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Secretaria Académica
Direccién General de Investigaciones
Instituto de Ciencias de la Salud
ACTA
Consejo Técnico

En lz ciudad de Xalapa-Enriguez, Ver., siendo las diez horas del diz diez de abril del dos mil
diecinueve con fundamento en los articulos 20 fraccién Xl, 75, 76 y 77 de la Ley Organica; 303, 304 y
305 del Estatuto General, ambos de la Universidad Veracruzana, reunidos los CC. Elisa Hortensia
Tamariz Dominguez, Gaudencio Gutiérrez Alba, Monica Flores Mufioz, investigadores, Betzaida Salas
Garcia, en su caracter de Consejero-Investigador y Maria Gabriela Nachén Garcia, Directora, todos
miembros del Consejo Técnico del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Veracruzana,
reunidos en el espacio que ocupa la Direccién de la citada entidad académica, con el objeto de tratar
los asuntos mencionados en la convocatoria de fecha ocho de abril del dos mil diecinueve, suscrita por
la Dra. Maria Gabriela Nachon Garcia, Directora del ICS, y que para mayor conocimiento se
transcriben a continuacion los puntos a tratar:
1.- Lista de asistencia y declaraciéon de quérum.

2.- Lectura y aprobacién de acta de la sesién anterior.

3.- Analisis y Avalar en su caso, solicitud de la Dra. Elisa Hortensia Tamariz Dominguez, No. de
personal: 38960, Investigadora T.C. Titular “C”, del Instituto de Ciencias de la Salud, somete a
consideracion del H. Consejo Técnico y requiere el aval correspondiente, para realizar una estancia
sabatica en el Instituto de Ciencias Fotonicas de Barcelona, Espafia, del 3 de septiembre del 2019 al 3
de septiembre del 2020, donde realizara el Proyecto de Investigacion: "Mecanismos biolégicos de
proyeccién neuronal mediados por guiado éptico”.
4 - Asuntos generales.

ACUERDOS:
PRIMERO. Se conto con la asistencia de cinco integrantes del H. Consejo Técnico,-m-——m=mmmemm-
SEGUNDO. Se aprueba acta de la sesién anterior.
TERCERO. Se da lectura al escrito de la Dra. Elisa Hortensia Tamariz Dominguez, No. de
personal: 38960, investigadora T.C. Titular “C”, del Instituto de Ciencias de la Salud, somete a
consideracion del H. Consejo Técnico y requiere el aval correspondiente, para realizar una
estancia sabatica en el Instituto de Ciencias Fotonicas de Barcelona, Espafia, del 3 de
septiembre del 2019 al 3 de septiembre del 2020, donde realizara el Proyecto de Investigacion:
"Mecanismos biologicos de proyecciéon neuronal mediados por guiado optico”. Este proyecto
fortalecerd la Linea de Generacidn y Aplicacion del Conocimiento (LGAC): “Proyeccion Axonal
y Neuroregeneracion”, la cual actuaimente estd desarroliando la Dra. Tamariz y ayudara a la
consolidacion de colaboracion multidisciplinaria y multiinstitucional, que facilite a futuro el
intercambio académico y de estudiantes, de acuerdo a los objetivos especificos del Plan de
Desarrollo Académico (PLADEA) del Instituto de Ciencias de la Salud 2017-2021. POR
UNANIMIDAD, ESTE CUERPO COLEGIADO OTORGA EL AVAL CORRESPONDIENTE. —----r-mm-mm-
CUARTO. No hubo asuntos generales que tratar.
No habiendo nada mas que agregar, se cierra la presente acta, siendo las diez treinta horas del mismo
dia de su fecha, firmando al margen y calce los que en ella mtervemmos.
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Secretaria Académica
Direccion General de Investigaciones
Instituto de Ciencias de la Salud

ACTA
Consejo Técnico
En iz -35;;:'5" cde Xalzpz-Enriquez, Ver., siendo las diez horas del dia diez de abril del dos mil
diecinueve con fundamento en los articulos 20 fraccion XI, 75, 76 y 77 de la Ley Organica; 303, 304 y
305 cel Esta‘:o Ge",era ambos de la Universidad Veracruzana, reunidos los CC. Elisa Hortensia
Tamariz Dominguez, Gaudencio Gutiérrez Alba, Ménica Flores Mufioz, investigadores, Betzaida Salas

