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ABREVIATURAS
6-OHDA - 6-hidroxidopamina

AdV-GFP - Adenovirus con proteina verde fluorescente

CMYV - Cytomegalovirus Promoter (Promotor de citomegalovirus)
DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO - Dimetilsulfoxido

EO - Epitelio olfatorio

EGF - Epidermal Growth Factor (Factor de crecimiento epidérmico)
EP - Enfermedad de Parkinson

FBS - Fetal Bovine Sérum (Suero fetal bovino)

GFP - Green Fluorescent Protein (Proteina verde fluorescente)
GFAP - Glial Fibrillary Acidic Protein (Proteina acida fibrilar glial)
GABA - Acido gamma-aminobutirico

hESC - Human Embryonic Stem Cells (Células madre embrionarias humanas)
IL-6 - Interleucina-6

L-DOPA - Levodopa (Precursor de la dopamina)

LTP - Long-Term Potentiation (Potenciacién a largo plazo)

MFB - Haz medial del prosencéfalo

MPTP - 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

MSN - Medium Spiny Neuron (Neurona espinosa mediana)

MPP+ - 1-metil-4-fenilpiridinio

NPC - Neural Progenitor Cell (Célula progenitora neural)

OE-MSCs - Olfactory Ecto-Mesenchymal Stem Cells (Células madre ecto-
mesenquimales olfatorias)



OSN - Neuronas sensoriales olfativas

PBS - Phosphate Buffered Saline (Solucion salina tamponada con fosfatos)
SNc - Sustancia negra compacta

SNpc - Sustancia negra pars compacta

SUS - Células sustentaculares

UV - Ultravioleta



RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo que se
caracteriza por la pérdida de la funcion dopaminérgica en el caudado-putamen
(estriado) debido a una muerte selectiva de neuronas de la sustancia negra compacta
(SNc). A pesar de los grandes avances en el conocimiento de la fisiopatologia de la
EP a través de modelos animales, aun no se cuenta con marcadores tempranos y
terapias de recuperacion solidas. Uno de los modelos murinos mas usados se basa
en la muerte selectiva mediante la inyeccion de la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-
OHDA). Con el presente proyecto, estandarizamos un modelo basado en el uso de 6-
OHDA en ratéon macho adulto C57 mediante la administracion en el estriado (via
cirugia estereotaxica). A diferencia de la administracion directa en la SNc, la
denervacidn dopaminérgica es progresiva y parcial, y requiere al menos 3 a 4
semanas de consolidacién. La evaluacion del dafio generado fue evaluado a través
de una bateria de pruebas conductuales que incluyen campo abierto, rotarod, analisis
de huella (footprint) y conducta de giro espontanea. Los resultados obtenidos indican
un incremento en el giro ipsilateral, cambios en la marcha y en la trayectoria, lo que
afecta el desplazamiento en campo abierto desde las 4 semanas posteriores a la
lesidén y hasta por 8 semanas. La terapia regenerativa ha surgido como una estrategia
prometedora, ofreciendo la posibilidad de restaurar las células dopaminérgicas
dafiadas y recuperar la funcion motora perdida. A diferencia de los grupos que estan
trasplantando neuronas dopaminérgicas diferenciadas, con el presente proyecto
determinamos el impacto que tiene el trasplante de células con fenotipo de astrocitos
derivados del epitelio olfatorio humano en la recuperacion del dafio neuroldgico, al
menos 8 semanas posteriores al trasplante, para determinar el papel tréfico de los
astrocitos trasplantados en la recuperacion de la inervacion dopaminérgica a partir de
las fibras remanentes y de los niveles de dopamina de forma indirecta. Los resultados
obtenidos indican recuperacidén parcial del giro espontaneo con respecto a los
animales no trasplantados. En resumen, existe una recuperaciéon parcial del dafo

neurolégico asociado al trasplante de células progenitoras.

Palabras clave: hemi-Parkinson en ratdon; Progenitores neurales; Terapia

regenerativa.



INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo que se origina por la
pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra compacta. La pérdida
selectiva de la funcion dopaminérgica provoca una alteracion en el funcionamiento de
un grupo de nucleos conocido como ganglios basales, lo que a su vez provoca
alteraciones motoras como temblor en reposo, rigidez y bradicinesia. A pesar de que
se ha estudiado ampliamente la etiologia de este padecimiento en diferentes modelos
animales, no se ha logrado encontrar un tratamiento terapéutico que revierta los
dafios fisiopatoldgicos de los pacientes con la enfermedad de Parkinson. Actualmente
se emplea el mismo tratamiento farmacolégico usado desde hace varias décadas, el
cual consiste en la restitucion de dopamina mediante la administracion del precursor
conocido como Levodopa, sin embargo, este tratamiento con el tiempo provoca
efectos adversos como discinesias que es un peor sintoma que la enfermedad misma.
Por esta razon, la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas sigue siendo de gran
importancia tanto en la investigacion cientifica como en la salud publica. La terapia
regenerativa ha surgido como una estrategia prometedora, debido a que ofrece la
posibilidad de restaurar las células danadas y de recuperar la funcion motora perdida
(cita).

En la actualidad, se ha logrado obtener un amplio conocimiento sobre los mecanismos
fisiopatoldgicos de la EP, esto es resultado de infinidad de estudios que se han podido
realizar durante décadas en modelos experimentales murinos de la EP. Los modelos
animales permiten la posibilidad de probar nuevos enfoques terapéuticos ya que
gracias a estos se ha podido generar la informacién necesaria acerca de este
padecimiento neurodegenerativo. En estos modelos, principalmente en roedores
(Ungerstedt et al; 1974) y en algunos casos también en primates, se puede replicar la
mayoria de las caracteristicas patoldgicas y fenotipicas de la EP (Blandini et al; 2007).

Modelos téxicos de la Enfermedad de Parkinson

Diferentes modelos de la EP se basan en la administracion sistémica o local

(intracerebral) de neurotoxinas capaces de inducir la degeneracién selectiva del



sistema dopaminérgico nigroestriatal y representan los modelos clasicos y mas
antiguos de la EP cuyo objetivo es reproducir los cambios patoldgicos y de

comportamiento de la enfermedad, en roedores o primates.

