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Resumen 

Las α-sinucleinopatías son un grupo de trastornos neurodegenerativos caracterizados por 

la acumulación aberrante de la proteína α-sinucleína (α-S) en neuronas y glía. En este tipo 

de padecimientos, los depósitos de α-S patológica en neuronas, constituyen una 

característica distintiva y es una marca representativa de la EP. Estudios recientes indican 

que la α-S patológica puede causar neuroinflamación y neurodegeneración tanto en 

encéfalo de pacientes con la EP como en el modelo animal generado por la administración 

intranigral y única del neurotóxico β-sitosterol β-D-glucósido (BSSG). Anteriormente en 

este laboratorio se demostró que las nanopartículas NTS-polyplex con el gen humano del 

factor neurotrófico derivado de la glía (NPs-hGDNF) inyectadas intranigralmente ejercen 

un poderoso efecto neuroregenerador en el modelo parkinsoniano por 6-OHDA, que no 

genera agregados de α-S, por lo que, en esta tesis se demostró que la administración 

intraarterial de nanopartículas NTS-polyplex con el gen humano del factor neurotrófico 

derivado de la glía (NPs-hGDNF) a ratas parkinsonianas tratadas con BSSG (6 µg/µL de 

dimetilsulfóxido; DMSO) resulta en transfección de neuronas dopaminérgicas de la vía 

nigroestriatal demostrando que la barrera hematoencefálica (BHE) se encuentra 

comprometida en este modelo de la EP. Se estudiaron 4 grupos experimentales de ratas 

Wistar macho adultas (230-250g); primero un grupo (n=6) lesionado con una sola 

administración unilateral intranigral de BSSG, a los 15 días poslesión se transfectÓ (n=3) 

vía arteria carótida interna (ACI) el sistema NPs-hGDNF, finalmente un grupo sano (n=3) y 

un grupo sano transfectado (n=3). Posteriormente se evaluó la afección sensoriomotora a 

través de pruebas conductuales al día 0, a los 15 días post-lesión y finalmente a los 15 días 

post-transfección-1 mes lesión, se pudo evaluar el daño motor generado por el neurotóxico 

BSSG. Finalmente, a través de inmunohistoquimicas e inmunofluorescencia se determinó 

la expresión del gen terapéutico en el sistema nigroestriatal y su efecto sobre los agregados 

patológicos de α-S así como de la neurodegeneración, confirmando la potencialidad del 

hGDNF en combatir la formación de esos agregados y su propagación y avalando la 

aplicación de las NPs-hGDNF en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. 

Palabras clave: α-sinucleína, enfermedad de Parkinson, β-sitosterol β-D-glucósido, arteria 

carótida interna, pruebas conductuales, vía nigroestriatal. 

 

 



 

Abstract 

The α-synucleinopathies, are a group of neurodegenerative disorders characterized by the 

aberrant accumulation of the protein α-synuclein (α-S) in neurons and glia. In this type of 

disease, pathological α-S deposits in neurons are a hallmark, and represents a 

characteristic of the PD. Recent studies indicate that, pathological α-S can cause 

neuroinflammation and neurodegeneration, both, in the brain of patients with PD and in the 

animal, model generated by single intraigral administration of the neurotoxic β-sitosterol β-

D-glucoside (BSSG). Previously in this laboratory, it was shown that NTS-polyplex 

nanoparticles with the human glial-derived neurotrophic factor gene (NPs-hGDNF) injected 

intraigrally, exert a powerful neuroregenerative effect in the parkinsonian model by 6-OHDA, 

which does not generate α-Syn aggregates,  therefore, in this thesis it was demonstrated 

that the intra-arterial administration of NTS-polyplex nanoparticles with the human glial-

derived neurotrophic factor gene (NPs-hGDNF) to parkinsonian rats treated with BSSG (6 

µg/µL of dimethyl sulfoxide; DMSO) results in transfection of dopaminergic neurons of the 

nigrostriatal pathway demonstrating that the blood-brain barrier (BBB) is compromised in 

this model of EP. Four experimental groups of adult male Wistar rats (230-250g) were 

studied; first a group (n=6) injured with a single intraigral unilateral administration of BSSG, 

15 days after the injury the NPs-hGDNF system was transfected (n=3) via the internal 

carotid artery (ICA), finally a healthy group (n= 3) and a healthy transfected group (n=3). 

Subsequently, the sensorimotor condition was evaluated through behavioral tests at day 0, 

at 15 days post-injury and finally at 15 days post-transfection-1 month injury, with this, it 

was possible to evaluate the motor damage generated by the neurotoxic BSSG. Finally, 

through immunohistochemistry and immunofluorescence, the expression of the therapeutic 

gene in the nigrostriatal system and its effect on pathological aggregates of α-Syn, as well 

as neurodegeneration, were determined, confirming the potential of hGDNF in combating 

the formation of these aggregates and their propagation and endorsing the application of 

intraigrally NPs-hGDNF in the treatment of Parkinson's disease. 

Keywords: α-synuclein, Parkinson's disease, β-sitosterol β-D-glucoside, internal carotid 

artery, behavioral tests, nigrostriatal pathway. 
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1. Introducción 

 

Las alfa-sinucleinopatías conforman un grupo de enfermedades neurodegenerativas en las que 

se incluyen a la esclerosis lateral amiotrófica (ELA), la demencia frontotemporal (DFT), las 

ataxias espinocerebelosas (AEC), la enfermedad de Huntington (EH), demencia por cuerpos de 

Lewy (DCL), la enfermedad de Alzheimer (EA) y la enfermedad de Parkinson (EP), siendo esta 

última la más común entre ellas y nuestro foco de atención. La fisiopatología de estas 

enfermedades aún no es bien comprendida en su integridad ya que difieren en la causa y 

sintomatología debido a que se generan por alteraciones en diferentes núcleos cerebrales, sin 

embargo, el sello histopatológico clave de estos trastornos neurodegenerativos son los 

agregados patológicos de la proteína α-Sinucleína (α-S) (Mavroeidi. P., 2021).  

1.1 α-Sinucleína (α-S). 

 

La α-S, es una proteína intracelular codificada por el gen SNCA, identificada por Maroteaux en 

1988, quien la extrajo por primera vez del Torpedo Ray y se le atribuyo su nombre por su 

localización celular: 'sin' de sinapsis y 'nucleína' de núcleo (Maroteaux L, 1988 Aug). α-S es una 

proteína pequeña (140 aminoácidos ó 14 kDa), que se expresa abundantemente en las neuronas 

(J. H. S., 2020). Bajo condiciones fisiológicas, α-S existe principalmente en la sustancia negra, 

la corteza y el hipocampo, y juega un papel importante en la función y plasticidad sináptica 

(Lashuel HA, 2013), aunque la función fisiológica de α-S es controversial, es cierto que en los 

últimos años se le han atribuido numerosas funciones hipotéticas. La función más destacada y 

estudiada hasta el momento, sugiere que α-S actúa en la terminal presináptica donde se asocia 

con las vesículas sinápticas, se une a las membranas e induce su curvatura. (Anna Villar-Piqué, 

2015). Sin embargo, aunque la α-S se encuentra enriquecida en los botones sinápticos que 

brotan de los axones de diferentes fenotipos neuroquímicos, la proteína α-S no está presente en 

todas las terminales sinápticas y, no todas las terminales acumulan la proteína en los trastornos 

neurodegenerativos, lo que sugiere expresión selectiva, focalización y vulnerabilidad patogénica 

en ciertas poblaciones neuronales (Totterdell S, 2004). 

La α-S se distribuye desde el soma hasta los terminales presinápticos durante las primeras 

semanas de desarrollo en roedores y en humanos (Withers GS, 1997) (Bayer TA, 1999), Aun no 

queda claro cómo la α-S llega a la sinapsis, sin embargo, su preferencia por las membranas de 
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las vesículas sinápticas y su afinidad por la proteína vesicular SNARE sinaptobrevina-2, 

sinapsina III o rab3A (Burré J, 2010), refuerza la idea de que puede participar en el tráfico 

vesicular, reciclamiento y liberación de neurotransmisores (J. B. , 2015). 

Aunque los estudios sobre la función normal de α-S siguen siendo esquivos, la proteína tiene un 

papel central en múltiples procesos neurodegenerativos. La identificación de mutaciones en la α-

S ha cambiado el enfoque de estudio de enfermedades neurodegenerativas o α-sinucleinopatias, 

centrándose en la acumulación aberrante de esta proteína en el citoplasma de neuronas o de 

células gliales.  

1.1.1 Agregados patológicos de α-S. 

 

Los depósitos de α-S constituyen el componente principal de los cuerpos de Lewy y de las 

neuritas distróficas; también, en menor proporción, la α-s se deposita en el citoplasma de células 

gliales. Estos depósitos, se han vuelto el foco de atención para muchas investigaciones de la EP 

ya que son las principales inclusiones proteicas que se encuentran en las neuronas en 

degeneración de la EP (Bendor JT, 2013).  Los niveles intracelulares de α-S están estrictamente 

regulados por el equilibrio entre las tasas de síntesis, eliminación y agregación de α-S, por lo 

tanto, anomalías que afectan la síntesis de α-S, incluida la multiplicación y los polimorfismos de 

SNCA, pueden aumentar los niveles intracelulares de α-S e inducir su acumulación (Lashuel HA, 

2013). Otras causas de la agregación de la proteína podrían incluir la falla en la degradación de 

α-S, como podría ser el mecanismo ubiquitina-proteosoma, disfunción en el mecanismo de 

autofagia mediada por chaperonas (inducida por mutaciones relacionadas con EP) o disfunción 

de las proteasas (neurosina o metaloproteasa de matriz) (Conway KA, 1998). 

El proceso de depósito patogénico de α–S puede iniciarse hasta varias décadas antes de que el 

paciente sea diagnosticado de la enfermedad. En ocasiones son los síntomas no motores las 

primeras manifestaciones de la enfermedad (Claassen DO, 2010). Se han realizados grandes 

esfuerzos en comprender la anatomía detrás de estos agregados patológicos y un gran número 

de estudios descritos en la literatura destacan un mecanismo de agregación y propagación de 

α–S, las formas fibrilares de α-S detectados mayoritariamente en cuerpos de Lewy (Luk KC e. 

a., 2009) y se cree que reflejan un intento de las neuronas de aislar y/o convertir oligómeros α-S 

tóxicos en fibrillas, que son estructuras estables, menos dinámicas y exhiben una toxicidad 

reducida (Braak H S. M., 2007). 
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Existe evidencia indirecta que apoya la existencia de varias especies oligoméricas de α-S in vivo 

bajo condiciones fisiopatológicas. A diferencia de la α-S fibrilar, los agregados oligoméricos 

probablemente se localicen en los axones y terminales presinápticas donde podrían dañar 

sinapsis y dendritas (Scott DA, 2010). 

Estudios sugieren que α-S existe predominantemente como un monómero, y estos monómeros 

desplegados interactúan para formar dos tipos de dímeros: dímeros antiparalelos, que no se 

propagan, y dímeros paralelos, que sí se propagan (Perrin RJ, 2001), proceso que puede tener 

lugar en el citoplasma o asociado a la membrana plasmática. Monómeros desplegados de α-S 

se adicionan a dímeros que se propagan lo que por ende los hace crecer y generar oligómeros 

en forma de anillo, que a su vez interactúan con la membrana formando poros transmembrana 

por los cuales habrá una entrada anormal de calcio intracelular. Oligómeros α-S que permanecen 

en el citoplasma crecen mediante la adición de monómeros solubles, formando pequeñas fibrillas 

de amiloide y luego fibrillas más largas. La acumulación de estas fibrillas llevara a la formación 

de inclusiones intracelulares que conocemos como cuerpos de Lewy (oligómeros, luego en 

fibrillas de amiloide y finalmente en cuerpos de Lewy). Aunque la α-S normalmente se localiza 

en la terminal presináptica, sus oligómeros y agregados se localizan en todo el cuerpo celular y 

las neuritas, lo que sugiere que la α-s podría alterar la función celular más allá de la terminal 

presináptica. Durante la fibrilogénesis y agregación de α-S, las especies intermedias (oligómeros 

y fibrillas de amiloide) son altamente tóxicas y afectan la función mitocondrial, el retículo 

endoplásmico (RE) y el tráfico de Golgi, la degradación de proteínas y/o la transmisión sináptica. 