Garcia, en su caracter de Consejero-investigador y Maria Gabriela Nachon Garcia, Directora, todos
miembros del Consejo Técnico del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Veracruzana,
reunidos en el espacio que ocupa la Direccion de la citada entidad académica, con el objeto de tratar
los asuntos mencionados en la convocatoria de fecha ocho de abril del dos mil diecinueve, suscrita por
la Dra. Maria Gabriela Nachon Garcia, Directora del ICS, y que para mayor conocimiento se
transcriben a continuacion los puntos a tratar:
1.- Lista de asistencia y declaracién de quérum.

2.- Lectura y aprobacién de acta de la sesion anterior.

3.- Analisis y Avalar en su caso, solicitud de la Dra. Elisa Hortensia Tamariz Dominguez, No. de
personal: 38960, Investigadora T.C. Titular “C”, del Institutc de Ciencias de la Salud, somete a
consideracion del H. Consejo Técnico y requiere el aval correspondiente, para realizar una estancia
sabatica en el Instituto de Ciencias Fotonicas de Barcelona, Espafia, del 3 de septiembre del 2019 al 3
de septiembre del 2020, donde realizarad el Proyecto de Investigacion: "Mecanismos bioldgicos de
proyeccion neuronal mediados por guiado optico”.
4 .- Asuntos generales.

ACUERDOS:
PRIMERO. Se contd con la asistencia de cinco integrantes del H. Consejo Técnico.-=------renmmm---
SEGUNDC. Se aprueba acta de la sesion anterior.
TERCERO. Se da lectura al escrito de la Dra. Elisa Hortensia Tamariz Dominguez, No. de
personal: 38960, Investigadora T.C. Titular “C”, del Instituto de Ciencias de la Salud, somete a
consideracion del H. Consejo Técnico y requiere el aval correspondiente, para realizar una
estancia sabatica en el Instituto de Ciencias Foténicas de Barcelona, Espafia, del 3 de
septiembre del 2019 al 3 de septiembre del 2020, donde realizara el Proyecto de Investigacion:
"Mecanismos bioldgicos de proyeccién neuronal mediados por guiado 6ptice”. Este proyecto
fortalecera la Linea de Generacién y Aplicacion del Conocimiento (LGAC): “Proyeccién Axonal
y Neuroregeneracion”, la cual actualmente esta desarrollando la Dra. Tamariz y ayudara a la
consolidacién de colaboracién multidisciplinaria y multiinstitucional, que facilite a futuro el
intercambio académico y de estudiantes, de acuerdo a los objetivos especificos del Plan de
Desarrolio Académico (PLADEA) del Instituto de Ciencias de la Salud 2017-2021. POR
UNANIMIDAD, ESTE CUERPO COLEGIADO OTORGA EL AVAL CORRESPONDIENTE. ==--s=ememeem
CuarTO. No hubo asuntos generales que tratar.
No habiendo,nada mas que agregar, se cierra la presente acta, siendo las diez treinta horas del mismo
dia de su fecha, firmando al margen y calce los que en ella intervenimos..
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SEDE CENTRAL

Auv. Luis Castelazo
Avyala s/n

Col. Industrial Animas
C.P.91190

Xalapa, Veracruz,

Teléfono
(228)8 4217 00
{228y 8 41 89 25

Extension
13925

SEDE Il

Calle Fortin de las Flores
No. 9,

Fraccionamiento
Pomona

C.P. 91040, Xalapa, Ver.

Teléfono
(228) 8 42 62 33

SEDE I

Calle 21 de agosto No. 9
Bis, esq.
Calle Ruiz Cortinez
Col. Hidalgo,
C.P: 91140 Xalapa, Ver.

Teléfono
(228) 3 52 46 08,
(228) 8 1408 80

Sitic Web
www.uv.mx/ics

Xalapa, Ver., a 08 de abril de 2019

Honorable Consejo Técnico
Instituto de Ciencias de la Salud
Universidad Veracruzana

Por medio de la presente solicito amablemente se me otorgue el aval para
realizar una estancia sabatica en el Instituto de Ciencias Fotdnicas de Barcelona,
Espafia, en el periodo de septiembre de 2019 2 septiembre de 2020; para llevar a
cabo el proyecto de investigacidn titulado "Mecanismos bioldgicos de proyeccion
neuronal mediados por guiado dptico”, en el Laboratorio de Microscopia de Super-
resolucién y Nanoscopia a cargo del Dr. Pablo Loza Alvarez.