La administracion de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) corresponde a
un modelo sistémico clasico que se ha utilizado en primates y en roedores para
provocar un sindrome similar al de la EP (Paterna et al; 2007). La toxicidad selectiva
de este compuesto para las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra
compacta fue reconocida a mediados de la década de 1980 en jovenes consumidores
de drogas del norte de California. Después de la administracion intravenosa de una
preparacion de un analogo de meperidina narcética contaminada con MPTP, el MPTP
es transformado por la monoaminooxidasa B en su metabolito activo ion 1-metil-4-
fenilpiridinio (MPP+) que posteriormente y a través del transportador de dopamina
(DA) (DAT) se internaliza en las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra
compacta (SNc), donde bloquea la actividad del complejo mitocondrial |. Esto llevo a
que innumerables estudios demostraran que, a través de repetidas inyecciones via
intraperitoneal en primates, el MPTP causa un sindrome parkinsoniano, caracterizado
por todos los sintomas cardinales de la EP (Langston et al; 1984) sensible a la 3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA). Este modelo experimental ha sido utilizado
principalmente en primates, mientras que, en roedores, la rata es altamente resistente
a este compuesto y el ratdn resulta ser mas sensible. En este estudio se reporté que
al administrar la toxina por via intraperitoneal mediante inyecciones repetidas en bolo
durante un corto periodo de tiempo (cuatro dosis de MPTP cada 2 h durante 1 dia),
se provocan las mismas lesiones selectivas observadas en monos tratados con
MPTP.

Asi mismo, se han propuesto otras toxinas para reproducir los sintomas provocados
por la EP, por ejemplo, la rotenona, que es un potente inhibidor del complejo
enzimatico mitocondrial 1 que causa dano de la via dopaminérgica asociado con
inclusiones citoplasmaticas que recuerdan a los cuerpos de Lewy que contienen
ubiquitina y a-sinucleina (acumulacién encontrada en pacientes con EP). Cuando se
administra cronicamente, se provoca una degeneracion selectiva de las neuronas

dopaminérgicas nigroestriatales.



Otro modelo sistémico de la EP se basa en la administracion de paraquat el cual es
un herbicida de contacto bipiridilo no selectivo, esta sustancia comparte similitudes

estructurales con MPP+ aunque los mecanismos de accién son bastante diferentes.

El paraquat es altamente selectivo para las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales,
aunque la pérdida de células es generalmente moderada (20-30%) y detectable solo

después de un tratamiento prolongado (Blandini y Thérése, 2012).

Modelo de 6 OHDA

Los efectos biologicos de la 6-OHDA se demostraron por primera vez por Porter et al.
(1963) quienes demostraron que este agente era capaz de inducir una deplecion
eficaz y duradera de los nervios parasimpaticos del corazén. Unos anos mas tarde se
demostroé que, era capaz de provocar una degeneracion del sistema dopaminérgico
nigroestriatal cuando se administra en la SNpc, siendo asi el primer modelo animal
de EP.

La 6-OHDA es un analogo hidroxilado de la dopamina con alta afinidad por DAT, a
partir del cual se transporta la toxina al espacio citoplasmico de las neuronas
dopaminérgicas. La 6-OHDA no cruza la barrera hematoencefalica por lo cual es
administrada por medio de una inyeccion local. Se han desarrollado 3 modelos de
lesidn para evaluar el proceso neurodegenerativo que provoca: lesion del haz medial

del prosencéfalo, lesién intranigral y lesién intraestriatal (Simola et al., 2007).

Al administrar la 6-OHDA en el haz medial del prosencéfalo (MFB), que se conforma
de fibras aferentes con origen desde cuerpos celulares de la sustancia negra hasta el
cuerpo estriado, se provoca una degeneracion anterograda masiva de la via
nigroestriatal relacionada con agotamiento de dopamina del 90 al 100% en un tiempo
de 2 a 3 dias posteriores a la inyeccion, y finalmente, la degeneracion de la via
nigroestriatal de manera rapida. Se realiza en forma unilateral ya que la inyeccion
bilateral se asocia con una alta tasa de mortalidad, ademas de que de esta forma el
hemisferio contralateral sirve como control de la lesién. Esta lesion y la lesion intra
nigral, son utiles para evidenciar los efectos inmediatos de la toxina, sin embargo, al

mismo tiempo provocan una degeneracion generalizada del nucleo lesionado y, por



tanto, es dificil estudiar los mecanismos de neurotoxicidad de muerte celular

provocada por estrés oxidativo a largo plazo (Ungerstedt, 1968).

Una variante del procedimiento original se desarrollé a mediados de 1990, en dicho
modelo, la 6-OHDA se inyecta en el cuerpo estriado generando un dafio rapido de las
terminales estriatales, no obstante, a diferencia del modelo anterior, la pérdida de
neuronas del SNpc es progresiva, retardada y el grado de dafio es menor, teniendo
como resultado la pérdida del 50 al 70% de neuronas funcionales a las 4 y 6 semanas
(Sauer y Oertel, 1994)

El mecanismo de accion de la 6-OHDA esta relacionado con sus propiedades
prooxidantes, ya que, al ingresar a la célula, de manera inmediata sufre estrés
oxidativo debido a la formacion de radicales libres (Hernandez-Baltazar, Zavala-
Flores, & Villanueva-Olivo, 2017).

Gracias al desarrollo de estos modelos de la EP, se han podido estudiar diferentes
terapias farmacoldgicas que buscan revertir los dafios ocasionados por la
enfermedad. La terapia regenerativa mediante el trasplante de neuronas
dopaminérgicas ha ganado relevancia en los ultimos anos. Se comprobé in vitro que,
bajo condiciones especificas, dichas células expresan proteinas asociadas al fenotipo
de neuronas dopaminérgicas. Ademas, al ser despolarizadas, liberan dopamina y
metabolitos relacionados. Utilizando un modelo de ratas hemiparkinsonianas
inducidas por lesion con 6-hidroxidopamina (60HDA) en el estriado derecho y
trasplantando células derivadas de neuro-esferas del epitelio olfatorio (EO) de
donantes sanos en pacientes con Parkinson o en el medio de cultivo, se encontré que
las células trasplantadas sobreviven al menos 9 meses. Estas células expresan
tirosina hidroxilasa y el transportador de dopamina. Asi mismo, las ratas que
recibieron trasplantes de células de donantes sanos mostraron una reduccion en las
vueltas ipsilaterales en la prueba de rotacion inducida por anfetamina, efecto que no
se observd en los animales que solo recibieron medio de cultivo. Estos resultados

sugieren un papel funcional de las células trasplantadas (Murrell et al., 2008).