Lo que lleva a pensar que estos son algunos de los efectos intracelulares que inducen la 

neurodegeneración (Lashuel HA, 2013). 

Los oligómeros y fibrillas de α-S, así como los monómeros, pueden transferirse entre células e 

inducir la propagación de la enfermedad a otras regiones del cerebro. Se ha visto que los 

mecanismos de propagación son múltiples y pueden ocurrir mediante endocitosis, penetración 

directa, transmisión transináptica o mediante receptores de membrana (Desplats P, 2009).  

1.2 Agregados patológicos de α-S y su participación en la neuro inflamación en la EP. 

 

La EP es la α-sinucleinopatía más común, que actualmente afecta a 10 millones de personas en 

el mundo y cuya incidencia se duplicará para el 2030, con un mayor impacto en la población 

masculina (Boros, 2021). En la EP, las neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra pars 

compacta (SNc) se degeneran, lo que resulta en la pérdida de dopamina en los ganglios basales, 
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un área del cerebro responsable de coordinar el control motor fino, lo que en última instancia 

conduce a la aparición de síntomas clínicos de Parkinson tales como acinesia (incapacidad para 

iniciar el movimiento), bradicinesia, temblor (de intensión o de reposo), rigidez e inestabilidad 

postural (AE, 2015). De igual manera, existen signos no motores que pueden manifestarse en el 

transcurso de la enfermedad, tales como ansiedad, depresión, alteración en los patrones de 

sueño, disfunción autonómica y cognitiva. Estos síntomas son resultado de la degeneración de 

los sistemas dopaminérgicos, noradrenérgicos, serotoninérgicos y colinérgicos en diferentes 

estructuras cerebrales (Tibar H, 2018).  

Además de la pérdida de neuronas dopaminérgicas, otra marca importante de esta enfermedad 

son la presencia de los cuerpos de Lewy y neuritas de Lewy, a los que se les atribuye son 

causantes de la neuroinflamación, la cual es considerada como la tercera marca patológica de la 

EP. La neuroinflamación se caracteriza por la liberación de mediadores inflamatorios, y la 

presencia de microglía activa y astrocitos reactivos, donde estas células gliales se encargan de 

vigilar el microambiente y mantener la homeostasis cerebral, entre otras funciones (DiSabato DJ, 

2016). En la EP, la microglía se activa y realiza distintas funciones como fagocitosis de desechos, 

detectan la patología y secretan de factores pro- y anti-inflamatorios, que pueden exacerbar o 

disminuir la progresión de la enfermedad (MS., 2019). Dicha microglía activada puede adoptar 

una morfología ameboide, preparada para el estrés, oscura o distrófica y ser del tipo pro-

inflamatorio (fenotipo M1) o anti-inflamatorio (fenotipo M2) (Jurga AM, 2020). 

De hecho, se ha observado neuroinflamación en múltiples modelos animales con agregados de 

α-S patológica y podría estar mediada por la expresión microglial del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC) II, un regulador clave de la respuesta inmune, dado que el 

agotamiento de MHCII reduce la activación microglial y neurodegeneración dopaminérgica en 

modelos de ratón con agregados de α-S patológica (Chung CY, 2009).  

Son varios los mecanismos propuestos por los que los agregados de α-S patológicos podrían 

inducir una respuesta neuroinflamatoria. Por mencionar algunos, se ha sugerido que la α-S es 

un quimioatrayente que promueve la migración microglial (Wang S, 2015), y las respuestas 

proinflamatorias a la toxicidad de la α-S podrían estar mediadas adicionalmente por el microARN-

155 (miR-155) (Thome AD, 2016). Además, se ha descubierto que la α-S extracelular liberada 

de las neuronas, es un agonista endógeno de TLR2, lo que conduce a la activación microglial 

(Kim C, 2013), mientras que se ha propuesto que la α-S oligomérica se une directamente al 

heterodímero TLR1/2 en la membrana celular para inducir una respuesta proinflamatoria 
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dependiente en el gen de respuesta primaria de diferenciación mieloide 88 (MyD88) (Daniele SG, 

2015). 

La neuroinflamación se relacionó por primera vez con la EP al encontrar un aumento de microglía 

reactiva fagocítica, el antígeno común de leucocitos y el receptor de interleucina-2 (IL-2) en 

especímenes de pacientes analizados post mortem (McGeer PL, 1988). Recientemente, se ha 

encontrado que la microglía secreta interleucina-1α (IL-1α), el factor de necrosis tumoral α (TNF-

α) y el subcomponente q (C1q) que inducen un cambio en el fenotipo de los astrocitos, 

convirtiéndolos en astrocitos reactivos neurotóxicos A1 que liberan toxinas que inducen la muerte 

neuronal y de la glía (Liddelow SA, 2017). En resumen, la conformación y la forma patógena de 

α-S juegan un papel clave en la regulación de la fagocitosis de la microglía y la posterior 

activación de la inflamación, que acompaña a la neurodegeneración en la EP. 

Por otro lado, en distintos modelos in vitro e in vivo de neuroinflamación, se ha encontrado que 

los agregados patológicos de α-S promueven la liberación de citocinas pro-inflamatorias que a 

su vez, inducen cambios en la estructura y función de la barrera hematoencefálica (BHE), por lo 

que un gran número de células T CD4 (+) y CD8 (+) han sido encontradas en el mesencéfalo 

ventral de pacientes y modelos animales de EP (Chen X, 2021). Las células T infiltradas podrían 

generar una respuesta autoinmune a la α -S prolongando así la actividad de la microglía activada, 

la cual es uno de los principales actores en la neuroinflamación inducida por α-S (Subbarayan 

MS, 2020). En un estudio in vitro de la interacción entre la microglía activada por lipopolisacáridos 

(LPS) y la BHE, se asoció la disminución de la expresión de las proteínas de las uniones 

estrechas zonula occludens-1 (ZO-1) y ocludina con el aumento de la secreción IL-1α, TNF-α y 

C1q y la proteína inflamatoria de macrófagos-1α (MIP-1α) por la microglía activada. Por lo tanto, 

estas cuatro citocinas/quimiocinas podrían ser las responsables de aumentar la permeabilidad 

de la BHE a través del transporte paracelular (Shigemoto-Mogami Y, 2018). Esta disminución en 

la expresión de las proteínas de las uniones estrechas ha sido observada en el núcleo 

subtalámico de cerebros post mortem de pacientes con la EP, corroborando así que la 

disminución en la expresión de las proteínas de uniones estrechas y adherentes aumenta la 

permeabilidad de la BHE tal y como se observa en la EP (Pienaar IS, 2015). La liberación de IL-

1β, TNFα, y IL-1α por microglía activada, no solo se ha visto involucrada en la permeabilidad de 

la BHE, sino que también, estudios recientes han encontrado que a través de esta liberación se 

induce un fenotipo A1 neurotóxico en los astrocitos, lo que los hace corresponsables de la muerte 

de las neuronas dopaminérgicas y oligodendrocitos, después de una lesión aguda del sistema 

nervioso central (SNC) (Kempuraj D, 2016). Por lo tanto, los astrocitos reactivos A1 activados 
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por la microglía también podrían mediar el efecto neurotóxico de la α -S patológica, aunque su 

mecanismo de acción aún está bajo investigación. 

Aunque se propone que la neuroinflamación crónica promueve la degeneración progresiva de 

las neuronas dopaminérgicas, en la actualidad, una de las preguntas que se hacen los 

investigadores es, ¿el ambiente crónico neuroinflamatorio es una causa o consecuencia de la 

neurodegeneración?, pregunta que se podría contestar con un modelo experimental propio de la 

enfermedad en cuestión, que permitiera observar las marcas patológicas eficientemente. 

1.3 Modelos experimentales para la EP. 

 

Actualmente, todos los estudios llevados a cabo para la EP se han realizado en modelos que no 

reproducen fidedignamente las 4 marcas concretas de la enfermedad (Tabla 1); 

1. Las alteraciones conductuales motoras y no motoras. 

2. La pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra pars compacta 

(SNpc) y de sus proyecciones axonales. 

3. Presencia de cuerpos de Lewy. 

4. Neuroinflamación. 

Este hecho, repercute de manera negativa en los resultados obtenidos en los estudios en fase 

clínica. Por lo que la identificación y el desarrollo de terapias neuroprotectoras eficaces ha estado 

destinada al fracaso. 

La EP debería de reproducirse en un modelo animal que sea de naturaleza progresiva, refleje de 

cerca el proceso de la enfermedad (compartiendo índices patológicos con la enfermedad de 

Parkinson humana) y que reflejara la patología generalizada asociada con la enfermedad en las 

personas (Bezard E, 2013). 

 Entre los modelos más comúnmente utilizados se encuentran aquellos basados en neurotoxinas 

tales como el de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), 6-hidroxidopamina (6-OHDA), 

y rotenona, que inducen la muerte preferencialmente de neuronas dopaminérgicas, 

posteriormente causan activación microglial y astrogliosis reactiva, sin embargo, la desventaja 

radica en que no se desarrollan agregados patológicos de α-S (Santiago RM, 2010) (Cankara 

FN, 2020;). 
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Tabla 1. Características de los modelos experimentales de la enfermedad de Parkinson. 

Características Progresión Alteraciones 

motoras 

Alteraciones 

no motoras 

Neurodegene-

ración 

Agregados 

de α-Syn 

Neuro-

inflamación 

Disrupción 

de la BHE 

Ref. 

LPS No Sí Sí Sí No Sí No (Liu, 

2011 ) 

6-OHDA No Sí Sí Sí No No Sí (Chia 

SJ, 

2020) 

Rotenona No Sí Sí Sí No No Sí (Chia 

SJ, 

2020) 

BSSG Si Sí Sí Sí Sí Sí Sí (Van 

Kampen 

JM, 

2015) 

Ratones 

transgénicos 

A53T 

No Sí Sí Sí Sí Sí No (Yang J, 

2021) 

Ratas con AAV- 

α-S 

No Sí Sí Sí Sí No Sí (Terse 

PS, 

2021) 

 

Abreviaturas: 6-hidroxidopamina (6-OHDA), Barrera hematoencefálica (BHE), β-sitosterol β-D-

glucósido (BSSG), Lipopolisacáridos (LPS), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP), 

Virus adeno-asociado (AAV). 

Por otro lado, los modelos genéticos de la EP incluyen animales transgénicos y animales 

transfectados por vectores virales basados en genes relacionados con la forma familiar de la EP 

(Konnova & Swanberg, 2018). Estos modelos tampoco exhiben la fisiopatología observada en la 

EP y no están completamente caracterizados (Potashkin JA, 2010). Incluso, los animales 

transgénicos con mutaciones en los genes asociados con la EP familiar como SNCA, LRRK2, 

PINK1, DJ-1 y ATP13A2, no producen suficiente neurodegeneración nigral y síntomas típicos 

(Pingale T, 2020). 

