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A QUIEN CORRESPONDA:

Por este conducto la Comision Revisora formada por el Dr. Victorino Gilberto Serafin Alatriste Bueno, Dr.
Ilhuicamina Daniel Limén Pérez de Ledn, Dr. José Luis Gdngora Alfaro, y la Dra. Victoria Palafox Sanchez,
informan haber leido y aprobado para su impresién, la tesis denominada “Evaluacion del efecto
neuroprotector del tratamiento crénico con los probidticos L. rhamnosusy B. lactisen el modelo de
hemiparkinsonismo inducido por lipopolisacarido en rata”, que presenta el alumno Irving Manuel

Parra Becerra para obtener el grado de Maestro en Ciencias Quimicas.

Se extiende la presente a los treinta y un dias del mes de mayo del afio dos mil veintidds.

ATENTAMENTE

B

Dr. Victorino Gilberto Serafin Alatriste Bueno Dr. Ilhuicamina Daniel Limdn Pérez de Leén
Dr. José Luis Gongora Alfaro Dra. Victoria Palafox Sanchez
Posgrado en Ciencias Quimicas Edif. 105 |, Ciudad Universitaria,
FCQ - ICUAP Col. San Manuel, Puebla, Pue.
C.P. 72570

01 (222) 229-55-00 Ext. 7387






En memoria de W

En cierta calle | Jorge Luis Borges

En cierta calle hay cierta firme puerta
con su timbre y su nimero preciso [5937]
y un sabor a perdido parafso,

que en los atardeceres no estd abierta
ami paso. Cumplida la jornada,

una esperada voz me esperaria

en la disgregacién de cada dia

y en la paz de la noche enamorada.
Esas cosas no son. Otra es mi suerte:
Las vagas horas, la memoria impura,
el abuso de la literatura

y en el confin la no gustada muerte.
Solo esa piedra quiero. Solo pido

las dos abstractas fechas y el olvido.



A mis padres y hermanos

La peste [fragmento] | Albert Camus

«Pues él sabia que esta muchedumbre dichosa ignoraba lo que se puede leer

en los libros, que el bacilo de la peste no muere ni desaparece jamas, que puede
permanecer durante decenios dormido en los muebles, en la ropa, que espera
pacientemente en las alcobas, en las bodegas, en las maletas, los pafiuelos y los
papeles, y que puede llegar un dia en que la peste, para desgracia y ensefianza de
los hombres, despierte a sus ratas y las mande a morir en una ciudad dichosa».
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Hastio

A los pestiferos de esta genereacion

Hace frio.

La noche estuvo célida, pero en este momento siento frio. No quiero levantarme. La luz de la ventana se ex-
cede. No es posible alzar los parpados, los ojos se mueven y ven un manto arborizado rojo. La cabeza tampoco
quiero moverla, mas, en un esfuerzo vano, como todos, giro el torso y quedo bocabajo. Me tapo con la almohada
la cabeza y me cubro por completo. Las sdbanas y cobijas y este no sé qué sensitivo de mis entrafias, en conjunto,
me ofrecen mucho mas que levantarme.

La mafiana clara oculta tinieblas.

Mi madre golpea la puerta y grita algo, no alcanzo a distinguir las palabras —jAjddaaal —respondo para que no insista.

He aplazado la alarma, pero no la silencio. Sé que debo levantarme, pero me pesa hasta el infinito. Una y otra
vez la aplazo, el estridente sonido, ni siquiera por molesto me obliga a levantarme. Me siento derrotado, pero
lacido, consciente de mi condicidn, de este espesor. No es la primera vez que me pasa, pero a veces quisiera que
fuera la ultima, ya mediante el destierro de la mente hacia el més all4, ya por la evocacién del espiritu de las
obligaciones que palpitantes suenan y resuenan, estridentes, otra vez, jcomo esa maldita alarma que no quiero
silenciar!, por no dormir, pero, también, por no dejar pasar el tiempo ma4s alld de lo que se me ha dictado que-
darme acostado: inerte.

La primera opcidén parece mas convincente: por sencilla.

Justamente ayer, antes de acostarme, no queria hacerlo porque tenfa miedo, aplazaba la hora de ir a la cama,
de apagar la luz y ocultarme de las tinieblas bajo las sdbanas. Hoy no me quiero levantar, quiza, por la misma
razén. La oscuridad me absorbié ;Desde cuando?

Anoche tuve el suefio nuevamente: vi a un anciano morir, triste, desahuciado. No cumplié los suefios de su juventud.
La tristeza que lo acompafié toda la vida lo consumié. Al apagarsele el alma, no habia nada mas, solo oscuridad.

Ayer por la tarde estaba convencido de que iba a conquistar el mundo al despertar.

Ayer o antier o el mes pasado o, no sé bien cuando, le regalé al mundo un cédigo moral y un cédigo practico.
C6mo actuar. Cémo vivir. Qué hacer para que sus facultades (no las fisicas ni mentales, ojald pudiera, sino las
universitarias) obtuvieran la calidad media, al menos, para alcanzar un soplo de verdadera gloria. También les
ofreci una receta sobre cémo transmutar la realidad: basada en el amor, en la ética estética, en la estética practi-
cay util. Combati la inconsistencia de la realidad colectiva por falta de informacién (o de interés). Con certeza sé
que comparti mis convicciones, pero no recuerdo bien para quién o para qué. Convicciones nobles, nacionales,
continentales y humanas: vividas y nobles, licidas e ilustres, pero ya no sé si estdn basadas en la realidad o a la
altura de las circunstancias. No sé si encontrard oidos la reverberacién del eco de mis pensamientos. Parece que
todo eso que un dia pensé en un hdlito de soberbia estuvo siempre destinado al fracaso, al vacio, a la oscuridad
misma del olvido con la que me cubro del mundo y la que oculto al mundo. El final del espiritu es el fracaso,
alguien me dijo.

Hoy el mundo parece opaco.

Hace frio.

Opaco y frio. Como el Universo. Opaco y frio como el rostro de quien desde afuera mira y grita, con sonido
chirriante (que es posible aplazar, pero no silenciar) que debo levantarme. Opaco y frio como como la mirada in-
terior que susurra al oido que serd imposible levantarme. Aunque susurre, y no grite, la segunda voz es mas fuerte.

jAl diablo! No quiero levantarme. No quiero conquistar el mundo. No quiero descubrir mds saberes. No quie-
ro ser politico ni cientifico. Ni fildsofo ni artista. No quiero pensar ni escribir. La carga de la conciencia es inmen-
sa e innecesariamente pesada. Ya todo lo que existe, Existe y lo que es, Es.

;Qué hay alld afuera que necesita que me levante?

jObligaciones?

.De verdad un puiado de puntos es el estimulo mas alto que puede ofrecérseme para abandonar este cémo-
do, pero insensato sentir de existencia? ;Levantarme para ver a cincuenta y tantas personas con el sublime y
ambicioso deseo de no ser ellos? jDe no querer estar ahil {Y de querer ser yo! Y yo, con el incesante deseo de ser
ellos, solo por no ser yo. Solo porque lograron levantarse sin el taladrar de sus pensamientos, sin el crujir de sus
huesos, sin la miseria de estar existiendo.

Al fin decido enfrentarme a las particulas de polvo flotantes en la habitacidn y a todas sus consecuencias.
Abro lo ojos y veo un rayo de luz azul entrar apenas por la marafia de seda. Sostengo una gran bocanada de aire
como si fuera la dltima que quedara en la tierra y la suelto como si no me importara haber dejado sin oxigeno
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a todos los humanos. La realidad supera mis pensamientos. Me incorporo. Levanto el torso. Me doblo un poco
y apago la alarma con la certeza de que no volvera a sonar, con la seguridad de que he dominado la gravedad.
Arrojo el pesado tejido que son las sdbanas, pero el entramado constructo que no me deja dormir lo llevo en la
espalda, me arrastro por la espesa realidad hasta el bafio. Me miro en el espejo, veo las escamas grises de mi piel,
el cabello opaco, la mirada nublada. Me siento acabado, futil.

Doy asco.

Llego a la cocina.

No hay nadie en casa. Mi padre borracho se fue al trabajo para ganar unos pesos y, con ellos, comprar mas
licor. Mi madre, dejé una nota: se fue a reactivar la economia, aunque esté prohibido salir. Mientras tanto yo
sigo lamentando la ingrata vida de infierno.

Si tuviera que salir no cambiaria nada. Vestirme para no parecer indecente. Bafiarme para no parecer vago.
Estudiar para salvar a mi pafs del comunismo, aunque nadie sepa con precisién qué significa esa mezcla maldita
de fonemas. También me han dicho que tengo que brindarle mi autonomia a una universidad que pide recursos
a un gobierno neoliberal, que no rinde cuentas a nadie ;El gobierno o la universidad? Da lo mismo, cada funcio-
nario se siente duefio de la pequeria parcelita que le regald el rebafio que es el pueblo y de la existencia de cada
borrego que son las gentes.

Alzo la cortina. Me asomo por la ventana, veo los edificios naranjas con incomodidad. Uno de ellos tiene un
nido de lodo construido por las arquitectas golondrinas. Tienen un vuelo elegante. Cantan la cancion de primavera
en otoflo. Parecen inciertas esas perfectas combinaciones de rojos, negros y blancos, ese rosar de tempestuoso
viento, ese revoloteo a la ida y brillar de limpidas plumas a la vuelta. Van y vienen. Ofrecen comida a sus pollue-
los que ni siquiera saben que existen. Si lo supieran serfan conscientes de que tienen un par de alas que les per-
mite volar, que sus vividos colores les harfan atraer més hembras, se las afeitarian y tefiirian, quiza conseguirfan
mas plumas u otros materiales para verse mas pomposos, para fornicar mds, para procrear mas; sabrian que el
planeta lo dominan aquellos individuos que no tienen colores y que no atraen hembras bailando (o no a todas,
y no todos). Sabrfan que morirdn en algiin momento y que sus crias también lo hardn y que las crias de sus crias
repetiran el ciclo de vaivén, de vuelo sin sentido. ;Para qué volar? ;Con qué fin? ;Y sino fueran las aves y fueran
los perros o los roedores o las lagartijas? ; Verfan en nosotros esclavos, amenazas o comida? Espero que sean mas
listos que nosotros y no nos crean dioses. Nosotros podriamos considerarnos dioses a nosotros mismos en tanto
que somos capaces de modificar la realidad inmediata, pero no a otras especies, ya no mds. Ni otras especies,
desde luego, a nosotros jJamas! Seran de si sus propios constructores.

jOh! También hay un jardincito. Estd muerto. Las rosas estan marchitas, pero esas flores rojas de temporada
empiezan a nacer. Las macetas estdn rotas y las cortinas que sobrevuelan las ventanas del jardin, algo desgasta-
das. El cielo hoy tiene un azul precioso, pero todo es ajeno, es irreal, es vano.

(En dénde estardn mis padres? ;Y mis hermanos? jAh! ;Si! Mi padre se fue borracho para volver con mas
alcohol. Mi madre y mis hermanos a salvar la economia nacional ;Tengo que preocuparme por ellos? ;Ellos se
preocupan por m{? Me dejan tirado cada dia como un calcetin sucio, cuando no como a un perro muerto al que
apenas se acercan a verterle cal para que no los moleste con el fétido olor de su presencia, de su insolencia, con
la vehemencia e inconsistencia de sus reflexiones.

Me alejo de la ventana.

Veo lassilla en la que he de sentarme. Esa silla existe, la ide6 un carpintero o un ingeniero programé un sis-
tema tal que construyera noventa y cinco mil idénticas a su ideal y el 5% restante se construyé a si misma, ojala
se invirtieran los nlimeros. Ahora me siento en la silla (que existe), recargo mi espalda en el respaldo y arrojo
mi cabeza al vacfo. Miro al techo. —Estoy aburrido de ser yo—. Los dfas y las horas pasan como si no importara
a quién arrasan con ellos. A pesar del tedio debo encender esa computadora, fingir que tengo un proyecto y que
voy a cumplirlo frente a un monitor o una cdmara o una consciencia apagada. Viviendo a la sombra del fantasma
que creé.

Me enderezo apenas lo pienso, estiro el brazo y con las yemas busco, debajo del cenizo monitor, dénde opri-
mir un botén sumido que me permitira ver la luz verde del hastfo.

Con sus lenguas de fuego la luz de la pantalla me lleva hacia ella. Las pupilas se afilan y tomo con precisién el
ratén sin ni siquiera saber exactamente en dénde se encuentra.

Como si de otra realidad se tratara, el cuerpo se hace liviano, las piernas se adormecen y la espalda se encor-
va. Se automatizan los movimientos (y los pensamientos).

Se cumple mi deseo: dejé de ser Yo.

Irving Parra
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Lineamientos Eticos y de Conducta

N

«Padecemos muchas dolencias, pero aspiramos a ser aquellos pueblos
que redimen su dolor con la decision 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 creacidn del autor del presente Manifiesto motivado, en primer lugar, por la necesidad
absoluta y urgente de actuar bajo lineamientos Eticos y Estéticos. Asi mismo, quien escribe, fue inspirado por el
primer cédigo de ética que conocid, a saber: el del laboratorio de la asignatura de Fisiologia II a cargo de la Doc-

tora Marfa Isabel Martinez Garcia. Asf, pues, justifico a continuacién:

Existe un amplio margen de diferenciacién entre el Derecho ejercido por el Estado y sus Instituciones y la
Ftica, a saber: las sanciones de orden ptblico de lo primero, y privado, de lo segundo. Asi 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 ocu-
rre 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
teorfas 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 homo como individuo y no al humano como colectividad
y que, a la sazén, hubimos de adoptar al capitalismo artero y al materialismo vulgar por mera adaptacién, pues
quien no lo hiciera estarfa condenado.

Los modelos aludidos, por proferir el bien material, privado e individual y el consumismo voraz (incluido el
humano como objeto de consumo) han desechado todos los elementos de la alta conciencia y, en su lugar, se ha
colocado al capital y a la soberbia. La crueldad y la ignominia: fatalidad de los humanos de la historia reciente y
malditos nosotros que construimos nuestra propia desgracia rechazando las primicias del espiritu y disponien-
do la conducta al servicio de la tiranfa. Entiendo, sin embargo, lo osado que significa implicarse en la soberania
individual, mas corresponde a todos los individuos rehacer la moral, la historia y la sociedad reforzando cada palabra
con la norma que la ennoblece y con la accién que la consuma.

Propongo, entonces, un Utilitarismo Estético. Primero, diremos que la Estética, por s{ misma, tiene un ritmo
compuesto, no por vibraciones estériles, sino por ondas que relacionan lo material y lo espiritual, lo humano y lo
constructo. Sumétrica es el amor y su representacion fisica, macroscdpica, la belleza. La Estética, por tanto, tal y
como la expongo ha de transfigurar la realidad, hacerla bella, volverla sustancia. Debe ser el motor primero y el
fin dltimo. De esta no diremos que es una mera abstraccion estéril o desinterés totalitario en la accidn, 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 y elevada de nuestro presente y futuro.
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Lo dicho obliga a las personas responsables, conscientes y consecuentes de su realidad, de la realidad mexi-
cana, a colaborar en las tareas superiores de nuestra época. jMenesterosidad urgente, por implantar en las con-
ciencias todas el Ideal del Deber! El deber equivale a redimir dindmica y constantemente a la sociedad. El deber
exige hallar y conservar la justicia, la paz, la libertad y el progreso para todos. El deber, pues, requiere abordar
dos cuestiones fundamentales: la rebeldia, que no puede existir sin derroche de generoso esfuerzo y laboriosidad
y la de la luz del alma que, con amor y compromiso, transmutard la realidad y la transformard en belleza. Con esto
afirmamos que el trabajo requiere de libertad y dignidad, que garantiza la accién fructifera, que la paz necesita
justicia y que toda arbitrariedad debe ser derrumbada.

Asi mismo, 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,
contendrd a la Moral de Servicio y a la Moral de Funcién. La primera sera la que dicte el servicio a la nacién; a su vez,
servicio, serd todo aquel componente: material o constructo, que exceda al trabajo y que ha de compartirse. Con
esto, en seguida se reconoce que son inttiles quienes tienen la oportunidad de aportar y, por no hacer, son equiva-
lentes a los que destruyen; senalard, por tanto, a aquel que es ttil y al que no. 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. La segunda
dird si un sujeto dado, cumple o no con su Funcién Social, con el papel que le corresponde; no bajo el hado irrevo-
cable, como se calendarizaba antafio, sino el que se ha designado cada uno al elegir su realidad, incluso aceptando
irresponsablemente las investiduras 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 deberd estudiar y, para lograrlo con éxito tiene que descansar y cumplir sus
requerimientos nutricionales seguin la ciencia actual, asi como tener tiempo de ocio para jugar, hacer deporte,
leer, realizar alguna actividad artistica, en fin, todas las actividades que promuevan el desarrollo integro de las
capacidades poteniciales del humano, su naturaleza entera. No pretendo exigir desde el privilegio de quienes
tienen la capacidad econimica y social de lograrlo sin tropiezos, sino desde la posicién indigna de multiples estu-
diantes rebeldes que pueden renunciar a la precariedad. La intencién de esto es tener un estado de salud éptimo
para rendir los periodos de exigencia en el cumplimiento del Ideal del Deber segtin la Funcion que corresponde a
cada uno dentro del colectivo humano y ecoldgico.

En el momento, pues, que algiin integrante de la sociedad no cumpla con sus Funciones Morales, al mismo
ritmo que estas cesan, las injusticias crecerdn; dicho de otro modo: algun 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 dptimas, 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 y jévenes aprendan. Por ello, no parece descabellado
afirmar que una vez que el maestro cumpla con su Funcién Moral, México empezard a civilizarse. Para cumplir con el
Ideal del Deber, se proyecta una infinita variedad de posibilidades, mas mi famélica capacidad me hizo apto ape-
nas para proponer este minisculo manifiesto con miras al derroche de esfuerzo y generosidad en virtud de la
apreciacién propia de la realidad en la que me he desarrollado.

El fin, como he sefialado en verbo (en palabra y en la accién), 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; entender, pues, que no existe libertad individual sino no es la libertad de todos, por tanto, se
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ha de preferir la libertad del colectivo para gozar de la propia; de proponer obras ttiles: pensar y obrar en be-
lleza; comprometerse con la realidad en la que nos encontramos a pesar que cada esfuerzo parezca nacido para
fracasar; obrar con amor en nombre de todas las cosas a través de la Etica en la accién: lucha cuasi eterna contra
las vicisitudes temporales. —Actua 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 accion libre y de la locura generosa.

Aunque ensalzar los valores estéticos en un manifiesto que cuasipositivista parece una contradiccidn, la
historia del hombre ha mostrado que el raciocinio absolutista ha proveido a la humanidad de deshumanismo:
ahf estd la importancia del retorno a los valores de la alta conciencia. Pero tampoco debe interpretarse este es-
crito como un humanismo antropocentrista, sino como un humanismo que vierte las capacidades de todos los
humanos en salvaguardar lo que existe, incluso antes de que existiera el hombre como humano humanista: un
humanismo ecocentrista si se quiere, que no busca otros planetas habitables para desechar este cuando ya no
sea util, sino para comprender el lugar que ocupa en un todo universal: la nada.

El tono de este manifiesto puede sonar puerilmente nacionalista y metempsicotista, mas la moral de funcién
nos obliga a hallarnos, no solo como mexicanos, sino también como americanos, antes aun como hombres, pero
sobre todo como habitantes pensantes que pueblan —acaso— el tnico sitio habitable de un universo exiguamen-
te conocido; encontrarnos como humanos finitos, perecederos: que existen, pero se esfumaran como el soplo de

la mafiana cada dia; responsables de sus tres condiciones: la creacidn, la construccién y la destruccién.

Segun lo dicho, aunque el Cédigo de Conducta presente enmarca el comportamiento dentro del Laboratorio de
Neuroquimica durante la trayectoria de realizacidn de tesis, servicio social o précticas 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 con-
tinua, patriotismo, pulcritud, respeto, responsabilidad, solidaridad y tolerancia.

Cuarto:

i.  Elunico compromiso inherente al investigador no es mds que su encuentro desinteresado con la verdad; por tanto,
el alumno, no debera cometer fraudes de naturaleza alguna y no modificard los datos obtenidos. Toda vez que se
modifique algtin dato en la bitdcora de experimentos, debera escribirse el dato correcto con el nombre y la firma
de quien autorizé dicho cambio. De ser necesario, debera escribirse una breve justificacién. El Gnico permitido
para autorizar los cambios es el duefio de la bitacora. De no hacerlo, se estara 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.
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iii. Enestarealidad, laverdady la perfeccién son inalcanzables; sin embargo, el estudiante debera esforzarse por
estar, cada dia, mas cerca de estos mejorando continuamente: pasando de lo eficiente a lo eficaz, tanto en el desa-
rrollo 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 compasion (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 debera tolerarse,
si, en el transcurso de la mejora continua, existen dudas; de hecho, se desea que existan muchas y puedan resol-
verse colectiva o individualmente.

v.  Elrespeto 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. Debera
mantener su area de trabajo limpia y ordenada. Deberd 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 acomo-
dar 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 entrome-
terse en los experimentos de otros; 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 mds 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 razdn, los sujetos de experimentacién no tendran otra funcién mas que fungir
como lo sefialado; no por mezquindad, pues la investigacidn, 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 deberan ser tratados como mascotas, tampoco con
crueldad o desprecio; por ello deberén ser atendidos como sujetos con una de las funciones mas puras aun fun-
damentales en el proceso investigativo y la obtencién de datos. Estos desconocen las temporalildades humanas,
asi, si existe una festividad humana que se traslape con el aseo o tratamiento del sujeto experimental, debera, en
todo momento, dar prioridad a las necesidades del animal. Jamds deberan eludirse los tratamientos y cuidados.
Cada dfa, 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, debera 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 deberan ser tratados dignamente.
Irving Parra
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Resumen

Evidencia ha demostrado la intima relacién entre el cerebro, el intestino y la microbiota, asi como que la
disbiosis es un factor importante en la alteracién del estado de salud. Por ello, las hipétesis actuales han situa-
do a la microbiota como un componente esencial en el desarrollo de los sistemas nervioso e inmunoldgico, as{
como en el mantenimiento y recuperacién de las funciones naturales de los organismos. Existen pocos estu-
dios que demuestren la accién protectora de los probidticos en modelos animales de enfermedad de Parkinson
(EP) utilizando tanto Bifidobacterium animalis ssp lactis Bb12 como Lactobacillus rhamnosus GG. En este estudio,
se evaluaron los efectos de una mezcla de dos probidticos, Bifidobacterium animalis ssp lactis Bb12 y Lactoba-
cillus rhamnosus GG (en un probidtico comercial: Microbiot®) sobre la neuroproteccién y neuromodulacién de
la morfologfa de la microglia, asi como sobre el comportamiento motor de ratas hemiparkinsonianas. Ambos
probidticos B. lactis Bb12 y L. rhamnosus GG [1x10° UFC cada cepa en 300 uL de Microbiot®] se administraron
por via oral una vez al dia durante 15 dias antes de la inyeccién estriatal de lipopolisacarido (LPS) mediante
cirugia estereotdxica. El modelo animal LPS de EP conduce a deficiencias motoras 14 dias después de la lesién.
Se evalué el comportamiento motor como la asimetria motora (18 dias antes de la lesién, mismo dia de la ci-
rugia y 14 dias después de la lesidn) en el cilindro y la coordinacién motora en el modelo de la viga (a los 15
y 8 dias antes de la lesién y 7 y 13 dias después de la lesién). Ademds, se realizé la cuantificacién de neuronas
TH positivas en la sustancia negra pars compacta (SNpc) y células Iba-1 positivas en el estriado dorsolateral y
SNpc. Los resultados mostraron que los animales con lesidn estriatal LPS y tratados con probiéticos o vehiculo
(aceite de girasol + vitamina E; AGE) tienen disfuncién de la extremidad anterior contralateral en el modelo de
cilindro, lo que significa que los probidticos no modificaron el comportamiento de asimetria. Por el contrario,
los probidticos reducen eficazmente el déficit de marcha con la extremidad trasera contralateral en la prueba
de la viga. Ademads, nuestros hallazgos indican que la neurodegeneracién en el SNpc no fue prevenida por el
tratamiento probidtico profilactico. Sin embargo, el tratamiento con probiético provoca un bajo grado de acti-
vacién de la microglia en comparacién con el LPS. En conclusidn, encontramos que el tratamiento profildctico
con la mezcla de los dos probidticos (B. lactis Bb12 y L. rhamnosus GG) mejora la coordinacién motora en el punto
alto de inflamacién por LPS al tiempo que reduce la activacién de la microglia, por lo que estos hallazgos su-

gieren explorar nuevas estrategias con esta mezcla de probidticos para evitar la neurodegeneracién en la EP.

Palabras clave: probidticos; inflamacidn; lipopolisacdrido; microglia; Enfermedad de Parkinson.



1. PROLEGOMENOS




Prolegdmenos

Sistema inmune

La inmunologfa es una rama de las ciencias bioldgicas que se ocupa del estudio del sistema inmune. El sistema
inmune es el conjunto de drganos, tejidos, células y moléculas que tienen como funcién reconocer los elementos
propios de un organismo y distinguirlos de los ajenos. Ademas, el sistema inmunoldgico provee de proteccién
contra algunos agentes o procesos quimicos (v. gr. desregulacién de pH sanguineo), fisicos (p. ej. golpes y que-
maduras leves) y bioldgicos (como microrganismos, tejidos y drganos ajenos), mediante un par de acciones
vinculadas: el reconocimiento y la reaccién (Abbas et al., 2015; Owen et al., 2014).

El sistema inmune consta de dos partes: el sistema inmune innato y sistema inmune adquirido (o adaptati-
vo). Se dice que el sistema inmune adquirido tiene memoria, ya que, luego de un primer contacto con alguna
estructura quimica, aunque lenta en la accidn, capacita a las células del sistema inmune para ‘recordar’ dicha
disposicién molecular para, luego, durante un contacto ulterior, reaccione mds rapida, intensa y eficazmente
que durante el primer contacto. Por otro lado, la respuesta innata es estereotipada pues reconoce patrones
proteicos con disposiciones moleculares semejantes entre distintas especies y carecen de la forma de memoria
asociada con la inmunidad adaptativa o la capacidad de responder de una manera mejorada ante encuentros
posteriores con la misma sustancia extrafia. Estas caracteristicas causan que el sistema innato sea capaz de
detectar y reaccionar inmediatamente ante un suceso de invasién o de dafo, pero no mejorard la capacidad de
reaccién ante eventos semejantes (Abbas et al., 2015; Immunopedia, 2022; Owen et al., 2014).

La inmunidad, pues, tal y como se ha tratado al sistema inmune, es el estado de proteccién contra el dafio
celular, es decir, que ha evolucionado para mantener la homeostasis y el estado de salud de los organismos que
lo poseen. Sin embargo, por razones independientes a la evolucién de este, es decir: la susceptibilidad genética
y el medio ambiente, el sistema inmune puede llegar a desregular su actividad normal y llevarla a mantener un

estado de activacidn constante (crénico), dejar de reconocer lo propio de lo extrafio o de suprimirse.

Las células del sistema inmune

Los componentes de la respuesta inmune celular son los macréfagos tisulares especializados, que se estable-
cen en diferentes tejidos (piel, higado, cerebro, pulmones, etc.) durante la etapa embrionaria de los organismos
y que son producidos en érganos hematopoyéticos provisionales, proceso que ha sido bien descrito en roedores
(Prinz et al., 2014; 2017). En la respuesta inmune celular también participan células de diferentes estirpes celula-
res provenientes de una Unica célula troncal con capacidad de autorrenovacién y diferenciacién: la célula madre
hematopoyética (HSC; del inglés Hematopoietic stem cell), que se compromete hacia un linaje mieloide o linfoide
que, en un microambiente complejo, origina células maduras con capacidades de diferenciacién fenotipica, de
motilidad y de comunicacién.

Las células maduras provenientes del linaje mieloide son las células mononucleadas (monocitos y células
dendriticas clésicas o plasmositoides) y los polimorfonucleares (los neutréfilos, los baséfilos y los eosinéfilos) y
los del origen linfoide son los linfocitos y las células asesinas naturales (NK; del inglés, natural killer). Estas células
se originan en la médula dsea, tienen capacidades migratorias: circulan por la linfa y la sangre, viajan entre el
tejido conectivo y se establecen en diversos érganos. Ademads, son capaces de comunicarse con otras células y de
responder a sefiales de dafio tisular y a la invasién de tejidos y células ajenas al organismo mediante la produc-

cidén y recepcién de proteinas solubles (Pavén-Romero et al., 2021; Wang & Wagers, 2011).
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Hematopoyesis

La hematopoyesis es la formacién de células sanguineas. En ratones y humanos inicia en la etapa temprana
posfecundacidn, durante el desarrollo embrionario. Se producen, al menos, tres fases, temporalmente traslapa-
das, de surgimiento hematopoyético. La primera es denominada hematopoyesis primitiva: comienza, durante el
dia embrionario ndmero 7 en roedores (E7; en humanos, alrededor de la tercera o cuarta semana de gestacién),
en la placa posterior del mesodermo, especificamente en las islas sanguineas del saco vitelino, en donde surgen
células identificadas como RUNX1+; y en E7.5 comienzan a surgir los progenitores eritromieloides (EMP, del
inglés: erythromyeloid precursors). Estos progenitores divergen hacia células eritroides nucleadas y macréfagos
derivados del saco vitelino (YS, del inglés: yolk sac) que, a su vez, originan el estadio A1 identificado por tener el
grupo denominativo 45 (CD45, del inglés: cluster designation), pero no marcadores mieloides. Mds adelante en el
tiempo, se originan células en el estadio A2, que, entre otras proteinas, presentan metaloproteinasas 8 y 9 (MPP8
y MPP9), proteina relacionada con la migracién; por lo que se piensa que estas células son macréfagos que pue-
blan todos los tejidos del organismo, es decir, los macréfagos tisulares especializados.

