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Resumen.

La" Enfermedad" de" Parkinson" es" la" segunda" enfermedad" neurodegenerativa" que" afecta" a" la"

población"adulta"mayor"alrededor"del"mundo,"la"afectación"motora"que"se"desarrolla"por"esta"

enfermedad" provoca" una" disminución" en" la" calidad" de" vida" del" paciente." Dicha" afectación""

motora"es"provocada"por" la"disminución"de"dopamina"en" la" región"de"Ganglios"Basales" y" se"

debe"a"la"perdida"selectiva"de"neuronas"dopaminégicas"de"la"Sustancia"Negra.""

Se"han"generado"diversas"terapias"farmacológicas"y"quirúrgicas"que"intentan"contrarrestar"los"

efectos" de" la" Enfermedad" de" Parkinson," sin" embargo," estas" terapias" solo" logran" un" efecto"

paliativo."El"desarrollo"de"técnicas"en"manipulación"celular"han"generado"nuevas"terapias"que"

no" solo" buscan" contra" restar" la" enfermedad" si" no" reemplazar" las" células" que" se" perdieron"

debido"a"la"enfermedad."

Por"tanto"en"este"proyecto"se"generó"un"protocolo"para"la"obtención"de"células"de"la"Sustancia"

Nigra"de"origen"adulto."Los"resultados"obtenidos"muestran"que"es"posible"obtener"cultivos"con"

células"vivas""funcionales"y"del"tipo"celular"que"se"desea."Los"experimentos"electrofisiológicos"

mostraron" comportamientos"muy" similares" a" los" reportados" por" la" literatura" ante" estímulos"

hiperpolarizantes" y" los" resultados" inmunocitoquímicos" mostraron" resultados" positivos" a"

tirosina" hidroxilasa," enzima" encargada" de" la" formación" de" dopamina" en" las" neuronas"

dopaminérgicas."
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1.Introducción.

La"enfermedad"de"Parkinson"es"una"enfermedad"de"tipo"neurodegenerativo"que"inicia"

en"promedio"alrededor"de"los"55"años"y"por"tanto"afecta"principalmente"a"la"población"

de"adultos"mayores"alrededor"del"mundo."Aunque"existen"diversas"hipótesis"sobre"el"

inicio"de" la"enfermedad;" se"ha"podido" concluir"que" la" alteración"y"disminución"en"el"

número"de" las"neuronas"secretoras"de"dopamina"de" la"Sustancia"Nigra,"provocan" los"

diversos"síntomas"motores"característicos"de"la"Enfermedad"de"Parkinson"[1,2]."

La" principal" terapia" utilizada" en" pacientes" con" Parkinson" es" la" farmacológica." Los"

resultados" son" favorables"durante" los"primeros"meses"pero"en" largos"periodos" se"ha"

observado"la"aparición"de"eventos"adversos"como"lo"es"la"generación"de"movimientos"

involuntarios."Las"terapias"de"tipo"quirúrgico"que"se"han"generado"para"el"Parkinson"se"

basan" en" la" estimulación" de" núcleos" basales," sin" embargo," representan" un" riesgo"

importante"y"solo"algunos"pueden"ser"candidatos"a"dicho"tratamiento"[3,4]."

El"avance"en"la"manipulación"de"tejidos"y"material"celular"han"generado"protocolos"con"

resultados"muy" prometedores" para" la" recuperación" funcional" y" a" largo" plazo" de" los"

pacientes"con"Parkinson."Los"principales"protocolos"que"se"han"generado"han"sido"en"

modelos"animales"principalmente"en"rata"y"ratón."Esto"se"debe"principalmente"a"que"

se" facilita" llevar" a" cabo"diversos" protocolos" de" investigación"que"pueden"escalarse" a"

protocolos" en" humanos," pues" se" comparten" ciertas" características" anatómicas" y"

funcionales"[30]."

El" principal" problema" que" se" observa" durante" estos" protocolos" es" el" origen" de" las"

células" que" se" utilizan," pues" existen" problemas" éticos" por" el" uso" de" células"

embrionarias"o"fetales"y"problemas"que"pueden"generar"eventos"iatrogénicos,"como"es"

el"uso"de"células"troncales,"las"cuales"aunque"pueden"diferenciarse"a"la"célula"deseada"

puede"ser"una"célula"potencialmente"generadora"de"tumores"[6,7]."

Por"otra"parte"los"protocolos"que"se"han"generado"se"concentran"principalmente"en"la"

producción"de"cultivos"que"aíslan"a"las"neuronas"dopaminérgicas,"dejando"a"un"lado"a"

las" células" acompañantes" las" cuales" se" ha" demostrado" benefician" el" desarrollo"
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metabólico" tanto" de" la" célula" como" de" los" neurotransmisores" producidos" por" la"

neurona"[8]."

Por" lo" que" este" trabajo" busca" generar" un" protocolo" que" brinde" una" alternativa" a" la"

obtención"de"células"nerviosas"y"gliales"que"se"ubican"en"la"Sustancia"Nigra"y"que"sean"

de" origen" adulto" en" un"modelo" de" rata." El" origen" adulto" de" estas" células" permitirá"

obtener" neuronas" dopaminérgicas" desarrolladas" de" manera" natural" y" así" evitar"

problemas"de"diferenciación"y"proliferación"descontrolada."Se"busca"también"que" las"

células"una"vez"obtenidas"del"donador"mantengan"su"actividad"eléctrica"y"química,"se"

puedan"caracterizar"y"que"el"protocolo"sea"reproducible."

" !
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2.Antecedentes.

2..1.Enfermedad.de.Parkinson.

La" Enfermedad"de" Parkinson" (EP)" es" la" segunda" enfermedad"neurodegenerativa" que"

afecta"alrededor"del"1.5%"de"la"población"adulta"mayor"alrededor"del"mundo"[25]."La"

EP"fue"descrita"en"1817"por"James"Parkinson"quien"la"caracterizó"clínicamente"con"los"

siguientes"síntomas;"rigidez,"temblor,"pérdida"de"la"postura,"bradiquinesia,"ausencia"de"

expresión" facial" y" en" algunos" pacientes" se" presentan" problemas" psiquiátricos" y"

cognitivos"[2,8]."

En" 1960" Ehringer" y" Hornykiewicz" demostraron" que" los" pacientes" que" padecen" EP"

muestran"una"disminución"de"Dopamina" (DA)" en" la" región"de"Ganglios"Basales" (GB),"

dicha" disminución" de" DA" se" presenta" en" el" Cuerpo" Estriado" (CE)," y" se" debe" a" la"

disminución"en"el"número"de"neuronas"secretoras"de"DA;"lo"que"permitió"caracterizar"

a" la" EP" como" una" enfermedad" crónica" neurodegenerativa" generada" por" la" pérdida"

progresiva"y" selectiva"de"Neuronas"Dopaminérgicas" (NDA)"de" la" Sustancia"Nigra" (SN)"

[8,9]."

Las"causas"de"la"EP"no"han"sido"del"todo"establecidas,"sin"embargo,"se"ha"encontrado"

evidencia"que"puede"explicar"el"inicio"de"la"enfermedad."La"principal"causa"a"la"que"se"

le"atribuye"el"origen"de" la"EP"es"de"tipo"genético"y"se"caracteriza"por"mutaciones"del"

gen"Alfa"Sinucleína"(αUsyn)."La"mutación"de"dicho"gen"genera"la"sobre"expresión"de"αU

syn"formando"inclusiones"citoplasmáticas"(cuerpos"de"Lewis)"en"las"NDA."Los"cuerpos"

de" Lewis" que" se" encuentran" dentro" de" la" neurona" provocan" una" disfunción"

mitocondrial,"generando"estrés"oxidativo,"el"cual"es"acompañado"por"el"disparo"de"la"

respuesta"inmune,"que"da"como"resultado"la"degeneración"de"las"NDA"[22U27]."
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Al" existir"una"disminución"del"60%"al"80%"de"NDA," se"pueden"observar" los"primeros"

síntomas"motores,"la"disminución"de"DA"liberada"a"nivel"del"CE"provoca"un"aumento"en"

la" inhibición" del" tono" de" las" neuronas" espinosas" del" CE," generando" así" los" síntomas"

característicos"de"la"enfermedad"[1].""

Se"ha"observado"que"no"solo"las"NDA"se"ven"afectadas"en"la"EP."Las"células"gliales"como"

los"astrocitos,"también"sufren"acumulación"de"αUsyn"mientras"que"los"oligodendrocitos"

aunque"no"acumulan"αUsyn,"disminuyen" la"mielinización"de" las"NDA."La"alteración"de"

las"células"acompañantes"de"las"NDA"aumentan"la"degeneración"de"las"NDA"[13]."

2.2.Ganglios.Basales.

La" disminución" del" material" celular" y" del" neurotransmisor" DA" en" la" región" de" GB"

provocan" los"principales" síntomas"en" los"pacientes" con"EP,"debido"a"que" la"principal"

función" atribuible" a" los"GB"es" la" de" ser"un" regulador"de" la" correcta" ejecución"de" los"

movimientos,"debido"a"sus"múltiples"vías"de"comunicación"[1U10]."

"

Figura%1%Anatomía%de%los%Ganglios%Basales.%Imagen%tomada%de%[5]%

En" la" Figura" 1" se" esquematiza" la" ubicación" espacial" de" los" GB" los" cuales" regulan" la"

información"mediante"4"núcleos"principales,"los"cuales"se"encuentran"interconectados"
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y"son:"1)"cuerpo"estriado"formado"por"núcleo"caudado"y"putamen,"2)"globo"pálido"(GP)"

externo" e" interno," 3)" núcleo" subtalámico" (NST)" y" 4)" Sustancia" Nigra" (SN)" reticular" y"

compacta"[15U18]."

La" Sustancia" Nigra" compacta" (SNc)" y" la" Sustancia" Nigra" reticular" (SNr)" reciben"

información"proveniente"del"CE,"sin"embargo"su"función"y"su"salida"es"diferente."La"SNc"

como"se"mencionó,"libera"una"importante"cantidad"de"DA"hacia"el"CE,"la"cual"permite"

regular" las" diferentes" acciones" necesarias" para" la" realización" de" un"movimiento." Por"

otra"parte"la"SNr"es"uno"de"los"principales"núcleos"de"salida"de"los"GB"hacia"la"corteza"

cerebral"vía"tálamo"[19]."

Aunque"existe"una"cantidad"variada"de"información"que"entra"a"los"GB,"los"receptores"

dopaminérgicos"ubicados"en"el"CE"han"generado"dos"vías"encargadas"del"inicio"o"el"fin"

de"los"movimientos."La"primera"de"las"vías"es"la"vía"directa"y"corresponde"a"receptores"

dopaminérgicos" de" la" familia" D1" la" cual" conecta" al" CE" con" el" GPi" y" con" la" SNr." La"

segunda"vía"es"originada"por"receptores"dopaminérgicos"de"la"familia"D2"y"es"llamada"

vía"indirecta,"comunica"al"CE"con"el"GPe"y"este"último"se"comunica"con"el"NST"(Figura"

2)."La"vía"“directa”"e"“indirecta”"tienen"efectos"opuestos"sobre"el"circuito"motor,"por"

una"parte" la"vía"“directa”"ejerce"un"efecto" inhibitorio"mientras"que" la"vía"“indirecta”"

ejerce"un"efecto"excitatorio"sobre"las"neuronas"que"conforman"al"GP"[6U11]."

La" ejecución" de" un" movimiento" corporal" se" genera" gracias" a" la" vía" directa," la" cual"

permite"que" las"neuronas"del"GPi"y"SNr"se" inhiban,"generando"una"disminución"de" la"

inhibición"tónica"del"tálamo,"permitiendo"así"la"ejecución"del"movimiento"[6U11]."

"
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"

Figura%2%Representación%de%las%vías%directa%e%indirecta%en%el%sistema%nigroestriado.%Imagen%tomada%de%[7]%

Es" por" ello" que" la" SN" juega" un" importante" rol" en" el" inicio" o" finalización" de" los"

movimientos"voluntarios"y"la"afectación"de"esta"región"provoca"que"los"pacientes"con"

EP"tengan"gran"dificultad"ya"sea"para"iniciar"o"finalizar"un"movimiento"a"voluntad."

2.3.Neuronas.Dopaminérgicas.y.Células.Gliales.

