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Introduccion

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo complejo y de
presentacion heterogénea (Martinez-Fernandez et al., 2016) descrito por primera vez por James
Parkinson en 1817. Se caracteriza por afectaciones al sistema motor (Figura 1) como
movimiento involuntario, rigidez muscular, bradicinesia, problemas de escritura,
incoordinacion y falta de equilibrio (Blair, 2004), asociado a su principal cambio histologico;
una pérdida progresiva de ~80 % neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta
(SNpc) (Mendes-Pinheiro et al., 2021; Parra et al., 2020) y la posterior pérdida de transmision

dopaminérgica en el cuerpo estriado (Parra et al., 2020).
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Figura 1. Sintomas provocados por las afectaciones al sistema motor en la Enfermedad de Parkinson

(Traducido de Kiran, 2022).

En México, el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN) estima una prevalencia
de 50 casos nuevos por cada 100 mil habitantes al afio (Instituto Nacional de las Personas
Adultas Mayores, 2019). Esta enfermedad deteriora la calidad de vida de los pacientes debido
a los multiples problemas que puede desencadenar, entre ellos el dolor de tipo neuropatico
(Truini et al., 2012), el cual es un sintoma especifico de la EP y puede ser muy intenso y dificil

de tratar en estos pacientes.

Los modelos animales son clave de la investigacion preclinica en el descubrimiento de

farmacos. Los modelos animales para inducir Parkinson incluyen modelos quimicos, donde se



emplean sustancias quimicas toxicas selectivas que destruyen las neuronas dopaminérgicas y
los modelos genéticos (Gamber, 2016), mediante la sobreexpresion transgénica de genes
mutantes para genes autosomicos dominantes como la quinasa 2 repetida rica en a-sinucleina
y leucina (LRRK2) y modelos knockout o knockdown para genes autosémicos recesivos, como
Parkin; DJ-1; fosfatasa y un homologo de tensina (PTEN) inducida por la nueva quinasa 1
(PINK1) (Dawson et al., 2010)

Los modelos quimicos mas comunes para mimetizar la EP en animales son: la 1-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (Burns et al., 1984 y Langston et al., 1984), que es
convertida a 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+) por la monoaminooxidasa B (MAOB)
(Przedborski & Vila, 2003); la rotenona (Heikkila et al., 1985); la 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) (Ungerstedt, 1968) cuyo mecanismo se explica mas adelante, entre otros. Dichos
modelos permiten caracterizar mecanismos de accién que subyacen la enfermedad, asi como
proponer nuevas alternativas terapéuticas que coadyuven en mitigar los sintomas motores y no
motores de la enfermedad; sin embargo, estos modelos presentan limitaciones debido a la falta
de una construccion fuerte y/o validez aparente, asi como limitaciones de especies y cepas

animales (Gamber, 2016).

Por lo anterior, es importante validar un modelo experimental para asegurar la eficacia
y la reproducibilidad de la enfermedad para, posteriormente, realizar evaluaciones y proponer
mecanismos de accion o nuevos agentes terapéuticos. De la misma manera, en este trabajo se
plantea demostrar la validez del modelo experimental 6-OHDA para reproducir la enfermedad
de Parkinson en ratas, a partir de la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SNpc y el

estriado.
Marco tedrico
Dopamina

La dopamina, cuyo nombre quimico es 3,4-dihidroxifeniletilamina (Figura 2) es el
neurotransmisor catecolaminérgico mas importante del Sistema Nervioso Central (SNC) de los
mamiferos y participa en la regulacion de diversas funciones como la conducta motora,
conductas motivadas y la afectividad, asi como en la comunicacion neuroenddcrina (Bahena-

Trujillo et al., 2000).
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Figura 2. Estructura quimica de la dopamina. Elaborado con ChemDraw Porfessional

La sintesis de dopamina ocurre en las terminales nerviosas dopaminérgicas a partir del
aminoacido L-fenilalanina, que se convierte a L-tirosina, posteriormente se obtiene L-DOPA
y finalmente dopamina. Las enzimas responsables de este proceso son la tirosina hidroxilasa
(TH) y la descarboxilasa de aminoédcidos aromaticos o L-DOPA descarboxilasa, las cuales se
encuentran en altas concentraciones en este tipo de neuronas (Figura 3). Los trabajos de
Nagatsu et al. (1984) y de Levitt et al. (1965) demostraron que la hidroxilacion del aminoacido
L-tirosina es el punto de regulacion de la sintesis de catecolaminas en el SNC y que la TH es
la enzima limitante de la velocidad de sintesis de la dopamina, la noradrenalina y la adrenalina

(Bahena-Trujillo et al., 2000).

La TH es un péptido de 498 aminoacidos (56 kDa) presente de manera predominante
en la fraccion citosolica de las terminales catecolaminérgicas (Weiner & Molinoff, 1989). La
enzima es una oxidasa que utiliza L-tirosina y oxigeno como sustratos y tetrahidrobiopterina
(BH4) como cofactor para adicionar un grupo hidroxilo al aminoacido para formar L-DOPA

(Bahena-Trujillo et al., 2000).