Uno de los estudios mas recientes sobre terapia celular demostré que las neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas (mDA) obtenidas a partir de células madre
embrionarias humanas (hESC, por sus siglas en inglés) pueden integrarse de manera



anatémica y funcional al circuito nigro-estriatal tras ser trasplantadas en el estriado y
en la sustancia negra (Xiong et al., 2020). Esta integracion permitié la recuperaciéon
de comportamientos alterados en un modelo de hemi-Parkinson en ratones, evaluado
mediante pruebas de Rotarod y conducta de giro. Sin embargo, la fuente de células y

los protocolos de diferenciacién siguen siendo un reto.

El epitelio nasal humano contiene células troncales que se encargan de la
regeneracion del epitelio olfatorio regular o ante un dafo durante toda la vida. Las
células del epitelio olfatorio poseen caracteristicas de células progenitoras neurales
en el medio de cultivo, esto permite considerar al epitelio olfatorio una buena opcién
como fuente de células para su uso en terapias regenerativas. Otra ventaja es que su
obtencion es relativamente sencilla y poco invasiva, ya que se pueden obtener a partir
de donantes adultos a través de un exfoliado de la mucosa nasal (Benitez-King et al.,
2011).

El epitelio olfatorio humano esta especializado en la percepcion del olor y se localiza
en la parte superior de la cavidad nasal, esta conformado por: células sustentaculares
(SUS) y células microvellosas que proveen de sostén, las neuronas sensoriales
olfativas (OSN) maduras e inmaduras responsables de la deteccion de olores,
glandulas de Bowman, las células basales horizontales y globosas (HBC y GBC) y
por ultimo, las células olfatorias envolventes (OEC), las cuales son morfolégica y
funcionalmente parecidas a las células de Schwann (Chen et al., 2014; Schwob et al.,
2017; Lavoie & Smiley 2017).

Las células basales horizontales y las células basales globosas se encargan de
restituir el epitelio olfatorio a lo largo de la vida del mamifero adulto ya que representan
la poblacién progenitora neural. Las HBC se caracterizan por tener una
autorrenovacion y replicacion lenta. Estas se activan cuando existe dafo tisular
regenerando algunos tipos de células epiteliales. Por otra parte, las células basales
globosas (GBC) son las principales células progenitoras del epitelio olfativo (EO) y
generan principalmente neuronas sensoriales olfativas (OSN) y células de soporte
(SUS). Diversos estudios han evaluado la capacidad multipotencial de estas células
progenitoras neurales (NPC), demostrando su capacidad de division y diferenciacion

in vitro tanto en neuronas como en células gliales (Jiménez-Vaca & Garcia- Tamayo



2018). Por lo anterior, en el presente proyecto queremos determinar la capacidad de
astrocitos derivados del EO humano para recuperar el dafio neuroldgico inducido en

un modelo de hemi-Parkinson en raton.

ANTECEDENTES

Las células gliales mas abundantes del SNC son los astrocitos. Segun Matias et al.
(2019), los astrocitos desempefian funciones fundamentales en la homeostasis y en
el soporte metabdlico del sistema nervioso central. Actuan en el mantenimiento del
equilibrio idnico, en la regulacion de neurotransmisores y en la provision de energia a

las neuronas, siendo esenciales para el funcionamiento adecuado del tejido nervioso.

Westergard & Rothstein en el 2020, destacan que los astrocitos también cumplen un
rol crucial en la defensa frente a lesiones y enfermedades neuroldgicas. Son capaces
de modificar su morfologia y funcién en respuesta al dafo, lo que indica su papel en
la neuroproteccién y en la regulacion de la inflamacion cerebral. Ademas, participan
activamente en la comunicacion entre neuronas, afectando la transmisién sinaptica y

la plasticidad neuronal.

Durante un tiempo se distinguieron solo dos tipos morfoldégicos de astrocitos: los
astrocitos protoplasmaticos, que se encuentran en la sustancia gris, y los astrocitos
fibrosos, presentes en la materia blanca (Pestana & Edwards, 2020). Sin embargo,
gracias al desarrollo de nuevas tecnologias, se han identificado otros tipos de
astrocitos, como los astrocitos interlaminares, ubicados en las capas Ill y IV de la
corteza, y los astrocitos de proyecciones varicosas en las capas V y VI (Vasile et al.,
2017).

Las células precursoras neuronales (NPCs), ademas de ser un modelo ideal para la
investigacion debido a su capacidad de diferenciarse en células neuronales y gliales,
tienen la habilidad de integrarse en los sitios de implantacién (Rumajogee et al., 2018).
Estas células establecen comunicacion con las células circundantes, promueven la
neurogénesis y contribuyen a la regeneracion del tejido cerebral lesionado, segun lo

observado en un modelo murino de isquemia causada por hipoxia.



Entre los enfoques explorados dentro de los trasplantes celulares, se ha reportado
éxito en la implantacion de progenitores de células gliales obtenidos de fetos humanos
de entre 17 y 22 semanas de gestacion. Estudios de inmunohistoquimica han
confirmado que estas células pueden mantenerse en estado progenitor o
diferenciarse en astrocitos, alcanzando una morfologia y complejidad comparables a
las de los astrocitos humanos (Han et al., 2014). Estos hallazgos refuerzan la
viabilidad del trasplante celular como una estrategia terapéutica para el Parkinson y
proporcionan un marco de referencia relevante para la exploracién de otras fuentes
celulares, como el epitelio olfatorio, cuyo potencial en la regeneracion neuronal y la
modulacién del microambiente del nucleo estriado podria representar un enfoque

innovador en la busqueda de tratamientos efectivos.

Klein et al., 2009, analiza como la lesién unilateral del estriado por 6-OHDA afecta el
patron de marcha en ratas, y como la intervencidn con trasplante de células
progenitoras dopaminérgicas fetales puede modificar este patron. El estudio muestra
que las ratas con lesién unilateral por 6-OHDA presentan una alteracion en la marcha,
especialmente en la fase de apoyo del pie ipsilateral y en el tiempo de balanceo. Estas
alteraciones se evidencian en la reduccion de la longitud de paso y en la disminucion
de la cadencia, lo que refleja una dificultad en la locomocion normal. El trasplante de
células dopaminérgicas fetales mejora la marcha en estos animales, restaurando
parcialmente los parametros de locomocién, sin embargo, el trasplante promueve la
recuperacion del equilibrio y la estabilidad de la marcha, pero no mejora el patrén de

marcha arrastrada asociado con las lesiones de 6-OHD.

En este mismo articulo se realizé la conducta de prueba de rotacién inducida por
farmacos, las inyecciones de apomorfina y anfetamina provocaron un incremento
importante en el numero de giros unilaterales en todas las ratas con lesiones hemi-

Parkinson.