Como"se"mencionó,"las"células"que"se"alteran"durante"la"EP"son"las"células"de"la"SNc,"

neuronas" " catecolaminérgicas" denominadas" NDA" debido" al" neurotransmisor" que"

liberan," dopamina." Sin" embargo," como" se" observa" a" lo" largo" de" todo" el" cerebro;" las"

células"nerviosas"o"neuronas"se"encuentran"acompañadas"de"células"que"permiten"el"

funcionamiento"de"las"células"nerviosas"y"son"las" llamadas"células"gliales"o"neuroglia,"

que"a"diferencia"de"las"células"nerviosas"no"presentan"propiedades"excitables."

La" DA" es" sintetizada" en" las" terminales" nerviosas" de" las" NDA," como" en" el" caso" de" la"

síntesis" de" adrenalina" y" noradrenalina," sigue" el"mismo"principio" de" hidroxilar" a" la" LU

tirosina." Son" las" enzimas" Tirosina" Hidroxilasa" (TH)" y" LUDOPA" descarboxilasa" las"

encargadas"de"la"síntesis"final"de"la"dopamina."Las"enzimas"TH"y"LUDOPA"descarboxilasa"
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son"enzimas"reguladoras"que"limitan"la"síntesis"de"la"dopamina,"obsérvese"la"Figura"3"

[9].""

"

Figura%3%Vía%metabólica%de%la%Dopamina.%Imagen%tomada%de%[11]%

Las"neuronas"de" la" SN"pueden"clasificarse"en"base"a" la"morfología"del" soma."Existen"

dos"tipos"de"morfología"presente"en"las"NDA,"las"de"soma"ovoide"o"poligonal"y"las"de"

soma"fusiforme"[12U15]."Las"neuronas"ovoides"tienen"un"diámetro"promedio"de"entre"

20"y"35"µm,"mientras"que" las" fusiformes" tienen"un" tamaño"de"entre"15"y"25"µm." La"

morfología" de" las" NDA" determina" su" localización" a" lo" largo" de" la" SN," las" neuronas"

fusiformes"se"ubican"principalmente"en"las"zonas"dorsales"de"la"SN"mientras"que"las"de"

soma"ovoide"se"ubican"en" la" región"ventral"de" la"SN."Las"prolongaciones"axónicas"de"

ambas" células" recorren"grandes"distancias"que"van"desde" las"100"µm"hasta" las"2500"

µm"en"diferentes"direcciones,"inervando"principalmente"la"SNr"[12U15]."
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La"morfología"característica"de"las"NDA"contribuye"a"funciones"propias"de"este"tipo"de"

neuronas,"como"lo"es"el"almacenamiento"y"liberación"de"DA,"la"cual"es"dependiente"del"

Ca++"intracelular"[11U15]."

Como"se"ha"mencionado," las" células"que"acompañan"a" las"NDA" son" conocidas" como"

células" gliales." Las" células" gliales" son" las" encargadas" de" brindar" el" apoyo" para" la"

correcta" homeostasis" de" las" NDA," y" se" componen" de" tres" tipos:" astrocitos,"

oligodendrocitos"y"microglia."

Los"astrocitos"son"células"que"están"muy"relacionadas"al"correcto" funcionamiento"de"

las"neuronas."Entre"las"principales"funciones"que"se"le"atribuyen"a"los"astrocitos"es" la"

regulación" de" la" comunicación" de" la" barrera" hematoencefálica," permitiendo" así" el"

intercambio" de" nutrientes" y" desechos" de" las" neuronas." [16U18]." A" esta" función"

homeostática" se" le" suma"un"control"de" iones,"metabolitos" y"moléculas"neuroactivas,"

este"control"es"sumamente"necesario"debido"a"que"la"excitabilidad"neuronal"es"llevada"

a"cabo"por"el" flujo"de" iones"que"se"mueven"gracias"a"gradientes"electroquímicos"[16U"

18]."Por"ello"los"astrocitos"están"fuertemente"relacionados"con"el"metabolismo"de"los"

neurotransmisores."La"acción"de"reciclar"neurotransmisores"permite"el"control"de"pH"

del"ambiente"del"SNC,"pues"se"considera"a"los"neurotransmisores"como"los"principales"

responsables"en"modificaciones"del"pH"del"SNC"[16U18]."

Por"otra"parte,"los"oligodendrocitos"son"los"responsables"de"la"eficiencia"y"velocidad"de"

conducción," debido" a" la" propiedades" que" estas" células" tienen" para" la" generación" de"

mielina" [16,"19]."Los"oligodendrocitos" también"son"responsables"de" la"producción"de"

factores"neurotróficos"como"el" factor"neurotrófico"derivado"de"glia" (GDNF),"el" factor"

de"transformación"de"crecimiento"β2"y"activina"2."Por"lo"anterior,"los"oligodendrocitos"
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participan" de" manera" activa" en" el" crecimiento" y" manutención" del" ambiente" que"

requieren"las"neuronas"[21]."

Finalmente" la"microglia"es" identificada"como" la"primera" línea"de"defensa" inmune," " la"

responsable" de" la" respuesta" innata" del" Sistema" Inmune" del" SNC;" además," detecta"

cambios"críticos"en"la"actividad"y"salud"neuronal"eliminando"células"nerviosas"muertas"

o"dañadas"[20]."

2.3.Terapia.Celular.

Al" existir" en" la" EP" una" disminución" de" DA" en" el" CE," se" han" desarrollado" diversas"

alternativas"que"busquen"aminorar" o" eliminar" las"manifestaciones"de" la" enfermedad"

incrementando" los" niveles" de" DA." El" desarrollo" de" nuevas" y" mejores" técnicas" de"

manipulación" celular" han" dejado" a" un" lado" a" terapias" convencionales" que" solo" han"

mostrado"resultados"paliativos"e"inclusive"provocando"eventos"adversos"[30U31]."

Las" terapias" convencionales" más" conocidas" y" utilizadas" son" las" farmacológicas." Los"

tratamientos"suelen"ser"apropiados"cuando"la"EP"es"diagnosticada"tempranamente,"sin"

embargo,"no"puede"detener"la"neurodegeneración"de"las"NDA"de"la"SN."Las"terapias"de"

tipo"quirúrgico"se"realizan"a"partir"de"la"colocación"de"electrodos"directamente"sobre"el"

NST" o" el" GP." Los" resultados" pueden" llegar" a" ser" positivos," pero" dependen" en" gran"

medida"de"la"selección"adecuada"del"paciente"y"de"la"adecuada"ejecución"de"la"técnica"

[38]."

Pero" al" comprender" que" en" la" EP" se" disminuye" el" número" de" NDA" en" la" SNc," se"

entiende"que"no"solo"basta"con"disminuir"los"síntomas"de"los"pacientes."El"objetivo"se"

ha" centrado" en" sustituir" el" material" celular" perdido" por" tejido" o" células" que" sean"
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funcionales"y"capaces"de"sobrevivir,"para"así" regresar"el"estado"funcional"de" los"GB"y"

por"ende"disminuir"los"síntomas."

Los"múltiples"protocolos"de"trasplante"tisular"y"celular"que"se"han"realizado"a"lo"largo"

de" los" años" definieron" que" el" material" trasplantado" debe" sobrevivir" por" largos"

periodos,"integrarse"al"huésped"y"otorgar"una"recuperación"funcional"[30U32]."

Una"de"las"características"del"SNC"ante"la"terapia"tisular"y"celular,"es"que"el"cerebro"es"

un" sitio" de" actividad" inmunológica" privilegiada," lo" que" permite" que" exista" un"menor"

riesgo"de"rechazar"el"material"trasplantado."La"manera"en"que"puede"realizarse"dichas"

terapias" es" a" través" de" fragmentos" de" tejido," tejido" diseccionado" y" finalmente" por"

medio"de"la"inyección"de"células"[29,"31]."

Fue"hasta"1988"cuando"se"realizaron"los"primeros"protocolos"de"trasplantes"autólogos;"

es"decir," trasplantes"que"utilizan"material" tisular"o"celular"del"mismo"paciente"con" la"

finalidad"de"aumentar" la"histocompatibilidad"y"disminuir"el" rechazo."La"utilización"de"

trasplante" de" medula" adrenal" mostró" resultados" positivos" en" pacientes" con" EP." La"

razón"por"la"cual"se"utilizó"medula"adrenal"es"debido"a"que"las"células"cromafinas"de"la"

médula" adrenal" producen" y" liberan" cantidades" substanciales" de" catecolaminas," las"

cuales"pertenecen"a"la"familia"de"la"DA"[30]."

Actualmente"existe"una"amplia"variedad"de"las"células"empleadas,"como"son"las"células"

troncales," embrionarias," células" pluripotenciales" inducidas," células" mesenquimales" y"

células" neuronales" fetales" [7,31,33]." Lo" que" ha" generado" una" gran" cantidad" de"

protocolos" con" resultados," que" aunque" favorables," experimentalmente" no" pueden"

generar" el" salto" para" su" aplicación" en" pacientes" con" Parkinson," debido" a" la" poca"
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supervivencia"de"las"células"y"a"la"inestabilidad"proliferativa"de"algunas"de"estas"células"

que"podrían"generar"tumores."

Las"células"de"origen"troncal"ya"sean"autólogas"o"heterólogas"(aquellas"que"no"son"del"

paciente"pero"conservan"la"misma"información"genética"de"la"especie)"han"producido"

los"mejores" resultados," ya" que" han" podido" generarse"NDA" las" cuales" han" logrado" la"

recuperación"funcional"motora"[31,32]."

Las" células" embrionarias" son" células" pluripotenciales" obtenidas" de" los" blastocitos"

embrionarios," pudiendo" diferenciarse" en" diversas" células." Las" células" embrionarias"

cuentan" con" una" gran" capacidad" de" autoUregeneración" ," lo" que" otorga" su" principal"

ventaja"y"por"tanto"una"alta"proliferación"[7]."

Las"células"pluripotenciales" inducidas,"son"células"obtenidas"de" la"reprogramación"de"

fibroblastos" adultos" a" células" embrionarias," el" uso" de" este" tipo" de" células" permitiría"

personalizar" el" tratamiento"debido" a" ser" un" trasplante" autológo." El" principio" sería" el"

mismo"que"el"utilizado"con"células"embrionarias,"por"lo"que"los"efectos"secundarios"de"

dichos" tratamiento" son" similares," pues" el" uso" de" células" embrionarias" y" células"

pluripotenciales" inducidas"tienen"mayor"probabilidad"de"formar"tumores"y"en"el"caso"

particular" de" las" células" pluripotenciales" inducidas" podrían" adquirir" la" patología" del"

paciente"[31,"33,"34]."

Las" células" mesenquimales" son" células" multipotenciales" de" origen" mesodérmico." La"

obtención" de" este" tipo" de" células" puede" ser" del"mismo" paciente," lo" que" evitaría" un"

rechazo"del"injerto."Las"propiedades"de"este"tipo"de"células"son"inmunosupresivas"y"de"

neuroprotección,"pues"su"diferenciación"puede"dar"origen"a"astrocitos"encargados"de"
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la"secreción"de"factores"de"crecimiento"y"de"protección."La"utilización"de"este"tipo"de"

células"ha"generado"pequeñas"mejorías"en"humanos"[40]."

Finalmente"las"células"fetales"siendo"multipotenciales"brindan"una"menor"probabilidad"

de" formar" tumores," pero" están" limitadas" en" su" diferenciación" cuando" se" usan" en"

protocolos"“in$vivo”,"por"lo"que"los"resultados"son"limitados"[7]."

Existe" otra" fuente" celular" pero" que" no" es" de" tipo" troncal," diversos" estudios" hacen"

referencia" al" uso" de" células" amnióticas" epiteliales," las" cuales" al" ser" implantadas"

directamente" sobre" el" ventrículo" lateral" logran" sobrevivir" y" secretar" factores"

neurotróficos" y" neutrofinaU3," provocando" la" supervivencia" de" las" NDA" [34,37]." Un"

ejemplo"parecido,"es"el"uso"de"NDA"diferenciadas"por"el"proceso"natural"del"desarrollo"

fetal" y"que"son"obtenidas"directamente"del"mesencéfalo" fetal;"mostrando" resultados"

muy" prometedores" ya" que" han" encontrado" que" el" putamen" es" inervado" por" nuevas"

fibras"dopaminérgicas,"pero"en"esta"fuente"celular"existe"un"conflicto"ético,"debido"al"

origen"de"las"mismas"[35]."