Las técnicas de clonacion molecular han permitido la identificacion de 5 tipos de
receptores dopaminérgicos, todos ellos acoplados a proteinas G y divididos en dos familias
farmacologicas denominadas D1 y D». Los receptores de la familia D (subtipos D1 y Ds) estan
acoplados a proteinas Gs y estimulan la formacion de monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc) como principal mecanismo de transduccion de sefiales. Los subtipos pertenecientes a
la familia D2 (D2, D3 y D4) inhiben la formacion de AMPc, activan canales de K y reducen la
entrada de iones de Ca*" a través de canales dependientes del voltaje, efectos mediados también

por proteinas G (Gai y Gao) (Bahena-Trujillo et al., 2000).
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Figura 3. Mecanismo de biosintesis de la dopamina. Modificado de Bahena-Trujillo et al., 2000 con

ChemDraw Porfessional
Mecanismo de la 6-OHDA para inducir la Enfermedad de Parkinson

Para evaluar el proceso neurodegenerativo se han empleado modelos animales que reproducen
los principales procesos celulares de la EP, tales como el estrés oxidativo; la
neurodegeneracion; la neuroinflamacion; y la muerte celular. La 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) es uno de los neurotoxicos mas empleados para inducir la Enfermedad de Parkinson

en animales de laboratorio (Hernandez-Baltazar et al., 2017).

Desde su primera descripcion en 1959, la neurotoxina 6-OHDA ha jugado un papel
fundamental en la investigacion preclinica de la enfermedad de Parkinson. La 6-OHDA es un
analogo estructural de las catecolaminas, como la dopamina y la noradrenalina, altamente
oxidable que ejerce sus efectos toxicos sobre las neuronas catecolaminérgicas. El primer
modelo que explota la neurotoxicidad de la 6-OHDA fue desarrollado en 1968 por Ungerstedst,
quien inyect6 la toxina bilateralmente en la sustancia nigra de la rata, obteniendo un modelo

animal de acinesia con una tasa de mortalidad muy alta. Posteriormente, se inyecto 6-OHDA



unilateralmente para obtener el "modelo de 6-OHDA Ungerstedt" de rotacion (Ungerstedt y
Arbuthnott, 1970). Desde entonces, y dado que la 6-OHDA no atraviesa la barrera
hematoencefalica (BHE), esta toxina se ha convertido en la més utilizada para inducir la
neurodegeneracion del sistema nigroestriatal, para modelar la EP en animales de
experimentacion. En el mismo sentido, el conocimiento de los mecanismos involucrados en la
neurodegeneracion y la muerte celular en este modelo es relevante para definir posibles blancos

terapéuticos para la EP (Hernandez-Baltazar et al., 2017).

La 6-OHDA es capturada a través del transportador de dopamina. Los efectos neurotdxicos
de la 6-OHDA ocurren a través de la acumulacion de la toxina en las neuronas
catecolaminérgicas, seguido de la alteracion de la homeostasis celular y el dafo neuronal
(Simola et al., 2007). Se han propuesto 3 mecanismos para explicar el efecto citotoxico de la

6-OHDA, los cuales son:
1) Auto-oxidacion intra o extracelular de la 6-OHDA.

El almacenamiento intracelular de 6-OHDA esta mediado por los transportadores de
membrana de dopamina o noradrenalina (DAT y NAT respectivamente), que reconocen y
captan 6-OHDA debido a su similitud estructural con las catecolaminas endogenas. La
auto-oxidacion genera H»O» citotoxico, especies reactivas de oxigeno (ERO) vy
catecolaminas quinonas que atacan a los grupos nucleofilicos endocelulares (Simola et al.,

2007).
2) Formacion de perdxido de hidrogeno por efecto de la monoaminooxidasa (MAO-A).

Evento endocelular que subyace al dafio neuronal inducido por 6-OHDA, varios cuerpos
de evidencia sugieren un papel importante para el estrés oxidativo (EO). Cuando se infunde
en el cerebro, la 6-OHDA produce especies citotoxicas a través de mecanismos enzimaticos
y no enzimaticos que son amplificados por oligoelementos endocelulares como el
manganeso y el hierro. Por lo tanto, la oxidacion de 6-OHDA por la MAO-A genera H>O5,
que desencadena la produccion de ERO (Simola et al., 2007).

3) Inhibicion directa del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial (Hernandez-

Baltazar et al., 2017).



Estos mecanismos pueden actuar de manera independiente o de forma combinada para generar
ERO. El EO generado puede ser amplificado por el aumento de calcio libre en el citoplasma
(producto de la excitotoxicidad de glutamato), o bien por la pérdida de permeabilidad de
membrana mitocondrial, generando un rapido agotamiento de las enzimas antioxidantes
endocelulares, lo que a su vez conduce a una neurotoxicidad amplificada que causa anomalias
en la estructura y el metabolismo celular y, finalmente, da como resultado dafio neuronal

(Figura 4) (Blum et al., 2001).
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Figura 4. Mecanismos de neurotoxicidad inducida por 6-OHDA. Después de ser absorbida del espacio
extracelular, la 6-OHDA se almacena en las neuronas catecolaminérgicas, donde esta sufre degradacion
enzimatica por la MAO-A y autooxidacion, generando varias especies citotoxicas que, al dafar las
proteinas endocelulares y el nicleo, producen dafio neuronal. Ademas, podria inducir neurotoxicidad al

afectar la actividad del complejo mitocondrial I. Modificado de Simola et al., 2007 en BioRender.com
Inmunohistoquimica