La segunda fase hematopoyética, llamada: transitoria definitiva, que inicia hacia E8.25: comienza en el endote-
lio hemogénico del YS que genera EMP secundarios dependientes de un factor de crecimiento llamado MYB. El
saco vitelino contintia generando macréfagos del YS como una segunda ola de macréfagos tisulares y, a su vez,
algunas células, durante E9, migran al higado fetal en donde se establecen y proliferan. Ademas, cercano a E10,
inician la expresién del receptor al factor estimulante de colonia 1 (CSF1R, del inglés: colony stimulating factor 1
receptor) que es sefialado como un marcador de células de linaje mieloide. En E12.5, los progenitores mieloides se
diferencian en monocitos del higado fetal: F4/80°CD11b" y tienen una alta capacidad proliferativa. Ademds de
los macréfagos, en el higado fetal, se producen los progenitores de las células de Langerhans que migran hacia
la epidermis. En E14.5, una gran cantidad de monocitos del higado fetal migran hacia todos los tejidos excepto
al cerebro, en donde, hacia el E13.5, la barrera hematoencefdlica (BHE) comienza a formarse, esto es: los mono-
citos del higado fetal se convierten en macréfagos tisulares no microgliales, y se mezclan entre los macréfagos
derivados del YS al punto que es imposible distinguirlas en la etapa adulta. En humanos, los macréfagos del YS
migran al higado fetal durante la quinta semana de gestacién y la hematopoyesis del higado fetal se mantiene
hasta las semanas 20 a 24 y luego migran y colonizan el bazo y timo fetales.

Durante E8.5 en roedores y en la cuarta semana de gestacién en humanos, inicia la tercera fase hematopoyé-
tica, designada como: hematopoyesis definitiva. En esta se generan HSC inmaduras del endotelio hemogénico en la
region esplenopleural paraadrtica y en E10.5, de dichas zonas, se forman las regiones: mesonefros-génada-aorta
(AGM, del inglés: aorta-gonad-mesonephros), las cuales, durante E11-E12 (en humanos 5 semanas gestacionales),
bien, contribuyen a la produccién de monocitos del higado fetal y placenta, o bien, se generan HSC maduras.
La hematopoyesis, ulteriormente, hacia E14 se desplaza al bazo y luego en direccién a la médula 6sea durante
E18, aunque, la hematopoyesis esplénica se mantiene ain después del nacimiento. En humanos las HSC migran
a la médula 6sea durante el segundo trimestre gestacional. De esta forma, la hematopoyesis se mantiene en los
huesos largos y mantienen la gran mayoria de la formacién de células hematicas, en donde las células madre se
comprometen con un linaje celular especifico (mieloide o linfoide) y la hematopoyesis extramedular multilinea
es insignificante, excepto en casos de patologia (Ginhoux & Guilliams, 2016; Li & Barres, 2018; Prinz et al., 2017;

Wang & Wagers, 2011) (FIGURA 1).
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FIGURA 1. ONTOGENESIS DE LOS MACROFAGOS DE RATONES Y HUMANOS.

La hematopoyesis se inicia en diversos momentos y lugares durante el desarrollo de los mamiferos. Esta figura representa
las ubicaciones anatdmicas de las que emergen las células hematopoyéticas primitivas y su transicidon a diversos érganos he-
matopoyéticos. Sobre la linea del tiempo se muestra el momento del surgimiento de 6rganos hematopoyéticos y la BHE; las
barras representan la duracion de la hematopoyesis en ese tejido u 6rgano. Debajo de la linea del tiempo se indican las olas
hematopoyéticas de novo; las sefialéticas superiores indican el sitio de origen hematopoyético y, en especial, la barra negra
indica la distribucion a todos los tejidos embrionarios y la barra gris migracién hacia tejidos hematopoyéticos especificos. En el
recuadro inferior se muestran ilustraciones de las células madurasy el sistema inmune en el que se desempefian. AGM: aorta—
gonada—mesonefros; CNK: célula asesina natural; dpc: dias posconcepcion; E: dia embrionario; wpc: semanas post-concep-
cién; BHE: barrera hematoencefalica; HSC: células madre hematopoyéticas. Tomado y modificado de (Wang & Wagers, 2011;
Li & Barres, 2017; Prinz et al., 2017).

Las células madre troncales son pluripotenciales porque tienen la capacidad de diferenciarse en diversos
linajes celulares a la vez que pueden mantener su nimero poblacional invariable, es decir, se autorrenuevan. En
condiciones normales, existe una HSC por cada cien mil células nucleadas en la médula ésea. Asimismo, las célu-
las hijas de la HSC son multipotentes, o sea que pueden diferenciarse a distintos linajes hematopoyéticos, pero
no autorrenovarse. Los progenitores multipotentes dan origen al linaje mieloide, que a su vez originan a los eri-
trocitos, los mastocitos, los polimorfonucleares y los monocitos; y al linaje linfoide que diverge hacia las células
NK y linfocitos inmaduros. El linaje linfoide se asocia principalmente a la respuesta adaptativa mientras que el
mieloide (exceptuando a los eritrocitos) a la respuesta inmune innata, aunque, innegablemente, ambos brazos

del sistema inmune trabajan en conjunto para mantener la homeostasis de los organismos que los portan.
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Respuesta inmune innata

La respuesta inmune innata es critica para el mantenimiento de la homeostasis del organismo, ademds, es la
primera linea de defensa frente a agentes que causan el dafio celular. El ala innata del sistema inmune consta de
tres componentes: el fisico, el celular y el humoral. El primer mecanismo de evasién patoldgica es la obstaculiza-
cién del avance de los agentes nocivos. La piel constituye la primera barrera fisica que impide el paso de los agentes
nocivos y esta formada, principalmente por capas sucesivas de queratinocitos. Ademas, los canales al interior del
cuerpo que comunican con el exterior del organismo son capaces de producir una matriz compleja de biomolécu-
las que impide el paso de los agentes hacia el interior del organismo. Esto es: la primera herramienta inmunolégica
son las barreras mecénicas que estan presentes sin la necesidad de estimulos y rechazan el dafio o los patégenos
pasivamente. Sin embargo, estas son reforzadas por sustancias que inhiben la accién o reproduccién de los agentes
dafiinos para el organismo que contiene al sistema inmune (TABLA 1). En este orden de ideas, mecanismos tales
como la descamacién de las células muertas de la piel, el barrido causado por la orina o el lagrimeo y parpadeo, son
mecanismos dindmicos del sistema inmune que, sin destruir alguna amenaza bioldgica, impiden su paso hacia el
interior del organismo (Abbas et al., 2015; Immunopedia, 2022; Owen et al., 2014).

Junto con la piel, las mucosas, forman parte de las barreras mecénicas y bioquimicas del sistema inmune y que,
igualmente, son el primer sitio de interaccién entre agentes invasores y la primera linea de proteccién al interior
del organismo. Las mucosas son regiones supraestructurales que rodean las vias de entrada natural al organismo
y que estan en contacto con el medio ambiente, a saber: las vias respiratorias, el tracto digestivo y el sistema
urinario. Estdn formadas por una ldmina de células epiteliales, que fungen como barrera y tienen una estructu-
ra ciliada, plana o estratificada, y por células epiteliales especializadas que pueden generar proteinas, péptidos
antimicrobianos, carbohidratos complejos como mucina, y diversas sustancias segin su localizacién que, de
forma general, forman un coloide que atrapa patdgenos y anticuerpos. La ldmina epitelial recubre a la ldmina
propia que es un tejido laxo formado principalmente por tejido conectivo y en este se localizan capilares veno-
sos, arteriales y linfaticos; asi como, leucocitos, ademas, en una capa muscular inferior se encuentran los plexos
nerviosos que estan involucrados en la motilidad, el control de la perfusién vascular y el control endécrino de

la capa epitelial.

TABLA 1. LAS BARRERAS FiSICAS COMO PARTE DEL SISTEMA INMUNE INNATO.

Factores bioquimicos Ubicacién Funcién

pH écido Piel, estémago, vagina Inhibir el crecimiento bacteriano
Acidos grasos Piel Inhibir el crecimiento bacteriano
Peroxidasas Lagrimas y sudor Oxidar las membranas de las bacterias
Lisozima Lagrimas y sudor Degrada la pared celular bacteriana
Histatinas Saliva Antifingico
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Esta superestructura inmunoldgica es llamada tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) y es capaz de mon-
tar respuestas inmunoldgicas rapidas que, en condiciones normales, no involucran al resto del sistema, pero si
el estimulo es persistente puede implicar a otros érganos inmunes. Finalmente, si estos mecanismos fisicos y
humorales son superados, el otro componentes del sistema inmune: el celular, puede combatir los eventos pa-
toldgicos, principalmente, mediante la inflamacién y la defensa antivirica (Huber-Lang et al., 2018; Owen et al.,

2014; Pavén-Romero et al., 2021).

Activacion de la inflamacién

La inflamacién es un proceso celular complejo, dindmico y bifésico (proinflamacién y antiinflamacién) que
hace frente a invasores, lesiones o infecciones de naturaleza diversa que causan alteraciones en la homeostasis
tisular. En este participan células del microambiente en el que se desarrolla el proceso de dafio, asi como células
que migran al sitio insultado y proteinas solubles y ancladas a las membranas de las células antedichas. Esta
respuesta inflamatoria equilibrada o bifdsica estd disefiada para eliminar el peligro molecular y reparar el tejido
dafado; es decir: su funcién principal es asegurar la sobrevivencia del tejido y restaurar la homeostasis. Ademas,
la activacién de la inflamacién lleva a modificaciones del microambiente tisular, tales como las modificaciones
en la expresidn proteica que son reprimidas en un estado fisioldgico, pero que se exacerban en un estado pato-
légico, asi como durante la diferenciacidn celular y el reclutamiento de células inmunitarias periféricas. Si bien,
una respuesta organizada y llevada a cabo de forma sincronizada facilitara la reparacién, regeneracioén, adap-
tacién y sobrevivencia de los tejidos dafiados, el mantenimiento prolongado de la respuesta inflamatoria puede
ser téxico para las células de los tejidos involucrados (Abbas et al., 2015; Headland & Norling, 2015; Owen et al.,
2014; Pavén-Romero et al., 2021).

Las lesiones o invasiones se pueden asociar a la presencia de patrones moleculares que no se encuentran en
el hospedador y son casi idénticas (conservada evolutivamente) en diversos microorganismos (bacterias, virus
y hongos) denominadas patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP, del inglés: pathogen-associated molecular
pattern). Ademds, el sistema inmune también puede reconocer la presencia de patrones moleculares asociados a
dafio (DAMP, del inglés: damage-associated molecular patterns) tales como el ATP, las histonas o el ADN mitocon-
drial, etc. que pueden ser endégenos o exégenos (Huber-Lang et al., 2018; Pavén-Romero et al., 2021).

Las sefiales de peligro molecular pueden detectarse a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRR,
del inglés: pattern-recognition receptors), receptores que, al igual que sus ligantes, estdn altamente conservados y
se encuentran en diversas células, incluyendo a los leucocitos y las células epiteliales y endoteliales. Una parte
importante de los PRR se encuentran en la fase fluida (o humoral) del sistema inmune, como las pentraxinas y las
colectinas; otros se encuentran asociados a membranas celulares o vesiculares, como los receptores tipo toll (TLR,
del inglés: Toll like receptor) los receptores similares a la lectina del tipo C (CLR, del inglés: C-type lectin receptors),
los receptores purinérgicos, para el sistema del complemento, para la fraccién cristalizable de los anticuerpos
(FCR) y de péptidos formilados, entre otros. Finalmente, los receptores también se ubican en el citosol, tal como,
los receptores tipo NOD (NLR, del inglés: NOD like-receptor), de los cuales, la subfamilia NLRP tiene una participa-
cién importante en el proceso inflamatorio debido a que esta involucrada en la formacién del inflamosoma, un
complejo multiproteico que es controlado por diversos mecanismos como la estimulacién de TLR, la deteccién
de cristales insolubles o la salida de potasio intracelular; ademds, tiene particular responsabilidad en el manteni-

miento de la proinflamacién y la muerte por piroptosis (Galluzzi et al., 2018; Huber-Lang et al., 2018) (FIGURA 2).
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Luego de que los mecanismos de dafio superaron los limites fisicos y bioquimicos del sistema inmune y al
sistema de reconocimiento de insultos, presente en todo el organismo, se activa la respuesta inflamatoria; es de-
cir: la unica condicién que requiere el sistema inmune para activar el proceso inflamatorio es reconocer una
sefial como una amenaza. Estas amenazas son llamadas: inductores de la respuesta inflamatoria y su naturaleza es
diversa como: ADN, ARN, componentes de la pared o membrana celular, ATP, proteinas glicosiladas o nitradas,
agregados proteicos, metales pesados, cristales, silices y asbestos, medios acidos e hipdxicos o productos de la

degradacién de la matriz extracelular, etc. (Huber-Lang et al., 2018; Pavén-Romero et al., 2021).
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FIGURA 2. Respuesta inmune.

Las sefiales moleculares de peligro pueden detectarse a través de los PRR, receptores altamente conservados que se encuen-
tran en diversas células incluyendo, a los leucocitos y las células epiteliales y endoteliales. Estos pueden detectar sefiales pro-
piasy ajenas al organismo vy, segun la sefial y el microambiente en el que se encuentre la célula, se desarrollara una respuesta
especifica, a través de la reprogramacion celular. PRR: receptores de reconocimiento de patrones; DAMP: patrones molecula-
res asociados a dafio; PAMP: patrones moleculares asociados a patégeno; TLR: receptores tipo toll; TNFR: receptor de factor
de necrosis tumoral; INFR: receptor del interferdn; NLR: receptor tipo NOD; CLR: receptor tipo lectina del tipo C.
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Una vez que los inductores entran en contacto con los receptores de las células tras un insulto tisular, se eje-
cutan efectos protectores encaminados a recuperar la homeostasis del organismo a través de un amplio espec-
tro de respuestas que son, en realidad, la suma de distintos tipos celulares y sus propios estados individuales que
coexisten en el microambiente tisular. Las células que son capaces de identificar las variaciones en el ambiente
son los macréfagos tisulares especializados y las células dendriticas, ademads, las células epiteliales, endoteliales
y las especializadas del tejido son capaces de producir quimiocinas y citocinas con el fin de arrojar sefiales de
auxilio para atraer a mas macréfagos y células dendriticas de los alrededores. Si dicha respuesta se extiende en
el tiempo, puede volverse sistémica y requerir la presencia de leucocitos circundantes en el torrente sanguineo
y si estas seflales persisten la respuesta inflamatoria puede convertirse en una respuesta tdxica y degenerativa
(Huber-Lang et al., 2018; Pavén-Romero et al., 2021).

El reclutamiento de las células leucocitarias desde los vasos sanguineos a los tejidos, es decir, la diapédesis, es
un evento ordenado que inicia con la atraccién de neutrdfilos, luego de monocitos y, finalmente, linfocitos. Tras
esta ultima migracidn, se iniciarfa lo que se conoce como la respuesta inmune adaptativa.

El proceso inflamatorio, en gran medida, es mediado por la quimiotaxis dirigida y la liberacién de citocinas
como: interferdén vy (INFy), factor de necrosis tumoral o (del inglés, Tumoral Necrosis Factor a,; TNFa), interleucina
(IL)-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-25 e IL-33, asi como, de diversos factores mediadores de la inflamacién, a saber:
las especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés: reactive oxygen species) y nitrégeno (RNS, del inglés: reactive
nitrogen species), MPP, péptidos inhibidores de proteasas, derivados lipidicos como las prostaglandinas, leucotrie-
nos, tromboxanos, resolvinas y lipoxinas (ver mds adelante), y neurotransmisores; tales que modulan procesos
relevantes en la maquinaria inflamatoria como la iniciacién de la cascada de la coagulacién, induccién de la pro-
duccién de proteinas de adhesidn, la desgranulacién de neutréfilos y monocitos, la fagocitosis, la formacién de
trampas extracelulares de neutrdéfilos (NET) y la destruccién de los agentes nocivos (Ellis et al., 2018; Headland
& Norling, 2015; Huber-Lang et al., 2018; Pavén-Romero et al., 2021).

La respuesta inflamatoria, pues, representa uno de los componentes complejos de la primera linea de de-
fensa de los organismos. Se encarga de contener el dafio tisular a través del reconocimiento de los inductores
de la inflamacién a través de receptores conservados evolutivamente presentes en las membranas y citosol de
células efectoras del sistema inmune y del parénquima tisular, asi como en la mucosa, la matriz extracelular y
circulando por la sangre. Dicho reconocimiento desencadena la produccién de mediadores quimicos como ci-
tocinas y quimiocinas, lipidos, agentes oxidantes, entre otros, para amplificar la respuesta celular y acelerar la
eliminacién de aquello que afecta la salud tisular. Finalmente, este mecanismo tiene como finalidad restaurar

la homeostasis tisular.
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Los macrofagos y la resolucion de la inflamacion

Los macréfagos y monocitos forman parte del sistema fagocito-mononuclear; estos participan de forma activa en
todo el proceso inflamatorio. Los macréfagos y los monocitos son células muy versétiles, tales que, pueden diversificarse
en una amplia variedad de fenotipos con firmas moleculares especificas. Como se refirid en un apartado superior, los
macroéfagos tisulares especializados migran a los tejidos en dos momentos, primeramente, desde el saco vitelino y, segun-
damente, desde el higado fetal. Mientras que los monocitos proceden de la médula dsea. Es cierto que, en el parénquima
cerebral, debido a que la barrera hematoencefdlica se cierra antes de que inicie la hematopoyesis del higado fetal, los ma-
créfagos tisulares del cerebro, es decir: la microglia, inicamente se origina en el saco vitelino y que, durante los procesos
inflamatorios a lo largo de la vida, los monocitos que circulan por el torrente sanguineo, al migrar al tejido dafiado, se
activan y transforman en distintos fenotipos que ofrecen respuestas celulares diferenciadas y que, al resolverse el proceso
inflamatorio, aquellos macréfagos sustituyen a los macréfagos tisulares especializados y a las células dendriticas de tejido.
Finalmente, atin no esta del todo claro cémo es que los macréfagos tisulares se renuevan, especialmente en el cerebro en
donde se piensa que no hay paso de monocitos cuando los organismos se encuentran en homeostasis, aunque se ha suge-
rido que la microglia tiene capacidad proliferativa (Ginhoux & Guilliams, 2016; Ginhoux et al., 2016; Walker & Lue, 2015).

Los macréfagos tisulares tienen una amplia variedad de fenotipos especializados, por ejemplo: los osteoclas-
tos se encuentran en los huesos; los macréfagos alveolares, en los pulmones; los histiocitos, en el tejido conec-
tivo intersticial; las células de Kupffer, en el higado; la microglia, en el parénquima cerebral; los macréfagos pe-
rivasculares, en la periferia del endotelio, etc. Por su parte, existen dos subconjuntos principales de monocitos
tanto en ratones como en humanos: los cldsicos y los no clédsicos que se diferencian entre si porque presentan
diversos marcadores de superficie. En ratones, los monocitos clasicos se caracterizan por la combinacién de
marcadores de superficie especificos Ly6C*°, CCR2+, CX3CR1%¥°, CD62L+, Grl+y en humanos, CD14+y CD16-; por
su parte, los monocitos no cldsicos se caracterizan por los marcadores Ly6C"¥°, CCR2°¥°, CX3CR1+, CD62L-, Grl- o
CD14%¥°y CD16+, en ratones y humanos, respectivamente. Se piensa que los primeros son capaces de transfor-
marse en macréfagos o células dendriticas que promueven la inflamacidn, mientras que los segundos, examinan

las células endoteliales y los tejidos circundantes en busca de dafio o infeccién viral (Madel et al., 2019).

Polarizaciéon de los monocitos/macréfagos

Los macréfagos, desde su origen hasta la etapa adulta, representan un espectro de poblaciones inmunofeno-
tipicamente distintas, que modifican la forma del citoesqueleto, el metabolismo celular, la expresién génica y,
con ello, la produccién de proteinas solubles y ancladas a la membrana, segtin el microambiente en el que se en-
cuentren y el estado fisioldgico que este represente: de salud o de enfermedad. Se sabe que distintos inductores
generan poblaciones diversas de macréfagos con respuestas igualmente diferentes. Por ello, histéricamente, se
ha hecho un gran esfuerzo en tratar de caracterizar estos fenotipos.

Los estados de activacién de macréfagos han sido nombrados como M1 o proinflamatorio y M2 o antiinfla-
matorio. Nomenclatura derivada de la clasificacién de linfocitos cooperadores Th1 y Th2 de los que, se sabe, los
primeros son productores de INFy, un potente promotor de la inflamacién (y, a su vez, del estadio M1) y, los se-
gundos, expresan IL-10, una citocina relevante en la supresién de la proinflamacién y promotor de la resolucién.
Sin embargo, debido a que, diversos inductores causan respuestas distintas en los macréfagos, se propuso una
nomenclatura que toma en cuenta tanto al inductor como a las proteinas membranales que son expresadas por

estos y matiza las respuestas que los macréfagos producen, a saber: el estadio M1, es inducido por las proteinas



Prolegdmenos

TNFa e INFy o TNF y LPS, produce citocinas proinflamatorias como la IL-1f, la IL-6 y TNFa,, asi como ROS y RNS,
promueve la inflamacién y tiene una alta capacidad fagocitica; M2a, es inducido por la IL-4 y la IL-13, se sabe que
es capaz de producir IL-10, -6, -12 y TNFa y tienen capacidades para causar la reparacion del tejido o fibrilarlo;
M2b, es transformado por la IL-1B y es el fenotipo mds cercano al fenotipo M2 ya que es capaz de suprimir la
respuesta inflamatoria y tienen una capacidad fagocitica elevada; M2c, es inducido por la IL-10 y se aproxima a
las acciones producidas por el M2 que, a través de la produccién del factor de crecimiento transformante (del
inglés, transformant grow factor; TGF) suprime la respuesta inflamatoria y la muerte por apoptosis, asi como que
promueve la reparacién del tejido y, finalmente, el fenotipo M3, que es inducido por la IL-34 y por el factor es-
timulante de colonia macréfago, se propuso como un fenotipo con capacidad proliferante (Gordon et al., 2014;
Martinez & Gordon, 2014; Murray et al., 2014; Pavén-Romero et al., 2021; Walker & Lue, 2015).

Alternativamente, se propuso una nomenclatura muestra el escenario del estimulo, esto es: aquello con lo
que se estimula a las células, los marcadores de membrana que se explorarian, marcadores especificos y el mo-
delo en el que se desarrollara el supuesto experimento. V. gr. Macréfagos estimulados con IL-10 in vitro, estarfa
formando un fenotipo in vivo M(IL-10) o una linea celular in vitro inducida con LPS generarfa un fenotipo in vitro
M(LPS). En ambos casos se infiere que uno es un M2c y un M1, respectivamente; no obstante, en experimentos
mds complejos podrian describirse fenotipos como ex vivo M(LPS)iNOS+CD68+IL-10*3° en donde se indica que se
estarfan explorando células monocito/macréfago en algiin érgano en el que fue administrado LPS y que, ese
fenotipo, es capaz de producir NO y tiene capacidades fagociticas y escasamente inmunosupresoras (Gordon et
al., 2014; Martinez & Gordon, 2014; Murray et al., 2014; Pavén-Romero et al., 2021; Walker & Lue, 2015).

Finalmente, existe una propuesta de nomenclatura unificadora para los monocitos, macréfagos y células
dendriticas mieloides constituida por dos niveles fundamentales: el origen del macrdfago (la etapa embrionaria o
la médula ésea) y la funcidn, ubicacion y fenotipo del macréfago. Sin embargo, uno de los defectos de esta nomen-
clatura es que se basa principalmente en datos del sistema inmunoldgico del ratdn, pero que, segtin los autores,
esta nomenclatura podria usarse en humanos y otras especies sobre la base de la homologia transcripcional,
fenotipica y funcional entre especies (Guilliams et al., 2014).

En la literatura, asimismo, los autores han usado estas y otras formas de nombrar a la polarizacién o activa-
cidn de los macréfagos indistintamente, tales como la activacién clésica o alternativa, que es andloga alaM1y
M2; macréfagos reguladores (Mreg); macréfagos asociados a tumores (TAM); macréfagos derivados de CSF-1 o
derivados del factor estimulante de colonia granulocito macréfago (GM-CSF del inglés: granulocyte macro-phage
colony-stimulating factor) (Mantovani et al., 2004; Murray et al., 2014); sin embargo, las nomenclaturas ofrecidas
intentan responder netamente a la caracterizacion, es decir: a la forma, a la funcién y a la participacién de los
macréfagos en una situacién especifica, lo cual, describir a un espectro de amplias posibilidades, en s{ mismo,
implica un esfuerzo inmenso.

En este contexto multiestimulos, las respuestas estdn intimamente ligadas a dos funciones primordiales: la
promocién de la respuesta inflamatoria o la supresién de la respuesta inflamatoria (acciones proinflamatorias o
antiinflamatorias, respectivamente). En ese sentido, se puede decir que los macréfagos que fueron definidos
como activados clasicamente, M1 y las formas adoptadas mediante la estimulacién de macréfagos en estado
basal con: INF-y, TNF, IL-1B, IL-12, ligantes de los TLR, GM-CSF, etc., y que podriamos nombrar de forma general
como el espectro de activacién M1, estd relacionado con la defensa del hospedero ante una gran variedad de
bacterias, protozoos y virus, en general, son células que promueven la activacién y sostenimiento de la respues-
ta inflamatoria. Por su parte, aquellos macréfagos que fueran determinados como macréfagos activados alter-
nativamente, M2, M2a, M2b, M2c, TAM, las células estimuladas con IL-4, IL-13, IL-10, CSF-1, etc., o bien, de forma
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andloga a lo anterior, el espectro de activacién M2, cuenta con pro-piedades supresoras de la inflamacién y de
reparacién del dafio. Asf mismo, se ha caracterizado un fenotipo nombrado M regulador (anélogo a los linfocitos
Treg) que, aunque esta relacionado con lo que se nombré el espectro M2, se le ha propuesto como un macréfago
separado de los otros dos espectros ya que tiene funciones proresolutivas en las que no participan plenamente
las células en un fenotipo antiinflamatorio: especialmente sobre la regulacién de la reparacién tisular (FIGURA 3).

Dado el amplio abanico de posibilidades de respuestas y fenotipos macrofégicos y, al mismo tiempo, la sim-
pleza que ofrece encajonar estas acciones en un espectro que va desde lo proinflamatorio y lo antiinflamatorio
hasta lo prorresolutivo que, actualmente, aparte de los linfocitos Th y los macréfagos que ya se ha descrito

en este apartado, investigadores han mostrado que otros tipos celulares como los astrocitos y los neutréfilos

presentan fenotipos inflamatorios y antiinflamatorios (A1, N1y A2, N2, respectivamente) (Escartin et al., 2021;
Ohms et al., 2020).
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FIGURA 3. ESPECTRO DE ACTIVACION MACROFAGICA.

La activacién de los macréfagos esta intimamente relacionada con el cambio en la expresion genética y, al mismo tiempo, se
expresan en un diverso perfil de fenotipos caracterizados por la produccion de proteinas solubles como citocinas, quimiocinas
y receptores de membrana. Se muestra el perfil fenotipico de los macréfagos activados. TLR: receptores tipo toll; NLR recepto-
res tipo NOD; CLR: receptores similares a la lectina del tipo C; RLR: receptores tipo RIG; INFR: receptores de Interferon; TNFR:
receptores a TNF. Tomado y modificado de: (Gordon, 2003; Mantovani et al., 2004; Martinez & Gordon, 2014).
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A pesar de la clasificacidn previa, es sumamente importante comprender que la nomenclatura mostrada aqui
surgié de estudios in vitro en condiciones en las que el investigador puede controlar los escenarios de reaccidén y
respuesta (las citocinas a estudiar, el conjunto celular y las respuestas ejercidas por el mismo sistema) y, de este
modo, pudieron definirse los estados de polarizacién de los macréfagos. Ademads, aunque en las nomenclaturas
mas modernas tratan de incluirse macréfagos obtenidos ex vivo, el estudio es mucho mas complejo debido a la
vasta variedad de interacciones celulares en el evento fisiopatoldgico, ya que, durante el dafio tisular in vivo,
coexiste una poblacién heterogénea de células del parénquima y del sistema inmune innato y adaptativo que

responden de acuerdo con el microambiente tisular en el que se encuentran a lo largo del tiempo.

Resolucién de la inflamacion

Diversos estimulos logran que los macréfagos pasen de un espectro de activacién proinflamatorio a uno
antiinflamatorio, sin embargo, es notable afirmar que la inflamacién, al ser un mecanismo de caracter dual,
la promocién de la inflamacidn traera consigo la supresién de la misma, es decir: el estado no-inflamatorio no
surge pasivamente debido a la ausencia de los estimulos inflamatorios; sino que, mas bien, el mantenimiento
del equilibrio homeostatico en la salud requiere de mecanismos activos que supriman las reacciones poten-
cialmente inflamatorias y promueva, al mismo tiempo, mecanismos de reparacién. Por ello, el paradigma de
la inflamacién no es puramente la proinflamacién y su antagonismo, sino la inflamacién y su resolucién. Dicho
de otro modo: la resolucién de la inflamacién es un proceso activo provocado por la biosintesis de mediadores
que acttian sobre eventos clave de la inflamacién para promover el retorno a la homeostasis. En este contexto,
la homeostasis se recuperara si se llevan a cabo coordinadamente los signos cardinales de la resolucién que son: la
limitacién o cese de la diapédesis de leucocitos, la contrarregulacién de citocinas y quimiocinas, la induccién de
la muerte por apoptosis a neutrdfilos, la eferocitosis (del inglés efferocytosis) de los neutréfilos apoptéticos, la
reprogramacion de macréfagos M1 a M2 y Mreg y la reparacidn tisular a un estado previo al proceso inflamato-
rio o a la readaptacién del nuevo contexto tisular. Ademds, se dice que una reparacin tisular exitosa es aquella
en la que el regreso a la homeostasis no llevé a la formacién de fibrosis o cicatrices (Freire & Van Dyke, 2013;
Kourtzelis et al., 2020; Pavén-Romero et al., 2021; Sugimoto et al., 2016) (FIGURA 4).