JUSTIFICACION

La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo que representa un
desafio significativo para la salud publica debido a la falta de terapias curativas. Este
proyecto busca abordar una necesidad critica en la investigacion de la EP, desarrollar

modelos experimentales que emulen la progresion de la enfermedad de la manera



mas precisa posible de forma que, permita proponer estrategias terapéuticas

innovadoras, como el trasplante celular.

Diversos tipos de células, como las basales horizontales, las basales globosas, las
células madre mesenquimales, tienen la capacidad de diferenciarse en neuronas
tanto en condiciones de cultivo como en organismos vivos. Murrell et al., en 2008
investigaron el potencial de las células madre olfatorias en modelos animales de la
enfermedad de Parkinson. Los resultados indicaron que estas células podrian
diferenciarse en neuronas dopaminérgicas y mejorar los sintomas motores en ratas
con Parkinson inducido, respaldando su uso potencial en terapias celulares para esta

enfermedad.

Ademas, estas células pueden liberar factores neurotroficos que desempefian un
papel clave en procesos neurogeénicos, como la proliferacion, la supervivencia y la
diferenciacion celular. Se ha demostrado que, en condiciones de cultivo, las células
del epitelio olfatorio liberan factores neurotréficos que favorece en la neurogénesis en
hipocampo al ser adicionados al medio de cultivo de progenitores neurales de

hipocampo murino (Gomez-Virgilio et al., 2018).

Aunque existen diversas técnicas como los trasplantes en las terapias regenerativas,
la mayoria se han enfocado en la restauracién del tipo neuronal afectado como el
caso de las neuronas dopaminérgicas en modelos de hemi-Parkinson obteniendo
resultados preclinicos prometedores, sin embargo, pocos se han llevado al
tratamiento en humanos. En la presente propuesta nos enfocamos en explorar y
desarrollar una estrategia diferente que consiste en aprovechar las propiedades de
las células del epitelio olfatorio para diferenciarse en astrocitos in vitro, y su capacidad
para liberar factores neurotréficos. Proponemos que el trasplante de dichas células
en el lado lesionado de un modelo de hemi-Parkinson, favorecera la re-inervacién

dopaminérgica restaurando el dafio neuroldgico inducido por la lesion



HIPOTESIS

La terapia celular de astrocitos derivados del epitelio olfatorio humano ayuda a
recuperar la inervacion dopaminérgica y la funcién motora perdida en un modelo de

hemi-Parkinson.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto de los trasplantes celulares derivados del epitelio olfatorio sobre

el dafo neurolégico en un modelo de lesion de hemi-Parkinson

Objetivos particulares:

1.- Generar un modelo de lesién que replique los sintomas de la enfermedad de

Parkinson
2.- Evaluar conductualmente el dano neuronal ocasionado.
3.- Trasplantar astrocitos derivados del epitelio olfatorio.

4.- Evaluar el efecto del trasplante sobre el dafo neuronal a través de pruebas de

conducta.

MATERIAL Y METODOS

Todos los experimentos en animales fueron realizados bajo los lineamientos y
reglamento del comité de bioética y manejo de animales del laboratorio del Instituto
de Neurobiologia de la UNAM (protocolo 120.A, norma oficial mexicana NOM-062-
Z00-1999). Se utilizaron ratones macho Balb C57 de 2 meses de edad con un rango
de peso entre 19 y 26 gr. Se formaron 2 grupos experimentales (sham y lesionados)
cada uno con 9 ratones los cuales fueron alojados en un entorno de 12 horas luz 'y 12

horas oscuridad con libre acceso a comida y agua.



Cultivo celular primario de células progenitoras del epitelio olfatorio humano

Se utilizaron células progenitoras del epitelio olfatorio de donadores sanos, colectadas
por el laboratorio de la Dra. Benitez-King. Las células del epitelio olfatorio humano
(EOh) se mantuvieron en congelacién (-80°C) en un medio de criopreservacion
compuesto por DMEM F-12, suplementado con FBS 20%, glutamina 1%, anti-anti al
1% y DMSO al 7%). La descongelacion de las células se realiz6 aproximadamente
una semana antes del xenotrasplante (trasplante de células, tejidos u 6rganos entre
especies diferentes). El vial de células congeladas se coloc6 en bano Maria (37°C)
para realizar un descongelamiento rapido e inmediatamente diluir en un frasco T-25
(para evitar el efecto adverso del DMSO) que contenian 5 ml de medio de
mantenimiento (DMEM F-12 suplementado con FBS al 10%, glutamina 2%, anti-anti
al 1%) previamente equilibrado en una incubadora con control de temperatura (37°C)
y CO2 (5%). Alrededor de 4 a 12 horas después, se cambié el medio de mantenimiento

con la finalidad de eliminar el DMSO remanente.

Posteriormente se realizaron 1 o 2 pases segun fue necesario para permitir la
propagacion de las células. El levantamiento de células para realizar un pase se llevo
a cabo mediante un lavado con PBS 1X, posteriormente se incubaron alrededor de
10 minutos con tripsina y finalmente se inactivo la tripsina mediante la adicion de
medio DMEM F-12 suplementado con SFB, posteriormente se procedié a sembrar la
cantidad de células calculadas en diferentes frascos T-25. El conteo de células se
realizé para determinar el volumen de suspension viral requerida de acuerdo con la

titulacion establecida (Leyva, B. 2024).

Diferenciacion en astrocitos y transduccién viral

Resultados previos del laboratorio han establecido que la expresion de GFP alcanza
su maximo 72 hrs posterior a la inoculacién del virus (Leyva, B. 2024), de igual forma
se ha demostrado que 72 hrs de incubacion de las células progenitoras en el medio
comercial AM (Astrocyte Medium) de science cell, promueve la expresion de GFAP

(Glial Fibrilar Acidic Protein) sugiriendo la diferenciacién en astrocitos.

Las células fueron transducidas con un vector viral (adenovirus) que porta el gen que

codifica para la proteina verde fluorescente (AdV-GFP) bajo el control del promotor



del citomegalovirus (CMV). En el trabajo de maestria desarrollado por Leyva, B.
(2024) se determino la cantidad de particulas virales requeridas que permiten un 80%
de eficiencia de transduccion de la proteina GFP en estas células, por tanto, se agregé
al medio de cultivo una suspension viral a razén de 4.3 x 103 particulas virales por

célula.