La realizacion de este estancia ayudard a la consolidacion de mi linea de
investigacion sobre proyeccién axonal y neuroregeneracion, y a la colaboracién
internacional, multidisciplinaria y multiinstitucional, gue se contempla en el Plan de
Desarrolio Académico (PLADEA 2017-2021) del Instituto de Ciencias de la Salud.
Adicionalmente la consolidaciéon de vinculos con el ICFO facilitard a futuro el
intercambio de estudiantes y académicos.

Anexo a este correo el proyecto de investigacion que se planea lievara a cabo.

Agradeciendo de antemano su atencidn a la presente, provecho para enviarles un
cordial saludo.

Atentamente
)
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Dta<Elisa Tamariz Dominguez
Investigadora Titular



Provecto de investigacién a llevarse a cabo durante la estancia Sabatica en el
Laboratorio de Superresolucion y Nanoscopia, del Instituto de Ciencias Fotonicas de
Barcelona Espaifia, bajo la supervision del Dr. Pablo Loza Alvarez.

Proponente

Dra. Elisa Tamariz Dominguez
Imv estigadora Titular C. T.C.
[nstituto de Ciencias de la Salud

Periodo
Septiembre 2019-Septiembre 2020

Titulo del Proyecto
Mecanismos biologicos de proyeccion neuronal mediados por guiado Optico

Resumen

El guiado Optico es una téenica que consiste en la utilizacién de un ldser infrarrojo
altamente enfocado, en un sistema conocido como pinzas Opticas. que permite inducir la
proyeccion y direccién de células tales como neuronas y fibroblastos. Aunque los primeros
experimentos de guiado Optico de células datan de 1991, existe a la fecha muy poca
evidencia sobre cuales son los mecanismos biologicos que subyacen a esta estimulacion; en
parte debido a la complejidad y dinamismo de las proyecciones celulares, y a la necesidad
de un equipo multidisciplinario para llevar a cabo investigacion sobre este tema.

Se ha considerado que el guiado dptico puede ser una alternativa poco invasiva para inducir
y guiar la proyeccion de neuronas durante protocolos de neuro-regeneracion; sin embargo
se requiere ampliar ¢l conocimiento fundamental de este proceso para poder establecer
protocolos y condiciones optimas de estimulacion.

Durante la proyeccién de neuronas, las células extienden sus neuritas, axones y dendritas, a
partir del soma o cuerpo de la neurona, en un proceso que involucra la polimerizacion de
proteinas del citoesqueleto, y la adhesion al sustrato; que aportan la traccion necesaria para
permitir la elongacion de la membrana celular. El cono de crecimiento, una estructura
ensanchada al final de las neuritas, es fundamental en este proceso, y se encarga de sensar
los estimulos externos, e iniciar los procesos de elongacion de las proyecciones neuronales.
Se desconoce si el guiado optico tiene algun papel relevante en estos procesos celulares, y
aunque existen algunas hipétesis, son pocas o nulas las evidencias experimentales que las
confirmen.

Previamente, como parte de un proyecto multidisciplinario que involucré investigadores del
arca de 6ptica y biofotonica del Instituto de Ciencias Fotonicas (ICFO) de Barcelona, y del
Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada (CFATA) de la UNAM. y el grupo de
investigacion de la proponente de este proyecto (enfocado en estudiar mecanismos de
proyeccion neuronal), comenzamos a estudiar las condiciones para el guiado Optico de
neuronas, y a establecer metodologias que nos permitan a futuro analizar procesos
biologicos detras de este fenomeno. Nuestros resultados muestran que la estimulacion con
el laser infrarrojo acelera la velocidad de proyeccion del cono de crecimiento; sin embargo,
este debe estar en un estado previo de motilidad para que el efecto sea evidente. Se observo
ademas que la irradiacion con el laser parece estimular la polimerizacion de actina, y la
incorporacion de nueva membrana celular en el sitio irradiado.