Los macréfagos tisulares constituyen el 10-15% de las células tisulares. Representan la primera linea de defensa
celular del sistema inmune innato, por lo que, son capaces de detectar las variaciones homeostaticas como la tensién
de oxigeno, responden al estrés metabdlico y tienen papeles importantes en el recambio y la reparacion de los tejidos.
Contribuyen al desarrollo de los tejidos y al mantenimiento de la homeostasis, mediante la fagocitosis; la produccién
y secrecion de particulas reclutadoras, activadoras de otras células, de adhesién celular, tréficas y de destruccidn
microbiana. Siguiendo esta linea de pensamiento, los monocitos mantienen el mismo dinamismo y la alta capacidad
de diferenciacién que los macréfagos tisulares, ya que, pueden ser reclutados desde los sitios hematopoyéticos de-
finitivos y la sangre conforme sean requeridos, participan en la repoblacién de macréfagos tisulares especializados
y células dendriticas tisulares y contribuyen al establecimiento y resolucién de las reacciones inflamatorias locales
y participan en la vigilancia inmunitaria innata del organismo. Segun esto, puede asumirse la enorme capacidad
adaptativa y funcional de estas células. No obstante, las células trabajan en conjunto con los demas mecanismos de
respuesta celular para cumplir los objetivos del proceso inflamatorio que es la reparacién del tejido y el retorno a la

homeostasis (Freire & Van Dyke, 2013; Kourtzelis et al., 2020; Pavén-Romero et al., 2021; Sugimoto et al., 2016).
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Los macréfagos tisulares dan las primeras sefiales de auxilio a nivel local y son capaces de resolver el reto si no
es demasiado desestabilizador. Este proceso es conocido como parainflamacion o inflamacién de bajo grado, ya que, el
agente daflino no supera las capacidades de los macréfagos tisulares y no se requiere toda la maquinaria inmunita-
ria para reparar el proceso de desequilibro homeostatico. Cuando los monocitos son reclutados al sitio de dafio, son
reclutados retardadamente, ya que su llegada procede a la de los neutrdfilos, los cuales, en condiciones normales,

mueren por apoptosis al terminar con su funcién en el sitio inflamatorio y, luego, son fagocitados por los macréfagos.
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FIGURA 4. INFLAMACION Y RESOLUCION DE LA INFLAMACION.

La respuesta al dafio es detectada, en primer lugar, por las células dendriticas y los macréfagos tisulares. El INFg transforma el
fenotipo MO a M1. El dafio tisular genera la migracién de neutrdéfilos y monocitos circundantes al sitio de dafio para ampliar el
proceso inflamatorio. El dafio tisular también puede causar la liberacién de alarminas como IL-25 o IL-22 (no mostrado) que
causan que los basdfilos y los linfocitos Th2 liberen 1L4 o IL-13, tales que modifican los fenotipos MOy M1 a M2y M2 a Mreg.
Los signos cardinales de la resolucion de la inflamacion son la limitacion de la diapédesis, la contrarregulacion de inductores
inflamatorios, la eferocitosis y la reprogramacién celular del estadio M2 a Mreg. Los neutrdfilos apoptdticos son reprograma-
dores celulares de M2 a Mreg. El estadio M2 activa a los fibroblastos y los transforma en miofibroblastos capaces de producir
coldgeno, una produccion excesiva de esta proteina puede generar fibrosis y disfuncién tisular, el estadio Mreg modula la
cantidad de colageno que lo miofibroblastos produceny, con ello, auxilia a rearar los tejidos. Modificado de Pavon et al., 2021.
CD: célula dendritica; LX: lipoxina; M: macréfago; Mar: marecinas; MEC: matriz extracelular; MPP: metaloproteinasa; N: neu-
trofilo; NO: oxido nitrico; ROS, especie reactiva de nitrégeno; TGF: factor de crecimiento transformante.
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La muerte de los neutréfilos trae consigo el inicio de la resolucidn, ya que liberan diversas proteinas y sustan-
cias como el ATP intracelular, que son capaces de atraer a los macréfagos; la anexina o ferritina que inhiben la
diapédesis de neutroéfilos o proteasas, que pueden modular la quimiotaxis y la amplificacién de la respuesta pro-
inflamatoria al hidrolizar quimiocinas e interleucinas. Ademads, el reconocimiento de estas células apoptéticas
por parte de los macréfagos no causa la liberacién de agentes proinflamatorios sino la induccién de proteinas
antiinflamatorias como la IL-10 y el TGF (Freire & Van Dyke, 2013; Serhan et al., 2007; Sugimoto et al., 2016).

As{ mismo, durante la inflamacién, cuando los monocitos llegan al sitio de lesidn, tienen un fenotipo M1,
pero mas adelante en el tiempo, debido a sefiales como IL-4 e IL-13 provenientes de linfocitos y mastocitos, una
parte de estos puede convertirse al espectro fenotipico M2, que contribuye a la respuesta antiinflamatoria y a
la atraccién y activacidn de células estromales, principalmente fibroblastos. Sin embargo, si esta capacidad de
activar fibroblastos y, a su vez, de produccién de coldgeno, no es controlada adecuadamente, puede llevar a la
fibrosis tisular y, por tanto, a la disfuncién del tejido. Por ello, las células contrarreguladoras de los macréfagos
en fenotipos M2, son los macréfagos en fenotipo Mreg que, por una parte, inhiben la produccién de colageno y,
por la otra, participan en la remodelacién del tejido y readaptacién del tejido dafiado (Freire & Van Dyke, 2013;
Kourtzelis et al., 2020; Pavén-Romero et al., 2021; Sugimoto et al., 2016).

Los mecanismos de reprogramacion celular de M2 a Mreg, asi como su participacién completa en la repa-
racion de tejidos todavia estd incompleta. Aunque se sabe que el receptor del complemento 3, los mediadores
de lipidos proresolutivos (principalmente las lipoxinas, LX; las prostaglandinas antiinflamatorias: PGJ, y los
derivados de 4cidos grasos insaturados ®3, resolvinas y protectinas) y las proteinas TIM4 y TGF-a. promueven
la fagocitosis de los leucocitos apoptéticos por parte de los macréfagos. Asi como que dan sefales de saciedad
mostradas a través de tener pequenas cantidades de CD11 en la membrana plasmatica, un incremento en la ca-
pacidad eferocitica, una menor respuesta a ligantes de TLR4 y la migracidn hacia érganos linfoides. Finalmente,
los macréfagos M1 muestran una induccién marcada de ciclooxigenasa 2 (COX2), con regulacién a la baja de
COX1, leucotrieno A4 hidrolasa, tromboxano A sintasa 1 y araquidonato 5-lipoxigenasa. Por el contrario, los
macréfagos M2 muestran una regulacion positiva de la araquidonato 15-lipoxigenasa y COX1. Ademads, la PGE
sintasa microsomal, la enzima clave en la produccién de PGE2, es inducida en macréfagos por sefales inflama-
torias de M1 como LPS y esta funcionalmente acoplada a la expresién de COX2. Por el contrario, los estimulos
M2 como IL4 e IL13 regulan negativamente la expresién de PGE sintasa microsomal-1 (mPGES) en macréfagos

(Ortega-Gémez et al., 2013; Pavén-Romero et al., 2021; Schif-Zuck et al., 2011).

Lipidos e inflamacién

Los lipidos, tienen un papel relevante en el funcionamiento normal de los organismos complejos. Ya que,
ademas de ser la fuente de almacenamiento y de produccién més importante de energfa, asi como, de ser el
principal componente de las membranas celulares; son inductores inflamatorios y prorresolutivos. Brevemente,
el 4cido palmitico (16:0), que es el dcido graso saturado més comun en el cuerpo humano, pues representa entre
el 20 - 30% del total de 4cidos grasos en los fosfolipidos de membrana y los triacilgliceroles de los adipocitos, es
el principal precursor de los 4cidos grasos de cadena larga. Ademads, pueden obtenerse de la dieta o sintetizarse
de novo en diversos organismos. El dcido palmitico da origen a otros acidos grasos mas largos y complejos como
el 4cido estedrico (18:0) y oleico (18:1), asi como a los 4cidos linoléicos (18:2) y linolénico (18:3), que son 4cidos

grasos m-6 y ®-3, respectivamente y precursores de moléculas lipidicas de gran relevancia fisiolégica para los
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organismos. Sin embargo, los humanos no tienen la capacidad enzimadtica para sintetizar estos dos ultimos, por
lo que, necesariamente, deben ser obtenidos a través de la dieta (Desale & Chinnathambi, 2020; Nelson & Cox,
2019).

Una vez ingerido el 4cido linoleico, este puede convertirse hacia distintos dcidos grasos polinsaturados, prin-
cipalmente los 4cidos y-linolénico, eicosatrienoico y araquidénico (AA). Asi mismo, del 4cido a-linolénico se
obtienen el 4cido icosapenaenoico (EPA) y el 4cido docosahexaenoico (DHA). El AA, el EPA y el DHA son precur-
sores de importantes icosanoides. Del EPA derivan los tromboxanos (TX) y PG de la serie 3, las resolvinas (Rv) de
la serie 5 y los leucotrienos (LT); del DHA, algunas Rv y maresinas (Mar) y, finalmente, del 4cido araquidénico,
los tromboxanos y PG de la serie 2, las LX y los leucotrienos (LT) de la serie 4 (Nelson & Cox, 2019) (FIGURA 5).

El AA es un precursor enddgeno comin para la biosintesis de eicosanoides y se deriva de la posicién sn-2 de
los fosfolipidos de la membrana celular (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol) a través de
la accién de la enzima fosfolipasa A2 (PLA2), que libera al AA de la membrana. La PLA2 se activa por el aumento
de los niveles de calcio y la fosforilacién. Una vez activada, la PLA2 se traslada del citoplasma a las membranas
intracelulares, incluido el reticulo endopldsmico y la envoltura nuclear, donde tiene acceso a sustratos de fosfo-
lipidos que contienen al AA. Este se convierte rapidamente en varios mediadores lipidicos mediante las enzimas
ciclooxigenasas (COX), lipoxigenasas (LOX) o epoxigenasas para producir PG, LT y endoperdxidos, respectiva-

mente (Desale & Chinnathambi, 2020; Nelson & Cox, 2019; Yao & Narumiya, 2019).
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FIGURA 5. LiPIDOS E INFLAMACION.

(A) se muestra, de manera resumida, la ruta sintética de los acidos grasos de cadena larga y las moléculas derivada de estos.
(B) se indican los principales receptores a los que, los lipidos que participan en la respuesta inflamatoria se unen para generar
sus acciones en el organismo. (C) El diagrama muestra el momento en el que las moléculas lipidicas participan en la respuesta
inflamatoria y su resolucién. Modificado de Nelson & Cox, 2019 y de Pavon-Romero et al., 2021.
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Prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos

El AA es metabolizado por las COX-1 (expresada constitutivamente), que es responsable de los niveles basales
de sintesis de PG, y por la COX-2 (inducible), que cataliza la conversién del AA a mediadores lipidicos durante la
inflamacidn, hacia la PGH2. Las COX, son enzimas que catalizan la ciclooxigenacién del AA a PGG2, seguida de
una hidroperoxidacién de PGG2 a PGH2. La PGH2 se difunde desde la luz del RE a través de su membrana hasta el
citoplasma para convertirse en prostanoides mds polares y, a través de sintasas especificas de PG localizadas en
la cara citopldsmica del RE, acopla la sintesis de diferentes tipos de PG. Las PG tienen 10 subclases, de las cuales
D, E, F, G, H e I son las mds importantes en la inflamacién. De manera andloga a las sintasas especificas, cada PG
actda sobre un receptor especifico, a saber: la PGD2 se relaciona con los receptores de PGD: DP1 y DP2; las PGE2
acttan sobre los receptores de PGE, EP1-4; las PGF2a tienen afinidad sobre el receptor de PGF, FP; la PGI2, sobre
el receptor de PGI, IP y el tromboxano A2, sobre el receptor de TXA, TP. De manera especifica, la PGE2 se genera
a través de la PGE sintasa en los leucocitos, mientras que la PGI2 se genera a través de la prostaciclina sintasa
en las células endoteliales y los TX se generan a través de la tromboxano sintasa en las plaquetas. Los nueve re-
ceptores de PG son receptores acoplados a proteinas G (GPCR) y ejercen sus acciones mediante la modulacién de
segundos mensajeros y la transduccién de sefiales intracelulares. Segin sus vias de sefalizacién cascada abajo
y su similitud estructural, se clasifican en tres grupos: el grupo relajantes (del inglés: relaxant) consiste en los
receptores DP1, EP2, EP4 e IP que se acoplan principalmente GsPCR, que incrementan de los niveles de AMPc
intracelular y activan la via AMPc-PKA+CREB. El grupo contractil (del inglés: contractile) consta de los receptores
EP1, FP y TP que estdn acoplados a GqPCR, que sefializan inducen la salida de Ca2+ y la activacién de PKC. Tanto
los receptores EP3 como DP2 estdn acoplados a GiPCR, por tanto, inducen la reduccién de los niveles de AMPc
intracelular y pertenecen al grupo de receptores inhibidores de PG. Ademds de estas vias de sefalizacién, cada
receptor de PG también activa otras vias de transduccién de sefales lo que vuelve complejo el proceso inflama-
torio tanto agudo como crénico. Por ejemplo, los receptores EP2 y EP4 activan la via PI3K y forman un complejo
con PB-arrestina para transactivar el receptor EGF; Los receptores TP y EP3 activan la pequefia proteina G Rho;
el receptor IP activa la PKC y la liberacién de Ca2. Todas estas acciones llevan a la modulacién de diversos me-
canismos celulares y moleculares como la sintesis de interleucinas, citocinas y factores de crecimiento asi como
al incremento de la permeabilidad vascular y diapédesis, en muchos casos, segtin el tipo celular que se estimule,
con lo cual, se aprecia la complejidad del proceso inflamatorio (Yao & Narumiya, 2019).

Por su parte, las LOX catalizan la formacién de 4cidos hidroxieicosatetraenoicos (HPETE) a partir del AA, lo
que lleva a la formacién de leucotrienos y otros compuestos. Hay tres lipoxigenasas distintas que son especi-
ficas de células: 5-LOX en células mieloides; 12-LOX en plaquetas; y 15-LOX en células epiteliales/endoteliales.
Los LT son producidos predominantemente por células inflamatorias, incluidos leucocitos polimorfonucleares,
macréfagos y mastocitos. La 5-LOX convierte el AA liberado en el epdxido LTA4, que sufre transformacidn por
distintas vias, una de las cuales genera LTB4, un potente regulador de la quimiotaxis de los neutréfilos y la ad-
hesidn de los leucocitos a las células endoteliales. Los productos finales de la 12-LOX y la 15-LOX son el 4cido
12-HPETE y el 4cido 15-hidroxieicosatetraenoico (15-HETE), respectivamente, que contindan transformandose

en otros mediadores.
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Lipoxinas

Las LX son las moléculas prorresolutivas producidas a partir del 4cido araquiddnico. Las LXA4 y B4 se sin-
tetizan en los tejidos de las mucosas humanas como el tracto gastro intestinal (TGI), las vias respiratorias y la
cavidad bucal, mediante las enzimas 15-LOX y 5-LOX, seguida de una reduccién enzimdtica. Ademds, en los
vasos sanguineos, la 5-LOX biosintetiza a la LXA4 y en las plaquetas, la 12-LOX, produce la LXB4. La LXA4 se une
estereoselectivamente a los receptores de LXA4/péptido formilo2 (ALC/FPR2) y al receptor acoplado a proteina
G32 (GPR32); estos receptores son expresados por neutrdfilos y monocitos. Las LX inhiben la diapédesis de neu-
tréfilos y favorecen el de los monocitos, de modo que iniciard la eferocitosis, la polarizacién a macréfagos Mreg

y la disminucién de la migracién de neutréfilos, algunos signos cardinales de la resolucién de la inflamacién.

Protectinas

Las protectinas también se sintetizan a través de una via mediada por lipoxigenasa. Esta via convierte el
DHA en un intermediario que contiene 17S-hidroxiperédxido que es absorbido rapidamente por los leucocitos y
convertido en 4cido 10,17-dihidroxidocosahexaenoico, o bien: protectina D1 o neuroprotectina. La protectina
se une a los receptores CB2 ubicados en las plaquetas y los neutréfilos. Su activacién conduce a la inhibicién de
la expresién de P-selectina, lo que disminuye la diapédesis de los neutréfilos. La protectina D1 es producido por
linfocitos Th2, a través de los cuales, reduce la secrecién del TNFa e INFy, bloquea la migracién de células T y

promueve la apoptosis de células T.

Resolvinas

Las resolvinas son mediadores lipidicos de la resolucién de la inflamacién que se sintetizan a partir de los 4ci-
dos grasos poliinsaturados -3, el EPA y el DHA. Existen dos familias de las resolvinas estructuralmente distintas
entre si: la serie E, derivada del EPA y la serie D, derivada del DHA. Las resolvinas de la serie E tiene afinidad
por dos receptores acoplados a protefnas G: el receptor 1 semejante a quimiocinas (CMKLR1), que se expresa en
monocitos y células dendriticas, y al receptor de leucotrienos 1 (BLT-1), ubicado en neutrdéfilos. Mientras que las
resolvinas de la serie D, tienen afinidad por los mismos receptores que la LXA4, es decir, por los receptores ALC/
FPR2 y GPR32 y por el receptor CB2. La unién de las resolvinas E atenda la sefializacién del NFkB y la produccién

de citocinas proinflamatorias.

Maresinas

Los mediadores macrofagicos de la resolucidn de la inflamacién, es decir: las maresinas, son derivados del
DHA que ocurre a través de la ruta de la 14-lipoxigenasa y un mecanismo complejo de isomerizacidn. Se piensa
que son moléculas producidas principalmente por macréfagos. Aun no se conoce el mecanismo de accién de
este mediador prorresolutivo, pero se sabe que, andlogamente a las LX, Rv y protectinas, estimula eficazmente

la eferocitosis (Freire & Van Dyke, 2013; Kourtzelis et al., 2020; Serhan et al., 2014; Serhan et al., 2009).
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El sistema inmune innato del SNC: la microglia

La mayoria de los animales cuenta 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
Unicamente por neuronas, sino por una poblacidn 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).

La microglia forma parte de la respuesta inmune innata celular en el SNC y constituye del 5—20% de las
células gliales. De forma general, la microglia es un fagocito-mononuclear que se desarrolla tempranamente,
durante la embriogénesis, en el saco vitelino y migra hacia el cerebro, de hecho, es el Gnico macréfago que, en
condiciones homeostéticas, estd en contacto con las neuronas y la macroglia.

Se describid arriba que los macréfagos tisulares descienden de la primera célula hematopoyética distinguida
como RUNX1+ localizada en el YS entre los dias E7 y E7.5 y que mds tarde expresan cKit y luego pasa a los esta-
dios A1y A2, como todos los macréfagos que descienden del YS. Hacia el E9.0 expresan MPP8-9 migran hacia el
cerebro y el resto del organismo. El desarrollo de las células microgliales no depende del factor de transcripcién
MYB (del que si dependen otros macréfagos tisulares de origen embrionario y las HSC para diferenciarse), pero
depende de los factores de transcripcién RUNX1, PU.1 y el factor regulador de interferén 8 (IRF8). Durante el
desarrollo, PU.1 y RUNX1 impulsan la transicién de EMP al estado inmaduro A1 (células que expresan CD45 y
niveles bajos de Kit, pero no expresan el receptor 1 de quimiocinas 3 (CX3CR1) en E8 en ratones. IRF8 y RUNX1
son necesarios para la maduracién de células A1 a células A2, que comienzan a expresar CX3CR1 y pierden la
expresién de Kit en E9. La IL-34 y el TGF1, también son esenciales para el desarrollo de la microglia temprana.
Hacia E14 la BHE se cerrd por completo y el cerebro queda aislado de macréfagos derivados del higado fetal o
de érganos hematopoyéticos provisionales o definitivos, por lo que, la microglia, se distingue del resto de los
macréfagos tisulares por descender tinicamente del YS. En estas condiciones, la estimulacién del CSF1R por par-
te del CSF1 es necesaria para pasar al estadio de premicroglia que se aprecia por la disminucién en la proteina
F4/80 y con el inicio de su modificacién fenotipica redondeada a ramificada. Finalmente, la microglia madura u
homeostatica (M0) se autorrenova a través de la sefializacién del TGFB1, mediante cascadas desencadenadas por
los factores de transcripcién PU.1 SMAD3, que impulsan la regulacidn transcripcional de genes como el factor de
transcripcién MAFB, la proteina similar a Sal 1 (SALL1), el factor potenciador especifico de miocitos 2A (MEF2A)
y la proteina de respuesta de crecimiento temprano 1 (EGR1) que, a su vez promueven la traduccién de varios
receptores de superficie Gnicos, como: P2Y purinoceptor 12 (P2RY12), proteina transmembrana 119 (TMEM119),
receptor FC tipo S (FCRLS), CD39 y similar a Ig de unidn al 4cido sidlico lectina H, isoforma CRA_a (SIGLECH)
Asimismo, en los diferentes nicleos cerebrales, la microglia tiene diferentes firmas de microRNAs. La microglia
homeostética, ademds de tener capacidad autoproliferativa, se mantiene en un estado ramificado debido a la
estimulacidn de los receptores ENTPD1 y CX3CR1, por el mantenimiento de proteinas como CSF1, IL-34 y TGF1
en el tejido y por sefales de “no me comas” enviadas por las neuronas a la microglia, especialmente CD47-CD172,
CD200-CD200R y CD22-CD45. En el cerebro adulto parece que cada célula ocupa un territorio definido, aunque, se

sabe que en ciertas regiones del cerebro existe una densidad mayor de células microgliales (FIGURA 6).
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Después de un evento patoldgico, la microglia, nuevamente, experimenta una transformacién y toma distin-
tas formas segin su estado de activacidn que, en general, se muestran cada vez menos ramificadas hasta llegar
a formas casi completamente redondeadas. Ademas, si, debido a un estado patoldgico se pierden células micro-
gliales, estas pueden ser reemplazadas por macréfagos tisulares no parenquimatosos o monocitos circundantes
que pueden adquirir las firmas de una microglia madura. Finalmente, estas células tienen la capacidad de mi-
grar, proliferar y fagocitar (Butovsky et al., 2014; Butovsky & Weiner, 2018; Kettenmann et al., 2011; Kettenmann
et al., 2013; Li & Barres, 2018; Prinz et al., 2017; Saijo & Glass, 2011)

Por otro lado, ya es bien sabido que la microglia no son células quiescentes que inicamente entran en accién
cuando existe estrés celular; en este sentido, aunque se dice que la microglia estd en reposo, realmente estd
supervisando dindmicamente el parénquima cerebral. Sus procesos se contraen y alargan equivalentemente y
tiene un cuerpo celular, mas 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 neuro-
nal, en la formacién o poda (eliminacién) de conexiones sindpticas y en la remodelacién neuronal mediante la
remocién de neuronas apoptéticas. Ademds, sus procesos estdn en movimiento, por lo que, monitorean cons-

tantemente el largo y ancho del SNC (Butovsky & Weiner, 2018; Li & Barres, 2018; Nimmerjahn et al., 2005).

La polarizacién microglial

La microglia son un conjunto de células versatiles y altamente especializadas; pueden modificar su citoes-
queleto 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 for-
mas y, con ello, funciones distintas que las relacionan con la intensidad con que promueven la inflamacién (Lee
et al., 2018; Parra et al., 2020; Torres-Platas et al., 2014). 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 neuroinflamacidn, hace referencia al desarrollo de un proceso infla-
matorio localizado en SNC en el que estdn implicadas células neurogliales y microgliales, asi como macréfagos
cerebrales no microgliales y leucocitos circundantes. La principal célula implicada en la respuesta del sistema
inmune innato es la microglia (Sochocka et al., 2017).

Por otro lado, la activacién microglial involucra cambios fenotipicos y genotipicos y, de manera andloga al
resto de macréfagos, la microglia puede polarizarse segun los estimulos que reciba desde su entorno préximo
como de los mismos nticleos cerebrales y distante como los que llegan por vias sanguineas o linfaticas. La micro-
glia activada cldsicamente (del espectro de activacién M1) se caracteriza por los cambios en la membrana plas-
matica, 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. Asi como, por activacidn del complejo inflamosoma, la
produccién de citocinas proinflamatorias, ROS y NRS, producto del estallido respiratorio, y TNFa, que es un po-
tente estimulador proinflamatorio de la mayoria de las células inmunes. La microglia activada alternativamente
(del espectro de activacién M2), por su parte, muestra propiedades antiinflamatorias: inhibe la produccién de
INF-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 TGF, asi como, interleu-

cinas antiinflamatorias y proresolutivas como la IL-10; tiene la capacidad de modular la apoptosis, de retirar
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células apoptéticas y regenerar los tejidos. Existen diferentes estados de M2 que pueden ser identificados por
marcadores exclusivos de estos inmunofenotipos, sin embargo, no seran detallados en este escrito, ademas, el
estado Mreg, aunque es probable que exista, no se ha identificado como tal (Butovsky et al., 2014; Butovsky &
Weiner, 2018; Orihuela et al., 2016; Prinz et al., 2017; Walker & Lue, 2015).

La mayoria de los datos publicados sobre los requerimientos energéticos del espectro de activacién inflama-
toria se ha generado en células inmunes periféricas y solo unos pocos estudios examinan a la microglia (Caputa
et al., 2019; Orihuela et al., 2016). Se ha afirmado que existe una reprogramacién metabdlica que estd ligada a la
regulacién de la respuesta inflamatoria. Esta reprogramacién metabdlica refleja la respuesta de los macréfagos
alos cambios de 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 meta-
bolismo 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 oxidacién fosforilativa
(OxPhos). Asimismo, se ha mostrado tanto en macréfagos de la periferia como en células microgliales in vitro,
que, la estimulacién con lipopolisacérido (LPS), es decir, la induccidn del perfil proinflamatorio causa que los
macréfagos cambien su actividad metabdlica de la OxPhos a la glucdlisis anaerobia. El aumento de la glucélisis
permite desencadenar rapidamente la actividad microbicida y permite que las células sobrevivan en un ambien-
te hipdxico. Ademds, aumenta la demanda de glucosa del medio y la produccién de lactato, la activacién de la
via de las pentosas fosfato (PPP, del inglés: pentose phosphate pathway) y la disminucién del consumo de oxigeno
mitocondrial. La activacidn de los macréfagos también depende de la produccién de NO que, a través del meta-
bolismo de la arginina, puede inhibir reversiblemente la cadena transportadora de electrones y con ello desviar
la fosforilacién oxidativa a la glucélisis anaerobia (Fumagalli et al., 2018; Kourtzelis et al., 2020).

En contraste con lo anterior, 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 dcidos grasos y la OxPhos para la produccién de
energfa; 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, asi como con las funciones a largo plazo como la reparacién de tejidos y la curacién de
heridas. El perfil antiinflamatorio y reparativo promueve la proliferacién celular, la reparacién y remodelacién
de tejidos a través de la sintesis de poliaminas y coldgeno. Esto sugiere que el destino metabdlico de la arginina
esta intrinsecamente relacionado con la activacién de macréfagos, con vias divergentes que compiten para pro-
ducir 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 energfa y la fluidez de la
membrana. En ese sentido los dcidos grasos derivados de la dieta son buenos inductores de una microglia pro-

rregenerativa (Fumagalli et al., 2018; Kourtzelis et al., 2020).
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El intestino

El tracto digestivo consta de la boca, la faringe, el eséfago, el estémago y los intestinos delgado y grueso. Tie-
ne una longitud de 5 - 7 metros en una persona viva. En este se lleva a cabo la digestion de los alimentos, gracias
alos érganos accesorios, como los dientes, la lengua, las glandulas salivales, el higado, la vesicula biliar y el pan-
creas; asf como la absorcidn de nutrientes provenientes de la dieta y los producidos por la microbiota intestinal.

Las paredes del TGI, a partir del eséfago hasta el canal anal, tiene una arquitectura tisular semejante com-
puesta por cuatro capas, a saber: de la luz al exterior, la mucosa: compuesta por el epitelio mucoso, la ldmina
propia y una fina capa muscular llamada muscularis mucosae; la submucosa: que contiene a las principales glan-
dulas; la muscular: compuesta por dos capas musculares, la circular, que esta dispuesta perpendicularmente al
tubo digestivo y la longitudinal, que estd dispuesta paralelamente el TGI y la capa serosa: formada por tejido
conectivo y por el peritoneo (FIGURA 7) (Tortora & Derrickson, 2017).

La mayor parte de la absorcién de los nutrientes digeridos ocurre en el intestino delgado y la mayor parte
del agua absorbida de los alimentos, asi como los nutrientes producidos por la microbiota intestinal se llevan a
cabo en el intestino grueso. De forma general, histoldgicamente el intestino delgado y grueso estdn compuestos
por las mismas capas escritas arriba. La mucosa en s{ misma es una regién supraestructural y superficial del
intestino. Una capa de mucina recubre al epitelio que, a su vez, recubre la ldmina propia formada por tejido
conectivo y vasos sanguineos y linfaticos. El revestimiento epitelial del intestino delgado estd formado por los
enterocitos y las células secretoras. Las células secretoras son: las células calciformes que participan en la liberacién
de mucina y las células de Paneth que controlan la diversidad bacteriana mediante la secrecién de defencinas y
lisozimas y estan capacitadas para la fagocitosis. Entre las células enteroenddcrinas se encuentran las células S, las
células CCK, y las células K, que tienen el control neuroendocrino a través de la liberacién de sustancias como la
secretina, la colesistocinina, y el péptido insulinotrépico dependiente de glucosa, respectivamente, entre otras.
Los enterocitos, por su parte, son las células encargadas de absorber los nutrientes y los liquidos luminales del
intestino. El epitelio del intestino grueso estd compuesto principalmente por enterocitos y células secretoras

calciformes (Madigan et al., 2018; Tortora & Derrickson, 2017) (FIGURA 7).
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Se muestran las imdgenes tridimensionales de las capas que componen el tracto gastrointestinal y, especialmente, de los
intestinos delgado y grueso. Tomadas de Tortora & Derrickson, 2017.
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Inervacion intestinal

De forma general, el sistema nervioso puede clasificarse segin la anatomia o segun la funcién. En el primer
caso, existe el sistema nervioso central (SNC) formado por el encéfalo y la médula espinal. En el segundo, el sis-
tema nervioso somdtico o voluntario, que involucra al musculo esquelético, y auténomo o visceral. Este tltimo
a su vez se subdivide en los sistemas nerviosos simpdtico (SNS) y parasimpdtico (SNP), que se relaciona con el
movimiento de los musculos liso y cardiaco y de las gldndulas, y el sistema nervioso entérico (SNE) relacionado
con el masculo liso y las gldndulas del TGI (Purves et al., 2018; Tortora & Derrickson, 2017).

El SNE es presentado como el cerebro intestinal ya que consta de 100 millones de neuronas que se extienden
desde el es6fago hasta el ano y se piensa que existen mdas neuronas en el intestino que en la medula espinal. Las
neuronas del SNE estdn organizadas en dos plexos: el mientérico (o de Auerbach), ubicado entre las capas mus-
culares del TGI, y el submucoso (o de Meissner), encontrado en la submucosa. Los plexos constan de neuronas
motoras, interneuronas y neuronas sensoriales (Purves et al., 2018; Tortora & Derrickson, 2017).