Cirugia estereotaxica

Todo el material utilizado durante la cirugia estereotaxica fue previamente esterilizado
mediante autoclave o exposicion en UV. Posteriormente se montd en el sistema
estereotaxico un sistema de inyeccion que consta de un tubo de silicona adaptado a
una jeringa Hamilton y una canula guia que nos permite inyectar la 6-OHDA dentro
del estriado de ratén adulto. Los sujetos fueron anestesiados con una mezcla de
ketamina/Xilazina en una dosis de 60 mg/kg de ketamina y 18 mg/kg de Xilazina. Se
fijo la cabeza del ratén anestesiado en el adaptador estereotaxico. Una vez que la
cabeza se mantuvo fija e inmovil, se procedié a limpiar la zona con alcohol y se retiré
el pelaje con ayuda de unas tijeras. Se realizé un pequeno corte en la piel para
exponer el craneo, se retird el tejido conectivo y se identificé bregma como punto de
referencia. Se realizaron tres trépanos en el hemisferio derecho del craneo para situar
los sitios de inyeccion sobre el nucleo estriado con ayuda de un taladro, utilizando las
siguientes coordenadas con respecto a bregma, anteroposterior (AP): +1.2; 0.5; 0.0
mm); Lateral (L): -1.6; -1.8; -2 mm y dorsoventral (DV):2.2; 1.7; 2 mm de acuerdo con
el atlas del cerebro de raton de Paxinos & Franklin (2008). El grupo lesionado recibid
en cada sitio de inyeccion, 1 microlitro de 6-OHDA con ayuda de una jeringa Hamilton
(Hamilton Company, USA). La solucion de 6-OHDA se prepard en solucién salina y
acido ascorbico (0.2%) a una concentracion de 8 ug/upl. Al grupo control se le
administré el vehiculo (solucién salina al 0.2% de acido ascorbico). Finalizada la
administracion intraestriatal, se permitio la libre difusiéon del volumen administrado por
al menos 5 minutos antes de retirar la canula. Al término de la administracion, se
procedid a suturar la incision para posteriormente llevar al organismo a recuperacién
por aproximadamente 15 a 20 min. Una vez que los ratones se recuperaron de la
cirugia, se trasladaron a la caja familiar y se mantuvieron bajo observacion por parte
del experimentador una vez al dia. Se proporcion6 agua y comida molida en un

recipiente de facil acceso hasta su completa recuperacion.



Pruebas conductuales

Cuatro semanas posteriores a la lesidn, se realizaron las pruebas conductuales que
nos permiten determinar el grado de lesion alcanzado por la toxina. En todos los
casos, los sujetos de experimentacion se habituaron en el cuarto por lo menos 30

minutos antes de cada prueba.

Rotarod

Para determinar el estado basal de la capacidad motora de los ratones, se empleé la
prueba de Rotarod, la cual permitié evaluar el aprendizaje motor y la adquisicion de
habilidades motoras en condiciones basales sobre un rodillo giratorio. El dispositivo
utilizado consiste en un cilindro giratorio de plastico con una superficie rugosa que
permite a los ratones sujetarse ligeramente. Durante la fase de habituacion, en la
primera sesion experimental, los sujetos fueron colocados sobre el rodillo sin
movimiento durante un periodo de hasta cinco minutos para facilitar su adaptacion.
Posteriormente, se inicio el protocolo de aceleracion, el cual tuvo una duracién de dos
minutos. En este protocolo, el rodillo giraba inicialmente a una velocidad de 1 rpm, la
cual fue incrementando progresivamente hasta alcanzar 120 rpm al finalizar el
segundo minuto. Para cada sujeto, se registré la latencia a la primera caida, tras lo
cual fueron devueltos inmediatamente a sus jaulas. Antes de cada prueba, los
cilindros fueron limpiados con etanol al 70% para garantizar condiciones 6ptimas de
higiene. El procedimiento se repiti6 con todos los sujetos experimentales hasta
completar cuatro repeticiones por dia durante tres dias seguidos por ratén,

asegurando un periodo de descanso minimo de diez minutos entre cada repeticion.

Campo abierto
Con el objetivo de evaluar el impacto neuronal de la lesién y el trasplante de las

células sobre las funciones neurolégicas, evaluamos la actividad ambulatoria en



campo abierto, se midié la actividad ambulatoria, estereotipias en tiempo y numero
de eventos y actividad vertical en tiempo y numero de eventos. Como en el estudio
se realizé un seguimiento longitudinal, cada grupo tuvo su propio control, es decir, se
realizé la misma prueba antes de la lesion en el mismo sujeto, cuatro semanas

después de la lesién y del trasplante (8 semanas después de la lesion).

Se empled el sistema automatizado Superflex, que consta de cuatro arenas de un
laberinto de campo abierto (Open Field), cada una equipada con camaras de
actividad. Las camaras estan construidas con plastico transparente de alta densidad
Yy NO poroso, y cuentan con sensores integrados para registrar la actividad de los
sujetos experimentales. Antes de iniciar las pruebas, se cubrid el piso de cada arena
con una delgada capa de aserrin, y posteriormente, cada sujeto fue colocado en su
respectiva arena. El registro de la actividad, con una duracion de 30 minutos, se
realiz6 de manera automatica mediante el software Fusiéon 5, que ademas fue
utilizado para analizar y registrar el movimiento de los sujetos. Este sistema cuenta
con tecnologia de deteccién basada en infrarrojos, capaz de captar trayectorias en
tres ejes, permitiendo la evaluacion de la actividad horizontal y vertical de los animales

experimentales.



Analisis de huella
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Figura 1. Analisis de huella
(Footprint). Con la finalidad de
evaluar el efecto provocado por
la lesion en la coordinacion
motora sobre la marcha, se
realizé la prueba de footprint.
En esta prueba se evalud la
marcha mediante el registro de
la pisada con pintura sobre un
papel blanco. Se evalué la
apertura de la pisada midiendo
la distancia entre las puntas de
los dedos extremos laterales a
través de la cuantificacion del
desplazamiento de las
extremidades anteriores por
medio del marcaje del rastro de

las huellas con tinta sobre

papel.

El analisis de las huellas o footprint se llevd a cabo con el
objetivo de evaluar los patrones de marcha de las
extremidades anteriores y posteriores cuatro semanas
después de la lesion. Para ello, se us6 una pasarela de 94
cm de longitud, 12 cm de ancho y 1.20 cm de alto, con una
zona iluminada al inicio y un area oscura al final como
destino. Previo a | inicio de la prueba, se aplicd pintura
acrilica no toxica en las extremidades de los sujetos
experimentales, utilizando color verde para las patas
delanteras y negro para las traseras. Cada animal caminé
sobre tiras de papel blanco, lo que permitié registrar el
patron de locomocién. A los animales se les sometid por

una ocasion a esta prueba.