Algunos" protocolos" han" optado" por" realizar" xenotrasplantes," es" decir" trasplante" de"

material"tisular"o"celular"entre"diferentes"especies."El"primer"intento"fue"realizado"en"

1997,"el"procedimiento"consistió"en"trasplantar"tejido"de"origen"porcino"a"un"modelo"

en" rata." Los" resultados" fueron" muy" favorables" pues" los" autores" mostraron"

recuperación"motora"y"el"tejido"sobrevivió"por"algunas"semanas."Sin"embargo,"aunque"

el"cerebro"de"cerdo"es"similar"al"humano"existe"riesgo"de"infección"con"retrovirus"o"un"

rechazo" inmunológico" lo"que"provocaría"una"gran"desventaja"en"el" uso"de"pacientes"

con"EP"[30]."
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2.4.Cultivo.Celular.

Los" cultivos" celulares" son" una" herramienta" fundamental" para" el" desarrollo" de" las"

principales" hipótesis" sobre" la" etiología" de" la" EP," y" como" se" mencionó," ha" sido"

herramienta"para"la"obtención"del"material"celular"llevado"a"trasplante."

Los" cultivos" celulares" se" realizan" en" un" medio" artificial" controlado," el" cual" intenta"

reproducir"el"ambiente"homeostático"que"requieren"las"células"para"poder"sobrevivir"y"

llevar"en"algunas"ocasiones,"acciones"específicas"como"lo"es"la"proliferación"celular"y"la"

diferenciación"a"un"tipo"celular"específico."Una"vez"obtenido"el"cultivo"celular"pueden"

aplicarse" diversos" tipos" de" protocolos" que" permitan" observar" y" analizar" el"

comportamiento" específico" a" la" modificación" directa" o" indirecta" de" los" distintos"

procesos"intra"y/o"extracelulares"[46U48]."

Los" primeros" cultivos" celulares" se" registraron" a" principios" del" siglo" XX" utilizando"

fragmentos"de"tejido."Fue"hasta"mediados"del"siglo"XX"cuando"se"expandió"el"estudio"

de"los"cultivos"celulares"logrando"obtener"cultivos"con"células"dispersas"[38,"39]."

Aunque"en" teoría"es"posible" cultivar" cualquier" tipo" celular," es"necesario" comprender"

los" requerimientos" celulares" para" poder" desarrollar" el" protocolo" necesario" para" su"

obtención"y"manutención."La"clasificación"de"los"cultivos"en"base"a"su"estructura"puede"

definirse"en"tres"grandes"tipos"de"cultivo:"cultivo"de"órganos,"cultivo"de"tejido"y"cultivo"

de"células"disgregadas"[46]."

El" cultivo" de" células" disgregadas" busca" generalmente" obtener" una" población"

homogénea"de"algún" tipo"particular"de"célula."Esto"se" logra"aislando"a" las"células"de"

interés"de"células"acompañantes."Este"tipo"de"cultivos"son"relativamente"nuevos," fue"
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en"los"años"50"cuando"se"comenzaron"a"utilizar"agentes"enzimáticos"como"la"tripsina,"

la"cual"permitió"disgregar"el"tejido," logrando"así"separar"y"obtener"cultivos"de"células"

específicas"[46]."

Una" vez" realizada" la" disgregación" del" tejido," es" necesario" que" el" material" celular"

obtenido"sea"cultivado"en"recipientes"que"cumplan"estrictas"normas"de"esterilización"y"

que"además"favorezcan"la"adhesión"celular."La"adhesión"celular"es"indispensable"para"

la"proliferación"celular"[46]."

Los"cultivos"celulares"primarios"se"obtienen"de"células"de"algún"donador."Una"vez"que"

se" ha" obtenido" el" cultivo" primario" se" inician" procesos" de" proliferación," siempre" y"

cuando"las"células"preserven"esta"capacidad;"como"por"ejemplo,"las"células"epiteliales."

Al"alcanzar"el"70%"de"confluencia"del"recipiente"en"el"que"fueron"cultivadas"las"células,"

se"realiza"el"primer"pase,"es"decir,"se"trasladan"las"nuevas"células"a"otro"recipiente"que"

le"permita" volver"a"multiplicarse," y" así" sucesivamente."Algunos" tipos" celulares"de" los"

cultivos"primarios"no"es"posible"su"multiplicación"o"proliferación,"como"es"el"caso"de"

las"neuronas"de"tejido"nervioso"adulto"en"general."Es"posible"también"realizar"cultivos"

celulares"de"líneas"celulares,"las"cuales"se"venden"comercialmente"y"cuyo"origen"es"de"

células" tumorales"que"preservan" las" características"morfológicas" y" funcionales"de" las"

células" diferenciadas" de" las" que" provienen;" este" tipo" de" cultivos" puede" generar" una"

importante" cantidad" de" material" celular" que" puede" caracterizarse" y" estudiarse" de"

diferentes"maneras,"como"con"pruebas"bioquímicas"o"electrofisiológicas,"entre"otras."

Aunque"los"cultivos"celulares"otorgan"la"oportunidad"de"realizar"diversos"protocolos"en"

ambientes"controlados,"existe"el"problema"de"identificar"el"material"celular"con"el"que"

se"está"trabajando"debido"a"que"los"cultivos"primarios"son"heterogéneos,"es"decir,"hay"
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más" de" un" tipo" celular." Por" ello" se" han" generado" diversas" técnicas" que" permitan" la"

identificación"del"material"celular"con"el"que"se"está"experimentando."

Existen"técnicas"para"la"identificación"que"van"desde"las"más"sencillas,"a"través"del"uso"

del"microscopio"e"identificación"de"células"por"su"morfología;"hasta"las"más"complejas"

como"lo"es"la"identificación"por"secuencias"de"ADN,"permitiendo"que"la"identificación"

del"tipo"celular"sea"cada"vez"más"precisa"y"exacta"[46]."

Entre"la"diversidad"de"técnicas"de"identificación"celular"está"la"del"uso"de"marcadores"

enzimáticos," ya" que" existen" enzimas" que" se" encuentran"de"manera" característica" en"

algún"tipo"celular,"como"en"la"producción"de"algún"neurotransmisor.""

La" identificación" por" marcadores" enzimáticos" se" puede" realizar" a" través" del" uso" de"

anticuerpos" y" es" conocida" como" técnica" inmunocitoquímica.;" la" cual" permite" la"

combinación" de" diferentes" anticuerpos" para" identificar" más" de" una" característica"

haciendo"la"identificación"más"precisa"y"exacta"[46]."

Es"importante"recalcar"que"para"la"realización"de"cultivos"celulares"se"deben"cumplir"y"

dominar" técnicas" de" extrema" asepsia" lo" que" garantiza" obtener" cultivos" celulares"

adecuados."El"material"y"los"medios"utilizados"en"los"cultivos"primarios"deben"cumplir"

procesos"elaborados"de"purificación"y"esterilización."Esto"se"debe"a"que"al"ser"medios"

ricos" en" nutrientes" también" son" medios" propicios" para" el" crecimiento" de" agentes"

tóxicos"para"los"cultivos"como"es"el"caso"de"bacterias,"hongos,"etc."

Esto" implica"que" la"realización"de"un"cultivo"se" lleve"a"cabo"en"zonas"específicas"que"

minimicen" el" riesgo" de" contaminación" de" los" cultivos," por" lo" que" es" necesario" la"

utilización"de"equipo"diseñado"para"cumplir"en"gran"medida"con"este"objetivo."Se"han"
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desarrollado" campanas" de" flujo" laminar" que" no" permiten" la" entrada" de" aire" con"

posibles" agentes" contaminantes," incubadoras" que" no" solo" permiten" otorgar" la"

temperatura," humedad" y" saturación" de" CO2" que" requieren" las" células" para" su"

supervivencia,"sino"que"reducen"la"entrada"de"agentes"contaminantes"[46]."

2.5.Electrofisiología.

Las"propiedades"eléctricas"que"presentan"las"células"es"otra"manera"de"identificar"a"las"

células"de"un"cultivo" celular." Las" células" se"pueden"clasificar"desde"el"punto"de"vista"

eléctrico"en"dos"tipos"celulares:"excitables"y"no"excitables."La"principal"característica"de"

las" células"excitables"es"el"uso"de"actividad"eléctrica"específica"para" la" realización"de"

sus"funciones"como"la"contracción"muscular,"la"secreción"hormonal"o"la"comunicación"

y"procesamiento"de"información"[28]."Las"células"no"excitables,"como"las"células"gliales,"

cuentan"con"propiedades"eléctricas"únicamente"pasivas,"o"sea,"no"generan"Potenciales"

de"Acción"(PA)."

2.5.1.Propiedades.Eléctricas.de.las.Células.Excitables.

Las"células"excitables"presentan"propiedades"eléctricas"pasivas"al"igual"que"las"células"

no" excitables;" pero" además," propiedades" eléctricas" no" lineales" que" les" permite"

desarrollar"cambios"bruscos"en"su"potencial"de"membrana"ante"estímulos"apropiados"

en"forma"de"potenciales"de"acción."

2.5.2.Actividad.Eléctrica.en.las.Neuronas.

Se" llama" potencial" de" reposo" al" potencial" de"membrana" de"DC" que" se" genera" en" la"

célula" debido" a" sus" propiedades" pasivas." Este" potencial" es" generado" por" la"

permeabilidad"selectiva"mayoritariamente"al"potasio"(K+)"y"sus"valores"fluctúan"entre"U

70"y"U"50mV"en"la"mayoría"de"las"neuronas"[28]."En"las"neuronas,"a"partir"del"potencial"
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de"reposo,"el"potencial"de"membrana"puede"modificarse"aumentando"o"disminuyendo"

por"los"potenciales"postsinápticos"que"se"producen"en"las"dendritas"y"que"se"propagan"

hacia"el"soma."Si" la"suma"algebraica"de" los"potenciales"postsinápticos"aumenta"hasta""

un"valor"umbral"se"dispara"un"potencial"de"acción"[28]."

2.5.3.Potencial.de.Acción.

Como"se"comentó,"si"el"potencial"de"membrana"en"el"segmento"inicial"aumenta"hasta"

un"valor"umbral,"se"produce"un"cambio"brusco"en"el"potencial"de"membrana"en"forma"

de" espiga," denominado" potencial" de" acción" (Figura4)." El" potencial" de" acción" es"

producido" por" la" apertura" del" canal" rápido" de" Na+" (fase" despolarizante)" y" por" la"

apertura" tardía" de" los" canales" de" K+" del" rectificador" tardío" (en" la" fase" de"

repolarización);"sin"embargo,"el"cierre"lento"de"los"canales"voltajeUdependientes"de"K+"

genera"un"potencial"de"membrana"más"negativo"que"el"potencial"de"reposo,"lo"cual"se"

conoce"como"hiperpolarización"[28]."Otro"factor"que"contribuye"a"la"repolarización"es"

la"inactivación"de"los"canales"de"Na+."Estas"propiedades"no"lineales"son"producto"de"la"

dependencia" del" voltaje" y" del" tiempo" de" la" apertura" de" los" canales" de" Na+" y" K+." La"

generación" del" PA" se" rige" por" la" ley" del" todo" o" nada," es" decir," si" un" estímulo"

despolarizante"no"es"lo"suficientemente"grande"para"superar"el"potencial"umbral,"no"se"

producirá"el"PA"[28]."El"PA"que" inicia"en"el"segmento" inicial"se"propaga"a" lo" largo"del"

axón"hasta"la"terminal"nerviosa"donde"induce"la"liberación"de"neurotransmisor"[28]."

"
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"

Figura%4%Representación%gráfica%de%un%PA.%Imagen%tomada%de%
[http://www.unizar.es/departamentos/bioquimica_biologia/docencia/ELFISICABIOL/PM/PotMemFB.htm]%

Es" necesario" mencionar" que" el" PA" no" se" puede" generar" una" vez" que" la" célula" se"

encuentra" recuperándose" de" un" PA" anterior," pues" durante" un" periodo" los" canales"

voltajeUdependientes" de"Na+" se" encuentran" inactivados" y" aunque" exista" un" estímulo"

apropiado"no"se"producirá"un"PA,"este"periodo"es"conocido"como"periodo"refractario"

absoluto." Sin" embargo," si" existe" una" recuperación" parcial" de" la" inactivación" de" los"

canales"de"Na+,"pueden"recibir"un"estímulo"lo"suficientemente"grande"para"generar"un"

nuevo" PA," a" este" periodo" se" le" conoce" como" periodo" refractario" relativo." Estos" dos"

periodos" son" los" encargados"de"determinar" la" frecuencia"de"disparo"de"PA"neuronal"

[28]."

En" la" región" de" la" SNc" se" pueden" describir" dos" tipos" de" NDA." El" principal" tipo" de"

neurona"que"representa"entre"un"50"y"70%""de"las"NDA"en"la"SNc,"presentan"actividad"

espontanea"típica"con"disparos"en"patrón"de"marcapasos,"también"presentan"una"lenta"

despolarización"ante"prominentes"hiperpolarizaciones"generadas"por"DA"[12U15].""