La cantidad o expresion de TH se puede medir en tejido biologico a través de técnicas de
biologia molecular como la inmunohistoquimica (IHC), en la cual se detecta la presencia de la
TH a través de anticuerpos que se unen especificamente a la enzima. La union anticuerpo-
antigeno (Figura 5) se puede visualizar usando diferentes cromogenos, por ejemplo: la
peroxidasa de rabano picante (HRP) o la fosfatasa alcalina (AP), que se usan cominmente para
catalizar una reaccion productora de color (Bosterbio, 2021), o empleando fluorescencia

mediante la técnica de inmunofluorescencia.
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Figura 5. Complejo enzimatico formado para la deteccion de antigenos o haptenos a partir de un tejido
biologico mediante el método de inmunohistoquimica usando peroxidasa o fosfatasa alcalina.

Modificado de Bosterbio, 2021 en BioRender.com
Objetivo general

Demostrar la validez del modelo experimental 6-OHDA para inducir la pérdida de neuronas
dopaminérgicas de la SNpc y el estriado, caracteristica de la Enfermedad de Parkinson, en ratas

Wistar macho.
Objetivos particulares

1. Inducir la Enfermedad de Parkinson mediante una lesiéon de la SNpc a través de la
administracion unilateral de la toxina 6-OHDA usando cirugia estereotéxica.

2. Estandarizar la técnica de inmunohistoquimica para la deteccion de la enzima TH en la
SNpc y el estriado de ratas Wistar macho.

3. Determinar la densidad dptica de neuronas dopaminérgicas positivas a TH en la SNpc

de ratas con la EP usando microscopia de campo claro.
Metodologia
Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, de 280-350 g de peso, las cuales se colocaron y

alojaron en grupos de 6 en cajas de acrilico, se mantuvieron a una temperatura controlada de



21-23 °C, con libre acceso a agua y alimento comercial (LabDiet,5001 Rodent Diet) a lo largo

del experimento.

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL, Protocolo No. 148) y se
siguieron las regulaciones establecidas en la Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de
animales de laboratorio NOM-062-Z00-1999. Los animales fueron facilitados por la Unidad
de Produccion y Experimentacion Animal (UPEAL-Bioterio) de la UAM-X.

Preparacion de la 6-OHDA

La 6-OHDA vy el acido ascorbico se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.).
Las soluciones se prepararon frescas para su uso a una concentracion de 16 pg/2ul de 6-
OHDA, disuelto en acido ascorbico preparado, anteriormente, para lograr al final una

concentracion 0.02% y se afor6 con solucion salina (SS) al 0.9%.
Cirugia 6-OHDA

Se peso individualmente a cada rata y se le administré una mezcla de los anestésicos ketamina
(60 mg/kg i.p.) y xilacina (10 mg/kg i.p.), se rasuro el area donde se realizd la lesion (cabeza)
y luego de comprobar la falta de reflejos en las patas traseras y cola, se coloco a la rata en el
estereotaxico y ajusté adecuadamente, se afiadido una gota de solucion salina a cada ojo y se

coloco un antifaz mojado para cubrir los ojos y protegerlos de la luz.

Antes de comenzar la cirugia, se cargd una jeringa Hamilton con la toxina 6-OHDA y
se ajusto en el estereotaxico. Se procedid a hacer una pequeiia incision con un bisturi en la

cabeza de la rata y se expuso el craneo con ayuda de un sujetador y se quitaron las meninges.

Luego, se ajusto la punta de la jeringa en el punto de cruce entre bregma y la linea
central del craneo de la rata, las coordenadas se registraron y ajustaron a: AP -4.0 mm y L +
1.2 mm, lo cual fue marcado y se hizo un trépano en dicho punto, se rompieron los tejidos para
asegurar la penetracion de la aguja al cerebro y se introdujo a DV -8.0 mm para administrar
unilateralmente del lado izquierdo 2 pL. de 6-OHDA (8 pg/ul) en la SNpc. Una vez terminada
la administracion, se permitio un periodo de reposo de un minuto para que difunda la toxina y

posteriormente se retird la aguja lentamente. Finalmente, se limpid, se suturd y se afiadio



solucion violeta en la herida de la rata para evitar infeccion y facilitar su recuperacion. Se

permitié una recuperacion de 15-20 dias a las ratas antes de los experimentos conductuales.
Conducta motora

Para confirmar que las ratas habian desarrollado la EP, se realizaron pruebas conductuales
como la prueba de giro y la del cilindro; ambas se grabaron en video y se evalud la asimetria

del uso de las extremidades anteriores para detectar alteraciones motoras.
a) Prueba de giro

Con el fin de examinar el desequilibrio inducido por la lesion dopaminérgica, se evalu6 la
conducta de giro, para lo cual los animales se colocaron en un cilindro de plexiglas transparente
(40 cm de alto x 20 cm de diametro) inmediatamente después de la inyeccion de apomorfina
(0.1 mg/kg, s.c.). Se contd el nimero de vueltas contralaterales respecto al sitio de inyeccion
(hacia la derecha) durante 30 minutos y se seleccionaron los animales que cumplian con al

menos 150 vueltas (Truong et al., 2006).
b) Prueba de cilindro

La asimetria de las extremidades delanteras se evalué mediante la prueba del cilindro, para lo
cual, los animales se colocaron en un cilindro de plexiglas transparente (40 x 20 cm) y se

registrd su actividad durante 5 minutos.