Por lo anterior, en la presente propuesta se pretende ahondar en los mecanismos biologicos,
analizando la dindmica in vivo de proteinas fluorescentes del citoesqueleto, tales como
actina vy tubulina, y proteinas de adhesién celular tales como talina y vinculina, bajo la
imulacién con ldser. Ademas, se estudiard si el guiado Optico estimula la endocitosis o
exocitosis mediante marcajes especificos de membrana, e inhibicion de proteinas
involucradas en estos procesos. Estos experimentos se realizardn utilizando células en
diterentes estadios de motilidad, y bajo diferentes esquemas de irradiacion.

[Los resultados obtenidos aportaran conocimiento sobre los fendmenos celulares que median
¢l guiado Optico, favoreceran la consolidacion de la LGAC sobre proyeccion axonal y
neuroregenercion que desarrolla la proponente, y consolidard la colaboracion internacional
v multidisciplinaria de investigadores y estudiantes involucrados.

Antecedentes

Las lesiones del sistema nervioso central (SNC). vy las enfermedades neurodegenerativas,
son actualmente dos causas importantes de discapacidad en la poblacion joven y de edad
avanzada . La capacidad limitada de regeneracion del SNC es un factor relevante para
esta situacion, v se atribuye a la presencia de factores inhibitorios extracelulares, la baja
capacidad de reemplazo de las células perdidas, y la ausencia de sefiales que favorezcan la
proveceion de neuronas y la reconexion de las redes neuronales perdidas. Por lo anteror,
existen numerosos esfuerzos para encontrar métodos que favorezcan la regeneracion del
SNCT 7. Algunas de las estrategias que se estan estudiando ampliamente se refieren a
inducir la proyeccion de las neuronas adyacentes al sitio de la lesion para recuperar la
funcionalidad. o favorecer la formacién de nuevas neuronas y su proyeccion para la
correcta inervacion a los sitios blanco. Se ha estudiado por ejemplo el efecto de factores
quimioatrayentes que favorecen el crecimiento de las proyecciones ncuronales, y que
avudan la correcta proyecciones de las neuronas en los sitios lesionados’ “ 0 el uso de
sustratos biocompatibles que induzean el crecimiento neuronal’.

['na aproximacion interesante es la descrita como guiado Optico, que consiste en utilizar
luz laser infrarroja altamente enfocada para estimular la proyeccion de neuronas™'. Ll
guiado optico se ha propuesto como una técnica util para estimular y dirigir los axones, ya
que no dafia a las c¢élulas y es una técnica poco invasiva. Se ha propuesto que el guiado
optico puede ser una opcion para controlar el crecimiento neuronal en futuras aplicaciones
clinicas. por ejemplo en procedimientos de neuro-regeneracion.

Hasta la fecha. sin embargo. existe muy poca evidencia de los mecanismos bioldgicos que
subvacen a este fendomeno. v de cudles son los esquemas mas optimos de irradiacion y
estimulacion que permitirian tener un efecto mas contundente. El entender los mecanismos
celulares que son estimulados para inducir la proveccion celular es fundamental para poder
manipular y controlar el fendmeno.

El ax6én es una prolongacion del cuerpo neuronal que tiene la funcion de establecer sinapsis
con otras neuronas para transmitir los impulsos nerviosos. El proceso de proyeccion de los
axones es altamente regulado, v se lleva a cabo de manera activa durante el desarrollo
embrionario, cuando se encuentra en formacion la red neuronal(cita). Sin embargo. en el
organismo adulto, muchas de las sefiales originalmente presentes en el embrion, que
inducen la proyeccion y guian a los axones, han desaparecido. Ademas de la ausencia de
seflales inductoras de la proveccion neuronal, existen factores inhibitorios que impiden la
correcta proyeccion de las neuronas, como es el caso de las cicatrices gliales presentes
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Jespués de una lesidn, que contienen tanto proteinas sceretadas, como de matriz
extracelular, con actividad inhibitoria de la proyeceion axonal'?,

El cono de crecimiento es una estructura ensanchada localizada al final del axon, y tiene la
funcion de sensar las sefiales extracelulares para dirigir la proyeccion. Es en el cono de
crecimiento donde inician los procesos de motilidad del axdén mediante procesos
intracelulares que implican la polimerizacion/despolimerizacion de citoesqueleto, y la
adhesion de la membrana celular al sustrato en el que se da la proyeceidn, [avoreciendo la
traccion celular que impulsa el avance del axén'™.