"

" .
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3.Justificación.

La"utilización"de"terapia"celular"como"un"tratamiento"no"paliativo"en"la"Enfermedad"de"

Parkinson"ha"generado"una"serie"de"trabajos"que"buscan"la"obtención"de"una"fuente"de"

células"las"cuales"sean"funcionales,"capaces"de"sobrevivir"en"el"huésped,"y"sobre"todo,"

no"generen"eventos"adversos"a"medida"que" su"desarrollo" se" lleve"a" cabo"dentro"del"

huésped."

La" literatura" especializada" ha" reportado" la" utilización" de" células" troncales" de" origen"

embrionario" y" neonatal." Estas" células" son" sometidas" a" procesos" de" diferenciación"

generando"cultivos"totalmente"puros"de"NDA,"dejando"a"un"lado"a"las"células"nerviosas"

acompañantes"y"a"las"células"gliales,"las"cuales"han"demostrado"ser"pieza"fundamental"

en"el"desarrollo"y"mantenimiento"de"las"células"nerviosas"de"todo"el"cerebro."

Por" otra" parte" la"manipulación" a" la" que" son" sometidas" estas" células" puede" dejar" de"

manera" latente" riesgos" de" desUdiferenciación" de" las" células," y" por" tanto," una"

proliferación"descontrolada"de" las"células" inyectadas"produciendo" tumores."El"origen"

embrionario"o"neonatal"de"las"células"que"son"utilizadas"por"dichos"protocolos"es"tema"

de" controversia;" sin" embargo," su" empleo" se" ha" justificado" por" sus" excelentes"

resultados" debido" a" su" fácil" proliferación." Se" ha" dejado" a" un" lado" la" alternativa" de"

utilizar"células"que"no"requieren"procesos"de"diferenciación"como"lo"son"las"células"de"

origen" adulto," las" cuales" reciben" su" proceso" de" diferenciación" de" manera" natural."

Posiblemente" esto" sea" debido" a" la" dificultad" de" contar" con" un" protocolo" de" cultivo"

primario"de"NDA"de"adulto."

Por" lo" que" este" proyecto" pretende" demostrar" que" NDA" adultas" son" capaces" de"

obtenerse" y" llevarse" a" cultivo" en" un"medio" artificial" conservando" sus" características"
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morfológicas"y" funcionales;" siendo"una"alternativa"para"una"nueva" fuente"de"células,"

que" al" sumarse" con" células" gliales," puedan" dar" una" recuperación" funcional" si" son"

llevadas"a"trasplante.""

" "
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3.1$Hipótesis$

Es"posible"obtener"y" caracterizar"NDA"de"un"coUcultivo"de"células"nerviosas"y" células"

gliales" de" la" SN" de" origen" adulto," las" cuales" pueden" mantenerse" en" un" ambiente"

controlado."

3.2$Objetivos$Generales$

• Obtener"y"caracterizar"un"coUcultivo"de"células"nerviosas"y"gliales"de"origen"
adulto"de"Sustancia"Nigra."

3.3$Objetivos$Particulares$

• Generar"un"protocolo"para"el"cultivo"primario"de"NDA."

• Caracterizar"el"coUcultivo"de"NDA"a"través"de"métodos"inmunocitoquímicos."

• Registros"de"la"actividad"eléctrica"del"coUcultivo"de"NDA"a"través"de"métodos"

electrofisiológicos."

"

"

"

"

"

"

"

"

"

"

"

"

"

"
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4.Material.y.Métodos.

La" realización" de" cultivos" celulares" requiere" de" una" preparación" previa" que" permita"

conocer"las"técnicas"necesarias"para"manejarse"dentro"del"cuarto"de"cultivo"así"como"

los" cuidados" que" se" deben" tener" durante" el" manejo" de" las" células" para" evitar" su"

contaminación.""

"

Las" células" neuronales" al" ser" células" sumamente" especializadas" son" células" que"

presentan" una" alta" sensibilidad" ante" cambios" mínimos" del" ambiente," como" lo" es"

temperatura," porcentaje" de" CO2" y" pH" del" medio," por" lo" que" se" tienen" que" generar"

protocolos"específicos"que"ayuden"a"mantenerlas."
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"Antes"de"comenzar"el"cultivo"de"las"células"fue"necesario"verificar"que"se"cumplía"con"

la"esterilidad"de"los"medios"de"cultivo"y"de"la"incubadora"con"el"objetivo"de"garantizar"

cultivos" no" contaminados" que" permitieran" la" viabilidad" de" las" células," por" lo" que" se"

colocaron" 2" ml" de" los" medios" preparados" en" un" plato" de" cultivo" de" 35" mm" y" se"

colocaron" dentro" de" la" incubadora" de" CO2" a" 37" °C," una" vez" que" se" obtuvo" una"

respuesta"negativa"de"contaminación"se"procedió"al"inicio"de"los"cultivos."

El" cultivo"primario"de"neuronas"es"complicado"y" fácil"de"contaminar;"por" lo"anterior,"

fue"indispensable"entrenarse"inicialmente"con"el"cultivo"de"una"línea"celular"neuronal."

El"entrenamiento" inició"con"el"cultivo"y"proliferación"de" la" línea"celular"neuronal"NGU

108"la"cual"permitió"la"familiarización"con"los"protocolos"y"técnicas"necesarias"para"el"

cuidado"de"las"células"neuronales."La"línea"NGU108"es"un"hibridoma"de"neuroblastoma"

y" es" utilizado" como"modelo" de"motoneurona" pues" presenta" actividad" eléctrica"muy"

similar"a"dichas"células"nerviosas"y" libera"el"mismo"tipo"de"neurotransmisor."Una"vez"

cultivadas"se"llevaron"a"registro"electrofisiológico"y"con"ello"generar"el"entrenamiento"

en"dichas"técnicas"para"la"obtención"de"corrientes"iónicas"y"PA."

4.1$Cultivo$de$Línea$Celular$NG5108$

La"línea"celular"NGU108"fue"adquirida"por"donación"del"Laboratorio"de"Nanotecnología"

de" la" UAMUI" y" el" cultivo" se" realizó" en" el" área" de" cultivos" del" mismo" laboratorio." A"

continuación"se"presentan"los"pasos"que"se"siguieron"para"el"cultivo."



25"
"

"

4.1.1%Descongelación%y%Cultivo%

Se"procedió"a"descongelar"el"crio"vial"de"1.5"ml"por"medio"de"baño"térmico,"la"solución"

celular"estaba"adicionada"con"DMSO"el"cual"inhibe"la"formación"de"cristales"durante"la"

congelación"del"crio"vial,"pero"puede"perjudicar"a"las"células"a"temperatura"ambiente.""

Una"vez"que"se"descongeló"el"crio"vial"se"recuperó"la"solución"celular"en"un"tubo"falcon"

de"15"ml"y"se"le"adicionaron"5"ml"de"medio"fresco"de"cultivo"(ver"Apéndice"A1.1)"para"

así"reUsuspender"las"células"y"poder"centrifugarlas."Las"células"se"centrifugaron"a"1500"

rpm"para"formar"un"botón"celular"en"el"fondo"del"tubo,"una"vez"formado"el"botón"se"
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decantó" la" solución," esta" acción" permitió" eliminar" el" medio" en" las" que" fueron"

congeladas" las" células" el" cual" contenía"DMSO." Posteriormente" se" agregaron"5"ml" de"

medio" fresco" de" cultivo" y" se" reUsuspendieron" las" células" por" lo" que" se" obtuvo" una"

solución"celular"lista"para"cultivarse."La"solución"se"depositó"en"una"caja"de"cultivo"de"

100"mm2"y"se"realizaron" los"cambios"de"medio"cada"tercer"día"para"no"estresar"a" las"

células"y"así"evitar"que"estas"se"despegaran."

"

Figura%5%Centrifugación%del%material%celular%

4.1.2%Proliferación%

Una"vez"que"se"llegó"a"una"confluencia"celular"del"80%"en"la"caja"de"cultivo"se"procedió"

a"despegarlas"a"través"de"pipeteo."Las"células"se"recuperaron"en"un"tubo"falcon"de"15"

ml"y"se"adicionó"con"3ml"de"medio"de"cultivo"fresco."Las"células"se"reUsuspendieron"y"

se"centrifugaron"a"1500"rpm"formando"el"botón"celular"y"permitiendo"el"decantado"de"

la"solución."Las"células"se"reUsuspendieron"con"5"ml"de"solución"y"se"volvieron"a"cultivar"

esta"vez"se"depositaron"2.5"ml"de"la"solución"en"una"caja"y"los"otros"2.5"ml"en"otra"caja,"

a"las"dos"cajas"se"les"adicionó"5.5ml"de"medio"fresco."
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Al" generar" la" proliferación" celular" se" comenzó" a" formar" un" stock" de" células" que" se"

sometieron" a" crioUpreservación" mientras" que" por" otra" parte" un" pequeño" grupo" de"

células"se"comenzaron"a"preparar"para"registrar"su"actividad"electrofisiológica."

Para" la"crioUpreservación"se"tuvieron"que"despegar"nuevamente" las"células"de" la"caja"

para"poder"llevarlas"al"tubo"de"15"ml"y"poder"centrifugarlas."Una"vez"que"se"formó"el"

botón"celular," se"decantó" la"solución"y" finalmente"se" reUsuspendieron" las"células"con"

medio" fresco"y"DMSO"para" llevar" las"células"a"congelación"gradualmente."Primero"se"

llevaron"a"una"temperatura"de"U20"°C"y"se"dejaron"a"esta"temperatura"por"una"semana"

para"finalmente"llevarlas"a"una"temperatura"de"almacenamiento"de"U80"°C."

"

Figura%6%Crio:viales%en%congelación%a%:80%grados%Celcius.%

Por"otra"parte,"el"grupo"de"células"que"se"tomaron"para"el"registro"fueron"cultivadas"en"

cajas" de" 35" mm" y" sometidas" a" una" etapa" de" diferenciación" y" así" provocar" que" las"

células"detuvieran"su"proliferación"por"lo"que"se"utilizó"un"medio"de"diferenciación"(ver"

Apéndice" A1.2)," el" cual" generó" en" las" células" maduración" morfológica" y"

electrofisiológica."Los"cambios"de"medio"de"las"células"se"realizaron"cada"tercer"día."
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Una"vez"que"se"dominó"la"técnica"de"cultivo,"se"procedió"a"realizar"el"cultivo"primario"

de"neuronas"dopaminérgicas."Se"empezó"con"el"diseño"de"un"protocolo"que"permitiera"

la"obtención"de"los"cultivos"primarios"de"la"SN."

4.2$Cultivo$Primario$

La"obtención"de"neuronas" dopaminérgicas" se" realizó" a" través" de"un" cultivo" primario"

adulto." La"principal" razón"por" las"que" se"obtuvieron"de"donadores"adultos," fue" la"de"

tener" neuronas" que" fuesen" diferenciadas" de" manera" natural" por" lo" que" no" fueron"

manipuladas" para" su" crecimiento" y" diferenciación," salvo" la" manipulación" necesaria"

para"su"extracción"y"colocación"en"medio"artificial"de"mantenimiento."

"
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Al"ser"un"procedimiento"poco"usual"se"requirió"la"extrapolación"de"diversos"protocolos"

de"cultivos"embrionarios"y"de"neonatos"agregando"algunas"modificaciones,"como"fue"

en" la" etapa" de" disección," la" cual" consistió" en" crear" una" técnica" que" permitiera" la"

extracción"rápida"y""cuidadosa"que"no"dañara"el"tejido"cerebral,"se"tuvieron"que"utilizar"

diferentes"concentraciones"de"tripsina,"pues"el"tejido"adulto"se"vuelve"más"fibroso"en"

comparación" con" el" tejido" embrionario" o" neonatal" y" finalmente" se" modificaron"

técnicas"de"disgregación"así"como"medios"de"lavado"y"de"mantenimiento"[43U45]."

Los"cultivos"fueron"obtenidos"de"5"ratas"adultas"de"la"cepa"Wistar"con"un"peso"entre"

450" y" 500" gramos" y" una" edad" de" 3" a" 4" meses." Los" ejemplares" de" los" cuales" se"

obtuvieronlos" cultivos" fueron" criados" en" el" Bioterio" de" las" UAMUI" y" se" cuidaron,"

manejaron"y"sacrificaron"de"acuerdo"a"la"norma"NOMU033UZOOU1995."