Para esta prueba se contd el nimero de contactos con la pared realizados con las patas
anteriores, ya que este representa un indice mas sensible de agotamiento de dopamina que los
movimientos de aterrizaje. Los contactos con la pared se clasificaron como miembros
anteriores contralaterales (CL), miembros anteriores ipsilaterales (IL) o ambos miembros

anteriores; bilaterales (BL).
Reactivos

Todos los reactivos utilizados para la inmunohistoquimica se obtuvieron de Sigma-Aldrich

Chemical Co (Toluca, Estado de México) y JT Baker (New Jersey, EEUU).

Las especificaciones de los anticuerpos utilizados se detallan en la tabla 1.



Tabla 1. Resumen de anticuerpos utilizados para los procedimientos de

inmunohistoquimica
Anticuerpos primarios Anticuerpos secundarios
Proteina Fuente Dilucién | #Catalogo Fuente Dilucion | #Catalogo
Biotinilado,
. Vector
Sigma cabra anti 1:500
BA-9200
ZMS1033 raton
1:500
Santa Cruz
Estreptavidi Invitrogen
Raton SC25269 | na acoplado 1:5000
monoclonal a HRP 43-4323

Inmunohistoquimica
a) Obtencion de cerebros

Treinta dias después de la lesion unilateral de la SNpc en ratas macho Wistar, estas se
anestesiaron con pentobarbital sodico (200 mg/kg via i.p.) y se perfundieron por via
intracardiaca, con 250 mL de solucidon salina al 0.9 % y posteriormente con 300 mL de
paraformaldehido (PFA) al 4 %, en una solucion amortiguadora de fosfatos (buffer de fosfatos
de sodio 0.1 M), suplementada con 0.9 % de SS, aun pH de 7.3. Al final de este procedimiento
se extrajeron los cerebros de los animales y se colocaron en sacarosa al 30% en buffer de

fosfatos de sodio (PBS 1X) para almacenarlos a 4 °C hasta su uso posterior.
b) Tincion con violeta de cresilo

El violeta de cresilo (acetato) es un compuesto perteneciente al grupo de los colorantes de
oxazina que se usa especialmente para la tincion nuclear y visualizacion de los cuerpos de Nissl

y tincion estandar para identificacion de Helicobacter y de cromatina, por lo que resulta util en




el diagndstico celular en la medicina humana y examen histoloégico de muestras de origen

bioldgico y deteccion de dafio tisular (Sigma-Aldrich, cat. C5042).

El procedimiento se realizé de la siguiente manera: Se seleccionaron 2 cortes de tejido
de cada uno de los cerebros, se colocaron en portaobjetos gelatinizados y se dejaron secar
durante 24 horas. Posteriormente, se aclararon y rehidrataron durante 3 segundos con las
siguientes soluciones: Xilol 100 %, Xilol 50%, Etanol 100 %, Etanol 96 %, Etanol 80% y
Etanol 70 %. A continuacion, se lavo con agua destilada por 3 segundos y se tifid en solucion
de violeta de cresilo al 0.1% durante 30 minutos, pasado este tiempo y cuando se observo un
cambio en la coloracion del tejido (violeta), se lavd con agua destilada por 3 segundos.
Posteriormente, se deshidrataron y aclararon los cortes, en las siguientes soluciones durante 3
segundos cada una: Etanol 70 %, Etanol 80 %, Etanol 96 %, Etanol 100 %, Xilol 50% y Xilol
100 %; inmediatamente se agregaron 100 pL de medio de montaje Entellan, se colocé un
cubreobjetos de 24 x 60 mm y se permitidé secar por 24 horas. Finalmente, se observaron las
preparaciones en un microscopio de campo claro con un objetivo 4X y se obtuvieron imagenes
con ayuda de un escdner EPSON para determinar la presencia o ausencia de dafio en el tejido.
Solo aquellos cerebros que mostraron ausencia de dafo, se utilizaron para la técnica de

inmunohistoquimica posteriormente.
¢ ) Procedimiento inmunohistoquimico

El procedimiento de inmunohistoquimica fue modificado del protocolo de Mendieta et al.

(2016) para su estandarizacion, el cual se establecio de la siguiente manera:

Se realizaron cortes coronales (60 um) de los cerebros de ratas de los grupos 6-OHDA
y SHAM, en la region que comprende la SNpc (Bregma -4.00 mm a -6.60 mm) y el estriado
(Bregma 2.40 mm a -3.80 mm) (Paxinos & Watson, 2009) por medio de un criostato (Leica
CM1100), a -22 °C y se guardaron en placas de 24 pozos con PBS, identificados

adecuadamente por zona y grupo experimental.