Debido a que el plexo mientérico estd ubicado entre las capas musculares longitudinales y circulares, estd
mas relacionado con la motilidad del TGI y, las motoneuronas del plexo submucoso, con el control de la se-
crecién de las glandulas del TGI. A su vez, las interneuronas mantienen la comunicacién entre ambos plexos
nerviosos. Finalmente, las neuronas sensoriales contienen dos tipos de receptores: los mecanorreceptores, y
los quimiorreceptores, los cuales, se encargan de conocer el ambiente luminal, asi como captar la distencién
o estrechez, la oxigenacién y el dolor difuso en las paredes del tracto e integrarlas hacia el SNC. Es relevante
saber que la actividad aferente proveniente del TGI proporciona de retroalimentacién a los reflejos locales que
modulan la actividad motora visceral en todo momento dentro de cada érgano. Asimismo, informa a los cen-
tros integradores superiores de los patrones mas complejos de estimulacién que podrian indicar condiciones
potencialmente amenazantes o requerir la coordinacién de actividades motoras viscerales, motoras somdticas,
neuroendocrinas y conductuales més difusas. El niicleo del tracto solitario en el bulbo raquideo es la estructura
integradora de la informacién sensorial visceral en el cerebro. Ademds, es interesante saber que las conexiones
viscerales llegan, a través, del nicleo del tracto solitario, hasta el hipotdlamo y el ntcleo parabranqueal que
releva, entre otros nucleos, con la amigdala. Nucleos importantes en la respuesta al estrés (Purves et al., 2018;
Tortora & Derrickson, 2017).

El intestino recibe innervaciones simpdticas, desde la regién tordxica (T6-10) y lumbar superior de la médula
espinal, y parasimpdticas, desde el tronco del encéfalo, en especifico, del nicleo motor dorsal del nervio vago (X
par craneal) y de las regiones sacras (S3-54) de la médula espinal. Ademds, las neuronas posganglionares parasim-

péaticas hacen sinapsis con las neuronas del SNE. (Purves et al., 2018; Tortora & Derrickson, 2017) (FIGURA 8).
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El tejido linfoide asociado al tubo digestivo (GALT)

Junto con la piel, las mucosas forman parte del sistema inmune innato fisico. La mucosa estd formada por
las células epiteliales cilindricas y la ldmina propia. La ldmina propia es un tejido conectivo eldstico a través
del cual cruzan canales linfaticos y vasculares y dende del que se depositan células inmunitarias. La mucosa
intestinal forma con invaginaciones, que estd compuesta por las principales células secretoras, y proyecciones
digitiformes, formada principalmente por células epiteliales y calciformes, denominadas criptas y vellosidades
intestinales, respectivamente. Ademas, en ciertas regiones de la mucosa intestinal se encuentran cimulos de
tejido linfoide recubiertos, principalmente, por células epiteliales y células M, células con una alta especializa-
cidn fagocitica y de presentacién de antigenos. Esta zona no tiene formas ni de criptas ni de vellosidades, sino
en forma de domo.

La mucosa estructural estd cubierta por una capa de bacterias comensales: la microbiota; por una capa de
moco formada por agua, iones y mucina que tiene cuenta con dominios de unién a carbohidratos que forma un
gel capaz de contener anticuerpos provenientes de la ldmina propia y de atrapar bacterias ttiles para estimular
una respuesta inmune de bajo grado y controlada y por diversas proteinas como los TLR,NLRyRILRy glicoproteinas:
como el glicodlix, capaces repeler estaticamente a los cuerpos celulares bacterianos (Abbas et al., 2015; Pavon-Romero et al.,
2021; Tortora & Derrickson, 2017).

La presencia de la microbiota y el intercambio de sustancias entre esta y el intestino justifica la presencia
de tejido linfoide tal que provea de proteccién a la probable vulnerabilidad (por contacto y permeabilidad) del
epitelio hacia una potencial invasién microbiana. La estructura del tejido linfoide asociado al intestino (GALT, del
inglés: gut associated lymphoid tissue) estd bien descrita: esta se encuentra por debajo de la capa epitelial asociada
a foliculo linfoide (en la ldmina propia y en la submucosa) y contiene grandes cantidades de células plasméticas
productoras de anticuerpos, macréfagos, células dendriticas y linfocitos B organizadas en agrupaciones y foli-
culos y linfocitos T distribuidas difusamente por toda la mucosa. Finalmente, las células M, que conforman entre
10-20% de la ldmina epitelial, no tienen glucocélix y tienen contacto directo con los antigenos de las bacterias
de la microbiota, tal que, activan un mecanismo de presentacidn antigénica, los linfocitos los reciben y, a su vez,
producen anticuerpos tipo A. Este mecanismo también es logrado por las células dendriticas que tienen exten-
siones protoplasmaticas transepiteliales (Abbas et al., 2015; Owen et al., 2014; Pavén-Romero et al., 2021; Tortora

& Derrickson, 2017) (FIGURA 9).
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FIGURA 9. TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A LA MUCOSA DEL TRACTO GASTROINTESTINAL.

Se muestra la estructura general del intestino. El tejido linfoide asociado a mucosa tiene un componente celular formado por
los macrofagos tisulares intestinales, las células dendriticas de la submucosa y transepiteliales, las células My calciformes en
el epitelio y por un conglomerado de células linfoides que se ubican en la ldmina propia y la submucosa. También tienen una
fraccion humoral compuesta por la mucina creada por las células calciformes que retienen proteinas y anticuerpos generados
por el componente celular de las GALT. Modificado de Pavén-Romero et al., 2021.

La microbiota

Todos los animales, pero principalmente los vertebrados tienen en sus cuerpos condiciones tales que son
favorables para el crecimiento de hongos, bacterias y virus, es decir, las especies animales estdn cubiertas y con-
tienen en su interior un microecosistema de microorganismos en una relacién simbidtica, esto es: un mutualis-
mo benéfico para el huésped: los microorganismos y el hospedador: la especie animal. Esta comunidad compleja
de microorganismos y las funciones que realizan se denomina microbioma, al conjunto de virus: viroma, al con-
junto de hongos micobiota y la de bacterias microbiota. El nimero de bacterias es tan abundante que se estima
que podria haber un nimero igual o superior de bacterias al nimero de células del organismo en si (una relacién
1:3). La microbiota que se encuentra en la piel, es una de las causantes de los olores que expide la piel; en las vias
respiratorias superiores, o sea: desde la cavidad nasofaringea hasta la laringe y rara vez se encuentran microor-
ganismos en el tracto respiratorio inferior (la trdquea, los bronquios y bronquiolos). También se encuentran en
las vias urinarias: la uretra, pero no en la vejiga. En mujeres, especificamente a partir de la adolescencia, crecen
bacterias acidolacticas en la vagina. Finalmente, la microbiota mds estudiada y que ha tomado mucho interés en
la comunidad cientifica es la que se encuentra en el tracto digestivo, es decir: en la boca, el estémago y, especial-
mente, en los intestinos (Madigan et al., 2018).

El intestino humano alberga una multitud de microorganismos cominmente denominados como microbio-
ta. Se estima que existen entre 10''-10'? microorganismos/gramo de contenido intestinal. En conjunto, tiene una
masa estimada de 1 a 2 kg, se cuentan en billones y juntos poseen 100 veces la cantidad de genes en el genoma
humano. La composicién bacteriana se establece durante las primeras horas posparto y se desarrolla, segiin
distintos factores, tales como: el método de parto (cesdrea o parto natural); si al infante se le amamanta o se le
da alguna férmula lactea, la alimentacidn a lo largo de la vida; el uso de antibidticos y fairmacos en general; la

exposicidn a infecciones y la exposicién a factores estresantes (Kelly et al., 2015; Madigan et al., 2018; Rea et al., 2016).
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Los microorganismos en el tracto intestinal humano se pueden dividir en tres dominios basados en la filoge-
nia molecular: Eucarias, Bacterias y Arqueas. El dominio Eucaria incluye organismos como levaduras y parasitos
unicelulares. Por otro lado, el dominio Arquea esta dominado por las metanobacterias. Por su parte, el dominio
Bacteria es el dominio prominente en el intestino y, entre estos, tan solo los filos Firmicutes (64%) y Bacteroidetes
(23%) cubren el 89% del total. Ademds de estos, también estd formado por Proteobaterias (8%), Actinobaterias, Fuso-
bacterias, Verrucomicrobia, Sinergistetes, Espiroquetas y Cianobacterias (en suma, 3%). Asi mismo, se ha estimado que
el tracto gastrointestinal de los seres humanos adultos contiene aproximadamente entre 500 y 1000 especies
bacterianas distintas y més de 7000 cepas de bacterias (Abenavoli et al., 2019; Kelly et al., 2015; Rea et al., 2016).

La interaccién de la microbiota y el hospedero es simbiética, por un lado, el hospedador provee de un am-
biente propicio para el desarrollo de los microorganismos y, por su parte, las bacterias ofrecen proteccién contra
patdgenos y producen sustancias quimicas bioactivas como bacteriocinas, acidos biliares, neurotransmisores,
colina, vitamina B12 y K, y 4cidos grasos de cadena corta (AGCC) que son esenciales para la salud del hospedero.
Las bacteriocinas inhiben el crecimiento de otras bacterias cercanas y limitan la proliferacién de patégenos,
contribuyendo de manera importante con las defensinas y de mas proteinas producidas por las células de Pa-
neth. Mientras que los AGCC, incluidos el 4dcido butirico, el acido acético, el 4cido propanoico y el acido lactico
son metabolitos bacterianos derivados de la fermentacién de polisacaridos que pueden activar los receptores
de 4cidos grasos libres (FFAR del ingés: Free fatty acid receptor), mediar eventos epigenéticos y tener acciones
neuroactivas y hematopoyéticas. Ademas, fomenta el correcto funcionamiento de las barreras epiteliales intes-
tinales y hematoencefalica, al regular la expresién de proteinas de unién estrecha como ocludina y claudinas.
Ademds, las vitaminas B12 y K, que no son sintetizadas por los humanos, son producidas por la microbiota y
absorbidas por el intestino; lo mismo que la dopamina (DA) y la serotonina y esteroides que tienen implicaciones
neuronales y metabdlicas, respectivamente (Harsanyiova et al., 2020; Kelly et al., 2015; LeBlanc et al., 2017; Madi-
gan et al., 2018; Markowiak-Kope¢ & Slizewska, 2020; Pavén-Romero et al., 2021; Russell et al., 2013). Asimismo,
el 4cido 10-oxo- trans -11-octadecenoico (KetoC) y el 4cido 10-hidroxi- cis -12-octadecenoico (HYA) son 4cidos
grasos de cadena larga generados a partir del acido linoleico por el L. plantarum y se ha informado que tienen
actividad antiinflamatoria en el intestino y cerebro (Ikeguchi et al., 2018). Por ello, las hipdtesis actuales han
situado a la microbiota como un componente crucial en la regulacién del desarrollo de las funciones del organis-
mo que colonizan como el desarrollo del sistema inmune y nervioso, el metabolismo y la conducta.

Segun lo dicho, la alteracién en la composicidn y en la concentracién de los elementos que forman la micro-
biota, es decir, la disbiosis, es perjudicial para los organismos vivos que la padecen. La disbiosis es causada por el
elevado consumo de grasas saturadas y carnes rojas , asi como, debido al bajo consumo de fibra o de alimentos
fermentados, asi como por el uso desmedido de antibidticos. En ausencia de una microbiota sana, organismos
oportiunistas, como pardasitos, levaduras como C. albicans y bacterias como estafiloscocos o clostridios patégenos
pueden poblar la luz intestinal y causar afectaciones sobre la barrera epitelial, inducir una respuesta proinfla-
matoria exaserbada a nivel local y, si se vuelve crénica, a nivel general.

Afortunadamente, la evidencia informa que el consumo de microorganismos probiéticos, benefician la salud
intestinal y la salud general. Estos microorganimos pueden encontrarse naturalmente en alimentos fermenta-
dos, ademas, en el mercado existen presentaciones farmacéuticas que contienen uno o mas microorganismos

que han sido probados en humanos y animales y se conocen sus efectos sobre la salud (FIGURA 10).
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Los probidticos

Los probidticos son organismos vivos (bacterias y levaduras) que, ingeridos en una concentracién adecuada:
entre 10°y 10%, unidades formadoras de colonia (UFC), causan beneficios a la salud. Existe una gran variedad de
microorganismos con capacidad probidtica, entre los que se encuentran: Saccharomyces boulardii, Lactobacillus
rhamnosus GG, Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus plantarum 299, Lactobacillus sporogens, Enterococcus SF68, Bifido-
bacterium lactis BB12 (L), Lactobacillus reuteri, Lactobacillus casei (L), Bifidobacterium longum BB 536 (L), Lactobacillus
acidophilus LA1, Escherichia coli Nissle 1917 (serotipo 06:K5:H1), aunque las especies Lactobacillus y Bifidobacterium
son, en general, los probiéticos mds utilizados (de Melo Pereira et al., 2018).

La seleccién de los probidticos requiere de un estudio detallado sobre su capacidad de superar las condicio-
nes aversivas del TGI (v.g: las enzimas de la saliva, los diversos niveles de pH y los jugos estomacal y pancreati-
cos, las sales biliares y los movimientos peristalticos y los antimicrobianos intestinales). Entre estos estudios se
encuentran algunos exdmenes fisicoquimicos que evaltan el contacto de la pared o membrana bacteriana con
las células epitelialtes del TGI, ya que, es necesario que las bacterias se adhieran al epitelio intestinal para ser
considerados candidatos a probiéticos. Ademads, deben mostrar que son capaces de producir sustancias que in-
hiban el crecimiento de baterias patoldgicas como acidos orgdnicos, enzimas, bacteriocinas, etc. Y, finalmente,
los candidatos a probiéticos deben mostrar seguridad de uso. Sobre este aspecto se considera cémo se aislé el
microorganismo, su identidad taxondémica, que no sea virulenta, infectiva, téxica y que no sea capaz de trans-
ferir genes de resistencia a antibidticos. Para incrementar la compatibilidad de los probiéticos con los humanos
y su sobrevivencia al TGI, la mayorfa de los probidticos disponibles en el mercado fueron aislados de humanos
que los ingirieron. A pesar de que las bacterias cumplan con estos estudios no se debe considerar que los probié-
ticos son seguros por completo debido al riesgo latente sobre la transmisién de genes de resistencia y al grado
de permeabilidad del epitelio intestinal, ya que, estas podrian superar las barreras fisicas del sistema inmune e
invadir al macroorganismo causando afectaciones graves (de Melo Pereira et al., 2018; Doron & Snydman, 2015;
dos Santos et al., 2015; Gonzales-Sanchez et al., 2010; McFarland, 2014).

La evidencia sobre los beneficios de consumir probidticos incluye la repoblacién de una microbiota sana, la
prevencién y el alivio de varios tipos de diarrea y el tratamiento de la colitis por Clostridium difficile, as{ como
la modulacién de distintas interleucinas y citocinas proinflamatorias y factores inmunomoduladores; pero estos
efectos no son tnicamente a nivel intestinal sino que se ha probado que pueden causar eventos benéficos en
otros érganos como el higado o el cerebro.

Finalmente, un estudio de revisidn sistemdtica con fuentes entre 1985 y 2013, en los que se analizaron tres
situaciones, a saber: (modelo A) pacientes con microbiota sana a los que se les indujo una alteracién en esta y
luego se trataron con probiéticos, (modelo B) pacientes con la microbiota alterada que fueron tratados con pro-
bidticos y (modelo C) pacientes sin alteraciones en la microbiota que fueron tratados con probidticos, se obtuvo
que, para el modelo de estudio A, la bacteria Lactobacillus rhamnosus GG sola o mezclada con L. bifidus y L. aci-
dophilus restaura parcialmente la microbiota alterada con ceftriaxona y que la mezcla de bacterias que incluye
al probidtico Bifidobacterium animalis subespecie lactis restaura parcialmente la microbiota de pacientes con H.
pylori elevada y que fueron tratados con amoxicilina y claritromicina, o bien, restaura la microbiota de pacien-
tes sin afectaciones ni modificaciones en la microbiota, aunque, en este caso, es preferible asumir que el efecto

se atribuye a la mezcla y no a una cepa en especifico. Asimismo, para el modelo B, los tipos de factores pre-

30



Prolegdmenos

existentes que alteraron la microbiota incluyeron pacientes con dermatitis atdpica, alergias, cirrosis, vaginosis
bacteriana, sindrome del intestino irritable, enfermedad inflamatoria intestinal (colitis ulcerosa y divertculitis),
diarrea idiopatica, alimentacién enteral, sindrome del intestino corto y cancer de colon, y se obtuvo que B. ani-
malis lactis, por si sola, no modifica la microbiota de los pacientes evaluados. Por su parte L. rhamnosus mejoré la
puntuacién de Nugent para vaginosis. Ademas, en la mayoria de los estudios en los que se incluye a esta bacteria
probidtica, restaura, mejora, o modifica la microbiota. Finalmente, para el modelo C, en donde los participantes
no tuvieron exposicion a antibiéticos o medicamentos o presencia de enfermedades agudas o crénicas, ni B. ani-
malis lactis ni L. rhamnosus GG, admnistradas individualmente o en conjunto, modificaron la microbiota normal
de los voluntarios. Ademas, el autor refiere, entre otros, a L. rhamnosus como un probidtico capaz de restaurar la
microbiota, especialmente en la diarrea asociada antibiéticos (McFarland, 2014).

Por lo descrito, la investigacion sobre los mecanismos de accién de los probidticos, las repercusiones de su
uso sobre los efectos en la respuesta inmune y adaptativa; sobre los distintos efectos tisulares y sistémicos; as{
como los efectos nutricionales deberan ser estudiados con impetu e integracién de las distintas areas académi-
cas y de salud para desentrafiar a cabalidad (Markowiak-Kope¢ & Slizewska, 2020; McFarland, 2014; Olveira &
Gonzdalez-Molero, 2016).

Eje microbiota-intestino-cerebro

Se sabe que existe una comunicacién bidireccional entre el intestino y el cerebro que estd regulada a nivel
neuronal, endécrino e inmunolégico que se ven influidas en todos los aspectos por la microbiota, los metaboli-
tos que produce y los productos de recambio por el ciclo de vida bacteriano. Estos componentes forman el eje
microbiota-intestino-cerebro, el cual esta constituido por una matriz dindmica de tejidos y érganos que inclu-
yen a los sistemas nervioso central, periférico y entérico, a las glandulas enddcrinas, al intestino, a las células
inmunitarias y a la microbiota gastrointestinal. Se propone que estos componentes se comunican de una mane-
ra compleja y multidireccional para mantener la homeostasis y que, esta interaccidn, contribuye a la regulacién
de eventos clave del desarrollo de los sistemas inmune y nervioso central, el metabolismo y la conducta. Lo cual
implica que existe un mecanismo de accidn, de mantenimiento, deterioro o de recuperacién de la comunicacién
entre los componentes de este eje que alin no se han resuelto.

Aln esta en debate como las sefales de la microbiota llegan hasta el cerebro. Sin embargo, hay algunas pro-
puestas sobre esta via de acceso. Como se vio un apartado anterior, el SNC estd conectado al sistema nervioso
auténomo (SNA), el cual, se divide funcionalmente en SNS, SNP y SNE. Los cuales tienen conexién directa con
el tronco del encéfalo, el hipotdlamo y el sistema limbico, asi como con el sistema de respuesta al estrés: el eje
hipotdlamo-pituitario-suprarrenal que podria estar influyendo en la composicién de la microbiota y, a través de
la liberacidén de los corticoesteroides, regular el eje sistema inmune-cerebro. Por otro lado, los componentes es-
tructurales de los microorganismos de la microbiota (como las endotoxinas), asi como los metabolitos que pro-
ducen estimulan localmente al GALT, inducen la produccién de efectores bioldgicos (como inmunoefectores,
mensajeros endocrinos y subproductos microbianos circulantes), y pueden infiltrarse en los sistemas sanguineo
y linfatico a fin llegar a diferentes puntos anatémicos como el cerebro y tener efectos sobre la micro y astroglia
y, asi, generar cambios en el entorno celular (FIGURA 10) (Ceppa et al., 2020; Rea et al., 2016; Zheng et al., 2020).

Por otro lado, la dieta es un factor relevante para tener una via de comunicacidn intestino-cerebro, ya que,

esta determina los metabolitos que la microbiota producird. Una dieta alta en fibra causard que la microbiota
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produzca AGCC y estos, a su vez, estimulen procesos como la produccién de mucina, el incremento de proteinas
de adhesidn celular en la capa epitelial entérica y en la BHE, es decir: en el fortalecimiento de las barreras y la
disminucién de la permeabilidad cerebral e intestinal. Los AGCC también pueden estimular a las neuronas del
SNE promoviendo la secrecién de serotonina, dopamina y de acido y-aminobutirico (GABA), as{ como, sus pre-
cursores a nivel intestinal que, eventualmente podrian viajar hasta el SNC. Finalmente, la microbiota, a través
de los AGCC, se comunica con las células enteroenddcrinas del intestino para producir péptidos neuroactivos
(péptido YY, neuropéptido Y, CCK y sustancia P, entre otras) y causar efectos neuroprotectores entéricos. Ade-
mas, los AGCC causan la neuroproteccién mediante la induccién de las neurotrofinas BDNF y GDNF que se logra
através de la acetilacién de la histona H3, implicada en la inhibicién de la histona desacetilasa. interesantemen-
te, los AGCC promueven el incremento de la produccién de la proteina semejante a glucagén-1 (GLP-1), que es
capaz de atravesar la BHE y que tiene como objetivo al receptor GLP-1R (ubicado en neuronas, astroglia y mi-
croglia) que provoca un adecuado enfrentamiento al estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria; ala inhibicién
de la apoptosis y aumenta la expresién de tirosina hidroxilasa (TH) (Braniste et al., 2014; Ceppa et al., 2020; Cox
& Weiner, 2018; Kelly et al., 2015; Srivastav et al., 2019; Suganya & Koo, 2020; Sun et al., 2021; Wang et al., 2022;
Willemsen et al., 2003).

Asimismo, la microbiota es capaz de producir los precursores y metabolitos del triptéfano, la 5-hidroxitrip-
tamina (5HT), la glutamina, la histamina y de los aminoécidos de cadena ramificada. La tirosina descarboxilasa
(TDC), cuyos genes estdn codificados principalmente en el genoma de Lactobacillus y Enterococcus, es esencial
para la biosintesis de tiramina. Dada la similitud entre la estructura quimica de la L-tirosina (precursor de la
tiramina) y la levodopa (precursor de la dopamina), esta enzima también podria estar involucrada en la sintesis
de dopamina, ademas, estos precursores si atraviesan la BHE lo que hace posible incrementar los sustratos para
la sintesis de neurotransmisores en el cerebro. En ese sentido se sabe que las cepas Lactobacillus y Bifidobacterium
producen GABA a partir de glutamato monosddico; L. plantarum y L. lactis mostraron capacidad para producir
glutamato y C. perfringens, de 5-hidroxitriptamina (5HT) y, finalmente, la biosintesis de dopamina se produce
tanto en las neuronas como en los compartimentos periféricos, incluido el TGI (Braniste et al., 2014; Ceppa et al.,
2020; Cox & Weiner, 2018; Kelly et al., 2015; Srivastav et al., 2019; Suganya & Koo, 2020; Willemsen et al., 2003).

Existe evidencia sobre el papel que tiene la microbiota en el desarrollo sano del sistema inmune y del SNC,
pero aun existen pocos datos sobre los mecanismos y las vias por las cuales la microbiota influye en las funcio-
nes cerebrales e inmunoldgicas (Abdel-Haq et al., 2019; Erny et al., 2015). Estudios muestran la falta de madurez
o alteraciones en las funciones normales de las células microgliales de sujetos libres de microbiota, con micro-
biota alterada y libres de patégenos especificos y cémo las funciones de la microglia pueden mejorarse si los
intestinos de estos sujetos son recolonizados (Erny et al., 2015)

Con lo anterior se ha ido estableciendo con solidez que, ademds de proteger la integridad intestinal, de
incrementar la cantidad de nutrientes disponibles para el organismo en el que se hospedan y proteger contra
patdgenos potenciales, la microbiota, y mas apropiadamente: una microbiota diversa, es fundamental para el
desarrollo, la maduracién y la funcién de la microglia y de SNC y la salud general. Por el contrario, la disbiosis
puede revertir todos los efectos benéficos. Se han utilizado diversas formas para reestablecer eficientemente la
microbiota como el trasplante fecal, la inoculacién directa y el consumo de probidticos. Todos han mostrado ser
capaces de rediversificar la microbiota y de revertir los efectos negativos de su ausencia, no obstante, las dos
primeras son invasivas y la segunda puede realizarse mediante administracién oral de suspensiones o compri-
midos (FIGURA 10).
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La Enfermedad de Parkinson

La Enfermedad de Parkinson (EP) es una patologfa neurodegenerativa, caracterizada por la muerte sucesiva
de neuronas dopaminérgicas (DAérgicas) de la Subtantia Nigra pars compacta (SNpc); es una enfermedad que evo-
luciona progresiva y lentamente y es, principalmente, de caracter idiopético, aunque existe una base genética
y epigenética para el inicio y, posiblemente, para su progreso. La EP esta ligada al envejecimiento, es decir:
raramente aparece antes de los 50 afios y la incidencia incrementa de 5 a 10 veces a partir de la sexta y novena
década de vida. Las estimaciones de casos a nivel mundial oscilan entre 5 y >35 casos nuevos por cada 100,000
personas al afio (Poewe et al., 2017; Salama et al., 2015) y reportes epidemioldgicos en México afirman que la
prevalencia de la EP estd en 37 casos por cada 100, 000 habitantes por afio (Rodriguez-Violante et al., 2019).

Tipicamente, el criterio central para el diagndstico de la EP ha sido el sindrome motor, no obstante, actual-
mente, ya no se limita a este, debido a que, la mayoria de los pacientes presentan sintomatologia no motora,
incluso antes de que la EP sea diagnosticada. Ademas, aunque los criterios clinicos, neuropatoldgicos y genéticos
del sindrome motor clinico acompafiado de la neurodegeneracién de las neuronas de la SNpc, el depésito de si-
nucleina o las mutaciones continuaran siendo un estdndar para el diagnéstico de la EP los paradigmas en cuanto
a la evolucién de la enfermedad han ido cambiando (Berg et al., 2014; Heinzel et al., 2019).

La EP transcurre por tres etapas: una preclinica, en la que el proceso neurodegenerativo ha iniciado, pero
no hay sintomatologia asociada y pasa inadvertida; una fase prodrémica en la que los sintomas son insuficientes
para dar un diagndstico certero, pero que, a través de una honda investigacién de criterios basada en factores
de riesgo y marcadores estadisticos puede aumentar la precisién diagndstica de la enfermedad y la etapa clinica
que es el diagndstico realizado por la opinién médica experta segtn criterios disefiados para tales fines (Berg et
al., 2015; Goetz et al., 2008; Mahlknecht et al., 2015).

La EP prodrémica es una definicién de reciente creacién que estd basada, principalmente, en marcadores no
motores (signos, sintomas o biomarcadores) con los cuales, debido a que no son universales para todos los pa-
cientes ni se desarrollan de la misma manera entre uno u otro paciente, se estima estadisticamente si un indivi-
duo puede pertenecer a este grupo y si eventualmente evolucionard a la EP clinica clasica (Postuma et al., 2015).

Estos criterios toman en cuenta la edad, el género, la historia clinica, la progresién de los sintomas y factores
de riesgo como se describe mds adelante. Segin esto, los hombres tienen el doble de probabilidad que las mu-
jeres de padecer la EP. Los trastornos de la regulacién del ciclo suefio-vigilia, el deterioro cognitivo: incluida la
disfuncién frontal ejecutiva, déficits de recuperacion de la memoria, demencia y alucinosis, los trastornos del
estado de dnimo y afectivos; la disfuncién autondémica: hipotensién ortostatica, disfuncién urogenital, estrefii-
miento e hiperhidrosis y los sintomas sensitivos como la hiposmia o el dolor. La exposicidn regular a pesticidas
y solventes, los bajos niveles de uratos en plasma, la hiperecogenicidad en la sustancia negra (SN, Substantia
nigra) y tener familiares con la EP son factores de riesgo. Ademas, no usar cafeina, padecer diabetes mellitus tipo
I, no tener actividad fisica o cualquier combinacién de estos factores predispone a las personas a padecer la EP
(Nair et al., 2018; Noyce et al., 2012; Postuma et al., 2015). Finalmente, los criterios predictivos validados son los
trastornos de la conducta del suefio en la etapa de movimientos oculares rapidos y la portacién de la mutacién

al gen LRRK2 (Berg et al., 2015; Heinzel et al., 2019; Mahlknecht et al., 2015).
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Para definir si el parkinsonismo, es decir: la presencia de bradicinesia en combinacién con rigidez, temblor
en reposo o ambos, es atribuible a la EP es necesario un examen clinico arduo en el que se deben descartar en-
fermedades que también causan desordenes del movimiento (como aquellas que afectan al cerebelo o la médula
espinal); ademds, si el inicio de la enfermedad es unilateral o bilateral, ya que, el inicio de los sintomas motores
en la EP suele ser unilateral y puede persistir asf a lo largo de varios afios. Ademads, los trastornos de la marcha
son uno de los problemas motores mds comunes en la EP que se manifiestan a través de la postura encorvada,
caminar arrastrando los pies, disminuyendo la longitud de la zancada y la velocidad general. La alteracién pro-
gresiva de la marcha combinada con la inestabilidad de la postura puede llevar a caidas, inseguridad para cami-
nar y privar a los pacientes de las actividades de la vida diaria, lo cual, culmina con una importante disminucién
de la calidad de vida del paciente (FIGURA 11) (Berg et al., 2014; Boix et al., 2018; Chuang et al., 2010; Morris et
al., 1994, 1996).
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FIGURA T1. SINTOMAS CLiNICOS ASOCIADOS CON LA PROGRESION DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON.

