunas células activadas— no lo es asi para el resto de las células del
microambiente, ya que, como indica la Figura 32, se evidencian posibles cuerpos apoptéticos,
células oncéticas (Fig. 32 #), picndticas (Fig. 32 #) y ntcleos multilobulados (Fig. 32 *), todos ellos,
con las técnicas de tincién usadas, de imposible determinacién ontolégica. Durante los 6 dias
ulteriores, en el estriado, las células IBA-1" mantuvieron el elevado estado de polarizacién, acaso
proinflamatorio, quimioatrayente y téxico, evidenciado en este estudio, a 7 dias de la infusién del
inflamégeno —incluso es plausible afirmar que este es el punto mds alto de la respuesta
inflamatoria préximo al sitio de lesién—; ya que, primero: se duplicé el nimero de células IBA-1*
respecto al grupo control; segundo: el nimero de células ameboides es mayor respecto a todos los
grupos (~3 veces mayor a las células ameboides del grupo LPS,4,, dos ~2 veces mayor al grupo
LPS14,,; y ~17 veces respecto al grupo 6-OHDA,,; Figura 226B y 27D) y, aunque sin significancia
estadistica, atin hay presencia de células macréfago/monociticas; tercero: aunque no mostramos
los datos, la corteza motora ipsilateral estd poblada por células en estado preparado y activado,
aun, en la regién del cuerpo calloso y en una parte de la corteza contralateral se muestran células
IBA-1" en estado preparado. A partir de estas observaciones, es posible sugerir que, en este punto
temporal, existe fragilidad de la BBB y que, en el microambiente tisular, atin se estan enviando
sefiales quimiotacticas captadas por las células de la periferia y las células aledafias. Ademads, la
promocién de la inflamacién continda expandiéndose. En contraste con los otros grupos

eutanasiados 7dpi que, aunque muestran un microgliosis cerebral, no muestran el mismo nimero



de células con formas relacionadas con la promocién de la inflamacién y, con ello, en ese punto
temporal, no hay degeneracién. Asi mismo, en la regién de la SN —como se describié arriba— las

células TH" estdn francamente dafiadas, se encontraron nicleos deformes, células apoptéticas

(Fig. 32 —), cuerpos carioliticos (Fig. 32 M) y microglia que aparentemente se encuentra sobre
nucleos neuronales o nicleos presuntamente microgliales muy préximos a células TH' (Fig. 32 ).
Las células de Hortega, 14dpi del inflamdgeno, incrementan en ndmero total, pero las células
ameboides se redujeron casi a la mitad y las activadas aumentaron casi ~8 veces, lo cual, implicaria,
por el nimero de células, que las células ameboides se transformaron en su forma menos reactiva
mds préxima: la activada (Figura 26B). En este sentido, no obstante que el niimero de células
microgliales es mayor en este punto temporal que en el anterior, o, dicho de otro modo: la
microgliosis (14dpi) es significativamente mayor que en el dia de evaluacién anterior (7dpi), las
células microgliales tienen menor capacidad de induccién de la inflamacién y, por tanto,
seguramente, mas alld de los 14 dias posteriores a la cirugfa, la inflamacién en el nicleo estriado
empezaria a resolverse. Siguiendo la descripcién como en el caso anterior, en la SN se generd una
microgliosis y un mayor nimero de células ameboides y activadas, es decir, en esta regién, pasados
14 dias luego de una administracién intraestriatal, se alcanza el punto mas alto del estado
inflamatorio, bien téxico, o bien, de reparacidén porque, como se describié previamente, desde el
séptimo dia ulterior a la administracién de LPS, las células TH® ya estaban inexorablemente
dafadas y, segun se aprecia en el mismo panel y en el conteo celular, multiples células ya
murieron y otras estdn en proceso de muerte (Figura 32). Esta ola de procesos promovidos por la
inflamacién a partir de la administracién de LPS en el nucleo estriado como la produccién de
proteinas proinflamatorias, la promocién de ROS, un alto requerimiento energético, hipoxia
tisular e inhibicién de las funciones normales de la mitocondria (Hunter et al., 2017) y su rdpida
propagacién podrian ser los factores causantes del ambiente téxico observado en la SNpc desde el
primer dia de evaluacién, ademds, el sostenimiento de estos factores téxicos por, al menos, 7 dias,
serfa la causa de la disminucién de las células TH" y, por tanto, la causa de la asimetria motora
observada 14dpi de LPS. Sin embargo, es posible que a partir del dia 8pi los procesos de
inflamacidn téxica empezara a resolverse y la microglia empezara a tornarse, bien, reparativa y
compensadora de los sistemas que modulan los ganglios basales fagocitando las vias de entrada,
hiperactivas, del nicleo subtaldmico (SNT) (Aono et al, 2017) y, por ello, los sujetos
experimentales administrados con LPS, 14dpi, muestran un mayor uso de la extremidad

contralateral a la lesién.