Se ha observado que al irradiar una region cercana al cono de crecimiento de neuronas
cultivadas in vitro, mediante un ldser infrarrojo altamente enfocado, se estimula su
proyeccion hacia el sitio de irradiacion. pero ademas si se desplaza el laser, la proyeccion
se puede dirigir hacia la zona del desplazamiento. Se ha propuesto que la luz laser podria
estimular al citoesqueleto, principalmente la polimerizacion de filamentos de actina y/o
tubulina, que estan involucrados en la formacion y preyeccion de axones’. Sin embargo, la
evidencia experimental es poca v no conclusiva, v solo se ha obtenido en preparaciones
fijas posterior al evento de irradiacion. que no muestran los efectos antes y después de la
irradiacion’. Por otra parte se ha propuesto que los micro cambios de temperatura inducidos
por el laser en el sitios de nrradiacion. podrian desencadenar los mecanismos de proyeccion
celular, principalmente a través de la activacion de canales 10nicos tipo TRP que son
sensibles a temperatura, v que desencadenaria al interior de la célula los mecanismos
involucrados en la proveccion axonal: sin embargo, no hay evidencias experimentales que
confirmen esta hipdtesis. v las mediciones de los cambios de temperatura inducidos por ¢l
laser en la region cercana a la célula son escasas o solamente tedricas'™.

Por lo anterior se requiere realizar estudios que aborden los mecanismos biologicos
involucrados en el guiado Optico. Previamente mi grupo de investigacion ha trabajado con
guiado Optico de neuronas v ha comenzado a determinar cuales son los esquemas 6ptimos
de irradiacion para obtener un guiado efectivo de los axones. Hemos encontrando que el
guiado Optico acelera la velocidad de proyeccion de las neuronas, pero es necesario un
estado previo de proyeccidn en las neuronas que van a ser estimuladas por guiado optico,
para que el efecto sea eficaz y permanente’ ™ ',

Por otra parte hemos también descrito que la irradiacion con el laser infrarrojo estimula ¢l
recambio de membrana celular en fibroblastos de raton cultivado in vitro'”’, lo cual abre una
interesante perspectiva sobre el papel que tendria el guiado Optico en procesos de exo y
endocitosis, que a su vez influyeran en la estimulacion de la proveccion axonal observada.

In el presente proyecto se pretende profundizar en los mecanismos celulares involucrados
en el guiado Optico, explorando el impacto en la dinamica del citosqueleto v de las
adhesiones celulares. Y por otra parte se pretende estudiar la induccion de procesos de exo
y endocitosis que pudieran favorecen el tenomeno. En todos los casos se estudiara cuales
son las condiciones Optimas para la estimulacion por laser. y si la conformacion y dinamica
del citoesqueleto y la adhesion celulares, previo a la estimulacion, son determinantes para
observar un efecto mayor o menor. o incluso permanente o reversible una vez que ha
finalizado la irradiacion.

El desarrollo experimental de este proyecto requiere de realizar experimentos utilizando
neuronas cultivadas in vifro, que expresen proteinas fluorescentes y permitan el
seguimiento in vivo del citoesqueleto y los sitios de adhesidn, asi como del trafico



vesicular. Para llevar a cabo este proyecto se requiere de un microscopio confocal invertido
en ¢l cual se encuentre acoplado un sistema de pinzas épticas que consiste en un laser de
Ti-Na de 800-830nm. v una camara de incubacion acoplada a la platina del microscopio,
Jue mantenga la viabilidad de las células durante los experimentos. Ademas se requiere de

are que permita la micro manipulacion y desplazamiento del laser y la utilizacion de
eenicas  especificas  de  microscopia como  FRAP  (Fluorescent Recovery After
Photobleching). para analizar la dinamica de la membrana células y los procesos de endo y
eXOCITOSIS.