Los marcadores de riesgo para la enfermedad de Parkinson son realizados a través de una encuesta y estudios clinicos (la
intensidad del color rojo es proporcional al porcentaje de riesgo de padecer la enfermedad). El diagndstico de la Enfermedad
de Parkinson (EP) ocurre con el inicio de los sintomas motores (EP en etapa temprana) generalmente a finales de los 50 afios,
pero puede estar precedida por una fase prodrémica que puede durar décadas antes de que el paciente muestre sintomas
motores y se caracteriza por sintomas no motores especificos. Los sintomas no motores se vuelven cada vez mas frecuentes
y evidentes a lo largo del curso de la enfermedad, pero pueden estar presentes en un grado variable a lo largo de todas las
etapas de la EP. La discapacidad progresiva de la EP es impulsada por la combinacién de estos problemas no motores con una
gravedad creciente de las caracteristicas motoras cardinales (bradicinesia, rigidez y temblor). Modificado de Poewe et al,,
2017. DMII: diabetes mellitus tipo II; EP: enfermedad de Parkinson; SN: sustancia nigra.
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La EP es esporadica y esta asociada a los cambios fisioldgicos propios de la edad que, en conjunto, contri-
buyen a la degeneracién de la funcién y anatomia cerebral y de otros drganos. En tales casos se sabe que la
disminucién progresiva de la funcién inmunitaria y un estado proinflamatorio generalizado inducen, en el SNC,
dafo oxidativo e incremento en la polarizacién de fenotipos microgliales hacia un estado proinflamatorio y la
permeabilidad en la BHE y del epitelio intestinal. Tales cambios causan el contacto de sustancias nocivas con los
sistemas sanguineo, digestivo y nervioso entérico mediante los cuales se afecta al SNC a través de mecanismos
moleculares y celulares que involucran el estrés oxidativo y nitrosativo; la disfuncién mitocondrial y proteaso-
mal; la agregacién proteica y la neuroinflamacién (Forsyth et al., 2011; Harsanyiova et al., 2020; Jankovic & Tan,
2020; McGeer et al., 1988; Poewe et al., 2017). La mayoria de los pacientes con EP son personas de edad avanzada
en las que, mientras envejecen, la microglia muestra cambios senescentes en sus fenotipos, como un aumento
de las reacciones proinflamatorias y una disminucién de las actividades fagocitica y quimiotactica. Los déficits
de la microglia senescente en la actividad fagocitica podrian estar relacionados con el aumento de la incidencia
de EP en sujetos de edad avanzada. Presumiblemente, esto se debe a que las células senescentes ya no pueden
compensar para la reduccién de DA en el cuerpo estriado al eliminar las sinapsis glutamatérgicas del STN hipe-

ractivo (Aono et al., 2017; McGeer et al., 1988).

La marcha, su evaluacion clinicay la EP

La marcha, en animales terrestres, se describe como el movimiento sobre una superficie plana mientras se
mantiene el equilibrio. En humanos, la marcha implica una secuencia de movimientos ritmicos, coordinados y
alternantes mientras se avanza y se mantiene una postura vertical (erguida) que se logra mediante la integra-
cién de estimulos sensoriales exteriores, propioceptivos espaciotemporales y cognitivos, asi como, la ejecucién
del sistema musculoesquelético. La marcha normal es estable y flexible, ya que, permite cambios de velocidad y
ajustes segun el contexto exterior, como una superficie plana o un terreno lleno de obstaculos, manteniendo la
eficiencia energética (Mirelman et al., 2018; Takakusaki, 2017).

Los movimientos voluntarios provienen de ordenes motoras desde la corteza, pasan por el tronco del encéfa-
lo y llegan hasta la médula espinal. Ademads, la conducta motora emocional inicia desde las regiones limbicas-hi-
potaldmicas, a través del tronco del encéfalo. En ambos casos, se requiere de mecanismos auténomos de control
postural en el tronco y la médula espinal, aunque para adquirir habilidades motoras o adaptarse a situaciones
desconocidas también se requiere de una regulacién cognitiva que implica atencién, memoria y aprendizaje
(Mirelman et al., 2018; Takakusaki, 2017).

La marcha estd controlada por una compleja red neuronal que involucra érdenes desde la corteza cerebral:
motora, premotora, premotora suplementaria, sensorial primaria, temporoparietal, etc., y el tronco del encéfa-
lo: el ntcleo rojo, el coliculo superior la formacién reticular pontina y bulbar y los nticleos vestibulares (en con-
junto, las neuronas corticales y troncoencefalicas son llamadas motoneuronas superiores, MNS); los ganglios
basales, el cerebelo y la médula espinal que culmina con la sinapsis muscular. Las sefiales visuales, vestibulares y
somatosensitivas que son procesadas en las regiones de la corteza respectivas (visual, vestibular y sensorial pri-
maria, S1) son integradas en la corteza temporoparietal, incluida la corteza vestibular y corteza posteroparietal
para construir el modelo interno corporal, asi como la verticalidad, orientacidn, la percepcién del cuerpo, de los

objetos y del ambiente en el espacio. Luego, la informacidn corporal se transmite al drea motora suplementaria
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(SMA) y al drea premotora (PM), en donde la informacién se puede utilizar como material para identificar y
generar programas motores adecuados. De manera similar, la informacién se transfiere al hipocampo en donde
se produce la informacién espacial y de memoria a corto plazo util para navegar entre obstdculos (Aono et al.,
2017; Mirelman et al., 2018; Takakusaki, 2017).

Las dreas corticales motoras cooperan estrechamente con los ganglios basales y el cerebelo para que se cons-
truyan los programas motores mas adecuados participando en distintos procesos como en el aprendizaje de
la conducta motora que permite la automatizacién del movimiento, los movimientos finos, la planeacién y la
coordinacién, as{ como, en el control postural, y la percepcién del movimiento del cuerpo en el espacio. Asi, la
informacién corporal generada en la corteza vestibular puede utilizarse para mantener la postura vertical a tra-
vés del tracto corticovestibular y vestibuloespinal. Las sefiales de la corteza prefrontal, incluidos los planes y las
intenciones, pueden desencadenar la ejecucién de programas motores en las cortezas motora suplementaria y
premotora, que pueden incluir movimientos con un propdsito y control postural asociado. El programa de con-
trol postural puede utilizarse para generar un ajuste postural anticipatorio a través del tracto cortico-reticular
y reticuloespinal. Luego, los programas motores se envian a la corteza morora primaria (CxM1) para que se pue-
dan lograr movimientos hébiles dirigido a un objetivo (Aono et al., 2017; Mirelman et al., 2018; Takakusaki, 2017).

Aunque en humanos no hay informacién concluyente, en la médula espinal de cuadripedos (generalmente
gatos) existen centros generadores de patrones, que son redes neuronales capaces de producir movimientos
ritmicos y coordinados independientemente de los estimulos sensoriales y de las indicaciones corticales y tron-
coencefdlicas (Mirelman et al., 2018; Takakusaki, 2017).

Por otro lado, las sefiales excitatorias e inhibitorias convergen en las neuronas motoras que extienden los
axones fuera del tronco encefélico y de la médula espinal para inervar los musculos esqueléticos del tronco.
Estas neuronas, conocidas como motoneuronas inferiores (NMI), poseen el soma en el tronco encefélico y la
médula espinal. Desde el tronco encefdlico, los axones de las NMI inervar los musculos esqueléticos de la cara 'y
la cabeza. Desde la médula espinal, inervan los musculos esqueléticos de los miembros y el tronco. Solo las MNI
envian eferencias del SNC a las fibras de musculo esquelético. Por esta razén, también se las conoce como via
final comun (Purves et al., 2018; Tortora & Derrickson, 2017).

Cada grupo de motoneuronas inerva las fibras musculares al interior de un tinico musculo. De estos grupos
de neuronas se identifican dos tipos de MNI, las y (o intrafusales) y las a (o extrafusales). Las primeras inervan
fibras musculares especializadas que, en conjunto con las fibras musculares que inervan, constituyen los recep-
tores sensitivos llamados husos musculares, mientras que las segundas inervan las fibras musculares estriadas
responsables de generar la fuerza para el mantenimiento de la marcha y la locomocién. Los husos musculares
son los propioceptores de los musculos esqueléticos y participan en los reflejos de estiramiento. Mediante el
ajuste de la intensidad de la respuesta de un huso muscular al estiramiento de un musculo esquelético, el encé-
falo establece un nivel general de tono muscular, el pequefio grado de contraccidn presente cuando el musculo
estd en reposo. La mayoria de las fibras musculares extrafusales estan inervadas por una Ginica motoneurona o
que se ramifica al interior del musculo incrementando el niimero de sinapsis con las multiples fibras muscula-
res. Esta asociacién sindptica, es la unidad minima de movimiento, es decir, la fuerza mas pequefia que puede
activarse para producir el movimiento y se denomina unidad motora (Purves et al., 2018; Tortora & Derrickson,

2017).
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La evaluacién de diversos pardmetros de la marcha puede ayudar a estimar el estado general de salud o alte-
raciones en la conducta natural de la marcha y, con ello, sugerir una patologia subyacente. Ademads, la evalua-
cién de la marcha patoldgica puede ser auxiliar para diferenciar entre diferentes patologias especificas, evaluar
la progresién de alguna enfermedad o los defectos terapéuticos a largo plazo (Mirelman et al., 2018).

En la préactica, tipicamente la marcha se ha definido de acuerdo con los patrones de pisadas o las propiedades
biomecdnicas entre las que se incluyen tres perspectivas bésicas: (i) dividir un ciclo de paso en fases de soporte
o0 apoyo y balanceo. En la primera, es cuando una extremidad estd en contacto con la superficie y, en la segunda,
cuando se levanta y se mueve hacia delante, o sea, cuando no estd en contacto con la superficie. En adultos jéve-
nes sanos, el 60% del ciclo pertenece a la fase de soporte y el 40% a la de balanceo. (ii) el enfoque esta relaciona-
do con las propiedades espacio temporales de la marcha como el tiempo en que se recorre cierta distancia y la
longitud de un paso o una zancada. (iii) identifica la funcionalidad de los eventos dentro del ciclo de la marcha,
como el contacto inicial con el suelo (prebalanceo) o la etapa de despegue.

Por otra parte, se ha descrito que diversas variables de la marcha en ratas y ratones tienen relacién estadisti-
ca con la velocidad, esto es: la cadencia, el tiempo de soporte, el tiempo de balanceo, el ciclo de paso, la longitud
de zancada, la velocidad de balance y la posicién de impresién dependen de la velocidad (Aceves et al., 2020;
Batka et al., 2014; Clarke & Parker, 1986). En ese sentido, la normalizacién de datos en el anélisis de la marcha es
comun en la clinica que lleva realizdndose cerca de 50 afios, aunque ha estado mds relacionada con las dimen-
siones corporales de los pacientes; por ejemplo: si un paciente es alto respecto a otro, la zancada (por mencionar
alglin pardmetro) serd més larga y, debido a esto, deben realizarse ajustes mateméticos para lograr que la altura
de los individuos no sea una variable que afecte el estudio y los datos obtenidos de diversos pacientes puedan
compararse (Baker, 2013). Ademds, la prctica mds aceptada es la divisién por nimeros que, luego del andlisis de
unidades de medida, logren volver adimensional al pardmetro de interés (Baker, 2013; Hof, 1996). Sin embargo,
en muchos casos, los valores no son obvios de interpretacién y, en general, atin no existe un consenso sobre
cémo abordar el tema de la normalizacidn o de la interpretacién de los resultados.

Los trastornos de la marcha y el control postural son uno de los problemas motores mas comunes en la EP
que se manifiesta mediante una postura encorvada, caminar arrastrando los pies y disminuyendo la longitud
de la zancada y la velocidad general. (Berg et al., 2014; Boix et al., 2018; Chuang et al., 2010; Morris et al., 1994,
1996; Postuma et al., 2015). Estas alteraciones se atribuyen al fallo de los sistemas dopaminérgico y colinérgico,
al deterioro de las funciones cognitivas, a la falta de generacién de programas motores y a las afectaciones en
las dreas del tronco encefalico que controlan la marcha y la postura. El dafio en las neuronas DAérgicas que
proyecta hacia los ganglios basales aumenta la salida inhibitoria GABAérgica lo que puede inhibir fuertemente
la salida talamocortical. Ademas, las afectaciones colinérgicas del tronco del encéfalo y prosencéfalo basal que
proyectan hacia los ganglios basales y la SNpc y hacia la corteza cerebral, respectivamente, generan alteracio-
nes en la atencidn, en la formacién de modelos propioceptivos y graviceptivos, de programacién motora y el

procesamiento cognitivo (Mirelman et al., 2018).
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La disbiosis en la EP

La evidencia acumulada indica que los problemas gastrointestinales pueden fungir como marcadores tem-
pranos del desarrollo de la EP. La alteracidn en el vaciamiento gastrico, la disminucién de la recurrencia a
evacuar y la disbiosois intestinal correlacionan positivamente con la posibilidad de desarrollar la EP y que, atin
durante la enfermedad los sintomas que los pacientes presentan empeoran (Abbott et al., 2001; Gazerani, 2019;
Goetze et al., 2005; Minato et al., 2017; Tan et al., 2014). Se sabe, por ejemplo, que la prevalencia de la infeccién
por Helicobacter pylori es alta en los pacientes con EP (1:3 respecto a pacientes sanos) y causa alteraciones mo-
toras debido a que dificulta la absorcién de fairmacos antiparkinsonianos (Camci & Oguz, 2016). Asi mismo, la
disbiosis en el intestino delgado prevalece sobre un cuarto de los pacientes con la EP y, controlarla, mejora el
transito intestinal (Tan et al., 2014). Ademds, estd reportado que el recuento de bacterias del grupo de Clostridium
coccoides es alto en los pacientes con EP temprana, mientras que el recuento del subgrupo de Lactobacillus gasseri
es alto en los pacientes con EP avanzada. Asimismo, que las bacterias Enterobacteriaceae son mas abundantes
en pacientes que muestran un fenotipo de inestabilidad postural y dificultad para caminar que aquellos en los
que predomina el temblor y se piensa, por otro lado, que un recuento bajo de Bifidobacterium esta asociado con
el empeoramiento de los sintomas de la EP y, a su vez, que la administracién de este puede proteger contra la
progresion de la enfermedad. Actualmente existen propuestas preclinicas y clinicas que coinciden en que la
administracién de probidticos como Lactobacillus, Enterococci, Bifidobacteria y levaduras, conducen a una mejora
significativa de los sintomas gastrointestinales y motores y marcadores bioquimicos (Ceppa et al., 2020; Gazera-

ni, 2019; Hsieh et al., 2020; Klann et al., 2021; Minato et al., 2017; Scheperjans et al., 2015).

Los probidticos en modelos experimentales de EP

Modelos experimentales para la EP

En el contexto de la EP, los modelos méas ampliamente utilizados son aquellos que replican las caracteristicas
oxidantes de los procesos neuropatoldgicos tales como los modelos animales en los que se administra 6-hidroxi-
dopamina (6-OHDA), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) o rotenona que inhiben alguno de los
complejos mitocondriales, lo cual, inicia con la disfuncién de la mitocondria y que, consecuentemente, lleva a
una alta produccién de ROS y NRS y, la oxidacién de las membranas lipidicas y de proteinas, el agotamiento del
sistema antioxidante, la activacién glial y la muerte celular (Blum et al., 2001; Tieu, 2011).

Por otra parte, el modelo habitual para abordar el estudio de la EP desde una perspectiva inflamatoria es
mediante la administracién de LPS (Choi et al., 2009; Choi et al., 2010; Hunter et al., 2017; Hunter et al., 2009;
Hunter, Choi, et al., 2007; Hunter et al., 2008; Hunter, Dragicevic, et al., 2007; Stern et al., 2000), el cual, ha dejado
importantes bases en la caracterizacién de la neurodegeneracién DAérgica de la via nigrostriatal de manera
mads reciente que los modelos clasicos. El modelo inducido con LPS ha demostrado que la inflamacién generada
puede replicar las caracteristicas de la EP, 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, ademads, cuenta con algunas
caracteristicas, como son: (1) se basa, de modo exclusivo en la inflamacidn, por estimulacién de los receptores
TLR-4; (2) los factores liberados por la microglia, son suficientes para iniciar y propagar el proceso neurodege-
nerativo; (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) (FIGURA 12).
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FIGURA 12. MECANISMO DE TOXICIDAD DEL LIPOPOLISACARIDO.
(A) EI LPS es liberado al medio celular (i) y se liga a la LBP, que, a su vez, (ii) se une con el receptor CD14. Este, (iii) facilita su
union a MD-2 y asi (iv) el LPS entre en contacto con el TLR-4. (B) La unién del MD-2 y el TLR4 produce la adhesién de un TLR
mas, (ai) pudiendo formar un heterodimero, o bien un homodimero, formando, de este modo, el complejo TLR4/MD2/LPS,
gue tiene forma de M. La cascada de sefializaciones esta determinada por (bi) la endocitacion del LPS o (ai) su permanencia en
la superficie celular. La primera (bii) resulta en la produccién de INF de tipo | y (aii) la segunda, a través NF-kB, (C) en la traduc-
cién de pro-IL-1B y NLRP3. Diversos estimulos (i) activan al NLRP3, este, se (ii) homooligomeriza, (iii) recluta a la pro-caspasa
1y se une a esta a través del adaptador ASC. En este punto, estd formado el complejo inflamosoma, el cual, (iv) escinde a la
pro-caspasa 1 que tiene actividad proteolitica. (v) La caspasa 1 proteolisa a la pro-IL-1B y (vi) es liberada por los poros celulares
creados por las proteinas GSDM. (Akira et al., 2006; Latz et al., 2013; Walsh et al., 2014; Broz & Dixit, 2016). LPS: lipopolisa-
carido; LBP: proteina de union a LPS; TLR: receptor tipo toll; NF-kB: factor nuclear kappa B; IL: interleucina; INF: interferdn.
En el laboratorio de Neuroquimica-BUAP, caracterizamos temporalmente los efectos de la administracién es-
triatal del LPS sobre la conducta motora, en el modelo del cilindro; sobre la neurodegeneracién de las células TH+
en la SNpc; asf como los efectos del LPS sobre la conducta fenotipica de la microglia determinada mediante la eva-
luacién de las células Iba-1+ (molécula adaptadora de unidn a calcio ionizado-1, del inglés: ionized calcium-binding
adapter molecule 1) y a través de la evaluacién de los cambios morfoldgicos de la microglia cuantificados en el nicleo
estriado dorsolateral y en la SNpc. En aquel estudio encontramos que el LPS indujo una asimetrfa motora severa.
Esto es: hubo un deterioro significativo en el uso de ambas extremidades anteriores durante la prueba del cilindro
alos 14 dias después de la inyeccién (dpi) del inflamdgeno y, a su vez, incrementaron el uso de la extremidad ipsi-
lateral respecto al vehiculo. Este deterioro motor se asocié con la pérdida de neuronas TH+ en SNpc iniciada 1 dia
posterior a la administracién (dpa) del LPS. Finalmente, el modelo parkinsoniano que disefiamos y caracterizamos
mostré un incremento constante de células Iba-1+ y modificaciones fenotipicas predominantemente relacionadas
con el proceso proinflamatorio. Uno de los hallazgos mas relevantes del estudio fue que, entre los tres puntos
temporales evaluados (1, 7 y 14 dpi de LPS) el momento en el que existe un proceso inflamatorio més elevado es
durante en 7dpi del inflamégeno que fue detectado mediante un elevado nimero de células microgliales en un

estado ameboide y activado (Parra et al., 2020).
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Evidencia preclinica de los probidticos en el contexto de la EP

La evidencia experimental y bibliografica da cuenta de la intima relacién entre el cerebro y el intestino, a
través de la microbiota, asi como de que la disbiosis es un factor importante para alterar el estado de salud. As{
mismo, el estudio en animales ha dejado importantes bases en el modelamiento de la patogénesis y fisiopatolo-
gia de la EP, tales como la relacién del estrés oxidativo y la inflamacién con la neurodegeneracién DAérgica de
la via nigrostriatal, asi como que el estrés y la toxicidad oxidante sistémica puede generar hiperpermeabilidad
intestinal y causar los efectos de un modelo parkinsoniano. Ademas, se ha evidenciado cémo el tratamiento con
probidticos puede atenuar, los efectos negativos de los téxicos administrados sobre los sujetos experimentales
(Klann et al., 2021).

Hasta la fecha existen 11 estudios preclinicos que muestran resultados alentadores sobre el tratamiento con
probidticos, sin embargo, el inconveniente que se presenta es que cada estudio es diferente en cuanto al régi-
men de tratamiento y ninguno utiliza las mismas bacterias para explorar profundamente los efectos de una cepa
en especifico, sin embargo, como se ver4, existen convergencias en algunos resultados. En primer lugar, existen
7 estudios realizados en ratén macho, 6 de la cepa C56BL/6 y un transgénico MitoPark PD, y 3 en rata macho, dos
de la cepa Sprague-Dawley y uno de la cepa Wistar. Dentro de los cuales, el modelo parkinsoniano mas utilizado
es el del MPTP, que es usado en cinco estudios, seguido por la 6-OHDA, que fue usada en cuatro y, finalmente el
modelo transgénico, la rotenona y el LPS + paraquat que fueron usados en 1 estudio diferente cada uno. Por otro
lado, en suma, se administraron 20 especies de probidticos de los cuales, el 60% de estos son del género Lactoba-
cillus, el 30% del género Bifidobacterium, y el 10% restante esta dividido en los géneros Streptococcus y Clostridium.
Ademds, es destacable que, aunque se usan subespecies de estos probidticos, las bacterias mds utilizadas son las
L. plantarum, usado en 5 estudios; L. rhamnosus, administrado en 4 estudios y L. acidophilus, utilizado en 4 estudios,
asi como B. brave y S. thermophilus, usados en 3 estudios y, en general, estos se administraron entre 10° - 10" UFC
de microorganismos (Klann et al., 2021). Existe un estudio en el que, a ratones C56BL/6 se les administraron
lactobacilos genéticamente modificadas que producen constitutivamente GLP-1 que, como se describié en un
apartado anterior, atraviesa la BHE y tiene efectos a nivel central sobre el estrés oxidativo y la inflamacién, aun-
que no fue considerado en la suma de los estudios anteriores (Fang et al., 2019).

Los resultados de estos estudios sugieren que la administracién de probidticos previene la degeneracién
DAnérgica evitando que las células TH+ de la SNpc mueran y que la dopamina disminuya de la regién sindptica
(aunque, en un par de estudios el probidtico no fue capaz de evitar la muerte de las céulas dopaminergicas (Dw-
yer et al., 2021; Xie & Prasad, 2020)). Esta proteccién se ve evidenciada a nivel conductual al reducir la asimetria
motora en los modelos hemiparkinsonianos y al mejorar la conducta motora como la marcha o la coordinacién,
incluso, mejorando los movimientos finos como la capacidad para remover cinta adhesiva de la nariz (Castelli
et al., 2020; Dwyer et al., 2021; Hsieh et al., 2020; Nurrahma et al., 2021; Perez Visfiuk et al., 2020; Srivastav et al.,
2019; Sun et al., 2021). Los beneficios tambien se muestran a nivel no motor como se muestra en (Alipour Nosra-
ni et al., 2021; Ishii et al., 2021; Sun et al., 2021; Xie & Prasad, 2020) en dénde se pone a prueba a los probidticos
frente a procesos de aprendizaje, memoria, ansiedad y depresion.

Por otro lado, los experimetos bioquimicos aportan datos sobre los cuales podria desarrollarse un hipoté-
tico mecanismo acerca de aquello que subyace a la neuroproteccién causada por los probioticos. Se sabe que

los probidticos son capaces de incrementar la diversidad microbiana en animales con una microbiota alterada
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(Dwyer et al., 2021; Sun et al., 2021) restaurando bacterias relevaantes como las del género Provotella, Clostridium,
Bacteroidetes, Akkermancia y, aunque no es nativa de la microbiota intestinal, Lactobacillus. Asi como restaurar
la produccién de AGCC, en especial, los dcidos propandico, isobutirico y butirico (los efectos de los AGCC se
abordaron ampliamente en un apartado anterior). Ademds, los efectos de los probiéticos abordan los problemas
causados por los téxicos desde dos flancos cruciales para las enfermedades neurodegenerativas, a saber: el es-
trés oxidante y la respuesta proinflamatoria exacerbada y promoviendo, a su vez, el sistema antioxidante y la
respuesta antiinflamatoria y proresolutiva, asi como, mediante la activacién de vias de sobrevivencia celular.

La respuesta antioxidante puede ser promovida a través de las vias Nrf-2/APE y PPAR-y, que pueden aumen-
tar la expresién de proteinas antioxidantes, como la hemooxigenasa-1 (HO-1), la catélisis de glutamato-cisteina
ligasa recombinante (GCLC), la superdxido dismutasa (SOD) y la glutatién peroxidasa (GSH-Px). Asi como, me-
diante restauracién de la funcién mitocondrial que, en conjunto con lo descrito en este parrafo, se disminuye
la produccién de ROS, de lipoperoxidacién, de agregados de a-sinucleina y, por extension, la activacién glial
(Alipour Nosrani et al., 2021; Castelli et al., 2020; Sun et al., 2021; Wang et al., 2022). Por otro lado, la respuesta
antiinflamatoria que, si bien, por una parte, es frenada por la ausencia de estimulos oxidantes a nivel de SNC,
por otra, es abordada a través de la disminucién de TNFa, IL-6 y lipocalina en sangre (Dwyer et al., 2021; Perez
Visfiuk et al., 2020), asi como, mediante la disminucién de las vias que activan la respuesta proinflamatoria, la
produccién de estas citocinas a nivel de SNC y de la ausencia de la activacién del inflamosoma NLRP3 (Castelli
et al., 2020; Wang et al., 2022). Finalmente, las vias de sobrevivencia celular son activadas por el BDNF, el GDNF
(Castelli et al., 2020; Ishii et al., 2021; Srivastav et al., 2019; Wang et al., 2022) (TABLA 2).

Para finalizar, es interesante que en un modelo parkinsoniano tratado con trasplante de microbiota fecal de
ratas sanas, se obtengan resultados comparables con los que se obtienen con la administracién de los probidti-
cos (Sun et al., 2018). La importancia de esta comparacién radica en que, si llegaran a tener los mismos efectos
benéficos, el trasplante fecal, que es un procedimietno invasivo, podria ser completamente sustituido por la
terapia probidtica via oral y que, ademads, puede consumirse preventivamente. Asi, entre estos estudios las di-
ferencias metodoldgicas son abundantes, no obstante, en algunos casos, en que se evalda lo mismo, se obtienen
resultados semejantes, lo cual, da cierta solidez a los beneficios que este conjunto de bacterias puede otorgar a
los organismos. También es interesante que en un estudio de lesién medular el 4cido oléico causa mejoras mo-
toras en los animales ya que aquello en lo que se admnistran los probioticos (agua, aceite o solventes) debe ser

tomado en cuenta para preparar un experimento mdas integro (Galdn-Arriero et al., 2017).
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Justificacion

El intestino humano alberga una multitud de microorganismos cominmente denominados como microbio-
ta. La composicién de esta se establece durante las primeras horas posparto y se desarrolla, segin los habitos de
vida. Ademas, estd formada, principalmente, por bacterias en donde el hospedero provee de un ambiente pro-
picio para el desarrollo de estos microorganismos y, los componentes de la microbiota, contribuyen la correcta
funcién del hospedero (Rea et al., 2016).

La evidencia experimental y bibliografica ha puesto de manifiesto la intima relacién entre el cerebro, el in-
testino y la microbiota, as{ como de que la disbiosis es un factor importante para alterar el estado de salud. Por
ello, las hipétesis actuales han colocado a la microbiota como un componente esencial en el desarrollo de los
sistemas nervioso e inmunoldgico, as{ como en el mantenimiento y la recuperacién de las funciones naturales
de los organismos (Harsanyiova et al., 2020; Rea et al., 2016).

Ademas, evidencia reciente sugiere que el tracto gastrointestinal juega un papel relevante para el desarrollo
de la EP, por lo cual, actualmente, el estrefiimiento es uno de los marcadores mas importantes en la deteccién de
la EP prodrémica y problemas como la disbiosis gastrointestinal y la disminucién en el vaciamiento géstrico apa-
recen como factores emergentes para la deteccién temprana de la EP (Jankovic & Tan, 2020). El hallazgo de que
la patogenia primaria de la EP se produciria en tejidos periféricos algunos afios antes de la aparicién de los sinto-
mas motores tipicos sugiere que es extremadamente importante centrar la investigacion de la EP en la deteccién
temprana de la enfermedad, lo que podria brindar nuevas opciones de tratamiento a los pacientes en las primeras
etapas de la EP y mejorar la calidad de vida de quienes la padecen. Por otro lado, cada vez toma mas fuerza el
argumento de que la enfermedad tiene una base epigenética sobresaliente, esto es: que el estilo de vida y factores
ambientales son capaces de predisponer a los individuos a padecer la enfermedad (Harsanyiova et al., 2020).

Finalmente, el estudio en animales ha dejado importantes bases en el modelamiento o caracterizacién de
la patogénesis y fisiopatologia de la EP, tales como la relacién del estrés oxidativo y la inflamacién con la neu-
rodegeneracién DAérgica de la via nigrostriatal. No obstante, son pocos los estudios preclinicos que abordan
modelos parkinsonianos en combinacidn con tratamientos probidticos tales que demuestren los beneficios de
las estas bacterias para la salud animal, as{ como los mecanismos celulares que subyacen a estos. Ademas, la
mayoria de los estudios estdn hechos en ratones administrados con MPTP y, de todos, un par de ellos utiliza a
la 6-OHDA y uno, de ambos, utiliza ratas como sujeto de experimentacién (Castelli et al., 2020; Hsieh et al., 2020;
Perez Visfiuk et al., 2020; Srivastav et al., 2019).

Por lo anterior, con el presente proyecto pretendemos conocer los efectos preventivos, que tendria la admi-
nistracién oral de dos microrganismos probidticos: Bifidobacterium animalis ssp lactis Bb12 y Lactobacillus rhamno-
sus GG, frente a un estimulo neurodegenerativo en el contexto de un modelo experimental para la EP generado
por la administracién del LPS intraestriatalmente. Y con ello evaluar los efectos neuroprotectores que podria

causar la mezcla de bacterias probidticas.
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4. HIPOTESIS
S. OBJETIVOS




Hipotesis y objetivos

HIPOTESIS

La administracidn del probidtico que contiene la mezcla de bacterias Bifidobacterium animalis ssp lactis Bb12 y
Lactobacillus rhamnosus GG, previene la neurodegeneracién dopaminérgica y las afectaciones motoras mediante

la modulacién del fenotipo téxico de la microglia.

OBJETIVOS
Objetivo general
Estudiar los efectos neuroprotectores y neuroinmunomoduladores del probidtico Microbiot® en ratas

hemiparkinsonianas.

Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto neuroprotector de las bacterias probidticas mediante el andlisis histopatoldgico de la
region de la SNpc y de las habilidades motoras.