Recientemente se encontró que, el consumo de neurotoxinas dietéticas derivadas de la semilla 

de la cícada se ha relacionado con características celulares y de comportamiento que se 

aproximan mucho a las observadas en los pacientes de EP, además de que los signos clínicos 

y la histopatología continúan desarrollándose durante varios meses después del cese de la 



 
8 

 

exposición al insulto neurotóxico (Wilson JM, 2002). Estudios in vitro empleando estos 

compuestos aislados de las cícadas, han demostrado que varios de ellos son neurotóxicos 

responsables de causar la esclerosis lateral amiotrófica (ELA) y la enfermedad de Alzheimer (EA) 

en los indios chamorros. El conjunto de estas neuropatologías se conoce como la triada 

ELA/EP/EA, replicada en ratones que fueron alimentados con “pellets” suplementados con la 

harina de cícada. De estos compuestos aislados de las cícadas, se encontró que el β-sitosterol 

β-D-glucósido (BSSG), que forma la fracción más grande, es neurotóxico tanto in vitro como in 

vivo, tomando relevancia ya que al igual que con las cícadas, el consumo de BSSG por parte de 

las ratas desencadena una neurodegeneración progresiva que se presenta principalmente como 

un fenotipo parkinsoniano y replica múltiples características de la enfermedad humana (Tabata 

R, 2008). 

Los esfuerzos para desarrollar una terapia neuroprotectora para la EP se han visto gravemente 

obstaculizados por la falta de buenos modelos animales capaces de predecir con precisión 

agentes neuroprotectores efectivos en humanos. El modelo BSSG, a través de su naturaleza 

progresiva y la replicación de múltiples características parkinsonianas clave, puede proporcionar 

una herramienta valiosa para la detección de candidatos neuroprotectores. 

 

1.3.1 β-sitosterol β-D-glucósido (BSSG), modelo experimental para la EP. 

 

La neurotoxina BSSG aislada de la harina elaborada a partir de semillas de la planta cícada 

(Cycas micronesica), origina la EP en las personas que la consumen habitualmente como 

sucedió con la población de chamorros nativa de la isla de Guam (Wilson JMB, Behavioral and 

neurological correlates of ALS-parkinsonism dementia complex in adult mice fed washed cycad 

flour. , 2002). Estudios recientes, comprobaron que, en efecto, el BSSG reproduce las 4 marcas 

de la EP, descubrimiento motivador para su uso como modelo animal para esta enfermedad.  

En un estudio in vivo la toxina BSSG se preparó y administró en forma de gránulos de harina 

cinco días a la semana durante los primeros 4 meses del estudio, posteriormente, a los 4, 6 y 8 

meses después de la exposición inicial al BSSG, los animales se sometieron a evaluaciones de 

deficiencias locomotoras, pruebas olfatorias y función cognitiva; finalmente a los 10 meses, 

fueron sacrificadas para inmunohistoquímicas que les permitieron  observar la integridad 

nigroestriatal, activación microglial (neuroinflamación), agregados de α-S, el inmunomarcaje para 

a proteína 78 regulada por glucosa (Grp78) en el SN y el cuerpo estriado, como marcador de 



 
9 

 

estrés ER, además de estudiar la proteína sináptica sinaptofisina, para estimar la patología 

axonal degenerativa en el hipocampo y la corteza (Van Kampen JM, 2015). Lo que encontraron, 

en resumen, es que, este modelo de EP en ratas BSSG se caracteriza por la pérdida progresiva 

de neuronas dopaminérgicas nigrales, muestra déficits olfativos prodrómicos, un inicio 

asimétrico, déficits locomotores sensibles a la levodopa, una propagación progresiva de la 

patología de la α -S y déficits cognitivos en etapa tardía. 

Recientemente, en nuestro laboratorio se demostró que la administración unilateral de BSSG (6 

μg BSSG/ 1 μL de dimetil sulfóxido, DMSO) en la SN, reprodujo las cuatro marcas de la EP en 

la rata, entre estas la generación de agregados patológicos de α-S en las neuronas 

dopaminérgicas de la SN del lado inyectado (Soto-Rojas LO, 2020) (Soto-Rojas, 2020). Lo que 

causó gran interés sobre esta investigación, fue observar que los agregados patológicos de α-S 

invadieron las neuronas dopaminérgicas nigrales del lado contralateral asociándose con la 

neurodegeneración dopaminérgicas nigroestriatal. Además, estos agregados patológicos se 

propagaron a otras regiones cerebrales del mismo lado tales como bulbo olfatorio, hipocampo, 

corteza, locus coeruleus, SN y estriado, hecho que pudiera significar una progresión de la 

enfermedad por etapas, como lo antes propuesto por Braak y colaboradores (Braak H D. T., 

2003). Esta propagación en la patología puede deberse, a que la α-S (sus formas oligoméricas), 

pueden autopropagarse y diseminarse progresivamente entre regiones cerebrales 

interconectadas a través de un mecanismo de transmisión de célula a célula (Olanow CW, 2013), 

comportamiento similar al prión. La idea de dispersión tipo prión para la EP, provino primero de 

estudios de trasplante de células fetales que mostraron la aparición de cuerpos de Lewy en las 

células huésped más de diez años después del trasplante (Kordower JH C. Y., 2008 ), estudios 

que posteriormente fueron corroborados en experimentos con roedores (Kordower JH D. H., 

2011) (Luk KC K. V., 2012). 

Por otro lado, la administración de BSSG indujo a la neuroinflamación característica en la EP; 

esto es, activación microglial, liberación de citocinas proinflamatorias y la activación de astrocitos 

reactivos neurotóxicos A1, eventos también asociados a la progresión de la neurodegeneración 

del sistema nigroestriatal dopaminérgico (Luna-Herrera C, 2020). 

Además, trabajos recientes en este laboratorio, han aportado evidencia de que la 

neuroinflamación inducida por BSSG ocasiona apertura local de la BHE demostrada por la 

presencia de azul de Evans (AE; colorante que en condiciones fisiológicas no atraviesa la BHE), 

y la infiltración de linfocitos (Luna-Herrera C, 2020) (Delgado Minjares, 2022), hecho relevante 
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para nosotros, ya que nos permite realizar nuevos estudios experimentales de abordaje 

terapéutico, como nuevas vías de administración de fármacos para la EP. 

1.4 Desarrollos Terapéuticos para la EP 

 

A pesar del progreso significativo en la comprensión de los mecanismos que conducen a la EP, 

aún sigue siendo un desafío la caracterización clínica de los pacientes, debido a la ausencia de 

métodos precisos para establecer un diagnóstico oportuno y estratificar el deterioro neurológico, 

y, por tanto, ayuden a establecer una atención médica personalizada. Debido a la inoperancia de 

las terapias actuales por ser sintomáticas, es necesario desarrollar terapias efectivas que 

detengan el avance de la neurodegeneración, que reduzcan significativamente la aparición de 

los agregados patológicos de α-S y que restauren los circuitos neuronales dañados. 

Los tratamientos actuales para la EP implican principalmente la administración de levodopa (L-

DOPA), agonistas de la dopamina o inhibidores de la MAO-B o cirugía en forma de estimulación 

cerebral profunda (DBS) que consiste en la implantación de un aparato médico que envía 

impulsos eléctricos a puntos específicos del cerebro que controlan el movimiento, bloqueando 

las señales nerviosas anormales que causan el temblor y los síntomas de la enfermedad (S, 

2015). Sin embargo, estos tratamientos son sintomáticos y no previenen la progresión de la EP 

y pueden estar asociados con efectos secundarios significativos (Marks WJ Jr, 2010), motivo 

suficiente de la gran necesidad de desarrollar terapias más efectivas. 

1.4.1 Factores neurotróficos y su participación terapéutica en la EP. 

 

Recientemente se ha surgido la posibilidad de desarrollar terapias con base en los factores 

neurotróficos, que son polipéptidos o proteínas importantes en la proliferación y diferenciación 

durante el desarrollo cerebral y en la supervivencia neuronal y plasticidad sináptica en la edad 

adulta. Los factores neurotróficos se secretan en el espacio extracelular y, siguiendo la inervación 

neuronal, pueden ser transportados tanto de forma retrógrada como anterógrada (Mahato, 2020). 

Los factores neurotróficos secretados actúan a través de receptores que, activando cascadas de 

señalización intracelular, prenden programas genéticos asociados a la neurogénesis, 

diferenciación neuronal, neuritogénesis, supervivencia, plasticidad sináptica y funcionamiento 

neuronal (Chang HM, 2019).  
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Los factores neurotróficos se dividen en cuatro familias principales cuyos miembros actúan a 

través de receptores específicos (Tabla 2) (Sidorova YA, 2020). La primera familia que se conoció 

fue la familia de las Neurotrofinas (NT), la cual comprende cinco miembros (Tabla 2). En seguida 

se identificaron los cuatro miembros estructuralmente relacionados de la familia de ligandos del 

factor neurotrófico derivado de células gliales (GDNF- del inglés Glial cell line-derived 

neurotrophic factor) (Tabla 2) (Tenenbaum, 2017). Posteriormente se descubrió que ciertas 

proteínas tenían funciones muy especificas a nivel periférico como citocinas o factores de 

crecimiento que también podían actuar como factores neurotróficos en ciertas condiciones; 

debido a la gran varieda de esta familia se le conoce como citocinas neuropoieticas (Tabla 2). La 

última familia identificada hasta hoy fue descubierta por el Dr. Mart Saarma y se le conoce como 

la familia de proteínas evolucionariamente conservadas y que actualmente se han identificado 

dos miembros (Tabla 2) (Saarma M, 2020). 

Tabla 2. Familias de los factores neurotróficos: sus miembros y sus receptores.  

Familia Proteína Receptor 

Neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3, NT-5 TrkA, TrkB, TrkC 

Familia de ligandos 

GDNF 

GDNF, Neurturina, 

Persefina, Artemina 

GFRα1, GFRα2, GFRα3, 

GFRα4 

Citocinas 

neuropoiéticas 

IL-6, TGFβ, VEGF, IGF, 

FGF, etc.  

Trks 

Proteínas 

evolucionariamente 

conservadas 

CDNF, MANF Desconocidos 

 

Abreviaturas: Factor de crecimiento nervioso (NGF), factor neurotrófico derivado del cerebro 

(BDNF), Neurotrofrina 3 y 5 ( NT-3 y NT-5), factor neurotrófico derivado de células gliales (GDNF- 

del inglés Glial cell line-derived neurotrophic factor), factor de crecimiento transformador-beta 

(TGF-β), factor de crecimiento insulínico (IGF), interleucina (IL)-6, factor de crecimiento de 

placenta (FGF), factor de crecimiento vascular (VEGF), factor neurotrófico de dopamina cerebral 

(CDNF), factor neurotrófico derivado de astrocitos mesencefálicos (MANF), receptores de tirosina 

proteína quinasa, Trks (también conocida como TrkA, TrkB y TrkC), subtipo α1, α2, α3 y α4 del 

receptor de la familia GDNF (GFRα1, GFRα2, GFRα3 y GFRα4) 
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No todos los factores neurotróficos tienen acción sobre las neuronas dopaminérgicas nigrales, 

pues se requiere que tengan el receptor para el respectivo factor neurotrófico. Para los fines de 

este proyecto, nos centraremos en el GDNF, por su supuesto efecto antiinflamatorio 

(disminuyendo la activación de microglía, astrocitos y algunas citocinas proinflamatorias) 

(Tenenbaum, 2017). 

 

1.4.2 Factor Neurotrófico derivado de células gliales (GDNF) y su participación en la EP. 

 

Dentro de la familia de ligandos GDNF, como primer miembro podemos encontrar al GDNF, el 

cual, en 1993 fue aislado de células gliales de rata B49 por Lin y colaboradores (Lin L.F., 1993). 