Del mismo modo que lo anteriormente descrito, —quizd, debido al propio mecanismo de
toxicidad— el andlogo téxico de la DA, causa una inflamacién severa al inicio, mas de pronta
resolucidn. Esto es: es probable que la produccién excesiva de ROS sea la principal fuente de los
cambios morfoldgicos microgliales y de la muerte celular inducida un 1dpi del téxico (Figura 22)
y, en ningun caso, la estimulacién de TLRs es relevante para la induccién de la inflamacién
(McCabe et al., 2017). As{ mismo, es muy probable que las capacidades antioxidantes del 4cido
ascérbico se vean rebasadas (Patricio et al., 2019) por la capacidad prooxidante de la 6-OHDA, por
lo que no habria forma para que contribuyera al flujo de lactato al medio, pero su metabolito,
DHA, sf participaria como intermediario metabdlico para formar glucosa y coadyubar a cumplir
los requerimientos energéticos del momento (Figura 5), asi mismo, la disminucién del sistema
antioxidante causarfa que no fuera posible el reciclamiento del ascorbato, su consecuente,
disminucién del medio y la promocién de la inflamacién, mostrada como una disminucién
estadisticamente significativa en el nimero de células IBA-1" con formas que disminuyen el
patrén de ramificacién y un aumento significativo en el nimero de células redondeadas respecto al
grupo control intacto (Portugal et al., 2017a; Portugal et al., 2017b). Ademas, en los sujetos del
grupo 6-OHDA,,,; hubo un incremento de, al menos, 0.2 veces en el nimero de células IBA-1°
respecto al control intacto, esto es: se manifesté una microgliosis respecto al grupo intacto, 0.3
veces menor respecto al grupo Ac. Ascorbico,y, y LPS,q4,, la deferencia entre estos tres grupos,
como ya se indicd, radica en que en el grupo LPS,,,, las células estan mds sesgadas a las formas
redondeadas y las del grupo 6-OHDA,,,; y Ac. Ascorbico,q,; hacia las ramificadas, de acuerdo con el
andlisis morfolégico mostrado en las figuras 26 y 27. Es plausible, asimismo, intuir que la
disminucién en el nimero de células microgliales vistas 1dpi de la 6-OHDA haya sido causada por
la muerte de las células IBA-1" mediante un proceso apoptético —inducido por el exceso de ROS—
y que es asociada a una respuesta inflamatoria robusta con sefiales de sobrevivencia o algin otro
tipo de muerte celular regulada inducida por los efectos téxicos propios de la 6-OHDA (Galluzzi et
al.,, 2018). Quiz4 esto explique por qué, 7dpi de 6-OHDA, hay un menor nimero de células IBA-1"
que 7dpi de LPS y, en ese sentido, un mayor nimero de células ramificadas y preparadas y un
menor numero de células con formas que promueven la inflamacién. Es sorprendente, asimismo,
que el curso de cambios morfolégicos que causa la 6-OHDA en el ntcleo estriado es semejante a
los vistos en el grupo Ac. Ascérbico, es decir, que, al inicio, disminuyen las células ramificadas y
aumentan las ameboides y, conforme avanza el tiempo, se recuperan e incrementan las células de
estados fisioldgicos previos a la lesién y disminuyen las formas relacionadas con los procesos

téxicos (Figuras 27A y B). Ademds, aunando la informacién obtenida con las tinciones, se hall6 que



las neuronas DAérgicas y otros tipos celulares afectados, murieron factiblemente por apoptosis,
que se manifiesta mediante niicleos picnéticos (Fig. 32 #) que se observaron, desde el primero
hasta el séptimo dfa posterior a la infusién de la 6-OHDA, y la aparicién de multiples células
apoptéticas 14dpi del téxico (Fig. 32 ») y por la nula disminucién y deformacién de las células
TH' en el grupo lesionado con 6-OHDA. Con esto se infiere lo que se mencioné arriba: que la
participacién de la microglia en el proceso de dafio o muerte celular en el modelo de la 6-OHDA es
exiguo, por no decir nulo, por ello, no habria un elevado nimero de células IBA-1" ni en el estriado
(Figura 22B) ni en la SN (Figura 23B) ni en un estado altamente reactivo, y, debido a esto, del
primer estado inclinado a lo téxico (durante 6-OHDA,4,), prontamente retornan a los estados
menos dafinos (durante 6-OHDA,,;), posiblemente, antiinflamatorios, y hasta fagociticos, como

podria sugerirnos la fraccién inferior izquierda de la Figura 32 (#) (durante 6-OHDA, ).