2. Evaluar el efecto neuroinmunomodulador de las bacterias probidticas a través del andlisis morfométri-

co de las células Iba-1 positivas del nticleo estriado y la SNpc.
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6. DIAGRAMA DE
TRABAJO




Diagrama de trabajo

2 uL de SSI 2 uL de LPS [16 ug/ulL]
300 pLde 2x10° UFC de 300 pLde 2x10° UFC de
“Vehiculo [1.6 mM]| *Probiético “Vehiculo [1.6 mM] | “Probiético
tEutanasia (dpi) 14 14 14 14 14
n 6 6 6 9 n 38

dpi: dia posterior a la inyeccion cerebral; i.c: via intracerebral; NA: no aplica; UFC: unidad formadora de colonia; v. o: via oral.

YAsimetria [}Coordinacién, YAsimetria Cirugia ﬁCoordinacién,

/\% motora equilibrio y marcha motora  estereotaxica equilibrio y marcha
& &f\/ \/ l l I ‘—’ + +
« ! Procesamiento
Rata Macho K _15 - + *histolégico y

. 18 I_I 15 !4 v 13 1+4 estadistico
Cepa Wistar R a
_ v Asimetria

(150-250¢g) PEntrenamiento  Administracion del *Probiético motora

AVehiculo

. . . . + .
Coordenadas de administracion Aceite de girasol + vitamina E Eutanasia

para la cirugia estereotaxica

AP: +0.7 mm DV,:-4.8 mm - Nucleo Estriado

B. animalis ssp lactis Bb12

L. rhamnosus GG Iba-1
ML: +3.4 DV, -5.2 -
) mm 2 mm Habilidades motoras: SNpc
(Paxinos & Watson, 2007) TH, Iba-1

“Modelo del cilindro
PModelo de la viga

*Imdgenes representativas del sitio de inyeccion.

#Probidtico Inmunohistoquimica:
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7. METODOLOGIA




Metodologia

Sujetos experimentales

Se trabajé con ratas macho de la cepa Wistar (150 - 250 g al iniciar los procedimientos experimentales; n = 38),
las cuales fueron alojadas en el vivario del Laboratorio de Neurofisiologia en cajas de acrilico transparente, con
acceso libre a alimento y a agua; ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas; temperatura de 23 * 2 °C. Los animales
de experimentacidn fueron proporcionados por el Bioterio del Centro de Investigaciones Regionales de la Uni-
versidad Auténoma de Yucatén. Los animales fueron tratados de acuerdo con la norma (NOM-062-Z00-1999).
Los sujetos experimentales fueron manipulados todos los dias para su habituacién al estudiante y disminucién
del estrés.

Se formaron los siguientes grupos: Solucién Salina Isotdnica intracerebral (i.c.)/Aceite de Girasol +
vitamina E v.0. (SSI + AGE; n = 6); SSI i.c./Probidtico v.o. (SSI + P; n = 6); Lipopolisacérido i.c./AGE v.o.
(LPS + AGE; n = 9); LPS i. c./P v.0. (LPS + AGE; n = 11) y LPS i.c. (LPS; n = 6) (FIGURA 13).

FIGURA 13. SUJETOS EXPERIMENTALES.
Se muestra el vivario del laboratorio de Neurofisiologia de la Universidad Autdnoma de Yucatan y los sujetos expe-
rimentales utilizados para desarrollar el proyecto de tesis de maestria.
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Metodologia

Cirugia estereotaxica

Los animales fueron anestesiados con la mezcla ketamina [115.2 mg/ml] y xilazina [20 mg/ml] (85:16 mg/kg; i.p;
previo a la cirugfa). Los animales fueron sometidos a la cirugfa estereotédxica para inducir el modelo parkinsonia-
no mediante la inyeccién unilateral e intraestriatal de 2 uL de LPS [16 pg/uL] (de Escherichia coli, serotipo 026:B6;
Sigma) (Parra et al., 2020) en el estriado dorsolateral (AP: +0.7 mm; ML: +3.4 mm; DV1: -4.8 mm y DV2: -5.2 mm)
(Paxinos & Watson, 2007), ademds, como grupo control, se administrd, en las mismas condiciones, SSI. Ambas
sustancias fueron inyectadas a una velocidad de infusién de 0.2 pL/min.

Los sujetos experimentales recibieron los cuidados postoperatorios requeridos, como mantenerlos en un
lugar célido, administrarles 1 mL de SSI (s.c.) cada hora a partir de que termind el procedimiento quirtrgico
hasta su recuperacién ambulatoria. Ademas, se administré oralmente, durante la mafiana y al medio difa, 1 0 2
mL de SSI que contenia glucosa (5%) durante 3 o 4 dias a partir del siguiente dia a la cirugfa y se manipularon

diariamente por, al menos, tres minutos por la mafiana y al medio dia (FIGURA 14).

FIGURA 14. CIRUGIA ESTEREOTAXICA.

Se muestra un sujeto experimental anestesiado e instalado en el aparato estereotaxico. De acuerdo con el plano cartesiano de
tres dimensiones (A) en el plano x, z (o bien, ML, AP) se sitla a Bregma como la coordenada de origen y habiendo localizado
el sitio de inyeccion en ese plano, (B) se procede a trepanar hasta exponer la duramadre, que es la coordenada ‘cero’ del eje
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 nucleo cerebral deseado. ML: Medial-Lateral; AP: Antero-Posterior; DV: Dorsal-Ventral.
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Metodologia

Tratamiento probidtico

Los sujetos sometidos a la cirugfa recibieron un tratamiento profilactico, mediante la via oral (v.0.) 300 uL
que contiene aproximadamente 1x10° UFC de cada una de las bacterias Bifidobacterium animalis ssp lactis Bb12
y Lactobacillus rhamnosus GG. Se utiliz6 una formulacién farmacéutica comercial llamada Microbiot®, elaborada
por los Laboratorio Columbia S.A. de C.V., CDMX, México; la formulacién comercial contiene 74.55 mg afiadidos
de vitamina E (a-tocoferol) por cada 100 g de probidtico. Los grupos control recibieron 300 uL de un placebo
constituido por una mezcla de vitamina E (Gelpharma®; 100 mg/mL) en aceite de girasol [1.6 mM, v/v]. El trata-

miento duré 15 dias, esto es: 14 dfas previos a la cirugfa y el dia de la cirugfa.

Modelo del cilindro

Los sujetos experimentales fueron sometidos a esta prueba 18 dias previos a la cirugia estereotaxica, el dia
de la cirugfa previo a esta y 14 dias posteriores a la cirugfa antes de darle muerte por eutanasia. Para la prueba
fueron colocados, individualmente, en un cilindro de acrilico transparente (30 cm de alto y 20 cm de didmetro)
durante 5 minutos, en ese lapso, se videograbaron para cuantificar el niimero de veces en que apoya la pal-
ma de la extremidad ipsilateral, contralateral a la lesién o ambas extremidades sobre las paredes del cilindro
(FIGURA 18) (Schallert et al., 2000; Schallert & Tillerson, 2000; Tillerson et al., 2001). Los datos para el andlisis

fueron obtenidos mediante las siguientes férmulas (Parra-Paz et al., 2021):

%Uso de la ~ ( extremidad ipsilateral + % ambas extremidades ) 100

extremidad ipsilatreal ambas extremidades + extremidad ipsilateral + extremidad contralateral

%Uso de la _ ( extremidad contralateral + 2 ambas extremidades ) 100

extremidad contralateral ambas extremidades + extremidad ipsilateral + extremidad contralateral
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Metodologia

Modelo de la viga elevada de equilibrio

Esta prueba tiene dos fases: la de entrenamiento y la prueba propiamente dicha. La fase de entrenamiento fue
realizada durante los dos dias previos a inicial la prueba en si. La prueba se realizé en tres momentos: antes de
iniciar el tratamiento probidtico, esto es: 15 dias antes de la cirugfa estereotaxica; durante el tratamiento, o sea:
8 dias antes de la cirugfa y, finalmente, posterior al tratamiento es decir: 7 y 13 dias posteriores a la cirugfa es-
tereotdxica (Allbutt & Henderson, 2007; Carter et al., 2001; Glajch et al., 2012; Miyanishi et al., 2019; Sweis et al.,
2016). El sujeto fue colocado lo més alejado de la linea de salida y cruzé la viga segun sus capacidades motoras.
La viga consta de una trabe de madera de 100 cm de longitud por 2 cm de ancho, una plataforma de salida de 20
cm de largo por 4 cm de ancho y una caja de escape oscura de 25 cm por lado las cuales estdn soportadas por un

par de postes de 100 cm de altura (FIGURA 15A).

A Linea de salida Linea meta

Caja oscura
25 cm/lado

B
Sin error Sin error Sin error Sin error
Tipo 1 Tipo 1 Tipo 3 Tipo 4

FIGURA 15. EL MODELO DE LA VIGA ELEVADA Y LOS PARAMETROS EVALUADOS.

(A) La viga consta de una trabe de madera de 100 cm de longitud por 2 cm de ancho, una plataforma de salida de 20 cm de
largo por 4 cm de ancho y una caja de escape oscura de 25 cm por lado las cuales estdn soportadas por un par de postes de
100 cm de altura. (B) La caracterizacion del tipo de error: se identificaron como tipos de errores (Tipo 1-4) Sin erro: la pata
fue colocada dentro de la viga o sobresalieron 3 dedos fuera de esta. Tipo 1: sobresalieron 4 dedos de la viga. Tipo 2: tomado
como hipotonia, no se muestra. Tipo 3: la pata se deslizd fuera de la viga. Tipo 4: si el tren trasero se deslizo fuera de la viga o
la pata objetivo fue arrastrada sobre la viga (Brailowsky et al., 1986).
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Metodologia

Consideraciones

Los animales realizaron la tarea en 5 ocasiones. En las mediciones basales se consideraron como efectivos
los cruces en los que el animal cruzd sin olfatear, detenerse o cambiar de direccién y se traté de que el animal
tuviera el menor nimero de intentos posibles.

Todas las pruebas fueron videograbadas con una cdmara Canon Vixia Hf R800 a una resolucién de 1080p y a una
velocidad de 60 fotogramas por segundo (fps) para el andlisis posterior. Las variables que se midieron fueron: (1)
la latencia de cruce, (2) la velocidad media de cruce, (3) el niimero de pasos, (4) la cadencia, (5) la funcién motora
(el porcentaje de errores, el déficit motor y la caracterizacién del tipo de error), (6) el tiempo de soporte y (7)
de balance, (8) el ciclo de paso, (9) la velocidad de balance, la longitud de la zancadas (10) posterior y (11) ante-
rior y (12) las posiciones de impresién (Hamers et al., 2006; Hsieh et al., 2011; Koopmans et al., 2007). Los videos
fueron analizados con los programas Adobe Premier Pro-2018 y FIJI. Los pardmetros 1, 3, 5, 6 y 7 fueron evaluados
fotograma por fotograma con el programa Adobe Premiere Pro; las variables 10, 11y 12 con el programa FIJI y el
resto de las variables (2, 4, 8 y 9) son el resultado de la operacién de algunos valores obtenidos preliminarmente.

Los valores obtenidos de los pardmetros 1-5 son el resultado del promedio de los datos de los 5 cruces efecti-
vos, mientras que los valores de 6-12 son los datos obtenidos por la medicién de dos ciclos de paso continuos de
la extremidad objetivo de cada uno de los 5 cruces efectivos en la fase constante de la marcha (que se encuentra

entre los 20 y 80 cm de la viga); esto es: se obtuvo un valor para cada pardmetro por cada sujeto experimental.

Parametros por evaluar

Latencia de cruce: es el tiempo que la rata tarda en cruzar de la linea de salida hasta llegar a la meta, esto es:
una vez que la rata coloca tres extremidades fuera de la linea de salida (primeros 15 cm) y, la pata que no esté
dentro de la viga, se encuentra en la fase de despegue del paso, de inicié la cuenta y terminé cuando, el animal,
llegé a la caja oscura. Velocidad media de cruce: la razén entre la longitud de la viga y la latencia de cruce (dada en
cm/s). El niimero de pasos: 1a cantidad de ocasiones en que el sujeto experimental posa la extremidad contralateral
posterior sobre la viga. La cadencia: el nimero de pasos por segundo. El porcentaje total de errores de paso: es el nd-
mero de errores que comete la extremidad contralateral posterior con relacién al niimero de pasos de esa misma
pata multiplicado por 100 ([errores/pasos]*100); la caracterizacion del tipo de error en el paso: se identificaron cuatro
tipos de errores (Tipo 1-4) segin su gravedad de acuerdo con Brailowsky et. Al (1986) luego se obtuvo la fraccién
porcentual de cada uno respecto al total de pasos ([Error tipo x/pasos]*100). Sin error: la pata no tiene déficit apa-
rentemente y fue colocada dentro de la viga; Tipo 1: si el animal colocé la pata sobre la viga, pero sobresalieron 4
dedos de esta; Tipo 2: si la rata cojed de la extremidad objetivo (tomado como hipotonia; fotografia no mostrada);
Tipo 3: si la pata objetivo se desliz fuera de la viga; Tipo 4: si el tren posterior se deslizé fuera de la viga o la pata
objetivo fue arrastrada sobre la viga. El déficit motor: la viga fue dividida en dos partes iguales (50 cm cada una),
se calific6 en cada seccidn el error de mayor gravedad, y la puntuacién final se obtuvo sumando los valores obte-
nidos en cada seccién. Se puntud como “cero”, si el animal no mostré algin déficit; se puntud como “1” si la rata
cometid errores tipo 1; se puntud como “2”, si se cometieron errores tipo 2; se puntud como “3” si se cometieron
errores tipo 3 menos de tres veces; se dio una puntuacién de “4”, si se cometieron errores tipo 3 tres o mas veces y
se calificé como “5” si se cometieron errores tipo 4. El mayor déficit se alcanza al obtener 10 puntos, es decir, si el

animal deslizd el tren tracero al menos una vez en cada seccién de la viga (error tipo 4) (FIGURA 15B).
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El tiempo de soporte: la duracidén, en milisegundos, en que la extremidad contralateral posterior esta en contacto
con la viga en un ciclo de paso. El tiempo de balanceo: el tiempo en que la extremidad contralateral posterior no
esta en contacto con la viga en un ciclo de paso, esta dado en milisegundos. El ciclo de pasos: el tiempo que dura la
extremidad contralateral posterior en dar un paso, es la suma del tiempo de soporte y de balance (FIGURA 15¢C).
La velocidad de balanceo: el cociente entre la longitud de la zancada y el tiempo de balance, estd dado en cm/s.
La longitud de zancada: distancia que hay entre dos toques continuos de la extremidad contralateral trasera o
delantera, o bien, entre el inicio y el cierre de un ciclo de paso (FIGURA 15D, E). Las posiciones de impresién: la
distancia entre la posicién de la pata trasera respecto a la delantera en el mismo ciclo de pasos, si la pata pos-
terior queda por detras de la anterior se consideré como distancia positiva, si queda por delante se consideré
como un valor de distancia negativo (FIGURA 15F) (Baker, 2013; Batka et al., 2014; Boix et al., 2018; Hamers et
al., 2006; Koopmans et al., 2007).

o Salida Tiempo de soporte, de balanceo y ciclo de paso Meta
2 Ccp ' 50cm .
e | 25cm 75 cm

Fase constante de la marcha

Soporte (ms) Balanceo (ms)

£

Ciclo de paso (ms)

Longitud de zancada posterior (cm)

¥ <9
’# ;i
| .

FIGURA 15. EL MODELO DE LA VIGA ELEVADA Y LOS PARAMETROS EVALUADOS. CONT/NUACION.

El tiempo de soporte: la duracion, en milisegundos, en que la extremidad contralateral posterior estd en contacto con la viga
en un ciclo de paso. (C) El tiempo de balance: la latencia en que la extremidad contralateral posterior no esta en contacto
con la viga en un ciclo de paso esta dado en milisegundos. El ciclo de pasos: el tiempo que dura la extremidad contralateral
posterior en dar un paso, es la suma del tiempo de soporte y de balance. (D, E) La longitud de zancada: distancia que hay entre
dos toques continuos de la extremidad contralateral trasera o delantera. (F) Las posiciones de impresién: la distancia entre la
posicion de la pata trasera respecto a la delantera en el mismo ciclo de pasos, si la pata posterior queda por detras de la an-
terior se considerara como distancia positiva, si queda por delante se considerd como un valor de distancia negativo (Hamers
et al., 2006). cp: pata contralateral posterior; f: fotograma; ms: milisegundos.
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Se ha descrito que diversas variables de la marcha en ratas y ratones tienen relacién estadistica con la velo-
cidad, esto es: el ritmo, el tiempo de soporte, el tiempo de balanceo, el ciclo de paso, la longitud de zancada, la
velocidad de balance y la posicién de impresién dependen de la velocidad (Aceves et al., 2020; Batka et al., 2014;
Clarke & Parker, 1986), por lo que, para evitar algin error estadistico por no considerar esta correlacién, cada
valor de cada cruce de la viga de los pardmetros antedichos se multiplicé por un factor (F) de normalizacién
segun la propuesta de Boix et al (2018). El factor de normalizacién se obtuvo del siguiente modo (*) el promedio
de la velocidad media por grupo en un punto temporal especifico:

Veolocidad media de cada cruce
Promedio de la velocidad media*

Procesamiento de histolégico

Los sujetos experimentales fueron sacrificados 14 dias posteriores a la inyeccién del inflamdgeno o del vehi-
culo respectivo con pentobarbital sédico (65 mg/kg; i. p.). Se perfundieron intracardiacamente 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 y colocados en un recipiente que contenia solucién fijadora por 3 dias y, posterior-
mente, se almacenaron en un recipiente con PBS hasta la fecha de su procesamiento.

Los cerebros fueron seccionados coronalmente (60 um de grosor) con un microtomo (Leica SM 2010R) me-
diante la técnica de congelacién con anhidrido carbénico sélido (COZ(S)). Los cortes obtenidos fueron colocados
en pocillos con PBS para su traslado (y conservacién) y luego fueron sometidos a una técnica inmunohistoqui-
mica. Se montaron en portaobjetos gelatinizados con grenetina al 3%; se deshidrataron con un tren de solucién
alcohdlica en concentraciones ascendientes y xilol; se secaron a temperatura ambiente alrededor de 24 horas;
se agregl resina de montaje y se cubrieron con un cubreobjetos. Finalmente, las estructuras fueron observadas

en un microscopio 4ptico, se capturaron las micrografias y estas se procesaron segin los objetivos (FIGURA 16).

Inmunohistoquimica

Secciones representativas de la (SNpc) (-4.8 mm, respecto a Bregma) y el nicleo estriado (0.8 mm, respecto
a Bregma) fueron inmunotefidas, por el método de peroxidasa, con anticuerpos primarios para localizar a las
proteinas tirosina hidroxilasa (TH; Merck, 1:2000); y la molécula adaptadora de unién a calcio ionizado 1 (Iba-1;
Wako, 1:1000). En flotacidn, los cortes del tejido cerebral fueron lavados con Tritén-100x (Tx-100 [0.2%]) disuelto
en PBS (Tx-100/PBS) tras cada proceso. Se inhibié la peroxidasa endégena con H,0, [3%] disuelta en Tx-100/PBS;
se bloquearon los antigenos inespecificos con suero de cabra normalizado (NGS [10%]; Vector S-100;) e incubd
con el anticuerpo primario durante una noche. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo secundario
biotinilado anti-ratén (vector: BA-9200, 1:500), luego, con estreptavidina por 1 hora y se revel4 con diaminoben-
cidina (DAB; [1 mg/2 mL]). Los tejidos inmunotefiidos fueron montados en portaobjetos gelatinizados, deshidra-
tados en un tren de alcoholes (70%, 96%, 100%, 100%) y xilol; y luego fueron cubiertos con resina y cubreobjetos

para el procesamiento de imagen.

58



59

‘opJaInbzi 0JN2JIIUBA (1A (0YdDJ3P O|NDLIIUDA (PA ‘epJaInbzl ejnoNe 1y

‘eyoaJsap enaJINe :py Je|N|32 091U0D |3 0zI|eaJ 35 (9) ‘Sepedipul sauoidaJ Se| ap seyel3oudoiw uoseinided as (G) ‘ouounwul 3s ({) "uolde|a3uod Jod S3|eU0I0D S9140D UOIeZI|E)
95 (€) "ZT0T “|e 12 28eH ap opedyipow A opewo] 04qa.439d |9 ofesixa 9s A 35 |e oudedsp s (27) ‘esopely A etopeldwi| ssuoldn|os uosipunyad as (qg) ‘edloelol efed e ap uoidau
B| 01puUIdSa 35 A uoisnyiad ap ewlojele|d eun 24gos SOPeIO|0I (B7) ‘SOMBNW UOJINS S3|EIUBWIISAXS SO33(NS SO| ‘eI3NnJId e B $310119150d SeIp SO| UoJaliinasues} anb ap o8an7 (T)
‘NIDVII 3a A OJIWINDOLSIHONNWNI ‘OJID9QTOLSIH OLNIINVYSIOOUd 13d YII4ydD NOIDdIdIS3Q 9L viNoI4

Metodologia

‘_to_:ue \_mamg_o_cmwn_e Jejuo Q

Je|n|@> uoloepuaIalp A 09juo0d e

oHi uourL @)

'd 1 :6/Bw 59
|eilgieqoiuad
eiseueijngy

saeiomy ) “/4
S

S gejoixy
seljeisboidiw Jeinyde)d °

uolde|ndJD

ejbnid g| e
saJolia1sod sejp 4|

B2|XB109491S9
e|ibni1d

'd 1 :B6%/6w 91:58
eUIDE|IX/BUIUIEISY
‘eisaisauy

wir 09 S9jeu0I0d
s02160]03SIY $8110D @

eoelpJedeljul uoisnyiod (@4 Q




Metodologia

Procesamiento de imagen

Una vez que los tejidos fueron procesados para inmunohistoquimica, se tomaron fotomicrografias del niicleo
estriado ipsilateral a la lesién (20x) y en la SNpc ipsilateral a la lesién (10x) con un microscopio de campo claro
(Zeiss® Axiolab 5). Con el software FIJI, se midié el porcentaje de drea tefiida para Iba-1. Los datos obtenidos fue-

ron graficados y analizados estadisticamente con el software GraphPad Prism 8°.

Morfometria de subtipos microgliales

En la regidn del nicleo estriado que indica la figura y la SNpc, la microglia fue cuantificada y clasificada ma-
nualmente en cinco subtipos que relacionan el estado de activacién de estas con la morfologia que adquieren
(FIGURA 17), segtin lo descrito por Torres-Platas et al., (2014), Lee et al., (2018) y Parra et al., (2020), asi como
en células tipo macréfago, en concordancia con lo mostrado por McGeer et al (1988): i. la microglia ramificada
(0 en reposo): dispone de un cuerpo celular pequefio y redondeado (~20-25 um2 ). Los procesos (expansiones
membranales en forma de ramas arborizadas) primarios (que surgen del cuerpo celular), secundarios (que ema-
nan 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 (o primed): presenta un cuerpo celular alargado (~50-70 um2) més 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 ramificacidn, iii. la microglia activada: muestra un cuerpo celular grande u oval o forma de huso (~50-
70 um2). Muestra algunos procesos primarios no tan extensos y gruesos. iv. la microglia ameboide: en el cuerpo
celular se aprecia dos, una o ninguna expansién de la membrana celular, pero no totalmente redondeado, sino
con patrones ondulados o puntiagudos no ramificados. v. las células tipo macréfago: se muestran casi totalmente

redondeadas y sin expansiones protoplasmaticas (FIGURA 17).

A Nucleo estriado
Ramificada Preparada Activada Ameboide No-microglial
B SNpc
Ramificada Preparada Activada Ameboide

FIGURA 17. MORFOMETRIA MICROGLIAL.
Se muestran los cinco tipos de poblaciones celulares (Iba-1+) presentes en el cerebro de rata planteado por el analisis mor-
fométrico descrito por Torres-Platas et al. (2014). La barra indica 10 um. Tomado de Parra et al., 2020.
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Metodologia

Procesamiento estadistico

Las pruebas estadisticas se realizaron con el software GraphPad PRISM 8. Se consideraron diferencias esta-
disticamente significativas si los valores obtenidos tenfan una p < 0.05. Los valores se expresan como la media
+ el error estdndar de la media (SEM). Se realizé la prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnoff para
probar la distribucién normal de los datos. Si los datos cumplieron con la hipétesis de homogeneidad se realizé
un andlisis de varianza y una prueba poshoc de Tukey, si no la cumplieron, se realiz una prueba para datos no
paramétricos. De forma especifica para el modelo del cilindro y la morfometria de los subtipos microgliales se
analizaron con un ANOVA de dos vias. Para el andlisis de masa corporal y los pardmetros de la marcha se evalué
un modelo de efectos mixtos para datos de medidas repetidas y Gnicamente se comparé entre grupos y no a
través entre puntos temporales. Para el nimero de células TH+ e Iba-1+ se analizé con un ANOVA de una via. En

todos los casos se realizé una prueba de Tukey para el analisis de multiples comparaciones.

61



8. RESULTADOS




Resultados

El tratamiento profilactico con el probiético no modifi-
ca la asimetria motora inducida por LPS

La asimetria motora fue evaluada mediante el modelo del cilindro (FIGURA 18A). Las gréficas muestran
que los sujetos experimentales administrados con LPS, asi como sus controles de SSI antes de ser sometidas a la
cirugfa usan de manera indistinta las extremidades ipsi (B) y contralateral (C). Ademas, se muestra que, al com-
parar los puntos temporales 14 dpc y 18 previos a la cirugfa, los tres grupos administrados con LPS disminuyen
e incrementan, respectivamente, de manera significativa el uso de la extremidad contralateral (p < 0.0001) e
ipsilateral (p < 0.0001). Es notable resaltar que, los grupos LPS (vs LPS + AGE; p = 0.0431; vs LPS + P; p = 0.0844) y
LPS + P (p = 0.0225), 14 dpc, se mantuviero asimétricas, sin embargo, el grupo LPS + AGE (p = 0.1791) no muestra
diferencias respecto a su control salino.
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FIGURA 18. EL TRATAMIENTO CON EL PROBIOTICO NO MODIFICA LA ASIMETRIA MOTORA INDUCIDA POR LPS

(A) Diagrama del modelo del cilindro y ejemplos de los tipos de exploracién de las extremidades anteriores en el modelo de
cilindro. Se muestran las puntuaciones del porcentaje de uso de las extremidades anteriores ipsilateral (B) y contralateral (C)
evaluadas 18 dias antes de la inyeccion, el dia de la inyeccién y 14 dias después de la inyeccidon de LPS. En las graficas, la linea
punteada vertical indica el dia de la cirugia estereotaxica que coincide con la prueba conductual, aunque se realizé unas horas
antes. AGE: aceite de girasol + vitamina E; P: probidtico. SSI + AGE, n=6; SSI+ P, n=6; LPS, n =6; LPS+ AGE, n=9; LPS+ P, n
= 11. El analisis estadistico se realizd con una prueba ANOVA de dos vias y una post-Tukey. Los valores se expresan como la
media * el error estandar de la media (SEM). * <0.05. * LPS vs SSI+ AGE, * vs SSI + P.
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Resultados

El tratamiento profilactico con el probiético no modi-
fica el crecimiento normal de los animales ni la coor-
dinaciéon motora

En la FIGURA 19 se observa que los animales evaluados en cada punto temporal tienen un peso semejante
sin diferencias significativas entre grupos y que ni la cirugfa o el probiédtico no alteraron sustancialmente el
crecimiento normal de los animales (A).

La coordinacién motora fue evaluada con el modelo de la viga elevada de equilibrio. En la FIGURA 19 se indica
que los animales recorren la viga de forma basal cerca de los 3 s y que 7 dfas de tratamiento con el probidtico
no modifican de manera significativa el tiempo en que los animales recorren la viga puesto que el tiempo de
recorrido se mantiene entre los 2 y 3 s. Sin embargo, 7 y 13 dias posteriores a la cirugfa (dpc) la media de las
latencias se muestra mucho maés diversas y, aunque la dispersion de los datos en los grupos administrados con
SSI es menor que los administrados con LPS, no hay diferencias significativas entre grupos (B). También se
aprecia que antes de iniciar el tratamiento probidtico, los sujetos experimentales, cruzan la viga alrededor de 37
cm/s. Tras 7 dfas te tratamiento probidtico los animales recorren la viga entre 30 y 45 cm/s. Asimismo, aunque
las medias de la velocidad media de grupos administrados con LPS se aprecian tender hacia la disminucién, en
realidad no hay diferencias relevantes (C). Ademds, se ve que los animales dan entre 7 y 9 pasos para llegar de
un lado al otro de la viga aprecidndose, nuevamente, la tendencia a disminuir el nimero de pasos dados por los
animales administrados con SSI, respecto a los administrados con LPS, sin embargo, inicamente existe una dife-
rencia significativa entre los grupos LPS + AGE vs SSI + AGE (D). Finalmente, dado que la cadencia es una funcién

de la latencia de cruce y del nimero de pasos no se muestran diferencias significativas en este pardmetro (E).
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FIGURA 19. EL TRATAMIENTO PROFILACTICO CON EL PROBIOTICO NO MODIFICA EL CRECIMIENTO NORMAL DE LOS ANIMA-
LES NI LA COORDINCION MOTORA.

El tratamiento profiladctico con el probiético no modifica (A) el peso de los animales ni modifica la latencia (B), la velocidad me-
dia (C), el nimero de zancadas (D) o la cadencia (E) cuando la rata cruza la viga. En la grafica, la linea punteada vertical indica
el dia de la cirugia estereotaxica. AGE: aceite de girasol + vitamina E; P: probidtico. SSI + AGE, n = 6; SSI + P, n = 6; LPS, n = 6;
LPS + AGE, n =9; LPS + P, n = 11. El analisis estadistico se realizd un modelo de efectos mixtos para datos de medidas repetidas
y una post-Tukey. Los valores se expresan como la media * el error estandar de la media (SEM).
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Resultados

El tratamiento profilactico con el probiético previene
el empeoramiento de las afectaciones motoras causa-
das por el LPS

En la FIGURA 20 se muestra la evaluacién de la funcién motora en el modelo de la viga. Se muestra que los
sujetos experimentales tienen un porcentaje basal de errores (A) y, por tanto, de déficit (B) y que el tipo de
errores mas comun en estas circunstancias es el Tipo 1, es decir: el de posar la pata dentro de la viga, pero ex-
poniendo, fuera de esta, 4 dedos (C). Esta afectacién basal de la funcién motora se aprecia 15 y 8 dias antes de
ingresar a la cirugfa estereotaxica y se mantiene 7 y 13 dias después de esta en los animales administrados con
SSI. Por su parte, los sujetos experimentales de los grupos LPS (p < 0.0001) sufren un incremento estadisticamen-
te significativo del porcentaje de errores respecto a los administrados con SSI + AGE y LPS + P 7dpc. As{ mismo el
grupo LPS + AGE incrementa significativamente del porcentaje de errores respecto su control SSI + AGE durante
7 dpc (p = 0.0018) y 13 dpc (p = 0.0158). No obstante, las ratas lesionadas con LPS y administradas oralmente con
la mezcla de probidticos no muestran diferencias estadisticas ni comparandolo contra la media del grupo LPS,
ni respecto al grupo control SSI + P (A). En ese sentido, la grafica de déficit motor se aprecia semejante a la de
los porcentajes de error (LPS vs SSI + AGE: (p = 0.0009); LPS vs SSI + P: (p = 0.0008); LPS +AGE vs SSI + AGE: (p =
0.0184) (B).