El GDNF está codificado por el gen GDNF y se traduce como un precursor de 211 aminoácidos 

que, después del procesamiento proteolítico, se secreta como una proteína madura de 134 

aminoácidos (Lin L.F., 1993). En el SNC, la expresión de GDNF aumenta durante el desarrollo 

embrionario y disminuye en la edad adulta, restringiéndose a áreas cerebrales específicas como 

la corteza, el hipocampo, el estriado (STR), el SN, el tálamo, el cerebelo y la médula espinal 

(Hellmich H.L., 1996). En condiciones fisiológicas, el GDNF se expresa en tejidos blandos, 

testículos, riñones, glándulas suprarrenales, glándulas paratiroides, placenta, tracto 

gastrointestinal, médula espinal y múltiples núcleos cerebrales (The Human Protein Atlas. , 

2021). El GDNF juega un papel vital en la regulación de la morfogénesis renal, el desarrollo del 

sistema entérico y la proliferación y migración de neuronas parasimpáticas. Además, para este 

proyecto, su importancia recae en el hecho de que el GDNF es conocido por su potente efecto 

sobre la maduración, el mantenimiento y la supervivencia de las neuronas DA (Michos O., 2010) 

(Gianino S., 2003) (Lin L.F., 1993).  

En enfermedades neurodegenerativas, como la EP, la señalización y expresión de GDNF se 

encuentra desregulada (Chu Y., 2021) (Chauhan N.B., 2001). Por lo tanto, la supresión del GDNF 

endógeno debido a la EP hace que no esté disponible para contribuir al proceso de restauración 

neural. 

En la EP, en comparación con sujetos sanos, se ha visto que los pacientes muestran, 

sistemáticamente, un agotamiento de la proteína GDNF e neuronas supervivientes de Sustantia 

Nigra pars compacta (SNpc), hecho que explica por qué su falta de efecto restaurador en el 

sistema nigroestriatal (Chauhan N.B., 2001). De manera similar, en otras regiones del sistema 

nigroestriatal, curiosamente se han observado reducción en los niveles de proteína GDNF, 
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asociada con deterioro cognitivo incluso en ausencia de pérdida neuronal, por lo que, se piensa 

que el GDNF podría realizar acciones fisiológicas en la neurotransmisión del hipocampo similares 

a las del BDNF (Griego E., 2021).  

Como línea terapéutica que apunta a combatir la α-sinucleinopatía y la neuroinflamación para 

impedir la neurodegeneración, encontramos la restauración del sistema dopaminérgico 

comprometido mediante factores neurotróficos, en particular empleando GDNF, razón por la que 

su valoración en ensayos preclínicos ha ido en aumento. 

1.4.3 Ensayos preclínicos en la terapia con GDNF  

 

El GDNF es un candidato atractivo que se ha probado en modelos de EP in vitro e in vivo debido 

a su potente acción neurorregenerativa y sus aparentes efectos anti-α-S y antiinflamatorios 

(Chmielarz P. E. S., 2020) (Zhao Y., GDNF-expressing macrophages restore motor functions at 

a severe late-stage, and produce long-term neuroprotective effects at an early-stage of 

Parkinson’s disease in transgenic Parkin Q311X(A) mice. J. , 2019). En estudios preclínicos de 

terapia génica usando GDNF se demostró que regenera el sistema dopaminérgico nigroestriatal 

(90 ± 8% en el estriado  y 50 ± 4% en la SN), reduce la neuroinflamación y disminuye las 

alteraciones motoras (Rocha S.M., 2012). Sin embargo, estos abordajes preclínicos no 

representan fidedignamente la EP porque se ensayaron en modelos animales que no generan 

agregados patológicos de α-S, además de que los ensayos clínicos con GDNF a través de varias 

vías de administración han sido desalentadores y algunos pacientes han desarrollado efectos 

secundarios adversos graves como anorexia, pérdida de peso, hiponatremia, parestesia, 

fenómeno de Lhermitte y eventos adversos relacionados a la implantación de dispositivos 

(catéteres para la infusión de GDNF)  (Barker R.A., 2020) (Nutt J.G., 2003). Motivo por el que se 

ha propuesto la terapia génica como candidato para evitar esta respuesta no favorable en 

pacientes con EP. 

La terapia génica se describió por primera vez en 1972 como un medio para "reemplazar el ADN 

malo con ADN bueno" (Axelsen TM, 2018). La terapia génica se puede utilizar para tratar 

enfermedades mediante la introducción de genes terapéuticos o reemplazando, silenciando o 

corrigiendo genes defectuosos. Existen muchos enfoques diferentes, pero la estrategia principal 

es el uso de vectores virales no replicantes diseñados; predominantemente diversos serotipos 

de virus adenoasociados recombinantes (AAV) o lentivirus (Axelsen TM, 2018). 
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Con esta propuesta en mente, se han empleado vectores lentivirales para transducir el transgén 

GDNF en el núcleo estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA (Kirik D, 2004) (Quintino L, 2019). 

Sumado a esto, se han trasplantado células troncales mesenquimales derivadas de adipocitos 

(hAMSCs, por sus siglas en inglés) genéticamente modificadas por vectores virales para producir 

GDNF y se ha logrado neuroprotección y neuroregeneración (Sun S, 2020) tras el trasplante de 

estas células en el estriado de ratones lesionados con 6-OHDA, dando como resultado favorable, 

un aumentó en el número de neuronas dopaminérgicas en la sustantia nigra  (SN) además de 

que disminuyó los síntomas motores (Sun S, 2020). Otros autores también han reportado elefecto 

anti-neuroinflamatorio de GDNF en la EP (Tabla 3) y un posible efecto anti-α-S (Delgado-Minjares 

KM, 2021 ). 

Tabla 3. Efecto anti-neuroinflamatorio de GDNF en la EP. 

Modelo experimental/ Tipo 

de terapia con GDNF  

Resultados relevantes  Mecanismo propuesto 

Cultivos microgliales del 

mesencéfalo de rata 

activados por Zymozan A/ 

Terapia con GDNF derivado 

de astrocitos. 

GDNF disminuyó la activación 

microglial en un modelo de 

neuroinflamación in vitro.  

Activación del complejo 

GFRα1-RET y la inhibición de 

la vía de señalización FAK.  

Ratón knockdown GDNF+/- 

(12 meses de edad)/ 

Inyección estereotáxica 

bilateral de GDNF (10 μg de 

GDNF por cada hemisferio) 

en el estriado. 

GDNF atenuó del deterioro 

motor y los niveles de 

dopamina nigroestriatal. 

Reducción de la expresión de 

COX-2 y aumento de SOD-2 en 

la SN, lo que sugiere la 

disminución de la activación 

microglial.  

Cultivo microglial de rata 

activado por LPS/ Terapia con 

rhGDNF (50 ng/mL, antes de 

administrar LPS). 

rhGDNF  atenuó la síntesis de 

ON y iNOS, y la expresión de 

COX-2, IL-6, IL-1β, y TNF-α. 

Inhibición de la activación 

microglial por la reducción en la 

fosforilacion de p38.  

Modelo de 6-OHDA en rata/ 

Liberación intraestriatal de 

GDNF por LCM (1.5 mg/k, 3 

días después de la inyección 

de 6-OHDA). 

GDNF redujo los niveles de 

caspasa-3 y TNF-α, y 

activación de la microglía.  

Reducción de la activación de 

la microglía al disminuir la 

expresión de MMP-9 y MHCII. 
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Inyección intercutánea de 6-

OHDA en ratón/ Macrófagos 

transfectados con GDNF (i.v. 

1x106 células/ 100 μl, 2 días 

después de 6-OHDA).  

El tratamiento disminuyó la 

microglía activa en la SNpc.  

Los macrófagos migraron al 

sitio de inflamación y 

modularon la activación de las 

células gliales. 

Inyección intraperitoneal de 

MPTP en ratón/ 

Administración IN de GDNF 

en un nanovector de lípidos 

conjugado con péptidos.  

GDNF disminuyó la microglía 

activa. 

Reducción de la microglía 

activa al modular la 

neuroinflamación.  

Ratón transgénico Parkina 

Q311X(A) (4 meses de edad)/ 

Administración de GDNF-

macrófagos (i.v. 2 x 106 

células/100 μl/ratón, una vez 

por semana por 3 semanas) 

El tratamiento disminuyó de la 

microgliosis y astrogliosis. 

Efecto anti-neuroinflamatorio al 

modular la activación 

microglial. 

Inyección intraperitoneal de 

MPTP 2 veces por semana 

por 3 semanas/ Entrega de 

GDNF vía sistema UTMD (3.6 

x 108 MBs/mL, dos veces por 

3 semanas, 1 día después de 

administrar MPTP) 

GDNF redujo la apoptosis y la 

astrogliosis. 

Reducción en la liberación de 

iones de calcio y la expresión 

de la proteína apoptótica 

caspasa-3.  

Referencias: (Rocha S.M., 2012), (Zhao Y, 

2014), (Lapchak P.A., 1997), 

(Martin D., 1996) 

(Bowenkamp K.E., 1997), 

(Sullivan A.M., 1998), (Winkler 

C., 1996) 

Abreviaturas: 6-hidroxidopamina (6-OHDA), Ciclooxigenasa 2 (COX-2), Factor neurotrófico 

derivado de la glía (GDNF), Receptor alfa-1 de la familia GDNF (GFRα1), intravenoso (i.v.), 

Interleucina (IL), Intranasal (IN), Óxido nítrico sintasa (iNOS), Lipopolisacáridos (LPS), 

Microburbujas (MBs), Complejo mayor de histocompatibilidad 2 (MHCII),  Metaloproteinasa-9 

(MMP-9, ), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP), Óxido nítrico (ON),  Proteína cinasa 

activada por mitógenos (p38),  Receptor tirosina quinasa (RET),  GDNF - Factor neurotrófico 

derivado de la glía humano recombinate (rhGDNF), Substantia nigra pars compacta (SNpc), 
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Superóxido dismutasa 2 (SOD-2), Factor de necrosis tumoral α (TNF-α), Destrucción de 

microburbujas dirigido por ultrasonido (UTMD).  

Las características neuroregenerativas de GDNF se han demostrado ampliamente en animales 

parkinsonianos, pero su efecto anti-α-S se ha evaluado solo en cinco estudios (Chmielarz P. E. 

S., 2020), (Zhao Y., 2019), (Lo Bianco C., 2004), (Decressac M. U. A.-R., 2011), (Decressac M. 

K. B., 2012). Una línea de evidencia muestra que la terapia con GDNF administrada antes o 

después de la inducción de α-S no previene ni reduce los niveles de α-S (Lo Bianco C., 2004), 

razón por la que se ha llegado a pensar que la falla de GDNF depende de la etapa de la 

neurodegeneración, siendo efectiva en la etapa temprana, cuando hay suficientes neuronas 

sobrevivientes para responder al efecto terapéutico (Quintino L, 2019). Otra explicación de la 

falta de efectos neuroprotectores y anti-α-S de GDNF en algunos experimentos podría estar 

relacionada con el modelo de EP empleado, por lo que, investigaciónes futuras sobre GDNF 

deben llevarse a cabo en el modelo BSSG estereotáxico de EP, donde los efectos de GDNF 

pueden evaluarse en la neuroinflamación, la neurodegeneración DA, la sinucleinopatía α y los 

déficits motores y no motores. 

