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Introduccion

Enfermedades Neurodegenerativas

El sistema nervioso central como periférico, al igual que el resto del organismo, sufre desgastes
fisiolégicos normales como afectaciones inadvertidas del medio externo, de la misma forma puede
sufrir dafios causados de manera indirecta por mutaciones genéticas o desérdenes metabdlicos.
Los padecimientos del sistema nervioso estan mediados por la degeneracién neuronal. Por tanto,
se les conoce de manera general como enfermedades neurodegenerativas (Connor y Dragunow,
1998). Estas afectan de manera mayoritaria a la poblacién adulta entre los 65 y 80 afios de edad y
las mas estudiadas son las de Alzheimer, Huntington y Parkinson (Mathisen, 2003).

Aungue estas enfermedades han sido descritas desde hace mucho tiempo, el conocimiento que
se tiene sobre la etiologia de la mayoria de los padecimientos neurodegenerativos es escaso. Por
lo anterior es aun imposible prevenirlas o frenarlas desde etapas tempranas.

Enfermedad de Parkinson

Historia

Uno de los padecimientos neurodegenerativos con mayor incidencia a nivel mundial es la
enfermedad de Parkinson (EP). Esta enfermedad fue descrita en el afio de 1817 por el médico,
fisidlogo y neurdlogo inglés James Parkinson en un tratado que llevd por nombre “la paralisis
agitante”, en él describe a la EP como un padecimiento caracterizado por movimientos
involuntarios, con pérdida de fuerza y aumento en la rigidez muscular, dificultad para caminar,
ademas de dafio a los sentidos e intelecto (Parkinson, 2002). La descripcidon de James Parkinson
llevd en los siguientes afios a la validacion clinica de la EP, desde entonces el conocimiento sobre
la patologia y el espectro clinico se ha desarrollado enormemente. M4s tarde, en el afio de 1912
Friedrich Heinrich Lewy describié los cuerpos de inclusidn, estructuras eosinofilicas en el
citoplasma de las neuronas, que llevan su nombre (Cuerpos de Lewy) y que en la actualidad son
considerados como marcas especificas de la EP, sin embargo, también se han encontrado en el
cerebro de pacientes ancianos que nunca desarrollaron alguna sintomatologia. Mas adelante,
Tretiakoff reportd pérdida de células pigmentadas en la Sustancia Nigra Pars Compacta (SNc) en
pacientes con EP (Kapp, 1992). En la década de 1950, Carlsson observé que el 80% de dopamina
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en el cerebro se localiza en los ganglios basales (Carlsson, 1959). El descubrié la relacién entre la
pérdida de dopamina y la EP. La teoria de la pérdida de dopamina fue confirmada por estudios
bioquimicos post-mortem, demostrando niveles bajos de dopamina y sus metabolitos en el nucleo
caudado, putamen, nucleo acumbens, SNc y globo palido, estructuras también conocidas como
ganglios basales (GB) (Hornykiewicz, 2006). Posteriormente, estudios de tomografia por emision
de positrones (positron emission tomography: PET) demostraron deterioro en la absorcion de
[18F]-fluorodopa (F-DOPA) en el estriado de pacientes con EP, reflejando el defecto presinaptico
dopaminérgico en la EP (Leenders et al., 1986). Sin embargo, ademas del déficit dopaminérgico, la
EP es ahora conocida como un padecimiento neurodegenerativo multicéntrico.

Etiologia y Patogénesis

La prevalencia de la EP va de 1 a 2 habitantes por cada 1000. Sin embargo, del 1 al 2 por ciento de
la poblacion adulta mayor es afectada y el porcentaje aumenta alrededor del 3% en las personas
mayores a los 80 afos (Tanner y Goldman, 1996; de Lau y Breteler, 2006). La mayoria de los casos
de la EP son esporadicos y se les conoce como EP idiopatica. Sin embargo, los parientes de primer
grado tienen un riesgo elevado de desarrollar la EP (Gasser, 1998). Se han identificado solo un
pequefio grupo de genes implicados en la EP causantes de la EP familiar. No obstante, trabajos
realizados en gemelos monocigotos y dicigotos relacionados con la EP revelaron que la herencia
no es un componente etioldgico importante en la mayoria de los casos de la enfermedad (Tanner
et al.,, 1999). En la actualidad, no se conocen los mecanismos precisos que desencadenan el
proceso neurodegenerativo en la EP, aunque se han propuesto varios factores posibles como
toxinas exodgenas, procesos inflamatorios, mutaciones genéticas y combinaciones de éstos. La
hipdtesis que es aceptada de manera general es la que propone que la EP es el resultado de la
interaccion entre componentes genéticos y ambientales. De acuerdo con esta teoria, |Ia
interaccion de una predisposicién genética y algun tipo de factor ambiental induce una falla en el
proceso de respiracion mitocondrial y estrés oxidativo dentro de las neuronas dopaminérgicas de
la SNc seguida de la muerte celular (Schapira et al., 1992).