Se seleccionaron 5-6 cortes de cada zona (SNpc y estriado) por cerebro, los cuales se
colocaron en placas de 24 pozos con PBS, después se realizaron 3 lavados con PBS-Triton
(PBS-T) 0.4% durante 10 minutos cada lavado a temperatura ambiente. Después, se incubaron
con H>O» al 3% en PBS-T durante 10 minutos para eliminar la peroxidasa enddgena y se
realizaron 3 lavados con PBS-T durante 10 minutos cada uno. Luego, se bloqueo con suero de

cabra al 5% durante 10 minutos y ahi mismo, se incubaron los tejidos con el anticuerpo



primario Anti-TH rabit (dilucién 1:500 en solucion de bloqueo) durante 24 horas a 4°C en
agitacion constante, pasado este tiempo; se realizaron 3 lavados con PBS-T durante 10 minutos
cada uno, se incubaron los tejidos con el anticuerpo secundario biotinilado goat anti-mouse
(Vector, dilucion 1:500) por 90 minutos en agitacion constante y se realizaron 3 lavados con
PBS-T durante 10 minutos cada uno a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron los
tejidos con estreptavidina acoplada a HRP (Invitrogen, dilucion 1:5000) durante 90 minutos en
agitacion constante y se realizaron 3 lavados con PBS-T durante 10 minutos cada uno. A
continuacion, se revelé con 1 mL de DAB (Sigma, 50 mg/100 mL) y 10 pL. de H,O» al 30 %
(concentracion final 0.3%) por cada pozo, durante 30 minutos, se retird la solucion y se afiadio
PBS para detener la reaccion colorimétrica, se colocaron los tejidos en portaobjetos
gelatinizados y se dejaron secar durante 24 horas. Finalmente, se deshidrataron con soluciones
de etanol 80, 90 y 100 %, xilol:etanol 50:50 y xilol 100 %, inmediatamente después se
afiadieron 200 pL del medio de montaje Entellan (Merck, Cat. 1.07960), se cubrieron con

cubreobjetos de 24 x 60 mm y se dejaron secar por 24 horas.
d) Cuantificacion

La cuantificacion se realizd por dos métodos; densidad oOptica y conteo manual. Para la
densidad oOptica, se observaron las muestras en un estereoscopio (Leica EZ4) y se tomaron
fotografias para su posterior andlisis y cuantificacion en objetivos 0.8-1.25x para obtener
imagenes del tejido completo y 2.0x para cuantificar cada lado. La cuantificacion por densidad

oOptica se realizo de la siguiente manera:

Se seleccionaron imagenes de 5-7 cortes por cada cerebro de rata, las cuales se
convirtieron a escala de grises y se guardaron en formato TIFF con el programa Corel Photo
Pain 5, en estas imagenes se identifico la SNpc con ayuda del Atlas de Paxinos & Watson
(2009). Posteriormente, se analizaron con el programa Image Studio lite Version 5.2 con ayuda
de la herramienta de “draw elipse” a diferentes tamafios seglin la anterioridad identificada. Se
recopilaron los datos de “Signal”, “Area” y “Background” de cada uno de los lados de los

cortes.

Para el método de conteo manual, se tomaron fotografias con un microscopio Motic
BA310E acoplado a una camara digital Motic 285A, con el objetivo 10X, se guardaron en
formato TIFF y se nombraron adecuadamente para una facil identificacion. La cuantificacion

se llevo a cabo de la siguiente manera: Se seleccionaron imagenes de 5-7 cortes por cada



cerebro de rata, las cuales se unieron en Microsoft Publisher para armar la rebanada completa.
Se identifico la SNpc con ayuda del Atlas de Paxinos & Watson (2009) y con la herramienta
de dibujo libre se marcéd y contd cada una de las neuronas por cuadrantes, las cuales fueron
registradas y sumadas para tener el numero de neuronas por lado (IL o CL) de cada rebanada.

La cuantificacion por ambos métodos fue realizada por dos investigadores independientes.
e) Andlisis estadistico

Los datos se expresaron como la media + S.E.M. para 3-6 animales; las diferencias se
consideraron significativas con una P < 0.05 en comparacion con el grupo Sham (ANOVA de
una via seguido de prueba de Tukey). El andlisis para la prueba de apomorfina se realizé con

ANOVA de dos vias seguido de Holm Sidak.

Para todo el andlisis se uso el programa estadistico Sigma Plot 12.0.

Resultados y analisis

Los resultados de la prueba de cilindro se muestran en la figura 6, donde se aprecia que hubo
un mayor porcentaje de uso de los miembros anteriores IL que CL en las ratas del grupo 6-
OHDA, lo cual significa un déficit motor provocado por la lesién con la toxina; a diferencia
del grupo Sham, donde el porcentaje de uso de la pata es constante y similar en los miembros

IL, CL y BL, ya que no hay dafio neuronal.
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Figura 6. Prueba de cilindro. Porcentaje del uso de la pata con los miembros anteriores ipsilaterales

(IL), contralaterales (CL) y bilaterales (BL) del grupo Sham y 6-OHDA. Los datos se presentan como



la media = SEM de 6 animales por grupo. Sham *P<0.05 vs 6-OHDA, determinado por una ANOVA

de una via, seguido por una prueba de Tukey.