La terapía génica es un abordaje clínico prometedor para la EP; desafortunadamente, aún se ha 

prestado poca atención a aquellos sistemas no virales que dependen de la endocitosis mediada 

por receptores para la transferencia de genes porque la mayoría de ellos no han mejorado su 

eficiencia para proporcionar una expresión génica sostenida in vivo (Huang R, 2013). Para fines 

de este proyecto, se empleará el sistema de nanopartículas poliplex de neurotensina o NTS-

poliplex, que es un nanovector génico no viral capaz de transfectar eficientemente neuronas 

dopaminérgicas de la sustancia negra in vivo. 

 

1.4.4 Nanopartículas de GDNF como tratamiento para la enfermedad de Parkinson 

 

En el modelo de lesión con 6-OHDA, se demostró que la administración intravenosa de GDNF 

encapsulado en NPs conjugadas con angiopéptido, que utiliza la transcitosis de la proteína 1 

relacionada con el receptor de lipoproteínas de baja densidad (LRP1), promovió la recuperación 

del fenotipo dopaminérgico (Huang R, 2013). Resultados semejantes se obtuvieron con la 

administración intravenosa del plásmido de GDNF encapsulado en NPs formadas a partir de la 

congulación de polietilenimina (PEI) y polietilenglicol, y con aplicación de ultrasonido focalizado 

(Mead BP, 2017).  
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Estos estudios avalan el surgimiento de la nanobiotecnología con NPs de 1-100 nm como 

vehículos prometedores versátiles para el envío de genes como alternativa a los vectores virales 

(P., 2002).  

En el campo del Sistema Nervioso Central (SNC) el poliplex de neurotensina (NTS-poliplex) es 

un sistema de transferencia génica no viral con una probada habilidad de transfectar neuronas  

dopaminérgicas de la sustancia negra tanto in vitro (Hernandez-Baltazar, 2012), como in vivo 

(Gonzalez-Barrios, 2006) (Alvarez-Maya, 2001) (Arango-Rodriguez, 2006. ) (Navarro-Quiroga, 

2002). Este sistema consiste en nanopartículas que resultan de la compactación de un plásmido 

(pADN) por las uniones electrostáticas del péptido cariofílico (PK) y el conjugado 

neurotensinapéptido fusogénico-polilisina (NTS-PF-PLL) (Arango-Rodriguez, 2006. ) (Castillo-

Rodriguez, 2014) (Hernandez, 2014). Diversos trabajos describen el papel que juegan los 

componentes del NTS-poliplex en la transferencia génica. En resumen, el acarreador de NTS 

activa la internalización del NTSR1, promoviendo la entrada de las nanopartículas de NTS-

poliplex (Figura 1) (Hernandez-Baltazar, 2012) (Alvarez-Maya, 2001) (Navarro-Quiroga, 2002) 

(Castillo-Rodriguez, 2014). El PF (péptido fusogénico) rescata a las nanopartículas de NTS-

poliplex de la degradación endosomal, y el PK dirige al pADN al núcleo celular (Figura 1). El gen 

se transcribe únicamente en las neuronas dopaminérgicas, debido la alta densidad de NTSR1 y 

al promotor NBRE3X, específico para esas neuronas (Figura 1) (Martinez-Fong, 2012) (Espadas-

Alvarez AJ, 2017). Las principales propiedades biofísicas de las nanopartículas de NTS-poliplex 

se han caracterizadas utilizando estudios de radioactividad, análisis electroforético, y técnicas de 

microscopía electrónica de transmisión y microscopía electrónica de barrido por emisión de 

campo (Castillo-Rodriguez, 2014) (Navarro-Quiroga, 2002) (Arango-Rodriguez, 2006. ). Estos 

estudios han mostrado que las nanopartículas de NTS-poliplex son de forma toroide, con un 

diámetro de 50 a 150 nm y tienen carga eléctrica neutra. Es importante hacer notar que el NTS-

poliplex contiene ya los dominios mínimos funcionales de las moléculas que lo conforman 

(Martinez-Fong, 2012). La NTS es un péptido de 13 aminoácidos. El PF tiene 22 aminoácidos y 

el PK tiene 20 aminoácidos. Estos péptidos son dominios funcionales. En estudios previos en 

este laboratorio se ha demostrado que la transferencia de genes neurotróficos (GDNF o NRTN) 

mediante el NTS-poliplex a neuronas dopaminérgicas fue capaz de promover supervivencia, 

rearborización axonal y mejoría de la conducta motora en el modelo de 6-OHDA en la rata 

(Gonzalez-Barrios, 2006) (Hernandez, 2014). Recientemente, se logró implementar en las NPs-

GDNF el elemento de respuesta a tetraciclina (TRE, por sus siglas en inglés) para inducir la 

expresión regulada de GDNF mediante la administración de doxiciclina, con el propósito de evitar 
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los efectos adversos ocasionados por el exceso de GDNF como la inervación aberrante de las 

fibras dopaminérgicas (Espadas-Alvarez AJ, 2017) (Gonzalez-Barrios, 2006). 

 

Figura 1. Nanopartículas de hGDNF y su internalización en las neuronas dopaminérgicas. 

(Figura creada con Biorender.com). NTS-poliplex, transportador de genes neurotróficos a la 

célula, utilizando los mecanismos de endositosis, escape endosomal, y direcionamiento nuclear. 

Abreviaturas: Receptor de neurotensina 1 (NTSR1). 

2. Planteamiento del problema 

 

La EP como la α-sinucleinopatía más común, clásicamente considerado un trastorno del 

movimiento, representa una de las enfermedades actuales con mayor foco de atención, de la 

cual se sabe mucho sobre las conexiones anatómicas y los cambios neuropatológicos y 

farmacológicos de la EP, en relación con la pérdida de la función dopaminérgica y la aparición 

de síntomas motores. Esta comprensión del papel de la dopamina en la EP ha llevado al 

desarrollo de tratamientos farmacológicos efectivos de los síntomas motores en forma de terapia 

de reemplazo de dopamina usando levodopa y agonistas dopaminérgicos. Gran parte de la 

información sobre estos tratamientos farmacológicos se ha obtenido utilizando modelos 

neurotóxicos clásicos que imitan la depleción de dopamina (MPTP o 6-OHDA). Sin embargo, la 

EP es más que un trastorno de la vía dopaminérgica nigroestriatal. Con el descubrimiento de que 
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las mutaciones en la α-S causan una forma familiar de la EP y que la patología de la EP puede 

propagarse, afectando múltiples sistemas de neurotransmisores y regiones del cerebro, la 

comprensión que teníamos sobre la EP se ha transformado por completo. Este hecho, exige que 

reconsideremos nuestros modelos animales. Recientemente, el modelo murino generado por la 

administración única e intranigral del neurotóxico BSSG, representa un modelo fidedigno para la 

EP, debido a que desarrolla alteraciones motoras y no motoras, neurodegeneración del sistema 

nigroestriatal, agregados patológicos de α-S que se propagan como prion, neuroinflamación, 

infiltrado linfocítico, y apertura de la BHE. Este hecho es sumamente relevante para nuestro 

laboratorio ya que el uso de este modelo para EP en este proyecto, nos permitirá estudiar mas 

de cerca que pasa con los agregados patológicos de α-S, además de realizar una aproximación 

terapéutica con el envío dirigido del gen hGDNF por el sistema de NPs NTS-poliplex administrado 

vía arteria carótida interna (ACI) ya que se sabe que, los ensayos clínicos empleando GDNF en 

pacientes con EP, no han sido exitosos y se ha debatido si la presencia de agregados de α-S 

podría comprometer la efectividad de los tratamientos, además de que la vía de administración 

es extremadamente invasiva (inyección intracerebroventricular, inyección intraputaminal, infusión 

por catéter, entre otros) asociándose a efectos adversos severos en los pacientes. 

Por lo tanto, este proyecto busca conocer si la expresión de hGDNF disminuirá la formación y 

propagación de los agregados patológicos de α-S y evitará el progreso de la neurodegeneración 

del sistema dopaminérgico nigroestriatal en el modelo murino parkinsoniano de BSSG, 

planteándonos la siguiente pregunta científica: 

1. ¿Las NPs-hGDNF administradas por vía ACI disminuyen los agregados patológicos de 

α-S y su propagación, así como la neurodegeneración dopaminérgica en el modelo 

estereotáxico de BSSG? 

 

3. Hipótesis 

 

La expresión de hGDNF disminuye la formación y propagación de los agregados patológicos de 

α-S y evita el progreso de la neurodegeneración del sistema dopaminérgico nigroestriatal en el 

modelo murino parkinsoniano de BSSG. 
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4. Objetivos 

4.1 Objetivo general 

 

Evaluar si las NPs-hGDNF administradas por vía intraarterial disminuyen los agregados 

patológicos de α-S y su propagación, así como la neurodegeneración dopaminérgica en el 

modelo estereotáxico de BSSG. 

4.2 Objetivos específicos 

 

1. Confirmar las alteraciones sensorio motoras. 

2. Confirmar la disminución de neuronas dopaminérgicas nigrales. 

3. Confirmar la generación y propagación de agregados patológicos de α-S. 

4. Demostrar la expresión de hGDNF en las neuronas dopaminérgicas de la substantia 

nigra. 

5. Demostrar la disminución de la agregación y propagación de α-S patológica, resultante 

de la administración sistémica de NPs-hGDNF. 

6. Demostrar la recuperación neuronal y la reinervación estriatal, resultante de la 

administración sistémica de NPs-hGDNF. 

7. Demostrar la reducción de las alteraciones conductuales, resultante de la administración 

sistémica de NPs-hGDNF. 

5. Métodos 

5.1 Declaración ética para el uso y manejo de animales experimentales 

 

Este proyecto se realizó bajo el protocolo experimental #162-15 aprobado por el Comité 

Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Centro de Investigación y 

Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV) con base en la norma oficial mexicana NOM-062-

ZOO-1999. Las ratas Wistar macho (210-230 g) se mantuvieron bajo condiciones estándar de 

ciclos invertidos de luz-oscuridad de 12 h, temperatura de 22 ± 2 °C y humedad relativa de 60 ± 

5%, con comida y agua ad libitum.   
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5.2 Grupos experimentales 

 

Los animales (n = 20) fueron asignados aleatoriamente en los siguientes grupos experimentales: 

1) ratas sanas (sin lesión estereotáxica) (n=3). 

2) ratas parkinsonianas (lesión con BSSG) (n=7). 

3) ratas sanas-transfectadas (NPs-hGDNF vía ACI) (n=5). 

4) ratas parkinsonianas (lesión con BSSG) y transfectadas (NPs-hGDNF vía ACI) (n=5). 

Todos los grupos serán evaluados por 3 pruebas sensoriomotoras: vibrisas, cilindro y viga. 