Otra teoria, la hipdtesis de la oxidacion, sugiere que los pacientes con EP tienen una deficiencia
en el sistema antioxidante. El metabolismo oxidativo de la dopamina mediado por la enzima
monoamina-oxidasa (MAO) es seguido por la formacion de perdxido, el cual normalmente es
degradado por el glutation. Como los niveles de glutation se encuentran disminuidos en la SNc de
los pacientes con EP, es posible que se estén generando mas radicales libres con capacidades
téxicas, mismos que intervienen en la muerte de las células dopaminérgicas (Jenner y Olanow,
1996).
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Sintomas Clinicos

La degeneracidon progresiva del sistema nigro-estriatal causa denervacion dopaminérgica del
estriado [Fig. 1]. Cuando los sintomas clinicos aparecen, la recepcién de dopamina en el estriado
ya se ha reducido al menos 35%. La relacién entre el sistema nigro-estriatal dopaminérgico y los
niveles de dopamina estriatal enddgena, la cual es mds gravemente empobrecida en la EP
sintomatica, todavia no esta totalmente dilucidada.

A. Normal B. Parkinson’s
Disease
Caudate
N
Putamen

{

it < Nigrostriatal ———> +

pathway

Figura 1 Neuropatologia de la enfermedad de Parkinson. (A) Representacion esquematica de la
condicién normal de la via nigro-estriatal (en rojo). Esta compuesta por neuronas dopaminérgicas
de las cuales sus cuerpos celulares se encuentran en la SNc (SNc indicada con flechas). Estas
neuronas proyectan hacia los ganglios basales en el estriado (caudado y putamen). La fotografia
muestra la pigmentacion normal de la SNc producida por la neuromelalina dentro de las células
dopaminérgicas. (B) Representacion esquematica de la via nigro-estriatal degenerada (en rojo).
Hay una marcada pérdida de células dopaminérgicas que proyectan hacia el estriado. La fotografia
muestra despigmentacion de la zona por la degeneracion celular (Dauer y Przedborski, 2003).

En la EP se distinguen 3 sintomas cardinales que son lentitud anormal del movimiento
(bradicinesia), rigidez y temblor involuntario. La presencia de dos de tres de los sintomas primarios
y la respuesta consistente a una adecuada dosis de L-DOPA son considerados, para la mayoria de
los expertos, como esenciales para el diagnostico de la EP.
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El temblor, definido como movimientos oscilatorios entre los musculos antagonistas y agonistas,
estd presente en la EP, de manera mas comun cuando el paciente estd en reposo. Este es mas
pronunciado en las porciones distales de los miembros corporales, en casos mds avanzados de la
enfermedad, el temblor puede presentarse en labios, mandibula y lengua. Posteriormente, el
temblor involuntario disminuye y las bradicinesias son mds progresivas. Algunas veces el término
acinesia es usado como uno de los signos primarios de la enfermedad, la acinesia es la incapacidad
de iniciar movimientos. Otro de los problemas encontrados en los pacientes con EP, son los
relacionados con la ejecucion de la marcha junto con la pérdida de los reflejos de equilibrio, que
en conjunto, pueden derivar en una inmovilidad dramdtica y riesgos de caida. La marcha se
caracteriza por inseguridad en la ejecucion, pasos cortos, movimiento disminuido de los brazos y
una postura flexionada hacia adelante. Por otro lado, en un nimero de entre el 30 y 60% de los
pacientes sufren lo que se conoce como congelamiento de la marcha (freezing of gait: FOG) (Giladi
et al., 1997; Lamberti et al., 1997). FOG es una alteracién repentina, en la que los pacientes se
sienten atrapados al piso con los pies “pegados al suelo”. FOG frecuentemente sucede en
situaciones dificiles con incremento de “estrés mental” y a menudo se puede superar con “trucos”
externos, por ejemplo con pistas visuales (Nieuwboer et al., 1997).