Giro espontaneo

Para registrar el comportamiento de giro espontaneo
provocado por la lesion de 6-OHDA, los animales se
colocaron en una jaula cuadrada acrilica transparente (42
x 42 x 30 cm) elevada a 1,5 m del nivel del suelo. Debajo
de la caja de acrilico se colocé una camara de video
(PlayStation Eye, Sony). Cada raton se colocé en la caja
durante 10 minutos y la conducta fue videograbada. Las
grabaciones se realizaron a una velocidad de 60

fotogramas/segundo en un ambiente iluminado vy
silencioso. La caja fue limpiada con alcohol al 75% tras
cada prueba. Para cuantificar el numero de giros en el

campo abierto se utilizé DeepLabCut (v.2.2.0; ResNet-50;

500000 iteraciones de entrenamiento realizadas en el laboratorio de Reprogramacion

de Circuitos Neuronales de la UNAM). La nariz, el cuerpo y la base de la cola se

utilizaron como puntos de referencia para la representacion esquelética de la posicidon



del raton. El comportamiento de giro se registra calculando el angulo entre dichos

marcadores.
Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, los datos se sometieron a la prueba de Shapiro para
determinar su distribucion normal y dependiendo del caso aplicar una prueba t-student
0 su equivalente no paramétrico. Se realizaron diferentes analisis con los que se
compararon grupos independientes aplicando una prueba para datos no pareados y
otro tipo de analisis en que se realizd el seguimiento longitudinal del procedimiento,
en este caso se aplicé una prueba para datos pareados ya que el mismo sujeto fue
explorado en diferentes situaciones. Los resultados se muestran como la media +
error estandar (X £ SEM) y se considero diferencia significativa cuando el nivel de
significancia fue < 0.05. El analisis de resultados y la elaboracion de las graficas se

realizé con el software GraphPad Prism 9.

RESULTADOS

Aprendizaje motor evaluado con Rotarod

Durante los tres dias en los que se llevé a cabo la prueba de Rotarod, se observé una
mejora progresiva en la latencia de caida en los tres grupos experimentales. En cada
intento, los sujetos fueron capaces de permanecer por mas tiempo sobre el rodillo
giratorio, lo que sugiere un adecuado aprendizaje motor y una adquisicion efectiva de
habilidades motoras. Estos resultados indican que, antes de la induccién de la lesion,
los sujetos se encontraban en buenas condiciones de salud y con una funciéon motora

intacta (Figura 2).
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Figura 2. Resumen del desempefio en rotarod durante 12 sesiones separadas en cuatro sesiones
por dia para los tres grupos que posteriormente formaron parte del grupo de Lesionados,

Lesionados + Trasplante y Sham.

Actividad motora y estereotipias

La actividad ambulatoria fue determinada mediante la distancia total recorrida por
cada ratén representada en centimetros, sin embargo, solo se tomaron en cuenta los
primeros cinco minutos de la prueba. Este periodo inicial es crucial, ya que refleja la
conducta exploratoria de los sujetos mientras reconocen el entorno antes de alcanzar
un estado de habituacion (Figura 3 A). Como se puede observar, la lesién provoco
una disminucién significativa de la distancia recorrida ocho semanas posteriores a la
lesion en el grupo que solo fue lesionado, mientras que en el grupo que recibio el
trasplante esta disminucion significativa se presentd desde las cuatro semanas
posteriores a la lesion y se mantuvo a las ocho semanas sin recuperacion aparente.
El grupo sham no presenta ningun cambio significativo, lo que sugiere que la lesion

por si sola no esta afectando a la conducta de estos ratones.

Otro parametro que se puede evaluar en esta prueba es la conducta estereotipada,
en donde el acicalamiento o aseo son lo mas representativo. Evaluamos el tiempo

acumulado de conducta estereotipada realizado durante los primeros cinco minutos



(Figura 3B). El tiempo total de conducta estereotipada en el grupo trasplantado y en
el grupo sham no se ve afectada. En el grupo lesionado a las 4 semanas de lesion
provoca un aumento de la conducta estereotipada que se recupera a las ocho
semanas (Figura 3B). Sin embargo, cuando vemos el numero de episodios de
conducta estereotipada (Figura 3C), la lesién provoca la disminucion del numero de
episodios estereotipados en los tres grupos a las cuatro semanas, que aparentemente
tiende a recuperarse en el grupo trasplantado y sham, aunque no vemos diferencias
significativas, mientras que en el grupo lesionado esta disminucién se mantiene hasta

las ocho semanas posteriores a la lesion.

Otro parametro que se midid en esta prueba es la actividad vertical que de igual
manera se mide en tiempo y en episodios (Figura 3D Y 3E). En el tiempo observamos
que a las 4 semanas la lesién no produce ningun cambio importante, sin embargo, a
las ocho semanas si se produce una disminucion en el tiempo total acumulado de la
actividad vertical para ambos grupos, lo cual indica que las células trasplantadas no
favorecen la recuperacion en este tipo de actividad (Figura 3D). Sin embargo, en el
numero de episodios verticales la lesion si provoca una disminucion significativa tanto
en el grupo lesionado como en el grupo trasplantado, la cual se mantiene a las 8
semanas para ambos grupos. Indicando nuevamente que las células no recuperan