Los giros inducidos por apomorfina se muestran en la figura 7. Expresa los giros CL por cada
10 minutos de los grupos Sham y 6-OHDA. Se registraron valores de 0 en animales del grupo
Sham vy las ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA mostraron una rotacion significativa

CL (202422 giros en 30 minutos) inducida por apomorfina.
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Figura 7. Prueba de apomorfina para el grupo Sham y 6-OHDA. Los datos se expresan como el nimero
de giros contralaterales en un periodo de 30 minutos de 6 animales por grupo. Sham "P<0.001 vs 6-

OHDA, determinado por prueba de ANOVA de dos vias, seguido de prueba Holm Sidak.

Las fotografias de la tincion con violeta de cresilo, la cual se realizo para verificar la integridad
de los cortes de cerebros de los diferentes grupos experimentales usados para la técnica de

inmunohistoquimica se muestran a continuacion (figura 8).



SHAM 6-OHDA

Figura 8. Imagenes representativas de la tincion con violeta de cresilo del grupo Sham y 6-OHDA,

objetivo 2X.

En la figura 9 se muestran imagenes representativas de los cerebros de los grupos Sham y 6-
OHDA, donde se observan las neuronas positivas a TH en color café. Se observa que las ratas
que tienen la lesion con la 6-OHDA presentan una disminucion de la cantidad de TH en el sitio
de la lesion (IL; izquierdo) a diferencia del sitio donde no se realizado la lesion o con las ratas

Sham donde se observa TH en ambos lados de la rebanada.

SHAM 6-OHDA

SHAM o L 6-OHDA

Figura 9. Inmunotincion con tirosina hidroxilasa (TH) de estriado del grupo Sham (A, n=3) y 6-OHDA
(C, n=3), SNpc de Sham (B, n=3) y 6-OHDA (16 pg/uL) (D, n=3) unilateral. Barra de escala = Imm.

En cuanto a la cuantificacion por densidad optica (figura 10), para el grupo Sham se obtuvieron
valores de ~20, sin encontrar diferencia estadisticamente significativa (P = 0.98) entre los lados

(IL y CL), en cambio, para el grupo 6-OHDA se obtuvieron valores de ~1.5 para el lado CL y



de ~0.5 para IL. La comparacion entre lado IL de grupo Sham y 6-OHDA concluyé en una
diferencia significativa en la densidad de ambos grupos (P = 0.001).
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Figura 10. Analisis de densitometria de la inmunoreactividad a tirosina hidroxilasa (TH) en la SNpc
del grupo Sham y 6-OHDA. Los datos se expresan como la densitometria de 3 animales por grupo del
lado ipsilateral. Sham IL "P<0.001 vs 6-OHDA IL, determinado con ANOVA de una via, seguido por

una prueba de Tukey.

Por otro lado, para la cuantificacion por conteo neuronal (Figura 11), se encontraron valores
de (~490) para el grupo Sham, sin encontrar diferencia significativa (P =0.98) entre los lados
(IL y CL), en cambio, para el grupo 6-OHDA se obtuvieron valores de ~355 para el lado CL y
de ~178 para IL, encontrando diferencia significativa (P = 0.01) entre ambos lados. También

se realiz6 la comparacion entre grupos encontrando diferencia significativa (P = 0.0003).
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Figura 11. Analisis de la inmunoreactividad a tirosina hidroxilasa (TH) por conteo neuronal en la SNpc
del grupo Sham y 6-OHDA. Los datos se expresan como el niimero de neuronas TH" de 3 animales por
grupo. Sham IL "P<0.001 vs 6-OHDA IL, determinado con ANOVA de una via, seguido por una prueba
de Tukey.

En general, las ratas que recibieron inyeccion unilateral de 6-OHDA, mostraron una pérdida
significativa de células positivas a TH en la SNpc del lado donde se realizo la lesion, a
diferencia de aquellas ratas que habian recibido inyeccion del vehiculo (p < 0.01), con un

promedio de pérdida del ~80% de neuronas.
Discusion

Con base en los resultados obtenidos, podemos decir que es importante evaluar las condiciones
de los cerebros antes de realizar la IHC, ya de que eso depende tener éxito en la observacion
de la marca de TH en la técnica y se puede evitar obtener falsos positivos o falsos negativos
debido al mal estado del tejido, por ello en este trabajo se realizé la tincion con violeta de
cresilo para asegurar la viabilidad nuestros tejidos antes de realizar la técnica. A partir de esa
tincion, se pudo analizar el dafio en los tejidos. Aquellos cerebros que se encontraban en buen

estado se utilizaron para el proceso inmunohistoquimico.

El grupo 6-OHDA desarrollo la enfermedad de Parkinson, lo cual se sustenta con
diversos hechos; el primero de ellos por los resultados de las pruebas de cilindro y apomorfina,
donde se comprobo la alteracion de su comportamiento motor y con los resultados de la THC;

donde en este grupo de ratas se observo una menor inmunoreactividad o marcaje de TH en el



lado IL a la lesion con la toxina, el conteo de neuronas positivas a TH por densidad optica y
por conteo neuronal nos muestran una disminucion de alrededor del 80% de neuronas positivas

a TH en las ratas que sufrieron la lesion con la 6-OHDA.