La demencia se desarrolla entre el 20 y 40% de los casos de EP (Bosboom et al., 2004), sin
embargo, existen cambios cognitivos que acompafian a la enfermedad que no son clasificados
principalmente como demencia . El patréon de estos déficits cognitivos en la EP usualmente incluye
deterioro similar al observado en pacientes con lesiones l6bulo-frontales , asi como deterioro de la
memoria episddica, disfuncidn visual-espacial y afectaciones en la fluidez verbal (Williams-Gray et
al., 2006). Sobre todo los problemas se identifican con tareas que dependen de la planificacion del
contexto; a este déficit se le ha llamado deterioro de la flexibilidad mental (Bowen, 1976).
Pacientes con EP particularmente pueden tener dificultades para desarrollar y mantener un
conjunto de planes utiles (Taylor et al., 1986a; Taylor et al., 1986b). En estados mas avanzados los
sintomas cognitivos pueden empeorar y la EP, en algunos casos, derivar en EP-demencial (EPD).
Las alucinaciones pueden hacerse presentes y son a menudo asociadas con un deterioro cognitivo
mayor (Williams-Gray et al., 2006). Los problemas del habla en la EP pueden estar relacionados
con la afectacién motora, resultando en hipofonia o disartria. Los problemas en el lenguaje
también se han observado en la comprensién de frases (Grossman et al., 1992). Los déficits de
procesamiento semantico en la EP han sido relacionados con la pérdida de dopamina en el
estriado.

Adicionalmente en la EP se presentan sintomas no motores, que se pueden observar o identificar
desde principios del desarrollo de la enfermedad. Estas observaciones clinicas de sintomas no
motores llevé a un nuevo concepto neuropatoldgico de neurodegeneracién en la EP, el cual
empieza en areas no dopaminérgicas, en particular en el sistema nervioso entérico y luego se
eleva a través de la médula espinal y el tronco cerebral hacia las neuronas nigrales vy
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subsecuentemente a neuronas corticales (Braak et al., 2003; Przuntek et al., 2004). Los sintomas
no motores involucran depresién, alteraciones en el suefio y alteracién del olfato, entre otros
(Chaudhuri, et al., 2005).

Etiopatologia y Ganglios Basales

La circuiteria de los ganglios basales (GB) se encuentra interpuesta entre la corteza y el tdlamo. Los
GB se constituyen por 5 nucleos subcorticales: putamen, nucleo caudado, Globus Palidus (externo
e interno), nucleo subtalamico y sustancia nigra (compacta vy reticulata). Los ganglios basales son
conocidos por formar parte del la circuiteria del cerebro anterior involucrado en la seleccion de
los movimientos. Las alteraciones de los GB resultan una variedad de padecimientos relacionados
con el movimiento que van desde las que se caracterizan por la hipocinesia como la enfermedad
de Parkinson, hasta en las que se presenta la hipercinesia, como la corea. Ademas de su papel en
el control motor, ellos estan implicados en varios procesos cognitivos y funcionales. Brown y
Marsden propusieron que los GB sirven para facilitar la coordinacién de la funcidn cortical que es
la base de la seleccién de un movimiento apropiado o una secuencia apropiada de pensamientos
(Brown y Marsden, 1998).

Una de las caracteristicas del cuerpo estriado, el principal integrador de la informacién cortical y
taldmica que llega a los GB, es que éste tiene una fuerte innervacién de dopamina que proviene
del cerebro medio a través de la via nigro-estriatal. Esta sefial de entrada es critica para el
funcionamiento normal de los GB.

En el modelo clasico, los GB forman una red compleja de “lazos” paralelos que integran las
regiones cerebrales corticales. Este circuito motor se encuentra en las areas motoras corticales, las
cuales proyectan hacia el estriado principalmente al putdamen. Dentro de la descripcion cldsica del
circuito de los ganglios basales se encuentra la “Via directa de los GB”. Las neuronas en ésta via
tienen receptores dopaminérgicos D1 y co-expresan péptidos como sustancia P y Dinorfina. Esta
via provee un efecto inhibitorio (GABA-érgico) sobre neuronas del globus palidus
interno/Sustancia nigra reticulata (GPi/SNr), por lo que se reduce el efecto inhibitorio de estos
nucleos sobre el tdlamo y por tanto “facilitan” el movimiento. Por otro lado, la “Via indirecta”
conecta el putdmen, con el nucleo de salida via Globus palidus pars externo (GPe) y el nucleo
subtalamico (STN). Las neuronas de esta via contienen receptores dopaminérgicos D2 y el péptido
Encefalina. La estimulacién de las neuronas de proyeccion estriatales conduce a la inhibicidn del
GPe, desinhibicion del STN y a la excitacidon del GPi/SNr, aumentando el efecto inhibidor sobre el
tdlamo y “suprimiendo” los movimientos. Por lo tanto, esto sugiere que la funcién de freno-

aceleracién de los GB estd basada al resultado neto de la oposicidn de las sefiales de efecto
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inhibitorio de la via directa y las sefiales de excitacién de la via indirecta. EIl modelo, o la
concepcidn clasica de los GB propone, ademds, que la dopamina lleva a cabo un doble efecto
sobre las neuronas estriatales: por un lado como excitador de los receptores D1 en la via directa y
por otro lado como inhibidor de los receptores D2 en la via indirecta, facilitando asi el movimiento
(Gerfen et al., 1995; Gerfen y Surmeier, 2011).