4.2.1!Anestesia.y.Sacrificio!

El"animal"fue"anestesiado"por"inhalación"utilizando"10"ml"de"isofluorano."Para"esto"fue"

necesario" preparar" un" contenedor" con" algodón" en" el" fondo." Se" esparcieron" 6"ml" de"

isofluorano"en"el"contenedor"y"rápidamente"se"ingresó"la"rata."Una"vez"inmovilizada"se"

sacó"de"la"caja"para"limpiar"su"cabeza"con"alcohol"al"70%."

Finalmente"con"ayuda"de"un"tubo"Falcon"de"50"ml"preparado"con"algodón"impregnado"

de"4"ml"de" isofluorano,"se"metió" la"nariz"de" la"rata"para"que"continuara" inhalando"el"

gas" y" así" provocar" una" sobredosis," en" esta" operación" se" debió" de" monitorizar" la"

frecuencia"cardiaca"de"la"rata"para"determinar"si"se"había"logrado"el"sacrificio."

Una"vez"sacrificada"la"rata"se"procedió"a"obtener"de"manera"aséptica"el"cerebro"para"la"

posterior"disección"de"la"SN."
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4.2.2!Decapitación.y.Obtención.del.Cerebro!

Una"vez"que"se"determinó"por" tacto" la"ausencia"de"actividad"cardiaca," se"procedió"a"

hacer"de"manera"muy"rápida"la"decapitación"del"animal.""

La" obtención" del" cerebro" se" realizó" en" un" periodo" de" tiempo" menor" a" 2" minutos,"

cortando"con"una"navaja"de"bisturí"la"piel"que"cubre"el"cráneo."Se"eliminó"todo"tejido"

que"estorbara"para"hacer"un"corte"del"cráneo"con"ayuda"de"unas"tijeras"finas"y"para"la"

realización"del"corte"se"utilizó"como"guía"la"cisura"del"cráneo."Una"vez"hecho"el"corte,"

con"unas"pinzas"finas"se"rompió"y"quitó"el"cráneo"de"tal"manera"que"con"una"espátula"

se"pudiera"tomar"el"cerebro."

Obtenido" el" cerebro" se" depositó" en" un" vaso" de" precipitado" con" solución" HBS" (ver"

Apéndice"2.1),"el"cual"debió"de"estar"sobre"hielo."El"cerebro"se"dejó"en"el"vaso"por"un"

minuto"con"el"objetivo"de"disminuir"el"metabolismo"celular."

"

Figura%7Cerebro%depositado%en%solución%Hank.%

4.2.3!Disección!

La"disección"fue"realizada"sobre"la"campana"del"cuarto"de"cultivo."El"cerebro"se"sacó"de"

la" solución" y" se" colocó" sobre" una" caja" de" Petri" estéril." Una" vez" ahí" se" realizaron" los"

cortes"necesarios"para"localizar"la"Sustancia"Nigra"tomando"como"referencia"el"Atlas"de"
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Paxinos" [50" ](ver" Figura" 8)." Fue"necesario" aplicar" solución" fría" para"mantener" a" baja"

temperatura" el" cerebro" mientras" se" realizó" la" disección." Una" vez" que" se" obtuvo" el"

tejido"de"interés"éste"se"depositó"en"un"tubo"Falcon"con"solución"HBS"fría."

"

Figura%8%A)%Ubicación%de%la%Sustancia%Nigra%de%acuerdo%al%atlas%de%Paxinos%y%B)%Disección%de%la%Sustancia%Nigra.%

%

4.2.4!Disgregación.y.Trituración!

Antes"de" iniciar" la"disgregación"se"debió"preparar" la" solución"para" la" tripsinización" la"

cual"estuvo"compuesta"por"Tripsina/EDTA"al"0.125%"(ver"Apéndice"A2.2)"en"25"ml"de"

solución" Hank." La" solución" se" mantuvo" en" un" matraz" Erlenmeyer" y" se" metió" a" la"

incubadora"para"calentarla"y"hacer"más"eficiente"su"trabajo."

El"tejido"fue"mantenido"en"solución"HBS"fría"y"se" lavó"en"tres"ocasiones"con"solución"

HBS" fría" fresca." Finalizado" el" lavado" del" tejido" se" procedió" a" su" recuperación" y" se"

depositó" en" la" solución" de" tripsina." La" etapa" de" disgregación" duró" 15" minutos" y"

consistió"en"colocar"el"matraz"dentro"de"la"incubadora,"sacándolo"cada"5"minutos"para"

ponerlo" sobre" la" parrilla" de" agitación" y" así" realizar" una" disgregación" mecánica," el"

tiempo"de"agitación"fue"de"1"minuto."
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Finalizada"la"disgregación"se"recuperó"el"tejido"en"solución"de"tripsina"y"se"depositó"en"

un"nuevo"tuvo"Falcon"de"preferencia"de"15"ml."Aquí"se"procedió"a"quitar"la"solución"de"

tripsina"y"se"realizaron"3"lavados"con"medio"fresco"de"lavado"(Apéndice"A1.2)."

"

Figura%9A)%Disgregación%del%tejido%a%través%de%método%químico%y%B)%Disgregación%de%tejido%a%través%de%método%
mecánico:químico.%

La"trituración"del"tejido"que"no"fue"disgregado"por"la"tripsina"se"realizó"con"ayuda"de"

pipetas"y"puntas"de"pipeta"y"consistió"en"tres"etapas:"

La" primera" etapa" consistió" en" pipetear" el"medio" con" el" tejido," preferentemente" con"

pipetas"de"2ml"pero"es"posible"hacerlo"con"pipetas"de"5"ml,"esto"se"realizó"25"veces."Al"

finalizar" se" dejó" que" el" tejido" no" triturado" se" precipitara" al" fondo" y" se" recuperó" el"

sobrenadante"para"depositarlo"en"un"nuevo"tubo"Falcon"de"15"ml,"el"cual"fue"un"tubo"

recolector."
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"

Figura%10Trituración%del%tejido%a%través%de%pipeteo.%

Se"repitió"de"nuevo"la"operación"de"pipeteado"pero"esta"vez"se"utilizó"una"microUpipeta"

con" punta" de" 1000" µl," esta" operación" se" realizó" 10" veces," volviendo" a" recuperar" el"

sobrenadante" y" depositándolo" en" tubo" recolector." Finalmente" se" trituró" el" tejido"

faltante"con" la"punta"de"200"µl"hasta"observar"que"el"medio"brindara"una"apariencia"

turbia"para"recuperarlo"y"se"depositó"en"el"tubo"recolector."

4.2.5!Cultivo.y.Mantenimiento!

El"contenido"del" tubo"recolector" fue"depositado"en"cajas"de"Petri"de"35"mm"o"sobre"

cubreobjetos"tratados"con"polyULUlisina"(ver"Apéndice"A2.3)"y"se"adicionaron"entre"2"y"5"

ml" de"medio"de" lavado." La" caja" obtenida" se"metió" en" la" incubadora" y" se" dejó" por" 4"

horas."

Al"pasar"las"4"horas"de"haber"sido"cultivadas"las"células,"se"cambió"el"medio"por"medio"

fresco."A"48"horas"de"haberse"obtenido"el"cultivo"se"cambió"el"medio"de"lavado"por"un"

medio"de"mantenimiento"suplementado" (ver"Apéndice"A1.4)."El" cambio"de"medio"se"

realizó"cada"tercer"día"y"las"células"se"mantuvieron"a"37°C"y"5"%"de"CO2."
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4.3$Electrofisiología$

Para" la" realización"de" los" registros" se" utilizaron" soluciones" intracelular" y" extracelular"

(ver"Apéndice"2.4"y"2.5)."El"equipo"de"amplificación"utilizado" fue"el"Axopatch"200A"y"

micropipetas" de" borosilicato" (WorldPresicion" Instruments" glass" 1BBL"W/FIL" 3IN)." Las"

micropipetas" fueron" estiradas" en" puller" (SUTER" INSTRUMENTS," Model" PU97)" y"

posteriormente"pulidas"por"medio"de"micro"forja"para"obtener"una"resistencia"de"entre"

4U6"MΩs,"con"el"fin"de"evitar"grandes"corrientes"de"fuga."

"

Figura%11A)%Puller%utilizado%para%estirar%las%pipetas%y%B)%Microforja%para%pulir%las%pipetas%obtenidas%en%el%Puller.%

4.3.1$Registro$por$Fijación$de$Voltaje$de$las$células$NGG108$

Para"iniciar"el"entrenamiento"con"las"técnicas"electrofisiológicas"de"Fijación"del"Voltaje"

y" Fijación" de" Corriente," se" emplearon" las" neuronas" NGU108S" por" ser"más" fáciles" de"

registrar"que" las"NDA."Para" la" técnica"de"Fijación"del"Voltaje"se"empleó" la" técnica"de"

"PatchUClamp""en" su"variedad"de" célula" completa" ("Whole" cell")."Antes"de" iniciar" los"

registros" electrofisiológicos," se" sustituía" el" medio" de" cultivo" por" la" solución"

extracelular."

La" caja" con" células" se" colocó" en" el" microscopio" que" ayudó" a" la" visualización" y" al"

acercamiento"de"la"micropipeta"a"la"célula"que"fue"registrada."Una"vez"que"se"acercó"la"

micropieta" a" la" célula" se" provocó" o" se" generó" un" sello" entre" célula" y" micropipeta"
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mediante"succión"en" la"micropipeta."La"buena"realización"de"este"sello"evitó"grandes"

corrientes"de"fuga"y"exceso"de"ruido."

"

Figura%12%A)%Microscopio%y%micromanipulador.%B)%Set%de%equipo%completo%para%registros%electrofisiológicos.%

Antes"de"iniciar"el"protocolo"de"registro"se"midió"el"potencial"de"membrana,"el"cual"nos"

informó" si" la" célula" era" apta" para" realizar" el" experimento." El" siguiente" protocolo" se"

aplicó"a"las"células"NGU108"

• Se" fijó" el" voltaje" a" U70"mV," con" el" objetivo" de" eliminar" la" inactivación" de" los"

canales"voltaje"dependientes."

• Se"aplicaron"10"pulsos"rectangulares"con"una"duración"de"10"ms"y"una"delta"con"

amplitud"de"10"mV."

• Se"aplicaron"10"pulsos"rectangulares"con"una"duración"de"50"ms"y"una"delta"con"

amplitud"de"10"mV."

4.3.2.Registro.por.Fijación.de.Corriente.de.las.células.NGS108.

Al" terminar" el" registro" de" fijación" de" voltaje" en" las" células" NGU108" se" procedió" a"

cambiar"la"configuración"del"equipo"para"la"inyección"de"corriente,"lo"que"permitió"la"

evocación"de"PA."El"protocolo"a"seguir"fue"el"siguiente:"

• Polarización"de"la"célula"a"U70"mV."

• Aplicación"de"8"estímulos"de"entre"0.5"a"1"nA."
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Las" señales" adquiridas" fueron" procesadas" para" realizar" un" análisis" de" las" corrientes"

iónicas"y"de"los"potenciales"de"acción."

4.3.2.Registro.por.Fijación.de.Voltaje.en.Células.de.Cultivo.Primario..

El" siguiente" protocolo" se" aplicó" a" las" células" del" cultivo" primario" de" NDA." Con" este"

protocolo" se"pretendió" identificar"a" las"NDA"debido"a" la" respuesta"característica"que"

presentan,"o"sea,"corrientes"iónicas"que"se"inducen"con"pulsos"hiperpolarizantes"y"que"

se"asocian"a"corrientes"del"rectificador"entrante"[12]."

• Se"aplicó"un"potencial"de"mantenimiento"de"U60"mV."

• Se"aplicó"un"pulso"inicial"de"U60"mV"generando"en"la"célula"un"voltaje"de"U120"

mV,"posteriormente"se"aplicaron"8"pulsos"con"incrementos"de"10"mV."

Las"señales"adquiridas"fueron"procesadas"para"realizar"un"análisis"del"curso"temporal"

de"la"respuesta"que"se"obtuvo"de"las"células"registradas"al"ser"estimulada"

4.4.Inmunocitoquímica.

Fue"necesario"utilizar" la" técnica" inmunocitoquímica"para"poder" identificar"de"manera"

correcta"a"las"NDA"dentro"de"los"coUcultivos"primarios.""

La" inmunocitoquímica" nos" permite" identificar" proteínas" propias" de" un" tipo" celular"

especifico," en" este" caso," las" NDA" cuentan" con" una" enzima" llamada" TH" la" cual" se"

encarga" de" hidroxilizar" a" la" LUTirosina" para" formar" al" precursor" LUDopa" quien" dará"

origen" a" la" DA." La" identificación" de" esta" enzima" se" llevó" a" cabo" por" medio" de" una"

reacción"anticuerpoUantígeno."