esta actividad (figura 3E).
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Figura 3. Desempefio en campo abierto en tres grupos (Lesionado, Lesionado + Trasplante y Sham +
Trasplante) a las 4 y 8 semanas posteriores a la lesion. A) Distancia total recorrida durante 5 minutos de
prueba. El grupo lesionado muestra tendencia a disminuir siendo significativo hasta las 8 semanas
posterior a la lesién, mientras que el grupo lesionado + trasplante muestra una disminucion significativa
desde las 4 semanas de lesion y se mantiene 4 semanas posterior al trasplante. El grupo Sham +
trasplante no muestra ningiin cambio significativo 4 semanas posteriores a la cirugia y tampoco se ve
afectada por el trasplante. B) Tiempo acumulado de la actividad estereotipada durante 5 minutos de
prueba, el grupo trasplantado muestra un incremento significativo en la actividad estereotipada a las 4
semanas de lesion y se revierte a las 8 semanas, en caso de los grupos lesionado + trasplante y Sham +
trasplante no muestra ningin cambio significativo en las diferentes condiciones. C) Actividad
estereotipada en funcién del nimero de eventos durante 5 minutos de prueba, el grupo lesionado muestra
una disminucién significativa del nUmero de episodios desde la semana 4 y se mantiene hasta la semana
8, mientras que el grupo lesionado + trasplante muestra una recuperacion de la actividad 4 semanas
posterior al trasplante. En el grupo Sham + trasplante se muestra una disminucion significativa a las 4
semanas de la cirugia y no se mantiene a las 8 semanas posterior a la intervencién. D) Tiempo acumulado
de actividad vertical durante 5 minutos de prueba; el grupo lesionado muestra una tendencia a disminuir
la actividad que se muestra significativa hasta las 8 semanas posterior a la lesiéon mientras que el grupo
lesionado + trasplante muestra la misma tendencia sin que el trasplante afecte la disminucién significativa.
El grupo Sham + trasplante no muestra ningin cambio significativo en las diferentes situaciones. E)
Actividad vertical en funciéon del nimero de eventos, el grupo lesionado muestra una disminucion
significativa desde la semana 4 y se mantiene hasta la semana 8, mientras el grupo lesionado + trasplante
mantiene la disminucion significativa desde la semana 4 sin que el trasplante afecte dicha disminucion. El
grupo Sham + trasplante no se ve afectado en ninguna situacién. Los datos se muestran como la media
* error estandar, se aplico la prueba de t de student para grupos pareados *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
****n<0.0001, grupo Lesionado +Trasplante, n = 9; grupo Lesionado, n = 9; grupo Sham, n = 8).

Coordinaciéon motora y marcha

Para el analisis de huella se comparé la amplitud de la marcha a las 4 y 8 semanas
después de la lesion, sin embargo en el grupo lesionado (Figura 4A) no se
encontraron diferencias significativas en la apertura de la extremidad izquierda o
derecha con respecto al control, aunque si se observa una tendencia a aumentar la
distancia de apertura, esto indica que la lesion no provoca cambios en la amplitud de
marcha ya que esta misma tendencia se observa en el grupo sham (Figura 4C) en
donde tampoco se encuentran diferencias significativas. Mientras que, en el grupo
lesionado + trasplante (Figura 4B) se observé la misma tendencia, pero en este caso
se presentaron diferencias significativas entre el control vs 8 semanas en el lado
contralateral a la lesion, de igual forma en el lado ipsilateral entre el control vs 8
semanas se encontraron diferencias significativas, es decir, después del trasplante,
lo que sugiere que el trasplante podria estar incrementando aun mas la apertura de

ambas extremidades, tanto izquierda y derecha.
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Figura 4. Analisis de huella (footprint). A) Comparacion de la amplitud de la marcha a las 4 y 8 semanas
después de la lesion, no se encontraron diferencias significativas. B) Comparacién de la amplitud de la
marcha alas 4 y 8 semanas en el grupo con lesion + Trasplante. Se encontraron diferencias significativas
entre el control vs 8 semanas en la extremidad izquierda, contralateral a la lesién; asi como también en
el control vs 8 semanas en la extremidad derecha, ipsilateral a la lesién. C) Comparacién de la amplitud
de la marcha a las 4 y 8 semanas. En el grupo Sham no se encontraron diferencias significativas.
Lesionados n=8; lesiéon + T n=8; Sham n=8. (prueba de t de student para grupos pareados *p< 0.05),
**p<0.01.

Desbalance motor y conducta de giro

Existe un desequilibrio motor que se ve reflejado en un aumento de giros ipsilaterales

cuatro semanas después de la lesion (Figura 5A y 5C), mientras que los giros



contralaterales se ven reducidos en consecuencia (Figura 5B y 5D). El grupo Sham
no presentd desbalance motor después de la cirugia, ya que los ratones no
presentaron un mayor numero de giros en favor de un solo lado (Figura 5E). La prueba
se repitié 4 semanas después del trasplante para evaluar el efecto que este tuvo en
la respuesta motora, asi como en el grupo lesionado (ocho semanas posteriores a la
lesion) y en el grupo sham, esto permitié dar un seguimiento longitudinal a los cambios
en la conducta provocados por la 6-OHDA y los provocados posteriormente por el

trasplante.

Se observo que a las 8 y 12 semanas hubo una disminucion de los giros ipsilaterales
en ambos grupos (lesionados y lesionados + trasplante) con respecto al control
(Figura 5 Ay C) sin embargo solo en el trasplante se encontré que esta diminucién
fue estadisticamente significativa, en consecuencia de esta disminucion se vio un
aumento que si fue significativo en ambos grupos para los giros contralaterales
(Figura 5B y 5D), lo que indica una aparente recuperacion parcial del desequilibrio
motor inducido por la 6-OHDA, sin embargo en el grupo lesionado esta recuperacion
no es evidente ya que ni a las 8 ni 12 semanas se encontraron diferencias
significativas mientras que en el grupo que recibié el trasplante si se encontraron
diferencias significativas tanto para la disminucion de giros ipsilaterales como
contralaterales. Esto sugiere que el trasplante pudo acelerar la recuperacién parcial

del equilibrio motor en el grupo trasplantado.
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Figura 5. Numero de giros contralaterales e ipsilaterales a la lesion durante 10 minutos a las 4 y 8 semanas
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DISCUSION

El presente estudio evalu6 el impacto del trasplante de astrocitos derivados del
epitelio olfatorio humano en la recuperacion motora de ratones con una lesion
unilateral inducida por 6-OHDA en el estriado. Los resultados obtenidos mostraron
una recuperacion parcial en cuanto a la conducta de giro espontaneo en los animales
trasplantados en comparaciéon con los no trasplantados, aunque sin una restauracion
completa de la funcién motora. Sin embargo, también se observo esta recuperaciéon
en los animales no trasplantados después de 12 semanas, lo que sugiere que este
modelo de lesién no es permanente. Estos hallazgos pueden compararse con los
obtenidos por Sun et al. (2022), quienes realizaron un analisis longitudinal de la
funcion motora tras la lesion unilateral intraestatal con 6-OHDA en ratones, evaluando

diferentes aspectos del comportamiento motor y la degeneracion dopaminérgica.