Justificacion

Las lesiones del SNC, por ejemplo las medulares. producto de accidentes automovilisticos,
son una de las causas principales de discapacidad en poblacion joven: por otra parte la
inversion de la piramide poblacional y ¢l aumento- de la poblacion adulta mayor, ha
repercutido en un aumento de la incidencia de enfermedades neurodegenerativas. Esta
situacion hace evidente la relevancia de encontrar mecanismos que permitan estimular y
favorecer la neuroregeneracion del SNC. EI guiado Optico se ha deserito como una
alternativa poco invasiva, que podria coadyuvar al tratamiento y regeneracion del SNC'; sin
embargo para que este procedimiento sea factible de aplicarse a nivel clinico, se requiere
investigacion que sustente tanto su modo de accion, como los protocolos idoncos de
estimulacion y aplicacion.  En el presente proyecto se pretende estudiar algunos de los
mecanismos biologicos que se estimulan durante el guiado Optico, y cudles serian las
condiciones que favorecerian un efecto mayor v mas duradero. Cabe sefialar que este tipo
de investigacion requiere de un equipo sofisticado de microscopia y de un equipo
multidisciplinario con expertos en Optica y neurociencias. Un aspecto importante ¢s que
este proyecto es la continuacion de un trabajo previo que se ha desarrollado sobre el guiado
optico de neuronas vy fibroblastos, en colaboracion con el grupo del Dr. Pablo Loza-
Alvarez, jefe del laboratorio de Superresolucion y Nanoscopia del Instituto de
Ciencias Foténicas (ICFO) en Barcelona. Por lo que se pretende continuar con esta
colaboracion para ampliar los resultados previos, que han sido recientemente reportados en
la revista de alto impacto Scientific Reports 7, y que abren interesantes perspectivas para la
comprension de guiado dptico.

La estancia que se pretende realizar favorecera la colaboracion entre el grupo del Dr. Loza
v una servidora, y permitird a futuro consolidar proyectos que impliquen el intercambio
continuo de académicos y estudiantes para continuar abordando este relevante tema de
estudio.

Objetivo General

Caracterizar si durante el proceso de proyeccion neuronal mediada por guiado optico, hay
un efecto en la dindmica de las proteinas de citoesqueleto, de adhesion celular, y en los
procesos de endo y exocitosis celular.

Objetivos particulares



i)

Metas

L)

[}

|95
g

N
—

6)

Estudiar la dindmica de formacidén o remodelacion del citoesqueleto en los sitios
irradiado mediante laser infrarrojo, en neuronas estimuladas a proyectar mediante
guiado Optico, bajo diferentes esquemas de irradiacion.

Estudiar la dinamica de formacion o remodelacion de sitios de adhesion al sustrato,
en los sitios irradiado mediante laser infrarrojo, en neuronas estimuladas a proyectar
mediante guiado oOptico, bajo diferentes esquemas de 1rradiacion.

Analizar si la irradiaciéon con laser infrarrojo estimular o favorece procesos de endo
y/0 exocitosis, en neuronas estimuladas a proyectas mediante guiado Optico, bajo
diferentes esquemas de irradiacion.

Obtener resultados experimentales que permitan la publicacion de al menos un
articulo de investigacion para su publicacion en una revista indizada de alto impacto
internacional '

Presentar los resultado obtenidos en al menos un congreso de cardcter nacional o
internacional

Establecer un convenio de colaboracion entre el Instituto de Ciencias de la Salud de
la Universidad Veracruzana (UV) y el Instituto de Ciencias Fotonicas (ICFO), que
favorezca el intercambio de académicos v estudiantes de posgrado

Consolidar la linea de Investigacién sobre mecanismos bioldgicos del guiado
Optico, que pertenece a la LGAC Proyveccion Axonal vy Neuroregeneracion, de la
proponente: y que permitird a futuro involucrar a mas estudiantes de los posgrados
de maestria y doctorado en Ciencias de la Salud de la UV, que favorezcan la
consolidacién a estos posgrado. actualmente con grado de en consolidacion ante el
PNPC.

Consolidar al grupo de investigacion multidisciplinario y multinstitucional,
involucrado en este proyecto mediante su participacion en seminarios conjuntos de
Investigacion

Favorecer la generacion de nuevos proyectos de investigacion multidisciplinaria,
que involucre a mas académicos tanto de la UV, como del ICFO
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