El modelo parkinsoniano inducido con LPS, quiza, debido a la propia naturaleza inflamdgena de la
endotoxina y fina sensibilidad de la microglia, parece causar una muerte pronta, progresiva y
constante de las neuronas DAérgicas (y probablemente de otros ndcleos cerebrales), asi como una
respuesta inflamatoria mas potente y sostenida. Ademads, que la causa de la muerte de las células
DAérgicas puede deberse a distintos procesos como la pérdida de la comunicacién
microglia-neurona, produccién de citocinas proinflamatorias, proteinas del complemento y
quimiocinas, polarizacién de astrocitos a un estado Al neurotdxico y, fagocitosis de cuerpos,
axones y dendritas. En contraste con lo dicho, el modelo de lesién inducido con la 6-OHDA
produce un modelo parkinsoniano fino, ya que se introduce selectivamente a las neuronas
catecolaminérgicas y, degenera a las neuronas DAérgicas mediante la activacién de las vias
apoptdtica, la oxidacién de proteinas y DNA, asi{ mismo, reproduce un modelo de inflamacién,
quizd, con escasa participacién téxica, ya que, como lo mostré McCabe et al (2017), el aumento en
la expresién de RNA que traduciria TLR4, IL6, TNFa, en un modelo de lesién nigral con 6-OHDA es
exiguo, respecto a los expresados en un modelo de idéntica lesién pero con LPS.
Simultdneamente, en ninguna de las dos propuestas de lesidn se ha podido crear un modelo de
inflamacidn continua, puesto que en todos los casos, en el nicleo estriado, se muestran una curva
céncava de  activacidn-desactivaciéon = ameboide 'y una curva convexa de
desactivacién-reactivacién ramificada con una —digamos— amplitud proporcional a la intensidad
del estimulo microglial (en la zona cercana al sitio de lesién [Figura 26] se evidencia de mejor
modo), mientras que la cronicidad de la inflamacién se verfa manifiesta como un sostenimiento

prolongado de células microgliales, macréfago y monociticas, primero cercanas al sitio de lesién



y, luego, por ampliacidn, a las regiones aledanas, distantes y sensibles como se sugiere que es la

naturaleza de las neuronas DAérgicas.

Finalmente, se podria proponer que un elevado nimero de células microgliales, no significa
categdricamente neurodegeneracién, tampoco la proteccién celular o la regeneracidén; més bien,
es posible sugerir que el concepto que es usado para referirse a la descripcién del incremento del
numero de células microgliales: microgliosis, es ambiguo y que, hacer converger tal proceso con
el deterioro tisular, aunque es una préctica frecuente, apunta ser una relacién equivoca y poco
determinante. Aunado a esta linea de pensamiento, generar un perfil morfométrico parece
aproximase un poco mds a la diversa naturaleza celular coexistente en un proceso que rompe el
balance homeostatico. Ahora bien, polarizar a la microglia de acuerdo con los cambios fenotipicos
puede ser un segundo paso para la descripcidn cabal del proceso inflamatorio en los modelos que
generamos, en dénde, el primer paso, bien puede ser la microgliosis y, el dltimo, la descripcién

genotipica.

X. Conclusiones

La administracién intraestriatal de la 6-OHDA produce un modelo hemi-Parkinsoniano que
provoca un microambiente celular téxico, induce la formacién de cuerpos apoptéticos y degenera
a las células TH+ de la SNpc retardadamente; asi como un modelo inflamatorio moderado,
caracterizado por un aumento en el nimero de células IBA-1" y la modificacién en la estructura
celular de la microglia de las formas ramificadas-basales, hacia las formas

redondeadas-proinflamatorias y retornando a las células con patrones ramificados.

La administracidn intraestriatal del lipopolisacdrido genera un modelo hemi-Parkinsoniano que
induce un microambiente celular téxico, causa la formacién de cuerpos necrdticos y degenera a
las células TH" de la SNpc rdpida y progresivamente; asi como un modelo inflamatorio robusto,
caracterizado por un aumento en el nimero de células IBA-1" y la modificacién en la estructura
celular de la microglia de las formas ramificadas-basales hacia las formas
redondeadas-relacionadas con la promocién de la inflamacién, el mantenimiento de estas formas
durante los tres puntos temporales y la ampliacién espacial del proceso inflamatorio desde el sitio

de lesién hasta la SNpc.
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