Uno de los principales puntos en comun entre ambos estudios es la aparicion de
alteraciones motoras significativas tras la lesion con 6-OHDA. En ambos casos, los
animales presentaron un incremento en los giros ipsilaterales inducidos por la
neurotoxina, confirmando el desbalance motor causado por la degeneracion
dopaminérgica. En el estudio de Sun et al. (2022), este fendmeno se observé durante
las primeras semanas post-lesion y disminuy6 gradualmente. En el presente estudio,
el trasplante celular parece haber contribuido a una mejoria en la conducta de giro,
aunque sin una recuperacion total, lo que indica que el efecto de los astrocitos
trasplantados podria estar limitado o requerir un tiempo de integracion mas
prolongado. El analisis de campo abierto revel6 que los ratones lesionados redujeron
significativamente la distancia recorrida en la arena, lo que confirma el impacto motor
de la lesién nigroestriatal. El grupo trasplantado no mostré una recuperacion evidente
en la distancia recorrida, pero si presentd una leve mejora en la actividad exploratoria
y en la frecuencia de episodios estereotipados. Esto sugiere que el trasplante celular
podria tener un efecto modulador sobre algunos comportamientos motores, pero sin

una restauracion completa de la movilidad.

Otro hallazgo relevante es la evaluacion de la marcha y la actividad motora. Sun et al.
(2022) reportaron alteraciones en el patron de marcha y una disminucion en la
coordinacion motora que se mantuvo hasta seis semanas post-lesion, con una

recuperacion parcial en las semanas posteriores. En el presente estudio, los



resultados del analisis de huella mostraron que los animales trasplantados exhibieron
una mayor apertura en la pisada ipsilateral y contralateral, lo que sugiere un impacto
del trasplante en la coordinacion motora. Sin embargo, la falta de diferencias
significativas en otras pruebas de actividad motora indica que el trasplante no fue
suficiente para restaurar completamente la funcion locomotora, posiblemente debido
a un numero insuficiente de células trasplantadas o a la ausencia de factores troficos
adicionales. En el estudio realizado por Klein et al.,(2009), se analizaron los efectos
de los trasplantes de células progenitoras dopaminérgicas derivadas del mesencéfalo
ventral (VM E14) en la recuperacion funcional de patrones de marcha tras una lesién
inducida por la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en ratas y utilizaron pruebas
de comportamiento como: analisis de huella, marcha sobre peldafios de escalera y
rotacién inducida por farmacos para evaluar déficits motores antes y después del
trasplante. En este estudio reportaron que hubo una reduccion de errores en el uso
de las extremidades contralaterales durante la marcha, sin embargo, el patron de
marcha locomotora no se recuperé por completo. También reportaron una
recuperacion parcial en el numero de giros inducidos por apomorfina. En este estudio,
el registro del giro espontaneo mostro que los ratones lesionados realizaron un mayor
numero de giros ipsilaterales, caracteristico de la degeneracion dopaminérgica
unilateral inducida por 6-OHDA. En el grupo trasplantado, hubo una disminucion
significativa en el numero de giros ipsilaterales a partir de la semana 8, lo que sugiere
una posible restauracién parcial de la funcionalidad dopaminérgica. Esto apoya la
hipotesis de que los astrocitos trasplantados pueden promover la neuro proteccion y

facilitar la plasticidad neuronal.

En células progenitoras derivadas del epitelio olfatorio, se han identificado factores
neurotréficos secretados por hNS/PCs EO cultivadas bajo condiciones especificas de
proliferacion. Ademas, se han detectado proteinas asociadas a procesos
fundamentales como la migracién celular, la proliferacion, la diferenciacion y el
crecimiento de neuritas. Particularmente, se destaca la interleucina-6 (IL-6) y el factor
de crecimiento epidérmico (EGF), reconocidos por su papel relevante en la induccién

y promocion de la formacion de astrocitos (Gomez-Virgilio et al., 2018).

Se ha demostrado que los astrocitos tienen la capacidad de liberar factores

neurotréficos y modular el ambiente inflamatorio, lo cual pudo promover una



recuperacion parcial en parametros conductuales como los giros ipsilaterales y la

amplitud de la marcha.

No obstante, los resultados no fueron uniformes ni estadisticamente significativos en
todas las pruebas, lo que sugiere que la integracion y la funcionalidad de las células
trasplantadas es moderada y no implica una restauracion completa de las vias
dopaminérgicas dafadas. Esto evidencia la necesidad de combinar el trasplante
celular con otras estrategias terapéuticas para potenciar sus efectos, ademas de que
los estudios revisados reportan trasplantes de mas de 100.000 células, por ejemplo,
Klein et al., 2009 report6 un total de 400.000 células trasplantadas en cada rata, lo

que sugiere otra limitante para el presente estudio y los resultados obtenidos.

Los resultados de ambos estudios, tanto los obtenidos por Sun et al. (2022) como los
nuestros, resaltan la importancia del modelo de 6-OHDA en la evaluacién de terapias
para la enfermedad de Parkinson. Si bien el trasplante de astrocitos derivados del
epitelio olfatorio humano muestra cierto potencial en la recuperacion parcial de la
funcién motora, su impacto parece ser limitado y no alcanza una restauracion total.
Los hallazgos de Sun et al. (2022) refuerzan la idea de que existen mecanismos de

compensacion enddgenos en la recuperacion motora.

CONCLUSION

En campo abierto, el trasplante de células no revierte la disminucion de la actividad

ambulatoria provocada por la lesién del estriado.

En cuanto a la actividad repetitiva medida por estereotipias, el trasplante de células
no revierte la disminucién de estereotipias provocada por la lesion del estriado.

La lesion también reduce la actividad vertical tanto en tiempo como en el numero de
eventos y el trasplante no recupera esta conducta, por el contrario, parece afectarla

aun mas disminuyendo el tiempo que invierte en ella.

Los ratones se recuperan el desbalance motor juzgado por el giro ipsilateral y

contralateral con el paso del tiempo.



En conclusion, aunque el trasplante celular muestra una potencial opcion terapéutica,
sus limitaciones resaltan la complejidad inherente de tratar la neurodegeneracion y la

necesidad de enfoques mas integrales para abordar este desafio clinico.

El trasplante de posibles astrocitos derivados del epitelio olfatorio humano muestra
ser una buena opcion terapéutica segun estudios previos, sin embargo, hacen falta
muchos mas experimentos para demostrar que realmente cumplen un papel de
reinervacion neuronal, por ejemplo, aumentar significativamente el numero de células
trasplantadas, esto permitira una mejor integracion de las células y/o una mayor
liberacién de factores neurotréficos, por otro lado, una vez realizadas las pruebas
conductuales presentadas en este estudio se propone realizar otro tipo de pruebas
que representen con mayor precision el dafio neuronal ocasionado por la 6-OHDA,
como por ejemplo la prueba del cilindro y rotacién inducida por apomorfina, ademas
de evaluar otros parametros en la prueba de marcha sobre una pasarela. Todo esto
podria mejorar los resultados obtenidos presentando diferencias estadisticamente

significativas.
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