Por otra parte, la grafica muestra la caracterizacién de los tipos de errors (C) y la tabla las significancias
estadisticas (C’). Se aprecia que el LPS incrementa el porcentaje de error tipo 1 respecto a los dos grupos admi-
nistrados con SSI durante el séptimo dia poscirugia (p < 0.0001), asi como contra el grupo SSI + AGE 13 dpc (p
=0.0062). Ademds, el grupo LPS + AGE incrementé significativamente los errores tipo 1 (p =0.0337) y 3 (p = 0.0012)
respecto al grupo control de SSI + AGE 7 dpc e incrementd el error tipo 2 respecto al mismo grupo, pero 13 dpc.
Por su parte el grupo LPS + P, de manera andaloga al grupo LPS + AGE, increment el porcentaje de error Tipo 1
respecto al grupo control de SSI + P 7 dpc. Finalmente, la diferencia més notable se encuentra al comparar a los
grupos LPS + P vs LPS + AGE durante el séptimo dia poscirugia en donde se muestra una diferencia estadistica-
mente significativa en el error tipo 3 (p =0.0135), esto es: el segundo desliza la pata fuera de la viga més veces que
el primero o dicho de otro modo, el probidtico causa que las ratas de este grupo deslicen en menos ocasiones la

pata que las ratas del grupo administrado con AGE (C).
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Resultados
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FIGURA 20. EL TRATAMIENTO PROFILACTICO CON EL PROBIOTICO PREVIENE EL EMPEORAMIENTO DE LAS AFECTACIONES
MOTORAS CAUSADAS POR EL LPS.

El tratamiento profilactico con el probidtico no modifica el porcentaje de errores (A) ni el déficit motor de Brailovsky (B), pero
el tratamiento probidtico evita el aumento de los errores tipo 3 (Cy C’). En las graficas Ay B, la linea punteada vertical indica
el dia de la cirugia estereotéxica. AGE: aceite de girasol + vitamina E; dpc: dia poscirugiia P: probidtico. SSI + AGE, n = 6; SSI + P,
n=6; LPS, n=6; LPS+AGE, n=9; LPS+ P, n=11. Para Ay B para el andlisis estadistico se realizd un modelo de efectos mixtos
para datos de medidas repetidas y una post-Tukey y para C un ANOVA de tres vias y una post-Tukey. Los valores se expresan
como la media * el error estandar de la media (SEM). * = p < 0.05, ** = p < 0.01, ¥*** = p <0.001, ¥*** = p <0.0001. * vs SSI+

AGE, * vs SSI + P.
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Resultados

El tratamiento profilactico con el probiético previene
el empeoramiento del ciclo de paso en el cruce de la
viga

La marcha fue evaluada en el modelo de la viga. En la FIGURA 21 se aprecia que de manera basal los animales,
en un ciclo de paso, mantienen la extremidad contralateral posterior en contacto con la viga durante 140 ms
(A), fuera del contacto de esta durante 90 ms (B) y, en suma, el ciclo de paso dura alrededor de 240 ms (C). Mds
adelante en el tiempo se aprecia una ligera tendencia a disminuirse las medias en los tres pardmetros en todos
los grupos. 7 dpc el tiempo de soporte, de balanceo y el ciclo de paso de los tres grupos lesionados con LPS se
incrementd, aunque, Unicamente el grupo LPS sin tratamiento muestra diferencias significativas respecto a los
animales inyectados con SSI y administrados oralmente con el AGE (p = 0.0406) o el P (p = 0.0494). Curiosamente,
el tiempo de soporte obtenido por el grupo LPS + AGE continuda incrementando, de forma andloga al grupo SSI
+ AGE, y el tiempo de soporte de los grupos administrados con el P decrece en 13 dpc, de tal forma que existe
una diferencia significativa entre los grupos LPS + AGE y LPS + P (p = 0.0141). Finalmente, aunque la tendencia a
incrementarse el ciclo de paso comparando a los grupos SSI + AGE vs LPS + AGE (p = 0.0548), inicamente existe
una diferencia significativa entre los grupos LPS y LPS + AGE (p = 0.0211) durante 7 dpc.
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FIGURA 21. EL TRATAMIENTO PROFILACTICO CON EL PROBIOTICO PREVIENE EL EMPEORAMIENTO EN EL CICLO DE PASO.
El tratamiento profilactico con el probidtico modifica (A) la fase de soporte 13 dias después de la inyeccion, pero no modifica
(B) la fase de balanceo o (C) el ciclo de pasos. En las graficas Ay B, la linea punteada vertical indica el dia de la cirugia estereo-
taxica. AGE: aceite de girasol + vitamina E; P: probidtico. SSI + AGE, n =6; SSI + P, n =6; LPS, n =6; LPS+ AGE,n=9; LPS+P, n=
11. El andlisis estadistico se realizd un modelo de efectos mixtos para datos de medidas repetidas y una post-Tukey. Los valores
se expresan como la media + el error estandar de la media (SEM). * = p < 0.05. * vs SSI+ AGE, * vs SSI + P.
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Resultados

El LPS no modifica la longitud de las zancadas contra-
laterales entre grupos, pero incrementa positivamen-
te el paso de impresion

La longitud de las zancadas y la posicién de impresion fueron evaluadas con el modelo de la viga. Las zanca-
das, a lo largo del estudio, varfan entre los 12 y 18 cm como se muestra en la FIGURA 22 y, aunque las medias
de cada grupo muestran una tendencia clara a bifurcarse entre grupos lesionados o controles, especialmente en
el punto temporal 13, lo cierto es que no existen diferencias significativas (A y B). Por otra parte, la posicién de
impresidn se coloca entre +10 y -10 mm, esto es: la extremidad posterior fue colocada a 10 mm por detras o por
delante, respectivamente, de la posicién en que fue colocada la extremidad delantera con antelacién en los tres
primeros puntos temporales evaluados (C). Sin embargo, durante el décimo tercer dia poscirugia, los grupos
lesionados con LPS més alguna solucién oral incrementan positivamente la posicién de impresién respecto a
los controles de SSI aunque, Unicamente, existe una diferencias estadisticamente sgnificativa entre los grupos
LPS + AGE y el control SSI + AGE (p = 0.0341). Finalmente, no existen diferencias significativas en la gréfica de
velocidad de balance a pesar de que se aprecia una bifurcacién entre los grupos administrados i.c. con LPS y SSI
en 7y 13 dpc (D).
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FIGURA 22. EL LPS NO MODIFICA LA LONGITUD DE LAS ZANCADAS CONTRALATERA-
LES ENTRE GRUPOS, PERO INCREMENTA POSITIVAMENTE EL PASO DE IMPRESION.

El tratamiento profilactico con el probidtico no modifica la longitud de las zanca-
das de la patas contralaterales posterior (A) ni anterior (B), asi como la posicion
de impresion (C) o la velocidad de valanceo (D). En las graficas la linea punteada
vertical indica el dia de la cirugia estereotaxica. AGE: aceite de girasol + vitamina
E; P: probidtico. SSI + AGE, n =6; SSI + P, n = 6; LPS, n =6; LPS + AGE, n=9; LPS +
P, n =11. El analisis estadistico se realizd un modelo de efectos mixtos para datos
de medidas repetidas y una post-Tukey. Los valores se expresan como la media
A5 3 ©OLPS 7 13 el error estdndar de la media (SEM). * = p < 0.05 * vs SSl+ AGE.
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Resultados

El tratamiento profilactico con el probiético no pre-
viene la degeneracién dopaminérgica en la SNpc

La neurodegeneracidén dopaminérgica fue evaluada mediante el conteo de células TH+ en la SNpc. En la FI-
GURA 23 se aprecia el esquema representativo anteroposterior del sitio del andlisis (A) y el panel microgréfico
de cortes representativos de la SNpc ipsilateral con una la magnificacién de las células dopaminérgicas (B-F).
La gréfica (G) muestra que el LPS causa una degeneracién DAérgica de alrededor del 0.3 veces respecto a la SNpc
contralateral y una diferencia significativa (p = 0.0008) respecto al grupo SSI + AGE. Ademds, se aprecia que la
mezcla de probidticos no protege a las células DAnérgicas de los efectos téxicos del inflamégeno ya que, como
en el grupo LPS sin tratamiento oral, las neuronas TH+ disminuyen 0.4 veces respecto a los grupos de falsa lesién
(p <0.001).
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FIGURA 23. EL TRATAMIENTO PROFILACTICO CON EL PROBIOTICO NO PREVIENE LA DEGENERACION DOPAMINERGICA EN LA SNPC
El tratamiento profilactico con el probidtico no previene la degeneracion dopaminérgica en la SNpc. (A) Un esquema repre-
sentativo del sitio de evaluacién. (B-F) fotomicrografias de secciones nigrales tefiidas para TH. (G) El nUmero de neuronas TH+
nigral del hemisferio ipsilateral con relacion al contralateral. AGE: aceite de girasol + vitamina E; P: probidtico. SSI + AGE, n =
6; SSI+ P, n=6;LPS, n=6; LPS+ AGE, n=9; LPS + P, n = 11. La linea en la fotografia de menor magnificacion (5x) indica 500
micras. La linea en la micrografia de mayor aumento (100x) indica 50 micras. El analisis estadistico se realizé un ANOVA de
una via y una post-Tukey. Los valores se expresan como la media + el error estandar de la media (SEM). ** =p <0.01, *** =p
<0.001, **** = p < 0.0001. * vs SSI + AGE, * vs SSI + P.
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Resultados

El el probiético y aceite de girasol previenen la micro-
gliosis estriatal

La microgliosis se evalué mediante el conteo de células Iba-1+ en el nicleo estriado. En la FIGURA 24 se
muestra el diagrama de un corte coronal del sitio de evaluacién (A), asi como el panel de micrografias (B-F) del
nicleo estriado ipsilateral a 0.84 mm de distancia de bregma. La gréfica (G) muestra que el LPS incrementa, al
menos, 3 veces el nimero de células iba-1+ respecto a los grupos control de falsa lesién (p < 0.0001). Ademds, in-
teresantemente los grupos lesionados con LPS, pero administrados oralmente con AGE o P, incrementan alrede-
dor de 2 veces respecto a los controles de SSI (AGE: p = 0.0006; P: p < 0.0001), esto es: aunque hubo un incremento
notable respecto a los controles salinos, la microgliosis no incrementé hasta el nivel en que incrementé en el

grupo control lesionado con LPS (LPS vs LPS + AGE: p = 0.0284; LPS vs LPS + P: p = 0.0456).
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FIGURA 24. EL PROBIOTICO Y EL ACEITE DE GIRASOL PREVIENEN LA MICROGLIOSIS ESTRIATAL.

(A) Un esquema representativo del sitio de inyeccién en el cuerpo estriado vy el sitio de evaluacion. (B-F) fotomicrografias de
secciones del cuerpo estriado tefiidas para iba-1+. (G) El nimero de células estriatales iba-1+ del hemisferio ipsilateral con
relacion al contralateral. AGE: aceite de girasol + vitamina E; P: probidtico. SSI + AGE, n = 6; SSI + P, n = 6; LPS, n = 6; LPS + AGE,
n=9;LPS+P n=11. La linea en la fotografia de menor magnificacién (20x) indica 100 micras. La linea en la micrografia de
mayor aumento (40x) indica 50 micras. El analisis estadistico se realizd un ANOVA de una via y una post-Tukey. Los valores se

expresan como la media * el error estandar de la media (SEM). * = p < 0.05, *** = p < 0.001, **** = p < 0.0001. * vs LPS * vs
SSI+ AGE, * vs SSI + P.
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Resultados

El probiético no modifica la microgliosis en la SNpc

La microgliosis se evalué mediante el conteo de células Ibal+ en la SNpc. En la FIGURA 25 se muestra el dia-
grama del sitio de dicho nucleo cerebral en que se realizé evaluacidn de la microgliosis en la SNpc ipsilaterala
-4.8 mm de distancia de bregma (A) y el panel de micrografias de la regién de evaluacién para la microgliosis (B-
F). La gréfica (G) muestra que el LPS incrementa, al menos, 1 vez el nimero de células iba-1+ sin importar si se
dieron tratamientos con AGE . No obstante, este incremento no es significativo respecto a los grupos controles

administrados intracranealmente con SSI.
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FIGURA 25. EL PROBIOTICO NI EL ACEITE DE GIRASOL PREVIENEN LA MICROGLIOSIS NIGRAL.

(A) Un esquema representativo del sitio de evaluacion en la SNpc. (B-F) fotomicrografias de secciones de la SNpc ipsilateral
tefiidas para iba-1+. (G) El nimero de células estriatales iba-1+ del hemisferio ipsilateral con relacién al contralateral. AGE:
aceite de girasol + vitamina E; P: probidtico. SSI + AGE, n =6; SSI+ P, n=6; LPS,n=6; LPS+ AGE,n=9; LPS+ P, n=11. La linea
en la fotografia de menor magnificacién (5x) indica 500 micras. La linea en la micrografia de mayor aumento (40x) indica 50

micras. El analisis estadistico se realizd un ANOVA de una via y una post-Tukey. Los valores se expresan como la media + el error
estandar de la media (SEM).
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Resultados

El probidético causa la disminucion de las células en
estado ameboide y activado en el estriado

En la FIGURA 26 se muestran las formas que la microglia adopta tipicamente en reposo y luego de la acti-
vacién por diversos estimulos, a saber: ramificada, preparada, activada, ameboide y tipo macréfago (A). En las
graficas se obviaron los decrementos de las células ramificadas y preparadas e incrementos de células activadas
y ameboides entre los grupos administrados intracranealmente con SSI'y LPS ya que el cambio es evidente y, en
todos los casos existe una confianza de p < 0.0001.

Se muestra que, al analizarse la fraccién porcentual de cada morfologia, el porcentaje es similar entre con-
troles y entre grupos lesionados con LPS (B) y no muestran diferencias estadisticamente significativas. As{
mismo, se aprecia que las formas que cominmente se encuentran en el hemisferio contralateral son las células
ramificadas y preparadas patrén que se conserva en los hemisferios ipsilaterales de los grupos a los que se les
administrd intracranealmente SSI y, ademds, la relacién entre las formas ramificadas o preparadas en ambos
hemisferios es cercana a 1 (C y D). Por otro lado, se observa que el LPS activa fuertemente a las células micro-
gliales torndndolas hacia formas activadas, ameboides y tipo macréfago. Asi mismo, como se mostré en la figura
anterior, el numero de células Iba-1+ disminuyé en los grupos LPS + AGE y LPS + P, en ese sentido, los analisis
morfométrico y estadistico indican que el nimero de células ameboides (C: LPS vs LPS + AGE: p = 0.0291; LPS vs
LPS + P: p = 0.0002; D: LPS vs LPS + P: p = 0.0051) y activadas (D: LPS vs LPS + AGE: p < 0.0001; LPS vs LPS + P: p <
0.0001) son aquellas que disminuyeron en ambos grupos respecto a la cantidad de células iba-1+ en el grupo LPS.
Finalmente, aunque en el andlisis morfométrico se encontraron células tipo macréfago, con el andlisis estadis-

tico no se encontraron diferencias significativas entre ningtin grupo.
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FIGURA 26. PROBIOTICO CAUSA LA DISMINUCION DE CELULAS EN ESTADO AMEBOIDE Y ACTIVADO Y EL ACEITE DE GIRASOL
UNICAMENTE DE CELULAS EN ESTADO ACTIVADO EN EL NUCLEO ESTRIADO.

El tratamiento profilactico con el probidtico previene una activacion aberrante de la microglia en el cuerpo estriado. (A) Fotomi-
crografias de la morfologia microglial y su clasificacién como células ramificadas, preparadas, activadas, ameboides y tipo ma-
créfago en el cuerpo estriado. (B) La fraccidon porcentual del tipo de morfologia celular en el estriado inyectado; el LPS causa una
modificacion completa de los tipos encontrados en reposo hacia morfologias reactivas. (C) Niumero total de células Iba-1+ en el
cuerpo estriado contralateral e ipsilateral; el AGE y el P previenen el incremento aberrante de células ameboides. (D) Proporcion
ipsilateral/contralateral del nimero de células Iba-1+ totales en cuerpo estriado; el probiotico previene el incremento aberrante
de morfologias activadas y ameboides, en cambio el AGE, Unicamente de las activadas). AGE: Aceite de girasol + vitamina E; C:
contralateral; I: ipsilateral. P: probiodtico. SSI + AGE, n=6; SSI+ P, n=6; LPS, n=6; LPS+ AGE,n=9; LPS+ P, n=11. Lalinea en la mi-
crografia 10 micras. El analisis estadistico se realizé un ANOVA de dos vias y una post-Tukey. Los valores se expresan como la media
+ el error estandar de la media (SEM). * =p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p <0.001, **** = p <0.0001. * vs ameboide. * vs activada.
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Resultados

El probidtico ni el aceite de girasol modifican los esta-
dos de activacion generados por el LPS en la SNpc

En la FIGURA 27 se muestran las formas que la microglia adopta tipicamente en reposo y luego de la acti-
vacién por diversos estimulos, a saber: ramificada, preparada, activada, ameboide y tipo macréfago (A). En las
gréficas de la fraccién porcentual (B) entre los grupos administrados intracranealmente con SSI y LPS se apre-
cian los decrementos de las células ramificadas e incrementos de células activadas con valores de p < 0.0001.

Ademds, las formas que comiinmente se encuentran en el hemisferio contralateral son las células ramifica-
das y preparadas patrén que se conserva en los hemisferios ipsilaterales de los grupos a los que se les administré
intracranealmente SSI y, ademads, la relacién entre las formas ramificadas o preparadas en ambos hemisferios
es cercana a 1 (C y D). Por otro lado, se observa que el LPS activa fuertemente a las células microgliales tor-
nandolas hacia formas activadas y ameboides, aunque el andlisis estadistico solo encontré diferencias en el tipo
activado. En C las diferencias entre los grupos inyectados con SSI o LPS es evidente y tienen un valor de p <
0.0001, por su parte, en D, tiene los valores como sigue: LPS vs SSI + AGE: p = 0.0195; LPS vs SSI + P: p = 0.0153; SSI
+ AGE vs LPS + AGE: p < 0.0001; SSI + P vs LPS vs P: p = 0.034. Finalmente, la activacién inflamatoria en la SNpc es
menor que en el estriado, ya que, se aprecian células ramificadas y preparadas en las zonas evaluadas de la SNpc
ipsilateral de los cerebros de los animales que fueron lesionados con LPS y no se encontraron diferencias entre

los grupos a los que se les inyectd LPS .
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FIGURA 27. EL PROBIOTICO O EL ACEITE DE GIRASOL NO MODIFICAN LOS ESTADOS DE ACTIVACION GENERADOS POR EL LPS.
El tratamiento profilactico con el probidtico no previene una activacién aberrante de la microglia en la SNpc. (A) Fotomicrogra-
fias de la morfologia microglial y su clasificacion como células ramificadas, preparadas, activadas, ameboides y tipo macréfago
en la SNpc. (B) La fraccion porcentual del tipo de morfologia celular en la SNpc ipsilateral; el LPS causa una modificacion com-
pleta de los tipos encontrados en reposo hacia morfologias reactivas. (C) NUmero total de células Iba-1+ en la SNpc contralate-
ral e ipsilateral. (D) Proporcion ipsilateral/contralateral del nimero de células Iba-1+ totales en la SNpc. AGE: Aceite de girasol
+ vitamina E; C: contralateral; I: ipsilateral. P: probidtico. SSI + AGE, n = 6; SSI + P, n =6; LPS, n = 6; LPS + AGE, n=9; LPS+ P, n
=11. La linea en la micrografia 10 micras. El andlisis estadistico se realizé un ANOVA de dos vias y una post-Tukey. Los valores
se expresan como la media + el error estandar de la media (SEM).
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Discusion de resultados

El laboratorio de Neuroquimica ha contribuido con un estudio en la caracterizacién del modelo experimental
parkinsoniano inducido con LPS y a describir la sucesién de eventos celulares luego de la administracién de la
endotoxina, especialmente sobre el grado de asimetria motora, la pérdida de neuronas positivas a TH en la SNpc
y sobre los cambios morfoldgicos microgliales en la regién del nicleo estriado dorsolateral y la SNpc (Parra et
al., 2020).

En dicho estudio encontramos que el LPS volvié asimétricos a los animales, esto es: tuvieron un incremento
en el uso de la pata ipsilateral 14 dpc. El deterioro motor se asocié a la pérdida de neuronas TH+ en SNpc y parece
que el deterioro inicia desde las primeras 24 horas de haber comenzado el proceso neuroinflamatorio. La muerte
celular es progresiva y lenta: los animales perdieron el 77% de células 14 dpc. Es probable que la degeneracién
continte incluso un mes después de la administracién de LPS como se muestra en (Choi et al., 2009) en un mode-
lo semejante al nuestro. Ademds, mostramos que, si bien, el proceso inflamatorio es severo al inicio, al término
del estudio (14 dpc) las células microgliales se van desactivando progresivamente, no obstante, no hay estudios
que muestren si esta hipédtesis es acertada.

En este contexto se encuentra el modelo inducido con el inflamdgeno. En efecto, el LPS causé una franca
asimetrfa motora a los grupos administrados oralmente con AGE y P, de manera semejante al grupo al que se le
administré inicamente LPS i.c. (FIGURA 18); es decir: el probidtico no previno la disfuncién de la extremidad contra-
lateral a la lesion. Se pensd, en congruencia con el estudio publicado en 2020 por nuestro laboratorio, que la asi-
metria generada por el inflamdgeno estuviera relacionada con la disminucién de las células TH+. LA FIGURA 23
muestra que es asf, el LPS causé una disminucién de alrededor del 30% respecto a los grupos controles de falsa
lesién. Ademas, dado que el probidtico no previno la disfuncién motora, el resultado obtenido con el conteo de
las células TH+ es congruente con en andlisis de la simetrfa motora.

A ese respecto, Gnicamente existen tres estudios que utilizan modelos parkinsonianos unilaterales, pero son
inducidos con 6-OHDA solo que, a diferencia de los resultados que se obtuvieron con este estudio, los animales
usan la pata contralateral de manera idéntica a los controles (Castelli et al., 2020), o bien, disminuye el nimero
de rotaciones (Alipour Nosrani et al., 2021; Castelli et al., 2020; Nurrahma et al., 2021). Esta diferencia entre el
resultado de estos reportes y el que obtuvimos puede deberse, quizd, a que en ninguno de los estudios se usé ni L.
rhamnosus ni Bifidobacterium animales, aunque si otras cepas de esas especies. En ese sentido, la tinica coinciden-
cia que tienen estos estudios es que administran, entre la mezcla de probidticos que cada autor propone, alguna
especie de lactobacilo. Independientemente de esta coincidencia y la de disminuir la asimetria motora; la espe-
cie animal utilizada, el sitio de inyeccién del neurotéxico y el régimen de tratamiento son totalmente distintas,
por lo que seria valido pensar que el LPS causa mas eventos bioquimicos simultdneos en el cerebro y, por tanto,
un microambiente mas complejo y complicado de proteger como la induccidén de muerte de células microgliales
por piroptosis y neuronal por necrosis o necroptosis (Parra et al., 2020) que causa que se liberen més inductores
inflamatorios en comparacién a la 6-OHDA que causa, principalmente muerte celular por apoptdsis, o bien, un

mayor incremento de células Iba-1+.
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Ademds, dada la diversidad de las mezclas probidticas, seria interesante incluir las especies mas utilizadas, a
saber: al L. plantarum, usado en 5 estudios; al L. rhamnosus, administrado en 4 estudios y a la especie L. acidophilus,
individualmente y en conjunto, ya que se sabe que algunos acidos grasos de cadena larga, como DHA y el EPA,
omega 3 y 6, respectivamente, tienen efectos inhibitorios sobre la produccién de citoquinas y se han reportado
efectos antiinflamatorios. Asimismo, el KetoC y el HAY, que son 4cidos grasos de cadena larga generados por el
L. plantarum, y se ha reportado que tienen actividad antiinflamatoria en el intestino y cerebro (Ikeguchi et al.,
2018). Dirigirse a la TABLA 2.

Continuando con esta linea de reflexién, otro par de grupos de investigadores (Hsieh et al., 2020; Srivastav et
al., 2019) utilizaron modelos de ratones con parkinsonismo genético o inducido con téxicos (MPTP y rotenona).
Administraron, entre una amplia mezcla de bacterias probidticas, L. rhamnosus, por un lado, y L. rhamnosus y B.
animalis, por el otro. Estos modelos desafortunadamente no generan modelos hemiparkinsonianos, por lo que
es imposible evaluar la simetria, no obstante, en ambos estudios, la prevencién y la proteccidn de las células
TH+ en la SNpc es evidente. Ademads, Srivastav, et al., evaluaron algunos pardmetros con cada una de las cepas
por separado y los resultados indicaron que el L. rhamnosus es la cepa que tiene el papel més relevante en los
efectos neuroprotectores en el cerebro, ya que fue el tnico probidtico que condujo a la regulacién positiva de
los factores neurotréficos y la DA, aunque no muestran resultados relacionados con las células dopaminérgicas
ni conductuales. Finalmente, en ambos estudios, el tratamiento probidtico es superior a las dos semanas que
en el presente trabajo propusimos; incluso, el tratamiento continda luego de la administracién de los tdxicos,
por lo que, futuros estudios podrian considerar un tratamiento crénico iniciando antes de realizar la cirugfa y
continuar con este hasta el dfa de la eutanasia.

Ademds de estos dos estudios que muestran que la administracién de probidticos previene la degeneracién
dopaminérgica evitando que las células TH+ de la SNpc mueran y que la DA disminuya de la regién sindptica, en
un par de estudios (Dwyer et al., 2021; Xie & Prasad, 2020) el probidtico no fue capaz de evitar la muerte de las
céulas DAérgicas analogamente a los resultados de esta tesis. La proteccién neuronal se ve evidenciada a nivel
conductual al reducir la asimetria motora en los modelos hemiparkinsonianos y al mejorar la conducta motora
como la marcha o la coordinacidn, incluso, mejorando los movimientos finos como la capacidad para remover
cinta adhesiva de la nariz (Castelli et al., 2020; Dwyer et al., 2021; Hsieh et al., 2020; Nurrahma et al., 2021; Perez
Visfiuk et al., 2020; Srivastav et al., 2019; Sun et al., 2021). Los beneficios tambien se observan a nivel no motor
como se muestra en (Alipour Nosrani et al., 2021; Ishii et al., 2021; Sun et al., 2021; Xie & Prasad, 2020) en dénde
se pone a prueba a los probidticos frente a procesos de aprendizaje, memoria, ansiedad y depresién (TABLA 2).

Es interesante que en el estudio realizado en ratas Sprague-Dawley y lesionado unilateralmente en el MFB en
dénde se evalto la ansiedad mediante el laberinto en cruz elevado que tenia 50 cm de atura (Xie & Prasad, 2020),
los resultados muestraron que el probidtico, L. rhamnosus HA-114, no tiene efectos ansioliticos ni protege contra
la neurodegeneracién DAérgica (hecho contradictorio con lo encontrado por (Srivastav et al., 2019) sobre sus
hallazgos con el probidtico L. rhamnosus, aunque tomando las reservas pertinentes debido a las diferencias entre
los protocolos experimentales). Comparando el experimento de Xie & Prasad con lo realizado en esta tesis, en
primer lugar usamos un modelo de lesién parcial y progresiva, no completa y aguda, generado con LPS, pero no
con 6-OHDA, y tratamos a los sujetos experimentales con una mezcla de dos probidticos que contiene a L. rham-

nosus. Finalmente y especialmente, aunque no evaluamos la ansiedad, sf se colocé a los animales en una viga que
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tiene 100 cm de altura, es posible pensar (teniendo en mente las consideraciones experimentales antedichas)
que la altura de la viga podria generar ansiedad en los animales y la lesién con LPS la podria exacerbar y, esto,
a su vez, causar afectaciones en el desempefio de la viga, bien, incrementanto la intencién de cruce para llegar
a la caja oscura, un estimulo de seguridad y resguardo, o bien, disminuyendo el empuje de cruce. Serfa, pues,
interesante evaluar si la mezcla de probidticos utilizada en nuestro estudio tiene capacidades ansioliticas y, con
ello, conocer si tendrfa alguna relacién con algiin pardmetro evaluado en la viga.

Los trastornos de la marcha son uno de los problemas motores mas comunes en la EP que se manifiesta me-
diante una postura encorvada, un andar de pies pesados y mediante la disminucién de la longitud de la zancada
y lavelocidad general (Berg et al., 2015; Boix et al., 2018; Postuma et al., 2015). Por lo cual, se evalud, en el modelo
de viga elevada, la coordinacién, la funcién motora y la marcha.

Como se tratd, trabajar con ciertos parametros de la marcha resulta ser complicado debido a que las variables
pueden verse afectada por diversos factores relacionados con las caracteristicas fisicas de los individuos (edad,
peso, altura, longitud de las piernas, etc.) con los que se trabaja. Por ello es relevante que los animales, durante
los dfas de evaluacién en la viga, tengan pesos semejantes, con lo cual, se hace innecesaria una normalizacién
de los datos segtin el peso y, por extensidn, el tamario y edad de los animales (Baker, 2013). Asi, al no encontrar
diferencias significativas intra grupos en el mismo punto temporal (por ejemplo: LPS + AGE 7 dpc vs LPS + P 7 dpc)
el andlisis estadistico, inicamente, toma en cuenta los parametros relacionados con la marcha y y su relacién
con la velocidad (FIGURA 19A).