Para"llevar"a"cabo"esta"técnica"se"tomaron"las"células"que"fueron"cultivadas"sobre"los"

cubre" objetos" las" cuales" tuvieron" el" mismo" cuidado" que" las" células" llevadas" a" los"
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registros" electrofisiológicos." Las" células" fueron" fijadas" con" una" solución" de"

paraformaldheido"al"4%"durante"10"minutos,"una"vez"fijadas"las"células"se"continuó"con"

el" protocolo" establecido" en" el" Apéndice" 3" para" la" posterior" incorporación" del"

anticuerpo"primario"de"TH"anti"ratón"(Abcam"211)",rodamina"anti"ratón"(SAB3701211"

Sigma)"como"anticuerpo"secundario"y"el"marcaje"de"núcleo"con"Hoetch"(Sigma"33258)."

Las" laminillas"fueron"observadas"por"medio"de"un"microscopio"confocal"(LSM780"Carl"

Zeis)"ubicado"en"la"División"de"Ciencias"Básicas"y"de"la"Salud"en"la"UAMUI."

"

Figura%13%Microscopio%Confocal%

"

"

"

"
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"
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5.Resultados.

5.1.Sembrado.y.Crecimiento.de.Línea.Celular.

Una" vez" que" se" verificó" la" esterilidad" de" los" medios" de" cultivo" y" la" incubadora," se"

procedió"al" inicio"del" sembrado"de" las"células"para"su"proliferación"y"posteriormente"

para"su"diferenciación."Es"importante"señalar"que"durante"este"período"del"proyecto"se"

aprendieron" los" procedimientos" para" la" manipulación" de" los" cultivos" y" la" manera"

adecuada"para"la"preparación"de"medios.""

Una" vez" depositadas" las" células" en" las" cajas" Petri" y" vistas" bajo" el" microscopio"

presentaban"una"morfología"esférica" (ver" Figura"14)." Esta"morfología" se"mantuvo"en"

todo" el" proceso" de" proliferación" aunque" en" ocasiones" algunas" de" estas" células"

comenzaban" su" proceso" de" diferenciación" haciendo" presente" el" crecimiento" de" su"

árbol"dendrítico"(ver""figura"15)."

"

Figura%14%Microfotografía%de%las%células%NG:108%una%vez%cultivadas.%Aumento%original%x100%

En"este"proceso"de"proliferación"celular"se"lograron"obtener"un"total"de"18"crio"viales"

de"1.5"ml"los"cuales"fueron"utilizados"para"diferentes"experimentos"por"los"laboratorios"

de"Nanotecnología"y"Biofísica"de"la"UAMUI."
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Una"vez"que"se"obtuvieron"los"crio"viales"se"procedió"a"trabajar"con"un"grupo"de"células"

a" las" cuales" se" les" cambió" el" medio" de" proliferación" por" el" de" diferenciación"

enriquecido" con" dibutiril" AMPc," el" cual" se" encargó" de" detener" el" proceso" de"

proliferación"y"activó"el"proceso"de"diferenciación"provocando"el"cambio"morfológico"

de"las"células,"la"pérdida"de"su"forma"esférica,"generando"el"aplanamiento"de"la"célula"

y"el"crecimiento"de"su"árbol"dendrítico"(ver""figura"15)"

"

Figura%15%Células%NG:108%ya%diferenciadas.%Aumento%original%x100.%

A" pesar" de" que" los" medios" no" contenían" antibiótico" ni" antimicótico" ninguno" de" los"

cultivos" presentó"muestra" de" contaminación" por" lo" que" se" logró" generar" una" buena"

técnica"para"la"manipulación"y"mantenimiento"de"los"cultivos"celulares."

5.2.Sembrado.y.Crecimiento.de.Cultivo.Primario.

Una" vez" finalizado" el" entrenamiento" con" el" cultivo" de" línea" celular," se" comenzó" a"

generar" el" protocolo" necesario" para" la" obtención" de" las" NDA" de" origen" adulto." A"

continuación"se"muestran"los"resultados"del"desarrollo"de"las"células"obtenidos"a"las"4"

horas,"a"las"48"horas,"a"los"5,"10,"15"y"20"días"de"haberse"sembrado"las"células."

Una"vez"que"se"finalizó"con"la"disgregación"del"tejido"y"habiéndose"colocado"la"solución"

celular" sobre" la" caja" de" Petri" o" bien" sobre" los" cubre" objetos," se" colocó" dentro" de" la"
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incubadora"para"que"estas"se"adhirieran,"en"la"Figura"16"se"observa"un"cultivo"a"las"4"

horas"de"haberse"obtenido"las"células."

"
Figura%16%Microfotografía%de%obtención%general%de%cultivo%primario.%Aumento%original%x250%

En"la"Figura"16"se"puede"observar"una"gran"cantidad"de"material"celular,"las"cuales"se"

identifican" como" esferas" de" diversos" tamaños." La" morfología" de" esfera" a" la" cual"

podemos" llamar" neuroesfera," no" nos" permite" deducir" el" tipo" celular" al" que"

corresponde"cada"célula."También"es"evidente"que"el"material"no" fue"disgregado"del"

todo."A" las" 4" horas" de"haberse"obtenido" el"material" celular" se" realizó" un" cambio"de"

medio," esto" con" el" objetivo" de" eliminar" las" células" muertas" y" que" se" encontraban"

flotando"sobre"el"medio."

Al"realizar"el"cambio"de"medio"después"de"48"horas,"las"células"aún"se"encontraban"en"

el" medio" de" lavado," aún" continuaban" con" la" morfología" de" esferas" y" algunas"

comenzaban"a"sufrir"transformación"morfológica."Sin"embargo,"aunque"en"un"principio"

se"observaba"una"gran"cantidad"de"material,"a"medida"que"se"realizaban"los"cambios,"

los"cultivos"se"depuraban"favoreciendo"la"eliminación"células"muertas."

"
Figura%17%Microfografía%obtenida%a%las%48%horas%de%cultivo.%Aumento%original%x250%
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A"las"48"horas"de"haberse"obtenido"el"material"celular"se"realizó"el"cambio"del"medio"

de" lavado"por"el"medio"de"mantenimiento"el" cual"estaba" suplementado"con"BU27,"el"

cual"es"un"antioxidante"que"promueve"que"las"células"se"desarrollen"morfológicamente"

y"les"permite"mantener"su"morfología"a"lo"largo"de"su"estadía"en"un"medio"in$vitro.""

En"las"Figuras"18"y"19"se"comienzan"a"observar"los"primeros"cambios"morfológicos"en"

una"mayor"cantidad"de"células,"5"días"después"de"haberse"obtenido"el"material"celular"

y"habiéndose"mantenido"con"el"nuevo"medio."

"
Figura%18%Microfotografía%a%los%días%de%la%obtención.%Aumento%original%x250%

"
Figura%19%Microfotografía%a%los%5%días%de%la%obtención.%Aumento%original%x400%

A" pesar" de" que" al" quinto" día" se" comienzan" a" observar" cambios"morfológicos" en" las"

células,"no"se"puede"deducir"el"tipo"celular"al"que"corresponde"cada"célula."

La" Figura" 20" muestra" el" cultivo" a" 10" días" de" haberse" obtenido," los" cambios" en" las"

células" fueron"más"evidentes" con"crecimiento"mayor"del"árbol"dendrítico."Aunque" la"

morfología"de"las"células"del"cultivo"se"asemejaba"a" lo"descrito"por" la" literatura"en"lo"
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referente" a" NDA," era" indispensable" su" confirmación" mediante" técnicas"

inmunocitoquímicas."

"
Figura%20%Microfotografía%a%los%10%días%de%la%obtención.%Aumento%original%x100%

En"las"Figuras"21"y"22"se"muestran"microfotografías"a"los"15"días"de"cultivo,"fue"a"partir"

de"este"día"que"se"comenzaron"a"utilizar"los"cultivos"para"someterse"a"las"técnicas"de"

inmunocitoquímica"y"electrofisiología"pues"a"partir"de"este"día" se"observaron"células""

muy" desarrolladas" así" como" la" formación" de" grupos" celulares," para" caracterizarlas" y"

confirmar"que"se"habían"cultivado"las"NDA."

"
Figura%21%Microfotografía%a%los%15%días%de%obtención.%Aumento%original%x250%
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"
Figura%22Microfotografía%a%los%15%días%de%obtención.%Aumento%original%x400%

La" morfología" que" se" observa" de" las" células" de" la" Figura" 22" es" muy" similar" a" lo"

reportado"en"la"literatura"sobre"la"morfología"de"las"NDA"[12,13]"tal"y"como"se"observa"

en"la"Figura"23."

"
Figura%23%A)%Microfotografía%de%cultivo%primario%Aumento%original%x400%y%B)%Neurona%Dopaminérgica%tratada%con%

Amarillo%Lucifer,%imagen%tomada%de%[12].%

Las" Figuras" 24," 25" y" 26" corresponden" a" microfotografías" de" un" cultivo" que" se" dejó"

desarrollar"por"más"de"20"días."

"
Figura%24Microfotografía%a%los%22%días%de%la%obtención.%Aumento%original%x100%
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"
Figura%25%Microfotografía%a%los%22%días%de%la%obtención.%Aumento%original%x250%

.
Figura%26Microfotografía%a%los%22%días%de%la%obtención.%Aumento%original%x400%

Como" se" puede" observar" además" de" la" morfología" similar" a" la" reportada" en" la"

literatura," también"existen"otros" tipos" celulares" formando"entre" sí" grupos"densos"de"

células."

Aunque" en" esta" etapa" no" se" pudo" confirmar" exactamente" el" tipo" celular" al" que"

correspondían" las" células" presentadas" anteriormente," se" asumió" que" eran" en" su"

mayoría"NDA"debido"a"que"su"morfología"se"asemejaba"a"lo"reportado"por"la"literatura"

y" además" se" conocía" el" área" de" disección," sin" embargo," se" observaron" otros" tipos"

celulares"como"el"que"se"muestra"en"la"Figura"27."
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"
Figura%27%Microfotografías%mostrando%diferentes%tipos%celulares.%

Es" importante" mencionar" que" aunque" la" mayoría" de" los" cultivos" tuvo" un"

comportamiento"similar,"fueron"los"cultivos"obtenidos"con"ratas"menores"a"3"meses"las"

que"mostraron"células"mejor"desarrolladas."

5.3.Electrofisiología.de.la.Línea.Celular.

Una"vez"que" se"obtuvieron" los" cultivos"de" línea" celular" se"procedió"a" registrarlas." Se"

obtuvieron"potenciales"de"acción"y"corrientes"iónicas."

La"resistencia"de"membrana"de"10"células"fue"en"promedio"de"222.5±135.5"MΩ."La"

gran"variabilidad"presente"en"la"membrana"sugiere"la"presencia"de"diferentes"tipos"

celulares"y"por"tanto"una"actividad"eléctrica"diferente"en"cada"tipo"celular,"lo"que"

indicaría"que"la"línea"celular"no"es"específica"para"un"tipo"celular."

Una"vez"que"se"logró"el"sello"entre"la"pipeta"y"la"membrana"celular,"las"células"fueron"

polarizadas" a" U70"mV" para" posteriormente" aplicarles" una" serie" de" pulsos" comandos"

(ver"Figura"28)."En" la"Figura"29"se"observan" " registros"de"corrientes" iónicas" inducidas"

por"pulsos"despolarizantes"representativas"de"10"células."En"los"registros"se"muestran"

la" activación" de" canales" de" Na+" y" K+," la" corriente" negativa" inicial" corresponde" a" la"

corriente"rápida"de"Na+"y"la"corriente"positiva"más"lenta"corresponde"a"la"corriente"de"

K+"del"rectificador"tardío,"la"cual"permaneció"constante"(no"inactivó)."Ambas"corrientes"

voltaje"dependientes"son"las"que"producen"los"potenciales"de"acción"en"las"neuronas"

NGU108."
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"
Figura%28%Pulsos%de%voltaje%despolarizantes%aplicados%a%las%neurona%NG:108%con%duración%de%200%ms.%

"
Figura%29%Registro%de%las%corrientes%iónicas%inducidas%por%los%pulsos%despolarizantes%que%se%muestran%en%la%Fig%28.%
Se%observa%la%corriente%rápida%inicial%de%%Na+%que%inactiva%(negativa)%y%la%corriente%lenta%de%K+%que%no%inactiva%

(positiva)%en%neuronas%NG:108.%

En" la" figura"31" se"observan" con"más"detalle" las" corrientes" rápidas"de"Na+," las" cuales"

fueron" inducidas" por" pulsos" despolarizantes" de" menor" duración" (10" ms," Fig" 30)," la"

corriente"rápida"de"Na+"inactivó,"esto"es,"disminuyó"espontáneamente."