A diferencia de otros modelos, el modelo 6-OHDA induce la muerte de neuronas
dopaminérgicas en zonas especificas (Hernandez-Baltazar, 2017), por ello es de los mas
utilizados y es adecuado para reproducir la enfermedad (Mendieta et al., 2016, Kin et al., 2019).
Ademas, este modelo resulta de utilidad para evaluar efectos de farmacos antiparkinsonianos

como la levodopa, el pramipexol, etc.

El modelo de neurotoxina 6-OHDA se utilizd por primera vez para inducir la
degeneracion de las neuronas monoamina de la via nigrostriatal en 1968. El modelo 6-OHDA
se usa comunmente para causar neurodegeneracion en la via nigrostriatal, ya que es un analogo
de la dopamina y téxico para las células que contienen catecolaminas. Después de que la toxina
ingresa al cerebro, puede ser absorbido por el transportador de dopamina (DAT) en las
neuronas dopaminérgicas, lo que lleva a la degeneracion de la via nigrostriatal, ya que la 6-
OHDA se acumula en el citosol de las neuronas, produciendo especies reactivas de oxigeno
(ROS) y llevando a la muerte celular. Especificamente, las lesiones causadas en la SNpc dan

lugar a una degeneracion rapida de las neuronas (Poletti et al., 2021).

La ausencia de dopamina en el cuerpo estriado provoca un desequilibrio en las
actividades de las vias de control motor directo e indirecto (Poletti et al., 2021), para ello, las
pruebas conductuales para evaluar la lesion dopaminérgica mostraron una clara diferencia entre

las ratas lesionadas con la 6-OHDA y ratas Sham.

La prueba de apomorfina es una prueba de comportamiento comiinmente utilizada para
predecir la pérdida celular en la via nigrostriatal. Se define como un proceso en el que la
administracion repetida de apomorfina, un agonista dopaminérgico, conduce a una
intensificacion del comportamiento rotacional en animales lesionados por 6-OHDA (Poletti et
al., 2021). Para esta prueba, los animales con Parkinson presentaron un aumento en el nimero
de giros con un patron constante. Lo mismo parece suceder con otros investigadores, como con
Medina-Salazar et al., 2021, donde demostraron que este comportamiento es igual hasta 6
meses después de la cirugia. La inmunohistoquimica es una técnica que utiliza la unioén

especifica entre un anticuerpo y un antigeno para detectar y localizar antigenos especificos en



células y tejidos, que se detectan y examinan mas cominmente con el microscopio optico

(Magaki et al., 2020).

La IHC es una herramienta estandar en muchos campos en el entorno de la investigacion
(Magaki et al., 2020). Consistente con estudios previos en animales lesionados por 6-OHDA
(Padovan-Neto et al., 2020), el analisis histologico mediante IHC que compara la TH del
cerebro de ambos hemisferios permite una evaluacion fiable del déficit de DA (Poletti et al.,
2021). La técnica de THC resultd adecuada para evaluar la pérdida neuronal de células TH' en
las rebanadas de cerebro de ratas. Ambas cuantificaciones muestran diferencia entre ambos
grupos de ratas, esto debido a la pérdida de neuronas dopaminérgicas unicamente en el lado
donde se administrd la 6-OHDA, tendencia reportada en otros trabajos como el de Medina-
Salazar et al., 2021. Sin embargo, la pérdida de neuronas no fue total, por lo que la lesion
inducida con la 6-OHDA es de tipo moderada, segiin se describe en estudios previos (Allbutt
& Henderson, 2007; Moreno-Fitz et al., 2015), resultando en una lesion dopaminérgica de ~60

% de las neuronas (Jayasinghe et al., 2017).

A pesar de ser el modelo mas utilizado, el modelo 6-OHDA tiene sus limitaciones, una
de ellas es que no representa completamente los mecanismos moleculares involucrados en la
patologia de la enfermedad, como la acumulacion de proteinas alfa-sinucleina y la formacion
de cuerpos de Lewy. El modelo simula la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la via
nigrostriatal, correspondiente a una etapa tardia de la enfermedad y que conduce a la aparicion
de sintomas motores y no motores. Esto lo hace inadecuado para estudiar su desarrollo natural
(Kin et al., 2019). Ademas, es crucial verificar cuidadosamente las coordenadas durante este
delicado procedimiento quirurgico, ya que una causa comun de muerte es la insercion de la
aguja en la coordenada incorrecta en el cerebro, ya que se provoca un dafio en otras estructuras

cerebrales (por ejemplo, el hipotdlamo) por la aguja (Poletti et al., 2021).
Conclusion

En el presente trabajo se comprobo la eficacia del modelo 6-OHDA para mimetizar la perdida
de neuronas dopaminérgicas que ocurre en la enfermedad de Parkinson. Asi mismo, se
determin6 que la técnica de IHC es util para identificar la perdida de neuronas dopaminérgicas

inducidas por la lesion en la SNpc con 6-OHDA en ratas.
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ANEXOS
Anexo A. Preparacion de soluciones para perfusion
A-1. Paraformaldehido (PFA) 4%.
Se requiere la preparacion de dos soluciones: Solucion A (PBS, ver anexo B-1) y solucion B.
Para 1 L de PFA 4%:
Preparar 400 mL aproximadamente de PBS 0.1 M (1X)
Solucion B: Realizar bajo campana de extraccion.