Por otra parte, los animales recorren la viga, en 2 - 4 segundos (FIGURA 19B), a una velocidad media que va
delos30alos 45 cm/s (FIGURA 19C) y que, para llegar de un lado a otro, dan entre 7 y 9 zancadas (FIGURA 19D)
con una longitud entre los 13 y los 16 cm (FIGURA 22A, B). Es interesante que, aunque, las medias obtenidas
para cada grupo en los diversos parametros de la marcha se posicionan segin el sentido comun, es decir, que los
animales lesionados tiendan a disminuir la latencia, la velocidad, el niimero de pasos y a disminuir la longitud
de zancadas serfan resultados esperados, como aprecian Batka et al., 2014: «la principal desventaja de los ana-
lisis no forzados es la incapacidad de garantizar que los sujetos se muevan exactamente a la misma velocidad,
ademas, las variaciones en la velocidad son problemdticas para estandarizar los datos y los rangos intraindivi-
duales e interindividuales suelen ser extremadamente amplios y, dado que diversos pardmetros de la marcha
dependen de la velocidad, dichos pardmetros también muestran una distribucién sumamente vasta». Razén por
la cual fue muy complicado obtener diferencias estadisticas entre grupos.

La coordinacidn puede evaluarse mediante el porcentaje de errores de paso, asi como la funcién motora a
través de la calificacién de los tipos de errores cometidos a lo largo de la viga. En este sentido se aprecia que los
animales que cometen mds errores son los lesionados con LPS durante el séptimo dia de evaluacién (FIGURA 20).
Curiosamente en ese punto temporal el cerebro de los roedores se encuentra en el punto de inflamacién mas
alto, es decir: con un nimero de células microgliales muy elevado y con el mayor nimero de células en estado
ameboide de todo el curso temporal, como lo demostramos en el estudio publicado en 2020 por el laboratorio de
Neuroquimica-BUAP (Parra et al., 2020).

Asimismo, parece natural que los animales a los que se les inyectd SSI tengan valores de la posicién de impre-
sién cercanos al cero (FIGURA 22C) o que no varie sobremanera en el transcurso de los dias e incluso después

de la cirugfa ya que no se encuentran lesionados y no modifican su forma de andar (demostrado con la tincién
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THC, el cilindro y la viga (FIGURA 18, 19, 23)). Por otro lado, parece coherente que los animales lesionados con
LPS sin tratamiento oral muestren valores negativos en la evaluacién del paso de impresién (FIGURA 22C), ya
que, esto indicarfa una falta de coordinacidn, es decir, estos animales dan un paso con la extremidad posterior
antes de que la anterior haya despegado para dar el siguiente paso, lo cual, causa que el animal se tropiece y
cometa mas errores. Sin embargo, es interesante que los animales administrados con LPS + AGE y LPS + P incre-
menten positivamente los valores de la posicién de impresidn. Este dato se relaciona con la aparente tendencia
de disminuirse la longitud de las zancadas y podria mostrar de algiin modo que las sustancias administradas
oralmente (incluso el AGE) estarfan suscitando efectos protectores, principalmente en cuanto al porcentaje de
errores que, aunque ligeramente, el AGE causa que la lesién con LPS sea menos agresiva.

Esta proteccién podria relacionarse con los resultados obtenidos en la microgliosis y la morfometria, ya que,
ambos, el AGE y el probidtico disminuyen las células reactivas en el nicleo estriado. Estos resultados son intere-
santes debido a que el AGE estd compuesto por los dcidos oléico y linoléico, acidos grasos omega 9 y 6, respecti-
vamente que, aunque el primero no puede ser convertido a omega 6 o 3 (porque solo ocurre en plantas), el 4cido
oleico ha mostrado promover la recuperacién de la funcién motora de las patas traseras y de tener efectos anti-
nociceptivos y ansioliticos después de una lesién en médula ésea (Galan-Arriero et al., 2017) y, por otra parte, el
acido linoléico es un precursor del 4cido araquidénico que podrian haberse metabolizado a lipoxinas, moléculas
lipidicas que participan fundamentalmente en la resolucién de la inflamacién, y a prostaglandinas antiinfla-
matorias (FIGURA 5). Ademds, es bien sabido que las grasas son el componente principal del cerebro y que,
en condiciones de exigencia, como al realizar tareas complejas que requieran atencién y el uso de la memoria
o durante la inflamacidn, el metabolismo celular incrementa. Asimismo, también es relevante que la microglia
en un estado fenotipico antiinflamatorio usa predominantemente a los lipidos para cubrir sus exigencias meta-
bélicas y que los 4cidos grasos insaturados (como el oléico y linoléico), inducen el fenotipo antiinflamatorio y
probablemente prorresolutivo en la microglia con altas capacidades fagociticas (Desale & Chinnathambi, 2020;
Fumagalli et al., 2018; Kourtzelis et al., 2020). Asi, si al efecto causado por el AGE se suman los efectos causados
por los probidticos, es posible notar claramente los efectos diferenciales entre los tres grupos lesionados con
LPS sobre la coordinacién y la diferenciacién morfolégica de la microglia.

Siguiendo las lineas anteriores, Aono et al., 2017 mostré que la microglia es capaz de compensar la dismi-
nucién de DA mediante la fagocitosis de sinapsis glutamatérgicas en la SNpr presumiblemente procedentes del
nucleo subtaldmico que conducirfa supresién de neuronas GABAérgicas que, a su vez, aliviarian la sintomatolo-
gia motora de los animales parkinsonianos, por lo que, estudiar la via indirecta de la regulacién de los ganglios
basales, seria una linea interesante por abordar para conocer si los probiéticos o el AGE potencian este fenotipo
fagocitico prorresolutivo en la SNpr en la que, en el modelo de LPS, la microglia estd muy activa (FIGURA 25).

Por otra parte, debido a que un estudio mostré que la neurotoxicidad generada por la 6-OHDA puede atrofiar
los musculos (y ser restaurado, a su vez, por bacterias probidticas) (Nurrahma et al., 2021), es natural pensar
que las unidades motoras no estén funcionando correctamente, es decir, podria pensarse que, por un lado, los
ganglios basales estdn afectados y estan afectadas las vias de planeacién del movimiento voluntario, pero, a esa
afectacion, deberia aunarse que si los masculos, que es la estructura fundamental en la generacién de la fuerza
de contraccién para iniciar el movimiento, estdn afectados; asi, la marcha, por consecuencia, se verd mermada.

Sin embargo, como la ejecucién de la marcha no es inicamente un proceso automatico y requiere de mecanismo
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cognitivos y se ve influenciada por las emociones también es posible que las afectaciones en la marcha como los
errores, o bien, la disminucién de estos (en el caso de los animales tratados oralmente) sea causada por la pro-
teccidn preventiva a los mecanismos corticales en el desarrollo de la marcha, por ejemplo: los que modulan la
atencidn, o bien, relacionados con las emociones como la ansiedad. El estudio realizado por nosotros, desde luego,
estd fuera de los alcances de estas especulaciones, pero estas pueden ser el motor para evaluar distintas pruebas
conductuales y bioquimicas que evidencien la alteracién o proteccién de estas vias en el modelo utilizado.

Finalmente, se observaron modificaciones significativas en cuanto al ciclo de paso (FIGURA 21). En este pa-
rametro se aprecia que los animales lesionados con LPS y que no recibieron tratamiento oral incrementaron el
tiempo de soporte respecto a los inyectados con SSI durante 7 dpc, nuevamente, coincidiendo con el punto de in-
flamacidén mas alto. Esto cobra sentido, ya que, en un ciclo de paso, los cambios mds notables al incrementar o dis-
minuir la velocidad es el tiempo de soporte y el tiempo de balanceo tiende a mantenerse relativamente constante
en diversos rangos de velocidades (Purves et al., 2018). Es notable, sin embargo, la aparente accién del AGE sobre
la modificacién del tiempo de soporte en donde se aprecia que, en ambos grupos: LPS + AGE y SSI + AGE, 13 dpc,
incrementa el tiempo de soporte, ya que parece que la conducta natural , incluso en los animales lesionados sin
tratamiento oral, es disminuir el tiempo de soporte y, debido a que en los grupos referidos, incrementa, el efecto
podria ser atribuido al AGE y es esto lo que causa la diferencia estadistica entre los grupos LPS + AGE y LPS + P.

Un par de estudios, que giran en torno al modelo de hemiparkinsonismo inducido con 6-OHDA en rata (Boix
et al,, 2018; Lee et al., 2012), evaluaron los pardmetros de la marcha. Son realmente interesantes ya que, en con-
junto, se comparan los tres sitios de inyeccién intracraneal mds recurrentes en este tipo de estudios, a saber:
estriatal, nigral y MFB. En los modelos de lesién completa, es decir, en los que se inyectd en la SNpc o en el MFB
la velocidad, la longitud de zancada y el tiempo de balanceo disminuyeron significativamente y el tiempo de
soporte incrementd. En comparacidn con el modelo de lesion parcial estriatal en el que ningtin parametro se vio
modificado incluso 42 dfas después de la administracion del téxico. En contraste con el estudio de lesién con LPS
de esta tesis, el inflamégeno causé modificaciones en la funcién motora, especialmente en la extremidad ipsila-
teral posterior, as{ como un incremento en el tiempo de soporte y, de forma general el ciclo de paso durante el
punto temporal 7 dpc. Lo cual muestra la utilidad del modelo de toxicidad y de andlisis motor que proponemos
visto desde la perspectiva inflamatoria.

Por otra parte, diversos pardmetros de la marcha fueron evaluados en tres estudios que usaron al ratén
como modelo experimental, bien, administrado con MPTP (Hsieh et al., 2020; Perez Visfiuk et al., 2020; Srivastav
et al., 2019) o rotenona (Srivastav et al., 2019), o bien, en el modelo transgénico MitoPark. Perez Visfiuk et al.,
2020 aplicaron un tratamiento de 22 dias a partir de la primera administracién (de 5 inyecciones) de MPTP y
probenecida con una mezcla de L. plantarum y dos subespecies de Streptococcus thermophilus. Srivastav ofreci6é un
tratamiento profilactico de 30 dias con una mezcla de L. rhamnosus GG, B. animalis (bacterias utilizadas en este
estudio) y L. acidophilus. En los modelos inducidos con MPTP o rotenona, el tratamiento profildctico previno las
afectaciones en la longitud de la zancada. Hsieh et al., 2020, por su parte, dio un tratamiento de 16 semanas, a
partir de las 8 semanas de vida de los ratones transgénicos, y una mezcla de 7 bacterias probidticas de las es-
pecies Bifidobacterium y Lactobacillus, entre las que incluye a la cepa rhamnosus. Los resultados mostraron que la

administracién diaria de los probidticos evitd los problemas de equilibrio, coordinacién y marcha.
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Aunque la comparacidn parece excesiva, en realidad, existe poca bibliografia que haya evaluado la marcha
en rata en el contexto de la EP y ninguno ofrece alguna propuesta terapéutica semejante a la realizada en este
trabajo (Cendelin et al., 2010; Hsieh et al., 2011; Lee et al., 2012; Vandeputte et al., 2010), por lo que, el estudio
que proponemos se encuentra a la vanguardia en cuanto al modelo de lesidn, el tratamiento probidtico y la
evaluacién conductual.

Se sabe que el LPS causa una disminucién en la cuenta total de células positivas Iba-1 en el niicleo estriado
24 horas después de su administracién. Posiblemente, debido al mecanismo de la endotoxina: interaccién con
TLR-4, inicio de la cascada de sefializacién que culmina con la activacién del inflamosoma y la produccién de
preinterleucinas proinflamatorias y muerte microglial por piroptosis para la liberacién de las citocinas maduras
(Flores-Martinez et al., 2018; Parra et al., 2020). El efecto de esta muerte es la intensificacién del proceso infla-
matorio que causa la migracién de células inmunitarias a partir de nicleos vecinos, posiblemente del torrente
sanguineo y, quiza, proliferacién microglial. En estas condiciones y, debido a que Iba-1 es una proteina inespe-
cifica de la microglia y, mas bien, especifica de macréfagos, 7 y 14 dias después de realizada la inyeccidn, existe
un incremento de células Iba-1+ en el nucleo estriado y que, de alguna forma, activa a las células Iba-1+ (que
asumimos como microgliales) de la la SNpc y SNpr (Parra et al., 2020). Ademds, por los estudios realizados por
Choi, et al., (2009) y Hunter et al., (2008; 2007), se sabe que el LPS causa, 3 dias posteriores del ingreso al sistema,
la disfuncién de los complejos I y II de las mitocondrias de la SNpc y del nicleo estriado modificando su forma
ultraestructural y su funcidn; lo cual, lleva al incremento de membranas oxidadas y de proteinas nitradas. Ade-
mas, 7 dias después de la inyeccién de LPS, las células contindan en un estado totalmente activado con lo que
se puede afirmar que, en el nicleo estriado, el momento de mayor inflamacién téxica es durante los primeros
7 dias después de la administracidon del LPS y es, en este punto temporal, cuando se muestran las mayores afec-
taciones en la marcha y la funcién motora de las extremidades posteriores, aunque en la SNpc es hasta el dia 14
en donde se aprecia una activacién microglial importante (FIGURAS 20, 21).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman que la inyeccién del LPS en el nicleo estriado
inducen una respuesta proinflamatoria severa y muestran novedosamente que los tratamientos aplicados mejo-
ran los trastornos de la marcha y neuroinflamatorios causados por el inflamdgeno. Sin embargo, poco sabemos
acerca de los mecanismos por los cuales el AGE y el probiético genera las modificaciones conductuales y a nivel
celular en la microglia. Ademas, debido a la exigua cantidad de reportes y la enorme diversidad de propuestas
terapéuticas, de bacterias probidticas y de regimenes de administracién resulta dificil proponer mecanismos es-
pecificos o responder preguntas sobre ;Por qué una sola cepa bacteriana es capaz de causar los mismos efectos
que una mezcla mas compleja? O lo inverso ;Por qué cierta mezcla de bacterias causa lo que una por si misma
no puede? Asi como ;Por qué las bacterias causan beneficios en un modelo y no en otro? O ;Existe un metaboli-
to clave que puede causar todos los efectos benéficos o es necesaria la diversidad bacteriana para incrementar
la cantidad de metabolitos? No obstante, los estudios realizados por otros autores podrian ser auxiliares para
identificar algunos mecanismos clave para proponer mecanismos hipotéticos.

Asumiendo que cierta mezcla de probidticos es capaz de restaurar la microbiota y esta, a su vez, es capaz de
producir AGCC, principalmente las bases conjugadas de los 4cidos butirico, propilico y acético (Srivastav et al.,
2019; Sun et al., 2018); ademds, puede inducir su activacién e inhibir el proceso inflamatorio, un mejor enfren-

tamiento al estrés antioxidante (Alipour Nosrani et al., 2021; Castelli et al., 2020; Nurrahma et al., 2021; Wang
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et al., 2022) y la activacién de cascadas de sefializacidn relacionadas con la sobrevivencia celular y produccién
de factores de crecimiento (Castelli et al., 2020; Srivastav et al., 2019; Wang et al., 2022). Asi como que el LPS es
capaz de inducir la expresién de PPAR-y (Hunter et al., 2008) un factor de transcripcién dependiente de ligando
involucrado en la neuroinflamacidn, el estrés oxidativo y el metabolismo energético, que también es capaz de
estimular la liberacién de neurotrofinas (Carta & Pisanu, 2013; Daynes & Jones, 2002). Se podria pensar que el
papel neuroprotector de los probiéticos y del AGE (evidenciado en el tiempo de soporte en el grupo LPS + P en
el modelo, asi como en la disminucién de los errores graves mostrados en el presente estudio) estd relacionada
con la capacidad de los AGCC para promover la modificacién de la estructura de la cromatina, tal que, permitan
que los factores de transcripcién PPAR-y y Nrf2 induzcan la produccién de las proteinas necesarias para hacer
frente al proceso inflamatorio y la oxidacién mediante la produccién de neurotrofinas, la inhibicién de factores
relacionados con la proinflamacién y el refuerzo del sistema antioxidante. Lo cual, desemboca en un proceso
inflamatorio menos intenso en los grupos tratados oralmente, pero que, sin duda, los probiéticos incrementan
la probabilidad de neuroproteger el sistema nervioso, asi como de evitar una inflamacién exacerbada y téxica,

especialmente en el punto temporal que, segiin mostramos en otro estudio, la activacién microglial es enorme.
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Conclusiones 85

El probidtico no previene la disfuncién de la extremidad anterior contralateral en el cilindro en un mo
delo de hemiparkinsonismo inducido por la administracién estriatal de LPS.

El probidtico previene el agravamiento de la alteracién de la marcha de la extremidad posterior contrala
teral en la viga en un modelo de hemiparkinsonismo inducido por la administracién estriatal de LPS.

El probidtico no protege contra la degeneracién dopaminérgica en un modelo de hemiparkinsonismo
inducido por la administracién estriatal de LPS.

El probidtico y el AGE disminuyen la microgliosis en el niicleo estriado en un modelo de hemiparkinso
nismo inducido por la administracién estriatal de LPS.

El probidtico y el AGE atentian la activacién exacerbada de la microglia en el niicleo estriado en un mo
delo de hemiparkinsonismo inducido por la administracién estriatal de LPS.

El probidtico no disminuye la activacién exacerbada de la microglia en la SNpc en un modelo de hemi

parkinsonismo inducido por la administracién estriatal de LPS.

Extender el tratamiento probidtico.

Ofrecer el tratamiento probidtico posteriormente a la cirugfa.

Administrar cepas individuales o mezclas de probidticos mas complejas.

Evaluar citocinas de la respuesta inflamatoria y factores tréficos en el cerebro y otros érganos como el
intestino, la sangre o el higado.

Evaluar la diversidad microbiana y metabolitos en las heces.

Evaluar conductas no motoras como la ansiedad.
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Abstract

It is now well recognized that a bidirectional relationship between gut microbiota and the brain
referred to as the gut-brain axis plays a prominent role in maintaining homeostasis, and that a
disruption in this axis can result in neuroinflammatory response and neurological disorders such
as Parkinson’s disease (PD). Protective action of probiotics such as Bifidobacterium animalis ssp
lactis Bb12 and Lactobacillus rhamnosus GG in various animal models of PD have been reported.
Therefore, in this study, we used an inflammatory model of PD to assess the effects of a
combination of these two probiotics (Microbiot®) on motor behavior as well as on the response
of microglia, including microglia morphology, to gain a better understanding of their mechanism
of action. Microbiot® (300 pL) was administered orally once daily for 15 days in a
lipopolysaccharide (LPS)-induced PD model using male Wistar rats. Although LPS-induced motor
asymmetry in cylinder test was not affected by Microbiot®, impairment of motor coordination in
the narrow-beam test was significantly reduced by this probiotic. Moreover, Microbiot® treatment
reduced microglial activation suggesting an anti-inflammatory effect. While further mechanistic
investigations of Microbiot® in neurodegenerative diseases is warranted, our results support

potential utility of probiotics in PD.

Keywords: Probiotics, Bifidobacterium animalis, Lactobacillus rhamnosus;
Lipopolysaccharide; Microglia; Inflammation, Hemiparkinsonism
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ANexos

Créditos y detalles de las imagenes.

PORTADAS: PRINCIPAL: CAMARA DE CELULAR HUAWEI P30 LITE 21.JUNI0.2021; AGRADECIMIENTOS: CAMARA DE CELULAR HUAWEI
P30 LITE 06.MARZ0.2021; PROLEGOMENOS: MICROSCOPIO AXIOLAB 5 CARL ZEISS, CAMARA AXIOCAM 208 COLOR, AUMENTO A 40X;
INTRODUCCION: MICROSCOPIO AXIOLAB 5 CARL ZEISS, CAMARA AXIOCAM 208 COLOR, AUMENTO A 20X; JUSTIFICACION: MICROSCOPIO
AXIOLAB 5 CARL ZEISS, CAMARA AXIOCAM 208 COLOR, AUMENTO A 100X; HIPOTESIS Y OBJETIVOS: MICROSCOPIO AXIOLAB 5 CARL
ZEISS, CAMARA AXIOCAM 208 COLOR, AUMENTO A 20X; DIAGRAMA DE TRABAJO: MICROSCOPIO LEICA DMI1000, AUMENTO A 40X,
18.SEPTIEMBRE.2020; METODOLOGIA: CAMARA DE CELULAR HUAWEI P30 LITE 09.MAY0.2021; RESULTADOS: CAPTURAS DE FOTOGRAMAS
DE UN VIDEO CAPTURADO POR UNA CAMARA CANON VIXIA HF R800, SUPERIOR 22.MAYO.21 E INFERIOR 18.MARZO.21; CONCLUSIONES
Y PERSPECTIVAS: Pio DEL RiO HORTEGA, TOMADA DE DEL RiO-HORTEGA BERECIARTU J. Pio DEL RiO-HORTEGA: THE REVOLUTION OF
GLIA. ANAT REC (HOBOKEN). 2020 MAY;303(5):1232-1241. DoI: 10.1002/AR.24266. EPUB 2019 OCT 18. PMID: 31525279. DIBUJOS DE
DEL RiO-HORTEGA, TOMADO DE DEL RiO-HORTEGA, P. (1920). EL “TERCER ELEMENTO” DE LOS CENTROS NERVIOSOS. HISTOGENESIS
Y EVOLUCION NORMAL; EXODO Y DISTRIBUCION REGIONAL DE LA MICROGLIA. BOL. SOC. ESP. BIOL. RATA AISLADA EN LA PAGINA
2: FOTOGRAFIA POR EL USUARIO NANKA DE LA WEB SHUTTERSTOCK Y DESCARGADA GRATUITAMENTE, HTTPS://WWW.SHUTTERSTOCK.
COM/IMAGE-PHOTO/WHITE-RAT-ISOLATED-55505044; ANEXO: CAMARA DE CELULAR HUAWEI P30 LITE 28.JUNI0.2021 TODAS
LAS FOTOGRAFIAS TIENEN UNA RESOLUSION DE 600 PIXELES POR PULGADA Y FUERON RETOCADAS CON EL PROGRAMA ADOBE®
PHOTOSHOP CS6.

FIGURAS: FIGURA 1: POR IP; FIGURA 2: POR IP; FIGURA 3: TOMADO DE MANTOVANI A, ET AL., 2004. FIGURA 4: FIGURA MODIFICADA
DE LA FIGURA 5-7 DE PAVON-ROMERO, ET AL., 2021. FIGURA 5: A Y B, POR IP; C, FIGURA MODIFICADA DE LA FIGURA 5-8 DE PAVON-
ROMERO ET AL., 2021. FIGURA 6. A MODIFICADO DE PRINZ ET AL., 2014, 2017; LI & BARRES, 2017 Y BUTOVSKY & WEINER, 2018.
FIGURA 7: TOMADAS DE LA FIGURA 24.3, 24.20 Y 24.25 DE TORTORA & DERRICKSON, 2017. FIGURA 8: A Y C DERECHA, FUERON
MODIFICADAS DE LAS FIGURAS 15.3 Y 24.4 DE TORTORA & DERRICKSON, 2017; B Y C IZQUIERDA, FUERON MODIFICADAS DE LA FIGURA
21.4 DE PURVES ET AL., 2017. FIGURA 9: POR IP. FIGURA 10: POR IP. FIGURA 11: FIGURA MODIFICADA DE POEWE ET AL., 2017. FIGURA
12: POR IP. FIGURA 13: CAMARA DE CELULAR HUAWEI P30 LITE TOMADAS A LO LARGO DE LA ESTANCIA EN LA UADY. FIGURA 14:
FIGURA TOMADA DE LA WEB Y DIGITALIZADA POR IP. FIGURA 15: A Y C-F, POR IP; B Y C: CAPTURAS DE FOTOGRAMAS DE DIVERSOS
VIDEOS CAPTURADOS POR UNA CAMARA CANON VIXIA HF R800, ORDENADAS Y RETOCADAS CON EL PROGRAMA ADOBE® PHOTOSHOP
CS6. FIGURA 16: 2A Y 2C: TOMADA DE GAGE ET AL., 2012; 3, POR IP; 5 1IZQUIERDA, TOMADA DEL MANUAL BREVE AXIOLAB 5 UPRIGHT
MICROSCOPE DE CARL ZEISS, PAGINA 10 Y DIGITALIZADA POR |IP; 5 DERECHA, TOMADAS DE PAXINOS Y WATSON, 2007. FIGURA 17:
TOMADA DE PARRA ET AL., 2020. FIGURA 18A: POR |P; FIGURAS 18-27: LAS GRAFICAS FUERON DISENADAS AUTOMATICAMENTE POR EL
PROGRAMA GRAPHPAD PRISM 8, EXPORTADAS EN PDF Y SE LES MODIFICO EL COLOR, EL GROSOR DE LAS LINEAS, TIPOS Y TAMANOS
DE FUENTES CON EL PROGRAMA ADOBE® ILLUSTRATOR CC 2015. FIGURAS 23-25: A, TOMADAS DE PAXINOS Y WATSON, 2007; B-F,
PANELES MICROGRAFICOS, MICROSCOPIO AXIOLAB 5 CARL ZEISS, CAMARA AXIOCAM 208 COLOR. FIGURAS 26 Y 27: A, MICROSCOPIO
AXIOLAB 5 CARL ZEISS, CAMARA AXIOCAM 208 COLOR. EN LAS FIGURAS 1, 2, 4, 6, 9 Y 10, QUE MUESTRAN REPRESENTACIONES GRAFICAS
DE CELULAS, TODAS ESTAS FUERON TOMADAS DE ALGUN ARTICULO DE LA REVISTA NATURE Y RECREADAS DE CERO. TODAS LAS
FIGURAS QUE NO SON FOTOGRAFIAS FUERON CREADAS Y VECTORIZADAS CON EL PROGRAMA ADOBE® ILLUSTRATOR CC 2015 POR IP.

EL PDF FUE EDITADO Y MAQUETADO EN EL PRORGAMA ADOBE® INDESIGN POR IP.

IP: IRVING PARRA

97






Clemely g,

@
S



	Agradecimientos
	Hastío

	Lineamientos Éticos y de Conducta
	Resumen
	Prolegómenos
	Sistema inmune
	Las células del sistema inmune
	Hematopoyesis

	Respuesta inmune innata
	Activación de la inflamación
	Los macrófagos y la resolución de la inflamación
	Polarización de los monocitos/macrófagos
	Resolución de la inflamación
	Lípidos e inflamación


	El sistema inmune innato del SNC: la microglía
	La polarización microglíal


	El intestino
	Inervación intestinal
	El tejido linfoide asociado al tubo digestivo (GALT)
	La microbiota 
	Los probióticos  

	Eje microbiota-intestino-cerebro

	Introducción
	La Enfermedad de Parkinson
	La marcha, su evaluación clínica y la EP
	La disbiosis en la EP
	Los probióticos en modelos experimentales de EP
	Modelos experimentales para la EP
	Evidencia preclínica de los probióticos en el contexto de la EP



	Justificación
	Hipótesis
	Objetivos
	Objetivo general
	Objetivos particulares

	Diagrama de trabajo
	Metodología
	Sujetos experimentales
	Cirugía estereotáxica
	Tratamiento probiótico

	Modelo del cilindro
	Modelo de la viga elevada de equilibrio
	Consideraciones
	Parámetros por evaluar

	Procesamiento de histológico
	Inmunohistoquímica 
	Procesamiento de imagen

	Morfometría de subtipos microgliales

	Procesamiento estadístico

	Resultados
	El tratamiento profiláctico con el probiótico no modifica la asimetría motora inducida por LPS
	El tratamiento profiláctico con el probiótico no modifica el crecimiento normal de los animales ni la coordinación motora
	El tratamiento profiláctico con el probiótico previene el empeoramiento de las afectaciones motoras causadas por el LPS
	El tratamiento profiláctico con el probiótico previene el empeoramiento del ciclo de paso en el cruce de la viga
	El LPS no modifica la longitud de las zancadas contralaterales entre grupos, pero incrementa positivamente el paso de impresión
	El tratamiento profiláctico con el probiótico no previene la degeneración dopaminérgica en la SNpc
	El el probiótico y aceite de girasol previenen la microgliosis estriatal
	El probiótico no modifica la microgliosis en la SNpc
	El probiótico causa la disminución de las células en estado ameboide y activado en el estriado
	El probiótico ni el aceite de girasol modifican los estados de activación generados por el LPS en la SNpc

	Discusión de resultados
	Conclusiones
	Perspectivas
	Referencias
	Anexos
	Figura 1. Ontogénesis de los macrófagos de ratones y humanos. 
	Tabla 1. Las barreras físicas como parte del sistema inmune innato. 
	Figura 2. Respuesta inmune. 
	Figura 3. Espectro de activación macrofágica. 
	Figura 4. Inflamación y resolución de la inflamación. 
	Figura 5. Lípidos e inflamación.
	Figura 6. Microgliogénesis y funciones de la microglía en reposo. 
	Figura 7. Capas de tracto gastrointestinal. 
	Figura 8. Inervaciones intestinales. 
	Figura 9. Tejido linfoide asociado a la mucosa del tracto gastrointestinal. 
	Figura 10. La comunicación entre la microbiota y el cerebro.
	Figura 11. Síntomas clínicos asociados con la progresión de la enfermedad de Parkinson. 
	Figura 12. Mecanismo de toxicidad del lipopolisacárido.
	Tabla 2. Evidencia preclínica de los probióticos en el contexto de la EP
	Tabla 2. Evidencia preclínica de los probióticos en el contexto de la EP. Continuación.
	Figura 13. Sujetos experimentales.
	Figura 14. Cirugía estereotáxica.
	Figura 15. El modelo de la viga elevada y los parámetros evaluados.
	Figura 15. El modelo de la viga elevada y los parámetros evaluados. continuación.
	Figura 16. Descripción gráfica del procesamiento histológico, inmunohistoquímico y de imagen.
	Figura 17. Morfometría microglial.
	Figura 18. El tratamiento con el probiótico no modifica la asimetría motora inducida por LPS
	Figura 19. El tratamiento profiláctico con el probiótico no modifica el crecimiento normal de los animales ni la coordinción motora. 
	Figura 20. El tratamiento profiláctico con el probiótico previene el empeoramiento de las afectaciones motoras causadas por el LPS. 
	Figura 21. El LPS no modifica la longitud de las zancadas contralaterales entre grupos, pero incrementa positivamente el paso de impresión. 
	Figura 22. El LPS no modifica la longitud de las zancadas contralaterales entre grupos, pero incrementa positivamente el paso de impresión. 
	Figura 23. El tratamiento profiláctico con el probiótico no previene la degeneración dopaminérgica en la SNpc 
	Figura 24. El probiótico y el aceite de girasol previenen la microgliosis estriatal. 
	Figura 25. El probiótico ni el aceite de girasol previenen la microgliosis nigral. 
	Figura 26. Probiótico causa la disminución de células en estado ameboide y activado y El aceite de girasol unicamente de células en estado activado en el núcleo estriado. 
	Figura 27. El probiótico o el aceite de girasol no modifican los estados de activación generados por el LPS. 