48"
"

"
Figura%30%Estímulo%aplicado%a%NG:108%con%duración%de%10%ms.%

"
Figura%31%Registro%elctrofisiológico%de%corrientes%de%Na+%en%los%primeros%milisegundos%de%registro.%

Potenciales%de%Acción%

Al"finalizar"el"registro"de"las"corrientes"iónicas"de"la"célula"se"continuó"con"el"registro"

de"los"PA."A"diferencia"de"la"fijación"de"voltaje"en"el"que"se"aplicaron"pulsos"de"voltaje,"

en"la"fijación"de"corriente"se"aplicaron"pulsos"de"corriente"lo"que"originaba"cambios"en"

el"potencial"de"membrana"y"la"aparición"de"PA"cuando"la"despolarización"alcanzaba"un"

voltaje"umbral."

Inicialmente,"en"fijación"de"corriente"se"midió"el"potencial"de"membrana"espontáneo"

(potencial"de"reposo)"que"mostraban"las"neuronas."Posteriormente"se"polarizaban"a"U

60"mV"y"se"aplicaba"el"protocolo"de"pulsos"rectangulares"de"corriente"como"los"que"se"

muestran" en" la" figura" 32." Se" aplicaron" pulsos" de" corriente" negativa" para" medir" la"
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resistencia" de" la" membrana" y" pulsos" de" corriente" despolarizantes" para" inducir"

potenciales"de"acción."El"voltaje"umbral"al"que"dispararon"PA"las"neuronas"NGU108"fue"

de"U40"±"3"mV"(n="10)"

"
Figura%32%Protocolo%de%estímulos%de%corriente%para%medir%la%resistencia%de%la%membrana%e%inducir%potenciales%de%

acción.%Estímulo%de%corriente%con%duración%de%400%ms%

"
Figura%33%Cambios%en%el%potencial%de%membrana%producidos%por%el%protocolo%de%pulsos%de%corriente%que%se%
muestra%en%la%Fig.%32.%La%corriente%negativa%hiperpolarizó%y%la%corriente%positiva%despolarizó%produciendo%

potenciales%de%acción%

.

5.4.Electrofisiología.de.las.Neuronas.Dopaminérgicas.

Una"vez"que"se"adquirió"el"dominio"de"las"técnicas"electrofisiológicas,"así"como"de"las"

técnicas"de"procesamiento"y"análisis"de"las"señales"de"corriente"iónica"y"de"voltaje"de"

membrana,"se"procedió"al"registro"electrofisiológico"de"las"neuronas"obtenidas"de"los"

cultivos" primarios." El" estudio" electrofisiológico" de" las" neuronas" de" los" cultivos"

primarios" no" pretendía" ser" exhaustivo" ya" que," en" el" caso" particular" de" las" neuronas"

dopaminérgicas," ya" está" reportada" en" la" literatura" especializada" su" electrofisiología,"

sino"más"bien," emplear" los"datos"electrofisiológicos" ya" reportados"para" identificar" la"

presencia"de" las"neuronas"dopaminérgicas"en" los"cultivos"primarios."Estos" resultados"
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serían"un"complemento"a"los"datos"morfológicos."Las"NDA"presentan"corrientes"iónicas"

similares"a"las"observadas"en"otras"neuronas"cuando"se"aplican"pulsos"despolarizantes"

con"la"técnica"de"fijación"de"voltaje,"sin"embargo,"presentan"de"manera"característica"

una" corriente" entrante" cuando" se" aplican" pulsos" de" voltaje" hiperpolarizantes." Esta"

corriente" se" ha" identificado" como" una" corriente" de" K+" mediada" por" los" canales" de"

rectificador" entrante" [12U15]" El" hallazgo" de" esta" corriente" en" las" neuronas" de" los"

cultivos"primarios"indicaría"la"presencia"de"NDA."

Por" lo" anterior," empleando" la" técnica" de" fijación" de" voltaje," se" aplicaron" pulsos"

hiperpolarizantes"a"partir"del"potencial"de"mantenimiento" (Fig"34)"a" las"neuronas"de"

los"cultivos"primarios"que"morfológicamente"eran"identificadas"como"dopaminérgicas."

Aunque" se" intentó" utilizar" la"misma" solución" intracelular" empleada" en" las" neuronas"

NGU108," no" se" lograron" obtener" registros." Por" ello" se" decidió" cambiar" la" solución"

intracelular"por"una"solución"modificada"(ver"Apéndice"a2.6)"enriquecida"con"ATP."

La"literatura"ha"reportado"una"serie"de"características"específicas"de"las"NDA"[12,15]"y"

la" manera" de" obtener" estas" características" es" la" aplicación" de" un" protocolo" que"

consiste"en"la"aplicación"de"pulsos"hiperpolarizantes"a"partir"del"potencial"de"reposo."

Aunque" se" intentó" utilizar" la" misma" solución" intracelular" no" se" lograron" obtener"

registros." Por" ello" se" decidió" cambiar" la" solución" intracelular" por" una" solución"

modificada" (ver" Apéndice" A2.6)" enriquecida" con" ATP" para" lograr" la" activación" de"

canales"iónicos."

El" registro" de" las" corrientes" iónicas" en" neuronas" de" los" cultivos" primarios" fue" más"

complicado" que" en" las" neuronas"NGU108," principalmente" por" la" ausencia" de" buenos"

sellos"entre"la"punta"de"la"pipeta"y"la"membrana"celular,"la"corriente"de"fuga"excesiva"

impedía"la"obtención"de"buenos"registros."La"presencia"de"tejido"conectivo"residual"era"

el" principal" factor" de" la" baja" calidad"de" los" sellos."Después" de"múltiples" intentos," se"

obtuvieron"dos"sellos"apropiados"para"el"registro"de"las"corrientes"iónicas;"y"en"ambos"

casos," se" obtuvieron" corrientes" iónicas" similares" a" las" reportadas" en" NDA" como" se"

muestra" en" la" Figura" 35" [12," 50]." Los" pulsos" hiperpolarizantes" evocan" una" corriente"

entrante" rápida" que" inactiva" parcialmente" tal" como" se" ha" descrito" se" presentan" de"

manera"característica"las"NDA."
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"
Figura%34%Pulsos%hiperpolarizante%con%duración%de%400%ms%aplicados%a%las%neuronas%del%cultivo%primario.%

"
Figura%35%Registro%electrofisiológico%de%NDA%

Como"control"se"aplicó"el"mismo"protocolo"de"pulsos"hiperpolarizantes"a"las"neuronas"

NGU108."Como"podemos"apreciar"en"la"Figura"36,"la"cinética"de"las"corrientes"entrantes"

es"diferente,"o"sea,"no"presentan"el"pico"rápido"de"corriente"y"no"inactivan."

"
Figura%36%Corrientes%iónicas%negativas%evocadas%por%la%aplicación%del%protocolo%de%pulso%mostrado%en%la%Fig%34%a%
las%neuronas%NG:108.%Note%la%cinética%de%la%corriente%diferente%a%la%mostrada%en%la%Fig%35.%Los%picos%al%inicio%y%final%

de%las%corrientes%corresponden%a%corrientes%capacitivas.%
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5.5.Inmunocitoquímica.

Las"figuras37"y"38"muestran"un"pequeño"grupo"celular"del"cultivo"celular"primario."Se"

puede"observar"que"la"rodamina"(rojo)"marca"el"citoplasma"lo"que"indica"la"presencia"

de"la"enzima"TH"exclusiva"de"las"neuronas"dopaminérgicas;"este"resultado"nos"permite"

corroborar"la"presencia"de"NDA"en"el"cultivo"primario.""

"
Figura%37%Microfotografía%de%un%grupo%de%NDA.%250x%

"
Figura%38%Microfotografía%de%un%grupo%de%NDA.%250x%
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El" marcaje" de" los" núcleos" (en" azul)" funcionó" como" referencia" para" verificar" que" la"

región" teñida" por" la" rodamina" era" exclusivamente" el" citoplasma" descartando" la"

presencia"de"la"enzima"TH"en"la"región"extracelular.""

"
Figura%39%Microfotografía%de%una%NDA.%400x%

La"figura"39"muestra"una"célula"de"aproximadamente"27"micras,"tamaño"semejante"al"

reportado" por" la" literatura" [12]." Aunque" las" células" que" se" llevaron" al" microscopio"

confocal"son"de"17"días,"el"desarrollo"dendrítico"es"menor"al"que"se"observó"en"otros"

cultivos," entre" las" posibles" causas" podemos" mencionar" que" los" cultivos" llevados" al"

microscopio"confocal"fueron"sembrados"sobre"cubreobjetos"de"vidrio"mientras"que"los"

cultivos"que"mostraron"mayor"crecimiento"de"árbol"dendrítico"fueron"los"cultivados"en"

las"cajas"de"Petri."

"

"

"

"

"

"
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6.Discusión.

En"base"a"los"resultados"es"posible"obtener"un"coUcultivo"de"células"de"la"SN"de"origen"

adulto." Protocolos" anteriores" solo" se" concentraban" en" la" obtención" de" cultivos"

purificados" de" NDA" y" todos" estos" de" origen" embrionario," postnatal" y" de" células"

troncales" [30U35]." Sin" embargo," este" proyecto" muestra" que" es" posible" obtener" un"

cultivo" disgregado" de" la" SN," el" cual" puede" ser" mantenido" por" tiempos" prolongados"

(semanas)"en"las"mínimas"condiciones"nutricionales"y"ambientales"esenciales,"ya"que"al"

ser"un"cultivo"de"origen"adulto"no" fue"necesario"utilizar" factores"que"promovieran" la"

diferenciación"celular"hacia"el"tipo"de"neurona"deseada."

Los"cultivos"obtenidos"fueron"caracterizados"a"través"de"métodos"electrofisiológicos"e"

inmunocitoquímicos." Los" resultados" arrojados" por" la" caracterización" de" los" cultivos"

mostraron"corrientes"entrantes"típicas"de"las"NDA"al"alicarles"pulsos"hiperpolarizantes"

como"se"observa"en"la"figura"35,"similares"a"las"reportadas"en"la"literatura"[12,15]."La"

inmunocitoquímica"dio"positivo" a" TH"presente"en"NDA,"por" lo"que"podemos"deducir"

que" en" nuestro" cultivo" celular" tenemos" NDA" viables" con" respuestas" eléctricas"

esperadas"y"se"mostró"TH"dentro"de"la"neurona."

A"pesar" de"obtener" cultivos" con"neuronas" funcionales" es" importante"mencionar"que"

existe" la"debilidad"de"no"poder"generar"stocks,"es"decir," las"células"obtenidas"no"son"

capaces"de"proliferar"tal"y"como"lo"hacen"en"ciertas"etapas"las"células"embrionarias"y"

las" células" troncales." Sin" embargo," dado" que" el" protocolo" que" se" presenta" pretende"

emplearse" como" fuente" de" células" dopaminérgicas" para" el" tratamiento" de" la"

enfermedad" Parkinson," hasta" cierto" punto" podría" beneficiar" el" no" generar" una"



56"
"

proliferación" descontrolada" que" pudiera" dar" origen" a" tumores," tal" y" como" se" ha"

reportado"en"protocolos"de"células"embrionarias"y"troncales"[31,32]."

Existen"factores"que"deben"cuidarse"e"inclusive"son"susceptibles"a"mejorarse,"ya"que"la"

edad"de"la"rata"influye"sobre"todo"durante"la"obtención"del"material."Las"ratas"con"una"

edad" mayor" a" 4" meses" presentaban" una" mayor" dificultad" para" la" disgregación" del"

material"debido"a"que"el"material"era"más"fibroso"en"comparación"de"una"rata"menor"

de" 3"meses." La" superficie" de" cultivo"modifica" el" desarrollo" de" las" células" cultivadas,"

pues"a"pesar"de"haberse"preparado" las"cajas"de"Petri"y" los"cubre"objetos"con"polyULU

lisina," se" observó" que" las" células" cultivadas" en" las" cajas" de" Petri" tenían" un" mayor"

desarrollo"del"árbol"dendrítico"en"comparación"de" las"cultivadas"en"cubreobjetos;" los"

cuales"fueron"utilizados"para"la"inmunocitoquímica."