Preparar 400 mL aproximadamente de paraformaldehido, para ello pesar 40 g de
paraformaldehido y colocarlo en un vaso de precipitados de 1000 mL con agua destilada a 55
°C (muy importante mantener la temperatura para evitar degradacion del PFA) en agitacion
con agitador magnética. Agregar lentejas de NaOH puro (Merck, Cat. 1.06498), esperar a que

se disuelva el NaOH y dejar de adicionar NaOH cuando la solucion se vea clara o transparente.

Posteriomente, mezclar ambas soluciones (A y B), ajustar a un pH de 7.35 a 7.42 con HCI

concentrado y aforara 1 L.

Finalmente filtrar la solucion final y guardar en refrigeracion a 4°C.
A-2. Solucion de sacarosa 30 %

Para 100 mL de sacarosa 30%:

Pesar 30 g de sacarosa (Fermont, Cat. 07642) y disolver en PBS.

Anexo B. Preparacion de soluciones para el procedimiento inmunohistoquimico.
B-1. Solucion buffer de fosfatos de sodio 0.1M (PBS).

Para 1 litro de PBS, siga las siguientes instrucciones:

Primero, pesar individualmente con exactitud en una balanza analitica 7.75 g de fosfato de

sodio monobasico monohidratado (NaH,PO4-H,O, J. T. Baker, cat. 3818-01), 27.25 g de



fosfato de sodio dibasico anhidro (Na;HPOs, J. T. Baker, cat. 3828-01) y 22.5 g de cloruro de
sodio (NaCl, J. T. Baker, cat. 3624-05).

Afadir 500 mL aproximadamente de agua destilada en un vaso de precipitados de 1000 mL y
colocar sobre una parrilla eléctrica. Después, colocar un agitador magnético dentro del vaso de
precipitados y afiadir con calma los reactivos pesados anteriormente en el siguiente orden:

NaH>PO4-H20, NaCl y finalmente Na;HPO4.

Una vez disuelto, aforar la solucion a 1 L con agua destilada y filtrar.
B-2. PBS-T 0.4%

Para 100 mL de PBS-T 0.4%:

Afadir 400 pL de Triton X-100 (Merck Cat. 1.12298.0101) y 99.6 mL de solucion de PBS

preparada anteriormente. Agitar manualmente.
B-3. Peroxido de hidrogeno (H202) 3 %

Para 100 mL de H202 3 %:

Afadir 10 mL de H20» 30 % (Fermont Cat. 56002) y 90 mL de PBS.
B-4. Solucion de bloqueo

Para 100 mL de solucion de bloqueo:

Afadir 5 mL de suero de cabra 100% y 95 mL de PBS-T 0.4%
B-5. Dianimobencidina (DAB) para revelado

Para 100 mL de DAB (50 mg/100 mL):

Pesar 50 mg de DAB (Sigma, Cat. D5637) y diluir en 100 mL de PBS.

Para el revelado: Anadir 1 mL DAB + 10 pL H>O» 30 % (concentracion final 0.3%).
B-6. Preparacion de portaobjetos gelatinizados

Solucién para gelatinizar



Se requiere la preparacion de dos soluciones: Solucion A y solucion B.
Para la solucion A:

Enun vaso de precipitados de 250 mL, agregar 100 mL de agua MilliQ e hidratar 2 g de gelatina
con agitacion constante (Sigma Aldrich. Cat. G8150).

Para la solucion B:

En un vaso de 500 mL con 140 mL de agua, agregar 0.2 g de sulfato ctiprico (Sigma Aldrich.

Cat. 243361), calentar entre 40-60°C y mantener en agitacion constante.

Afadir la solucion A a la solucion B. Mantener en agitacion constante y calentamiento (40-60

°C), hasta disolverse.

Enfriar la solucion a temperatura ambiente.

Agregar a la solucion resultante 160 mL de etanol absoluto.
Gelatinizacion

Sumergir y retirar lentamente los portaobjetos (perfectamente limpios) en la solucion de
gelatina-sulfato ctprico final 2 veces o las veces que sean necesario de acuerdo a las
necesidades de la preparacion (se puede dejar sumergido hasta 20 minutos en cada ocasion).
Finalmente dejar escurrir para eliminar el exceso de solucion y secar a temperatura ambiente

libre de polvo.
B-7. Soluciones para deshidratacion:
Etanol 80 %
Para 100 mL de etanol 80 %:
Anadir 83.3 mL de etanol 96 % y aforar con 16.7 mL de agua destilada.
Etanol 90 %
Para 100 mL de etanol 90 %:

Anadir 93.8 mL de etanol 96 % y aforar con 6.2 mL de agua destilada.



Xilol: etanol 50:50
Para 100 mL de Xilol: etanol 50:50:

Afadir 47.9 mL de xilol 100 % (J.T.Baker, catalogo. 949002) y 52.1 mL de etanol 96 %.