 

5.3 Diseño experimental 

 

 

Figura 2. Diseño experimental. Al día cero, a todos los grupos experimentales se les 

realizaron las 3 pruebas conductuales propuestas (viga, cilindro y vibrisas), posteriormente, 

al termino de las pruebas se inicio la lesión con β-sitosterol β-D-glucósido (BSSG). 12 días 

despues de la lesion, todos los grupos experimentales fueron sometidos a las tres pruebas 

conductuales nuevamente, posteriormente, cumplidos los 15 días, el grupo experimental 

asignado para la terapía genica fue transfectado con NPs-hGDNF vía arteria carótida interna 

(ACI), finalmente a los 30 días, todos los grupos experimentales nuevamente se sometieron 

a la evaluación por pruebas conductuales y fueron sacrificadas para la obtención de muestras 

a través de ensayos de inmunohistoquímica e inmunofluorescencia. Esta figura fue creada 

con BioRender.com. 
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5.4 Generación de ratas parkinsonianas con β-sitosterol β-D- glucósido 

 

La inyeccion del neurotóxico BSSG se realizó mediante cirugía estereotáxica. Las ratas se 

anestesiaron empleando una mezcla de xilacina/ketamina (10 mg/kg/ 100 mg/kg, i. p.) y se 

colocaron en el aparato estereotáxico (Stoelting; Wood Dale, IL, USA). La denervación 

dopaminérgica del sistema nigroestriatal se llevó a cabo inyectando 6 μg del neurotóxico BSSG 

(MedChemExpress; Monmouth Junction, NJ, EE. UU.) disuelto en 1 μL de DMSO (Sigma-Aldrich; 

St. Louis, MO, EE. UU.) (Soto-Rojas, 2020), en las siguientes coordenadas adaptadas del atlas 

de Paxinos G. y Watson (Paxinos G, 2007): antero-posterior (AP) -0.6 mm desde Bregma, medio-

lateral (ML) +4.0 mm respecto a Bregma y dorso-ventral (DV) -5.4 mm desde la dura madre. El 

flujo de la inyección fue de 0.16 μL/min utilizando una bomba de microperfusión Stoelting 

(Hernandez-Baltazar, 2012). Se suturó la herida quirúrgica y se trató con una mezcla de 

oxitetraciclina y polimixina B (Pfizer; Toluca, México). Las ratas se mantuvieron en una caja 

individual con calor hasta completar su recuperación. 

 

5.5 Sintesis de las Nanoparticulas de h-GDNF. 

 

Las nanopartículas basadas en el NTS-poliplex resultan de la compactación del ADN plasmídico 

(pADN) por la unión electrostática entre el péptido cariofílico (PC) y el acarreador de 

Neurotensina (AC-NTS). Para el ensamblaje fue empleado el PC modificado del péptido original 

de la proteína de direccionamiento nuclear del Vp1 del virus SV40, resultando en un péptido de 

8 aminoácidos (KMAPKKRK, Peptide2.0 Inc. Chantilly, VA). Los componentes principales para 

la formación de las nanopartículas fueron disueltas en el vehículo en las siguientes proporciones: 

1 parte de PC, 3 partes de pADN y 2 partes del AC-NTS. Todos los procedimientos fueron 

realizados a temperatura ambiente y bajo condiciones de esterilidad empleando una campana 

de PCR. 

El primer paso para el ensamblaje es la obtención de los complejos pADN-PC, los cuales para 

su formación fueron seleccionadas las concentraciones de 6 nM del plásmido p3xNBRE-hGDNF 
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y la concentración de 6 µM del PC; ambas soluciones fueron incubadas por un periodo de 30 min 

en agitación constante, no mayor a los 600 rpm empleando un vortex. El segundo paso para la 

obtención de las nanopartículas terapéuticas los complejos pADN-PC deben unirse al AC-NTS. 

Por lo tanto, al término de la incubación, a los conjugados formados les fue agregado lentamente 

y de forma constante el volumen respectivo del AC-NTS a una concentración de 198 nM. 

Después de agregar el AC-NTS, nuevamente toda la solución fue sometida a agitación constante, 

no mayor a las 600 rpm a temperatura ambiente por 30 min adicionales. Posteriormente, pasado 

el último tiempo de incubación, las nanopartículas terapéuticas fueron empleadas para los 

estudios de transfección in vivo. 

 

5.6 Administración de NPs-hGDNF via ACI 

 

Para realizar la administración vía ACI, se tomo como referencia el trabajo de tesis realizado por 

mi compañera de laboratorio Karen Delgado (Delgado Minjares, 2022). Previo a la 

administración, se elaboraron catéteres para administrar las NPs-hGDNF empleando la punta de 

una aguja dental roma de calibre 20 (8 mm de largo), unida a una tubería PTFE STT-28 (tubing, 

Light Wall, W17716) fueron marcadas cada 5 μL para regular el volumen y la velocidad de 

administración (5 μL/min) con la finalidad de evitar hemorragias subaracnoideas (Messmer SJ, 

2021). Las ratas se anestesiaron empleando una mezcla de xilacina/ketamina (10 mg/kg/ 100 

mg/kg, i. p.) y se colocaron en posición supina, se esterilizó el área cervical ventral con etanol al 

70% y posteriormente se rasuraron. Para disecar la arteria carótida común (ACC), se realizó una 

incisión en el cuello debajo de la mandíbula hasta arriba del esternón (3 a 4 cm 

aproximadamente). Primero, se separó el tejido conectivo y adiposo para exponer la tráquea, 

posteriormente, se retrajeron con ganchos los músculos esternohioideo, esternomastoideo y 

digástrico del lado izquierdo de la tráquea, y se localizó la arteria carotida común (ACC) 

palpitando paralela a la tráquea, se removió con pinzas la fascia que cubría a la arteria carótida 

común, externa (ACE) e interna con precaución de no perforar la arteria o dañar el nervio vago. 

Una vez aislada la arteria se ataron dos nudos con seda quirúrgica 4.0, uno arriba de la 

bifurcación de la arteria carótida común que da origen a la ACE y otro en la parte más baja de la 

arteria carótida común. La finalidad de este último nudo es la de reducir la velocidad del flujo 

sanguíneo, para evitar hemorragia al momento de realizar la administración. La administración 

se llevó a cabo insertando la punta del catéter en la arteria carótida común con dirección hacia 
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la ACI. El volumen y velocidad de administración para las NPs fue de 40 μL a 5 μL/min. Una vez 

que finalizó la administración, el catéter se dejó 1 min dentro de la arteria, aplicando hemostasia 

tras su remosión. Finalmente, los nudos y ganchos fueron removidos y se procedió a suturar.  

5.7 Pruebas de comportamiento 

 

Las pruebas de comportamiento se realizaron de 10:00 a 14:00 h. Las ratas se trasladaron al 

lugar de experimentación en jaulas protegidas de la luz, al menos 1 h antes de la prueba para 

permitir la aclimatación de los animales. Las ratas deben manipularse gentilmente diariamente 

durante unos minutos con fines de habituación (al menos 5 días antes de las pruebas de 

comportamiento), para evitar estrés que puede modificar los resultados. En todas las pruebas de 

comportamiento, entre cada evaluación, los dispositivos y las superficies deben limpiarse con 

etanol al 30% 

El objetivo de realizar las pruebas de comportamiento fue el evaluar deficiencias locomotoras en 

el modelo animal Parkinsoniano inducido por BSSG administrado intracranealmente o la 

recuperación de la alteración conductual al administrar NPS a ratas parkinsonianas inducidas por 

BSSG. El desempeño en el desafío de las pruebas no mejora con la práctica, lo que permite 

probar al mismo animal varias veces. Daño en neuronas dopaminérgica en la substancia nigra o 

lesión en el estriado entorpece el desempeño en esta prueba. 

5.7.1 Prueba de colocación de la extremidad anterior evocada por vibrisas  

 

La prueba de vibrisas se realizó para determinar la afección sensoriomotora bilateral. Esta prueba 

nos permite evaluar la asimetría en la corteza sensoriomotora y el estriado (Woodlee MT, 2005). 

Las ratas se sostuvieron cuidadosamente del torso y sus vibrisas se estimularon con el borde 

una mesa, desencadenando una respuesta ipsilateral de la extremidad anterior, es decir, la rata 

colocó su pata anterior en la superficie de la mesa (colocación exitosa) (Soto-Rojas LO., 2020). 

Los animales sanos colocan rápidamente sus patas delanteras sobre la mesa después de la 

estimulación con vibrisas. Se contó en un máximo de 10 eventos, el número de colocaciones 

exitosas de las extremidades anteriores contralaterales e ipsilaterales a la lesión (Reyes-Corona 

D, 2017) (Soto-Rojas LO, 2020). 

5.7.2 Prueba de la viga 
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La prueba de caminata en la viga mide la capacidad de los roedores para desplazarse en un haz 

estrecho. Esta prueba evalúa el equilibrio y la coordinación motora durante el tiempo de 

desplazamiento y el número de deslizamientos de las extremidades posteriores (Soto-Rojas LO., 

2020). Las extremidades posteriores sin duda proporcionan la medida más sensible del 

rendimiento y los déficits motores. 

Para esta prueba, fue necesario contar con dos vigas de madera, una estrecha de 1 cm de ancho 

y 2 m de largo, y una de 3 cm de ancho y 2 m de largo. Las vigas se fijaron manteniendo un 

ángulo de 30 grados para desafiar el equilibrio y la coordinación de la rata, además de que fueron 

colocadas horizontalmente a 50 cm del piso. La prueba fue grabada en camaras de videos 

montadas en su respectivo trípode. El tiempo de recorrido se monitoreó por las cámaras de video 

y posteriormente fue evaluado. 

Día 1 y 2: Entrenamiento 

Objetivo: Entrenar a los animales a ascender por la viga, una vez que el roedor aprende que 

tiene acceso a la parte alta de la viga se siente motivado para realizarlo nuevamente. 

Para el entrenamiento se uso la viga más gruesa (3 cm de ancho), colocando la caja en la que 

estaban siendo alojadas las ratas en el extremo superior de la viga (para que al identificar su olor 

se sintieran seguras de finalizar el trayecto).Se colocó al roedor en el extremo inferior de la 

viga.Se espero hasta que el roedor caminara hacia el extremo superior de la viga. Generalmente, 

este primer día, es complicado para los animales caminar a través de la viga. Se entreno a los 

animales nuevamente 24 h más tarde, pero ahora usando la viga de 1 cm de ancho, y se 

repitieron los pasos anteriores. 

Día 3: Prueba 

Objetivo: Evaluar el desempeño de la rata en el reto de subir la viga, al cuantificar el deslizamiento 

y las claudicaciones realizadas por la rata al ascender la viga. 

Se colocó la viga de 1 cm de ancho, colocando la caja en la que estaban siendo alojadas las 

ratas en el extremo superior de la viga. Se colocó una de las cámaras en el extremo inferior de 

la viga, la segunda cámara en el extremo superior de la misma y la última cámara de manera 

frontal de tal forma que abarcara el inicio y final de la viga. Se inició la videograbación. Se colocó 

al roedor en el extremo inferior de la viga.Una vez que el animal ascendio por la viga y llegó al 

extremo superior la prueba fue dada por terminada y se detuvo la grabación. Estos pasos fueron 

repetidos para cada rata de cada grupo experimental. 
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Nota: el momento preciso para medir los deslizamientos o errores es cuando ambas 

extremidades traseras no están correctamente apoyadas en la viga, por lo que se deslizan hacia 

el lado lateral de la viga. 

 

5.6.3 Prueba del cilindro 

 

La prueba del cilindro se utilizó para evaluar la asimetría locomotora (Soto-Rojas LO., 2020). En 

esta, las ratas se colocarón en un cilindro acrílico transparente y se grabaron en video. Se 

cuantificarón los primeros 20 contactos de las patas (ipsilateral o contralateral a la lesión o 

ambos, cuando las patas se usan simultáneamente) realizados por las ratas sobre la pared del 

cilindro (Soto-Rojas, 2020). El porcentaje de asimetría se expresó como el número de contactos 

con el miembro anterior ipsilateral + 1/2 de contactos simultáneos, dividido por el número total 

de contactos [ipsilateral + contralateral + simultáneo] y multiplicando el cociente por 100 (Soto-

Rojas LO, 2020). Los contactos ipsilateral y contralateral están relacionados con el lado de la 

lesión. Los contactos simultáneos se contaron cuando ambas extremidades anteriores estaban 

en la pared del cilindro al mismo tiempo, y se reducen a la mitad solo para considerar los 

contactos con la extremidad anterior ipsolateral. El divisor corresponde al número total de 

contactos observados. Un valor del 50% indica que un animal explora simétricamente con ambas 

extremidades anteriores. Las puntuaciones más altas (> 50 %) indican una menor dependencia 

del miembro anterior contralateral (ya que evalúa el lado lesionado), y las puntuaciones más 

bajas (< 50 %) indican una menor dependencia del miembro anterior ipsilateral (ya que evalúa el 

lado de control) (Soto-Rojas LO., 2020). 