Otra" dificultad" fue" la"manera" de" adherirse" las" células" que" aunado" a" la" presencia" de"

tejido" conectivo," dificultaba" en" gran" medida" la" obtención" de" los" registros"

electrofisiológicos,"lo"que"disminuyó"de"manera"considerable"la"muestra."

El" protocolo" propuesto" para" cultivo" de" células" de" la" SN" adultas," podría" optimizarse"

para"incrementar"la"población"celular"si"se"realiza"un"estudio"detallado"de"disociación"

celular"y" los" requerimientos"nutricionales"en"cultivo;"además," se"podría" implementar"

su" cultivo" tridimensional" con" formación" de" tejido" en" un" biorreactor" a" partir" de" un"

constructo"diseñado"adecuadamente"para"este"fin."

Debido" a" los" resultados" positivos" que" se" obtuvieron" con" este" proyecto" se" decidió"

sumar"el"protocolo"de"obtención"celular"de"la"SN"a"un"protocolo"encargado"de"generar"

un"modelo"de"Parkinson"en"ejemplares"de"la"misma"especie"que"los"utilizados"en"este"

proyecto(tesis"de"maestría"en"Biología"Experimental,"CBS,"UAMUI).""
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Se" puede" mencionar" de" este" pequeño" protocolo" de" trasplante" alogénico." que" al"

depositar"material" ajeno" al" huésped," se" esperaba" una" aguda" respuesta" inmune" que"

pudiera" llevarlo" al" ejemplar" a" la" muerte." Los" resultados" de" trasplante" parecen"

prometedores,"debido"a"que"el"huésped"sobrevivió"y"en"las"primeras"pruebas"motoras,"

se"pudo"observar"recuperación,"aunque"es"un"tema"de"investigación"en"desarrollo."

" "
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7.Conclusión.

En"base"a"los"resultados"podemos"concluir"lo"siguiente:"

Se" pudo" realizar" con" éxito" la" proliferación" de" una" línea" celular" lo" que" promovió" el"

aprendizaje"de" la" técnica"para"el" cultivo" celular." Las" células"obtenidas"en" su"mayoría"

fueron"almacenadas"para"futuros"experimentos"y"un"pequeño"grupo"se"utilizó"para"el"

entrenamiento"en"la"técnica"electrofisiológica."La"adecuada"proliferación"de"esta"línea"

se"debió"principalmente"a"una"buena"técnica"en"la"manipulación"de"cultivos.Las"células"

obtenidas" de" la" proliferación" respondieron" adecuadamente" al" proceso" de"

diferenciación"lo"que"permitió"obtener"adecuada"respuesta"electrofisiológica."

Sin"hacer"un"análisis"detallado"de" los"resultados"de" los"registros"electrofisiológicos"se"

observó" variabilidad" en" la" resistencia" de" la" membrana" que" puede" indicar" que" la"

población" neuronal" de" la" línea" celular" no" es" homogénea." Las" células" registradas"

presentaron"corrientes"iónicas"de"K+"y"Na+,"así"como"PA"lo"que"nos"indica"que"el"cultivo"

fue"realizado"de"manera"exitosa"sin"afectar"sus"propiedades"eléctricas."

Se"estableció"el"protocolo"para"la"obtención"de"un"cultivo"primario"de"células"nerviosas"

y" gliales" de" la" SN" de" origen" adulto," el" cual" no" presentó" contaminación" en" ningún"

momento."Los"cultivos"primarios"obtenidos"mostraron"supervivencia"de"hasta"20"días"y"

también"mostraron"que"en"función"del"tiempo"su"desarrollo"aumentaba."

El" registro" electrofisiológico" obtenido" de" una" NDA" (identificadas" por" morfología)"

muestran" un" comportamiento" característico," el" cual" es" diferente" a" los" registros"

obtenidos"en"diversas"células"del"cultivo"primario"y"de"la"línea"celular,"a"pesar"de"haber"

sido"sometidas"al"mismo"protocolo"de"registro.""

La"técnica"inmunocitoquímica"nos"brindó"la"información"para"corroborar"los"resultados"

previamente"obtenidos"con"los"registros"electrofisiológicos."Al"utilizar"el"marcador"para"

TH"se"logró"identificar"a"las"células"productoras"de"DA"y"por"tanto"definir"que"el"cultivo"

contenía"NDA"de"origen"adulto."

"

"
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Apéndice.

A1.Preparación.de.medios.

A1.1.Medio.de.proliferación.
Para"preparar"500"ml"de"medio"

Compuesto% Cantidad%(ml)%

DMEM"High"Glucose" 445"

FBS" 50"

LUGlutamina" 5"

• Se"agregan"10"µl"de"HAT"50x"por"cada"500"ml."

A1.2.Medio.de.Diferenciación.NGS108.
Para"preparar"500"ml"de"medio"

Compuesto% Cantidad%(ml)%

DMEM"High"Glucose" 475"

FBS" 25"

• Se"agregan"10"µl"de"HAT"50x"por"cada"500"ml."
• Se"agregan"10"µl"de"AMPc"7"días"antes"del"uso"del"cultivo."

A1.3.Medio.de.Lavado.para.Cultivo.Primario.
Para"preparar"100"ml"de"medio"

Compuesto% Cantidad%(ml)%

DMEM"Glutamax" 88"

FBS" 10"

LUGlutamina" 1"

AntiUAnti" 1"
"

A1.4.Medio.de.Mantenimiento.Cultivo.Primario.
Para"preparar"100"ml"de"medio"

Compuesto% Cantidad%(ml)%

Neurobasal" 96"

Suplemento"BU27" 2"

LUGlutamina" 1"

AntiUAnti" 1"
"

A2Preparación.de.Soluciones.

A2.1.Solución.Hank.
Para"preparar"1"litro"de"solución"

Compuesto% PM% g/L% mM%

CaCl2" 111" 0.14" 1.3"
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KCl" 74.55" .04" 5.4"

KH2PO4" 136.1" 0.06" 0.4"

MgCl26H2O" 203.3" 0.1" 0.5"

MgSO47H20" 246.5" 0.1" 0.4"

NaCl" 58.44" 8" 136.9"

NaHCO3" 84.01" 0.35" 4.2"

Na2HPO47H2O" 268.1" 0.09" 0.3"

DUglucosa" 180.2" 1" 5.5"

HEPES,"Sal"Na" 260.3" 2.08" 8"
"
Una"vez"preparada"la"solución"se"recomienda"filtrar"la"solución"para"evitar"contaminación."

A2.2.Tripsina/EDTA.al.0.125.%.
Componente% Cantidad%(ml)%

DMEM"Glutamax" 2"

Tripsina/EDTA"0.25"%" 1"
"

A2.3.PolySLSlisina.
Para"preparar"25"ml."

Componente% Cantidad%

PolyULUlisina" 2.5"mg"

Agua"desionizada" 25"ml"

1) Disolver"la"polyULUlisina"en"el"agua"desionizada."
2) Agregar"1"ml"de"la"solución"en"la"superficie"donde"se"desea"que"las"células"se"adhieran"y"dejar"reposar"por"

5"minutos."
3) Retirar"la"solución"y"lavar"con"agua"desionizada."
4) Dejar"secar"al"menos"por"2"horas."

A2.4"Solución"Extracelular"de"Mamífero"

Para"preparar"1"L"de"solución"

Compuesto% PM% g/L% mM%

NaCl" 58.44" 7,59" 130"

KCl" 74.55" 0,2236" 3"

CaCl2" 110.99" 0,2219" 2"

MgCl2" 203.30" 0,2439" 1.2"

DUglucosa" 180.16" 1,8016" 10"

HEPES" 238.3" 2,383" 10"

pH=7.4"ajustado"con"(NaOH)"

A2.5.Solución.Intracelular.normal.
Para"preparar"100"ml"de"solución"

Compuesto% PM% Cantidad%(g)% mM%

NaCl" 58,44" 0,0468" 8"

KCl" 74,55" 0,9878" 132,5"
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CaCl" 110,99" 0,00002" 0,002"

MgCl" 203,3" 0,0407" 2"

Glucosa" 180,16" 0,1802" 10"

HEPES" 238,3" 0,2383" 10"

EGTA" 380,35" 0,0015" 0,04"

pH=7.4"ajustado"con"(NaOH)."

A2.6.Solución.Intracelular.Cultivo.Primario.
"

Compuesto% PM% Cantidad%(g)% mM%

KCl" 74.55" 0.5032" 135"

NaCl" 58.44" 0.0175" 6"

EGTA" 380.35" 0.0095" 0.5"

HEPES" 260.29" 0.1301" 10"

MgATP" 507.2" 0.001" 2"
"

A3Inmunocitoquímica.

A3.1.Fijador.celular.
Para"preparar"1"L"de"solución"de"buffer"de"fosfatos."

Componente%% Cantidad% mM%

NaH2PO4H2O"monohidratado"" 190" 0,2"

NaH2PO4"anhídrido" 810" 0,2"

pH=7.4"ajustado"con"(NaOH)"

Una"vez"obtenido"el"buffer"de"fosfatos"se"procede"a"preparar"el"paraformaldehido."

Calentar"125"ml"de"agua"destilada"a"60"grados"Celcius."

Alcanzada"la"temperatura"se"agregan"10"gr"de"paraformaldehido"lo"que"permitirá"una"rápida"disolución."

Se"agregan"125"ml"de"la"solución"buffer."

Se"toman"5"ml"de"la"solución"preparada"y"se"agregan"5"ml"de"glutaraldehido"al"25"%."

pH=7.4"

A3.2.Permeabilizado.de.membrana.
La"permeabilización"de"la"membrana"se"realizó"con"una"solución"de"Triton"x."

Para"preparar"Triton"al"0.1"%"

Componente% Cantidad%%

Triton" 5"µl"

Agua"desionizada" 50"ml"
"
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A.3.3.Bloqueo.de.proteínas.
El"bloqueo"de"proteínas"se"realizó"con"suero"de"burro"diluido."

Para"preparar"5"ml"de"suero"de"burro"al"1"%."

Componente% Cantidad%%

Suero"de"burro" 50"µl"

PBS" 5"ml"
"

Para"preparar"5"ml"de"suero"de"burro"al"0.1"%."

Componente% Cantidad%%

Suero"de"burro" 5"µl"

PBS" 5"ml"
"

A3.4.Técnica.inmunocitoquímica.

• Una"vez"que"se"elimina"el"medio"de"cultivo"se"realizó"un"lavado"del"a"muestra"con"PBS"para"eliminar"
células"muertas."

• Finalizado"el"lavado"se"inició"la"técnica"inmunocitoquímica."
• Se"agrega"el"fijador"a"las"células"y"se"deja"reposar"por"un"tiempo"de"10"min."
• Se"elimina"el"fijador"y"se"lava"3"veces"con"PBS"entre"cada"lavado"se"deja"reposar"en"PBS"por"10"min."
• La"permeabilización"de"la"membrana"se"realiza"con"Triton"y"PBS"y"se"deja"reposar"por"10min."
• Se"elimina"la"solución"y"se"lava"3"veces"con"PBS"entre"cada"lavado"se"deja"reposar"enl"PBS"por"10"min."
• El"bloqueo"de"proteínas"se"realiza"aplicando"la"solución"diluida"del"suero"de"burro"al"1"%y"se"deja"reposar"

por"30"min."
• Una"vez"realizado"el"bloqueo"de"proteínas"se"aplica"el"anticuerpo"primario"el"cual"estará"diluido"en"la"

solución"de"suero"de"burro"al"0.1"%"la"dilución"del"anticuerpo"fue"de"(1:500),"se"incuba"por"24"h"a"4"grado"
celcius"y"en"cámara"de"humedad."

• Se"elimina"la"solución"y"se"lava"3"veces"con"PBS"entre"cada"lavado"se"deja"reposar"en"PBS"por"10"min."
• Se"aplica"el"anticuerpo"secundario"en"una"solución"de"PBS"diluido"y"se"incuba"por"24"h"a"4"grados"Celcius"y"

en"cámara"de"humedad."
• Se"elimina"la"solución"y"se"lava"3"veces"con"PBS"entre"cada"lavado"se"deja"reposar"en"PBS"por"10"min."
• Para"el"marcaje"de"núcleos"se"aplica"Hoetch"y"se"deja"reposar"por"15"min."
• Se"elimina"la"solución"y"se"lava"3"veces"con"PBS"entre"cada"lavado"se"deja"reposar"en"PBS"por"10"min."
• Se"elimina"la"solución"y"se"lava"3"veces"con"PBS."

"