 

5.8 Técnicas de inmunotinción 

 

Las técnicas de inmunotinción se realizaron de acuerdo con el procedimiento estándar descrito 

en otro lugar (Soto-Rojas, 2020) (Luna-Herrera C, 2020) (Hernandez-Baltazar, 2012).Las ratas 

se anestesiaron profundamente con pentobarbital sódico (50 mg/kg ip) y se perfundieron a través 

de la aorta ascendente con 30 ml de PBS, seguido de 100 ml de paraformaldehído al 4% en PBS. 

A continuación, sus cerebros se extrajeron y se fijaron posteriormente en paraformaldehído al 4 

% durante 24 h, seguido de crioprotección en sacarosa al 30 %. se extrajo el cerebro y se 

mantuvo en el fijador durante 48 horas a 4 °C. Después, el cerebro se seccionó en cortes de 30 
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µm (según el protocolo de inmunotinción) en el plano coronal utilizando un micrótomo deslizante 

de congelación (Jung Histoslide 2000R ; Leica; Heidelberg, Alemania). 

Las rebanadas de cerebro se permeabilizaron mediante incubación en PBS/0,3 % Triton X-100 

(PBS/Triton), 3 veces durante 5 min cada una, y los sitios de unión no específicos se bloquearon 

con albúmina de suero bovino o ASB (más conocida por sus siglas en inglés, BSA) en PBS/Triton 

durante 1 h a temperatura ambiente (TA). Las peroxidasas endógenas se eliminaron incubando 

los cortes con peróxido de hidrógeno al 3 % en PBS/Triton y metanol al 10 % a TA durante 10 

min. 

Los anticuerpos primarios utilizados para la inmunohistoquímica fueron anti-LB-509 α-sinucleína 

monoclonal de ratón (1:500; Abcam; Cambridge, MA, EE. UU.), anti-TH monoclonal de ratón 

(1:1000; Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE. UU.). Todos los anticuerpos primarios se incubaron 

a 4 °C durante la noche. En el caso del anticuerpo anti-LB-509 α-sinucleína, se realizó una 

incubación previa con ácido fórmico al 80% durante 20 min para evidenciar agregados 

patológicos de α-sinucleína (Soto-Rojas, 2020). Los anticuerpos secundarios utilizados en estos 

ensayos fueron IgG anti-TH hecho en rabbit (1: 500; Vector Laboratories; Burlingame, CA, EE. 

UU.) e IgG anti-mouse biotinilado hecho en caballo (1: 200; Vector Laboratories; Burlingame, CA, 

EE. UU.). La tinción inmunohistoquímica se desarrolló utilizando el kit ABC (1,10; Vector 

Laboratories; Burlingame, CA, EE. UU.) y se reveló utilizando 3'3-diaminobencidina (DAB; 

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE. UU.). Los cortes de cerebro se lavaron 3 veces durante 5 min 

en PBS, se contrastaron con β-Gal y montados en portaobjetos utilizando resina Entellan (Merck, 

KGaA; Darmstadt, Alemania), y observados con un microscopio óptico Leica DMIRE2 con 

objetivos 5x, 20x y 40x (Leica Microsystems; Nussloch, Alemania). 

La conformación de hoja β de α-sinucleína se detectó en cortes inmunomarcados con TH 

contrateñidos con 0,05 % de tioflavina T en etanol al 60 % (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE. 

UU.) durante 8 min, seguido de 5 lavados con 70 % etanol y agua MilliQ como se describe en 

otra parte (Soto-Rojas, 2020). 

La densidad del área para la tinción inmunohistoquímica de TH (+) se midió con el software 

ImageJ v.1.46r (The National Institutes of Health; Bethesda, MD) en los lados lesionados y de 

control de la SNpc. La medición se realizó sobre imágenes tomadas con objetivo 5x de la zona 

central del SNpc en tres niveles anatómicos (uno caudal, uno medial y uno rostral. 

Para el ensayo de inmunofluorescencia doble para ver la expresión de hGDNF en las neuronas 

dopaminérgicas nigrales, los anticuerpos principales utilizados fueron h-GDNF hecho en mouse 
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(1: 300; Vector Laboratories; Burlingame, CA, EE. UU.) y un TH hecho en rabbit (1: 1000; Vector 

Laboratories; Burlingame, CA, EE. UU.). Se utilizaron como anticuerpos secundarios un Alexa 

Fluor 488 pollo anti-raton H+L IgG (1:400; Invitrogen Molecular Probes; Eugene, Oregón, EE. 

UU.) y un Texas Red cabra anti-conejo H + L IgG (1: 1000; Vector Laboratories; Burlingame, CA, 

EE. UU.). Después de lavar con PBS, las rodajas se montaron en portaobjetos de vidrio utilizando 

VECTASHIELD (Vector Laboratories; Burlingame, CA, EE. UU.). 

 

5.9 Análisis estadístico  

 

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se graficó la media ± error estándar. Se llevó a 

cabo una prueba de homogeneidad de datos y un análisis de variancia (ANOVA) de una vía 

mediante la comparación de medias por la prueba post hoc Turkey para determinar las 

diferencias significativas entre los grupos. Se utilizó programa Graphpad Prism 5.0 (GraphPad 

Software Inc; La Jolla, CA, USA) para el análisis estadístico y obtención de gráficos. La 

significancia se estableció en p < 0.05. 

6. Resultados 

 

6.1 Generación de ratas parkinsonianas con BSSG 
 

La exactitud de las coordenadas seleccionadas para lesionar con el neurotóxico BSSG 

directamente en la SNpc, se demostró con fucsina, un colorante magenta utilizado en histología. 

La marca de este colorante después de su inyección en las coordenadas estereotáxicas indica 

que quedo localizado el sitio por arriba de la SNpc izquierda y de este modo se evitó daño 

mecánico directo. Las coordenadas estereotáxicas establecidas a partir del bregma fueron: AP 

+3.2, ML +2.1 y DV -6.7 (Figura 3). 
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Figura 3. Fotografías representativas del sitio de inyección con fucsina ácida por arriba de la 

SNpc en el mesencéfalo. Imágenes representativas de cortes cerebrales coronales de rata: a) 

Interaural +2.64 mm; b) Interaural +3.12 mm.   

 

6.2 Ensayo de restricción 

 

Con la finalidad de corroborar que efectivamente nuestro gen de interés (hGDNF) se encontraba 

en el plásmido utilizado (pNBRE3x-hGDNF), se llevó acabo un ensayo de restricción con la 

enzima de restricción BsmI (Figura 4).  
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Figura 4. Mapa de restricción del plásmido pNBRE3x-hGDNF donde se muestra el sitio de corte 

por la enzima BsmI, además de los sitios de corte específicos de la enzima, tanto sentido 

comoantisentido.  

Tras realizar una electroforesis y revelar nuestro gel de agarosa, corroboramos los sitios 

específicos de corte con la enzima de restricción BsmI, donde efectivamente corroboramos la 

presencia de nuestro gen de interés h-GDNF en el plásmido que se empleó  (pNBRE3x-hGDNF) 

para la elaboración de las NPs utilizadas (Figura 5). 

 

Figura 5. Fotografía representativa del gel de agarosa después de la electroforesis que muestra 

las bandas para hGDNF tanto antisentido como sentido.  

 

6.2 La administración unilateral de BSSG desencadena alteraciones motoras y no motoras 

 

BSSG causó un deterioro progresivo en el comportamiento motor y no motor evaluado con los 

tres tipos de prueba, en comparación con el grupo simulado. De acuerdo con la 

neurodegeneración dopaminérgica bilateral, la prueba de cilindro reveló el desarrollo de 

afectación sensitivomotora bilateral por la administración unilateral de BSSG al mes post-lesión, 

además de una recuperación del 35% de la media total del porcentaje de asimetría obtenido por 

los grupos experimentales, por otra parte, no se observó un efecto significativo entre los grupos 

(p < 0,05; Fig. 6). 
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La acción combinada de la pérdida de dopamina y la toxicidad de la α-S en áreas subcorticales 

y corticales sugiere neurodegeneración en estas áreas y el desarrollo de comportamientos no 

motores. Sabiendo que el BSSG afecta bilateralmente, ambas partes de la SNpc se verán 

afectadas, con mayor incidencia en el lado ipsilateral de la lesión, esto explicaría el hecho de que 

el lado contralateral de la lesión se ve afectado motoramente al no apoyar su pata contra el 

cilindro, hecho que se ve disminuido en el grupo de ratas lesionado y transfretado (15 días lesión, 

15 días transfección). 
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Figura 6. Grafico que representa el porcentaje de asimetría en el número de contactos de las 

patas delanteras sobre una pared cilíndrica transparente.Se representan 3 de los 4 grupos 

experimentales. Grupo sano con una media de asimetría del 51.60%, grupo lesionado 1 mes 

(L1mes) con una media de 47.19% y grupo transfectado (T 15 días) con una media del 49.97%. 

No presentaron diferencia significativa entre ellos (p < 0,05). Un valor del 50% indica que un 

animal explora simétricamente con ambas extremidades anteriores. Las puntuaciones más altas 

(> 50 %) indican una menor dependencia del miembro anterior contralateral (ya que evalúa el 

lado lesionado), y las puntuaciones más bajas (< 50 %) indican una menor dependencia del 

miembro anterior ipsilateral (ya que evalúa el lado de control) (Soto-Rojas LO., 2020). Los datos 

se presentan como promedio ± error estándar, n = 3 por grupo, a los cuales se les realizó ANOVA 

de una vía y la prueba post hoc Turkey.  
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En el caso de la prueba de la viga, se evaluó el tiempo en el que las ratas cruzaron de un extremo 

a otro, además de los deslizamientos (claudicaciones) que tuvieron durante su recorrido. Esta 

prueba nos permitió observar alteración de la marcha provocada por la lesión con BSSG. Las 

primeras alteraciones motoras aparecieron a partir del día 15 post-lesión, con un claro aumento 

del tiempo de recorrido, además del aumento de claudicaciones y un retardo para iniciar la 

marcha (Figura 7). Estos resultados, pueden relacionarse directamente con las características 

motoras particulares de la EP: acinesia (el movimiento se vuelve difícil de iniciar) y bradicinesia 

(movimientos lentos). 
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Figura 7. Graficos que representan el tiempo que tardaron en atravesar la viga y el numero de 

claudicaciones que tuvieron en cada momento del experimento. Se presentan los 3 grupos 

experimentales sano (día 0), lesionado (1 mes post lesión) y transfectado (15 días post-

transfección). En el tiempo recorrido se observa una diferencia significativa entre el grupo sano 

y el grupo L1mes, diferencia que no presentan entre T15dias y L1mes. Diferencia significativa 

que persiste en el grafico representativo de claudicaciones. Los datos se presentan como 

promedio ± error estándar, n =5 por grupo, a los cuales se les realizó ANOVA de una vía y la 

prueba post hoc Turkey.  

Finalmente, para determinar que el BSSG ocasiona disfunción sensoriomotora la prueba mas 

sensible que llevamos acabo para este proyecto, fue la prueba de vibrisas, realizada, de igual 

manera que las anteriores, a todos los grupos control del experimento. Al comparar el grupo sano 

* 
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contra el grupo L1mes y T15dias (ipsilateral y contralateral), se encontraron diferencias 

significativas (p ≤ 0.05) (Figura 8). Al mes de lesión con BSSG se observa una clara alteración 

motora con la ausencia de respuesta motora ipsilateral al lado lesionado, hecho que se presenta 

desde los 15 días post-lesion-BSSG. Sin embargo, 15-dias post-transfeccion este hecho se ve 

alterado, regresando casi al estado del grupo control sano (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Alteraciones sensoriomotoras en la rata después de lesión con β-sitosterol β-D-

glucósido (BSSG) y transfección con NPs-Hgdnf. Respuesta contralateral e ipsilateral a la 

estimulación de vibrisas. Los datos se presentan como promedio ± error estándar, n = 5 por 

grupo, a los cuales se les realizó ANOVA de una vía y la prueba post hoc Turkey. *p <0.05. 

 

6.3 La administración unilateral de BSSG provoca una disminución progresiva y bilateral del 

fenotipo dopaminérgico en la vía nigroestriatal 

 

Una sola inyección intranigral de BSSG disminuyó significativamente el número de células TH 

(+) en la SNpc del lado lesionado y del contralateral, así como del  VTA, 4 semanas después de 

la lesión en uno de los grupos experimentales (L1mes) en comparación con el lado control intacto. 

Por otro lado, en las micrografías representativas del mesencéfalo se puede observar que el 

grupo experimental T15dias presenta un rescate parcial de neuronas inmunorreactivas a TH de 

la sustancia negra con NPs-hGDNF transfectadas vía ACI 2 semanas después de la transfección.  
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Figura 9. Micrografías representativas de la tinción inmunohistoquímica de TH (+) de cortes de 

mesencéfalo (rostral, medial y caudal). La administración intranigral unilateral de BSSG 

disminuye significativamente las células TH (+) y sus ramas en los núcleos del mesencéfalo en 

el grupo Lesionado 1 mes, mientras que la transfección de NPs-hGDNF vía ACI parece detener 

la progresión de la degeneración, así como una posible regeneración en comparación con el 

grupo control sano. La administración intranigral unilateral de BSSG desencadena la agregación 

progresiva y la diseminación intracerebral de la α-sinucleína patológica. 
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6.4 La administración intranigral unilateral de BSSG desencadena la agregación progresiva 

de la α-S patológica.   
 

BSSG provocó un aumento progresivo y significativo en la inmunorreactividad patológica de α-S 

en el SNpc tanto en el lado lesionado como en el contralateral, en comparación con el grupo 

control sano (Figura 10). Entre grupos experimentales, la variabilidad del tiempo en lesión 

muestra diferencias en el monto de agregados patológicos de α-S, tanto en un lado como en otro 

de cada grupo control. La inmunorreactividad de la α-S con tinción tioflavina-T (Figura 11), 

muestra celulas TH (+) que contenían inmunoreactividad lo que sugiere la presencia de α-S 

soluble en las neuronas dopaminérgicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Una sola administración intranigral unilateral de BSSG desencadena agregados de 

α-sinucleína bilaterales progresivos en la SNpc. Micrografías representativas de la 
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inmunohistoquímica de α-S. Amplificaciones que muestran patrones de agregación de α-S con 

estructuras difusas y condensadas (Flechas).  

 

Figura 11. Inmunofluorescencia doble contra TH (rojo) con contratinción de tioflavina-T (verde) 

(agregados proteicos). Las flechas muestran la agregación de α-S dentro de las neuronas 

dopaminérgicas. 

 

6.5 Expresión de hGDNF en neuronas dopaminérgicas nigrales mediante la administración 

intraarterial de NPs Hgdnf 

 

Para determinar la expresión de hGDNF en neuronas dopaminérgicas nigrales, se realizó la 

técnica de doble inmunofluorescencia con TH y h-GDNF. Se emplearon controles negativos para 

descartar que la inmunoreactividad observada para hGDNF no fuera ocasionada por la 

inespecificidad del anticuerpo, estos controles fueron: grupo intacto transfectado vía ACI con el 

gen de interés, que corroborara que, en efecto, si no existe una lesión, la BHE no se ve 

comprometida, por ende, las NPs no se internalizaron y finalmente nuestro grupo Lesionado 1 

mes y nuestro control sano. Mientras que, como control positivo, se utilizaron ratas 

parkinsonianas con una inyección IN de NPs hGDNF (CSTN- control sano transfectado in nigra). 

La inmunoreactividad para hGDNF se observó en las ratas del grupo CSTN y L1 mes. Además, 

se apreció una mayor inmunoreactividad cuando las NPs-hGDNF se administraron vía ACI 

(Figura12). Por consiguiente, las NPs-hGDNF atraviesan la BHE en ratas parkinsonianas y 

transfectan neuronas dopaminérgicas de la SNpc.  
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Figura 12. Micrografías combinadas representativas de inmunotinción doble contra h-GDNF 

(verde) y TH (rojo). Expresión del hGDNF en las neuronas dopaminérgicas del modelo 

parkinsoniano inducido por la administración de β-sitosterol β-D-glucósido (BSSG). 

 

Discusión 

 

La EP, como la α-sinucleinopatia más común, presenta marcas que la caracterizan y diferencian 

de las demás, sin embargo, los modelos experimentales que se utilizan para estudiar esta 

enfermedad no cumplen con la representación de todas ellas, neurodegeneración, agregados 

patológicos de α-S, alteraciones motoras/no motoras y perdida de neuronas dopaminérgicas de 
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la SNpC; hecho que nos lleva a un diagnóstico desfavorable. El consumo crónico de β-sitosterol 

β-D-glucósido (BSSG), una neurotoxina contenida en las semillas de las cícadas, conduce a la 

EP en humanos y roedores (Van Kampen JM, 2015). Nuestros resultados muestran que una 

administración de BSSG en la SNpc provoca una agregación progresiva de α-S endógena en 

estructuras similares a cuerpos de Lewy en el lado del receptor, y una posterior propagación al 

lado contralateral. Como se mostró en los resultados, donde presentamos micrografías en las 

que la inmunorreactividad de la α-S aparece dentro de las células que son TH (+), y luego en las 

células TH (+) con tinción de tioflavina, lo que sugiere que el mal plegamiento de la α-S comienza 

en las neuronas dopaminérgicas que luego degeneran. Evidencia que apoyaría la propuesta de 

que los agregados patológicos de α-S causan neurodegeneración dopaminérgica (Subbarayan 

MS, 2020). La aparición de agregados de α-S similar a un cuerpo de Lewy, seguida de la 

neurodegeneración dopaminérgica en el lado control no tratado favorece la propagación y la 

toxicidad de los agregados de α-S, posiblemente a núcleos cerebrales anatómica y 

fisiológicamente interconectadas, lo que explica la propagación de la patología de la α-S de 

manera similar a los priones (Soto-Rojas, 2020) (Bendor JT, 2013). Los mecanismos de 

agregación de α-S aún están en proceso de caracterización, incluidos aquellos por causas 

genéticas (Burré J, 2010). La neurotoxina BSSG podría inducir la agregación de α-S mediante la 

modificación de uno de sus múltiples mecanismos postraduccionales, que incluyen fosforilación, 

oxidación, acetilación, ubiquitinación, glicación, glicosilación, nitración y proteólisis (Burré J, 

2010). Sin embargo, se necesitan mas estudios para conocer los mecanismos de agregación de 

la proteína α-S y el modelo de BSSG estereotáxico podría contribuir a estos avances 

prometedores. 

Por otro lado, distintos factores como la neuroinflamación y los agregados patológicos de α-S 

podrían ocasionar cambios en la estructura y función de la BHE en pacientes con la EP 

(Pediaditakis I, 2021). Biológicamente se ha postulado que los cambios en la BHE inducen un 

aumento en la permeabilidad, lo cual podría ser una ventaja para administrar NPs-hGDNF vía 

ACI, y promover la internalización de otros factores neurotróficos como terapia para la 

enfermedad. En el presente trabajo, se logró ver la localización de h-GDNF en las neuronas 

dopaminérgicas de la SNpc tras la inmunofluorescencia doble para TH (+) y h-GDNF, lo que 

avala nuestro envió dirigido de NPs-hGDNF a través de una vía menos invasiva que podría 

ayudar a evitar los efectos adversos que se ha visto genera el uso del factor neurotrófico derivado 

de la glía (GDNF). Su colocalizacion en las neuronas dopaminérgicas al final de estos 

experimentos, es sumamente relevante ya que se sabe que, en enfermedades 
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neurodegenerativas, como la EP, la señalización y expresión de GDNF se encuentra desregulada 

(Chu Y., 2021) (Chauhan N.B., 2001). Por lo tanto, la supresión del GDNF endógeno debido a la 

EP hace que no esté disponible para contribuir al proceso de restauración neural y se ha visto 

que los pacientes muestran, sistemáticamente, un agotamiento de la proteína GDNF e neuronas 

supervivientes de Sustantia Nigra pars compacta (SNpc), hecho que explica por qué su falta de 

efecto restaurador en el sistema nigroestriatal (Chauhan N.B., 2001). De manera similar, en otras 

regiones del sistema nigroestriatal, curiosamente se han observado reducción en los niveles de 

proteína GDNF, asociada con deterioro cognitivo incluso en ausencia de pérdida neuronal, por 

lo que, se piensa que el GDNF podría realizar acciones fisiológicas en la neurotransmisión del 

hipocampo similares a las del BDNF (Griego E., 2021).  

La denervación dopaminérgica inducida por BSSG en la SNpc se asoció con el desarrollo de 

acinesia, bradicinesia y marcha descoordinada que presentaron los grupos experimentales de 

animales, tras realizarles las pruebas conductuales. Hecho que pudiera ser causado por el 

desarrollo de agregados y estructuras similares a neuritas de α-S patológica generadas por el 

modelo de BSSG. Juntos, los hallazgos clínicos y experimentales sugieren que la agregación de 

α-s también puede inducir la degeneración de las neuronas estriatales, lo que se refleja 

principalmente en una disminución diferencial en la densidad de las espinas dendríticas y por 

ende el desarrollo de disfunciones motoras. 

Conclusión 

 

Los experimentos realizados en esta tesis, que una sola administración intranigral de BSSG 

promueve la aparición progresiva de agregados patológicos de α-S y la muerte de las neuronas 

dopaminérgicas de la SNpc, provocando los déficits motores de la EP, representados por 

nuestros grupos experimentales en las pruebas conductuales. Además de que se pudo observar 

la propagación similar a priones de agregados tóxicos de α-S, características que concuerdan 

con el fenotipo de la  EP como α-sinucleinopatía. Y finalmente, estos hallazgos indican que la vía 

de administración por la ACI es adecuada para suministrar moléculas que presentan un peso 

molecular de <180 kDa, cuando la BHE se encuentre comprometida, como es el caso del modelo 

de BSSG y los pacientes con la EP. Por lo tanto, el uso de estas NPs hGDNF administradas vía 

ACI representan una buena alternativa terapéutica menos invasiva que permite la entrega 

específica del gen de interés en pacientes con la EP. 
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Perspectivas  

 

7. Extender el estudio de la administración de NPs-hGDNF por vía ACI para demostrar si se 

producen cambios en la alterada permeabilidad de la BHE inducida en el modelo de ratas 

parkinsonianas de BSSG. 

8. Extender el estudio del uso la terapia génica del NPs-hGDNF para analizar la modulación 

de la expresión de la α-Syn en el modelo de parkinson. 

9. Extender el estudio de la terapia génica del NPs-hGDNF para estudiar su efecto sobre 

marcadores de neuroinflamación (activación microglial, reactividad de astorcitos 

neurotóxicos A1, infiltración linfocítica y factores humorales. 
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