De acuerdo con este “modelo clasico” de las vias directa/indirecta, una deficiencia en la dopamina
derivaria en una reducida inhibicién de la via indirecta y reducida excitacién de la via directa, con
el resultado neto de una excesiva activacidon de los nucleos de salida de los GB (GPi y SNr) e
inhibicidn de los sistemas motores talamocorticales y del tronco cerebral, obviamente, lo anterior
conduce a los sintomas motores de la EP. A pesar de que este modelo sirve como un buen punto
de partida, no permite determinar la fisiopatologia de las alteraciones motoras especificas en la
EP. Diferentes aspectos de los sintomas motores y sintomas no motores no pueden ser explicados
simplemente como el resultado del aumento de las salidas inhibitorias del circuito de los GB.

Modelos de la Enfermedad de Parkinson

La mayoria del conocimiento que se tiene sobre la EP se ha generado en base a modelos animales.
En estos modelos se usan neurotoxinas de alta especificidad o modificaciones genéticas. Los mds
comunes tratan de reproducir la pérdida de neuronas dopaminérgicas que se ha descrito como
desencadenantes de los sintomas de la enfermedad, sin embargo existen los que reproducen
distintas condiciones menos estudiadas de la EP como lo es la acumulacién de los cuerpos de
Lewy.

Los modelos animales mas estudiados y utilizados son los generados por la inoculacién de la toxina
1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridina y la 6-Hidroxidopamina.

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

La capacidad del MPTP para inducir la EP fue descubierta por accidente en la década de los
ochentas en un grupo de jovenes adictos a un derivado fentanil sintético que generd un
parkinsonismo irreversible (Davis, et al., 1997). El analisis de esta droga sintética indicd que
contenia alrededor de 3% de MPTP. La identificacion de esta toxina neuronal especifica, ha sido
reportada por producir virtualmente todos los cambios clasicos conductuales, cognitivos,
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bioquimicos e histoldgicos que ocurren en la EP, tanto en humanos como en primates no humanos
(Langston, et al., 1993; Davis, et al., 1997). En consecuencia, se ha considerado al MPTP como una
poderosa droga que induce degeneracion nigral en animales y ha sido usada para inducir sintomas
tipo Parkinson en varias especies animales incluyendo roedores, perros, gatos y primates no
humanos (Blum et al., 2001). Los efectos neurotdxicos del MPTP se deben a que esta molécula es
altamente lipofilica y capaz de atravesar la barrera hematoencefalica. EIl MPTP es bi-trasformado
en los astrocitos por la enzima MAO-B dando lugar al metabolito activo el ion 1-metil-4-
fenilpridinio (MPP*)(Kopin, 1992)[Fig. 2].
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Figura 2: Mecanismo hipotético de la toxicidad inducida por MPTP. EIl MPTP es inyectado de
manera periférica y es capaz de atravesar la barrera hematoencefdlica, es bi-trasformado en los
astrocitos por la enzima MAO-B en el metabolito activo MPP*. Este ultimo atraviesa la membrana
neuronal por un mecanismo de absorcién especifica. Dentro de las neuronas dopaminérgicas el
MPP" puede seguir una de tres rutas: Puede concentrarse dentro de la mitocondria a través de un
proceso activo, interactuar con enzimas citosdlicas o ser secuestrado en vesiculas sinapticas por
trasportadores vesiculares de monoaminas, las dos primeras evidentemente téxicas y la tercera
con cierto cardcter protector. Dentro de la mitocondria el MPP* bloquea el complejo I. Con lo
anterior se interrumpe la transferencia de electrones del complejo a la ubiquinona. Estas
alteraciones promueven la produccion de especies reactivas de oxigeno provocando disminucion
en los niveles de ATP, este decremento es responsable de una citotoxidad secundaria inducida
por un significativo y perjudicial aumento de los niveles de calcio citoplasmatico. EL estrés
oxidativo generado directamente por el MPP" o indirectamente por el aumento de calcio, se
traduce en una peroxidacién macromolecular y por tanto conduce a la muerte celular (Dauer y
Przedborski, 2003).

El MPP* es una molécula polar que presenta una alta afinidad por el transportador de dopamina
en la terminal sindptica de las neuronas dopaminérgicas. El MPP* puede ser secuestrado por los
transportadores vesiculares de monoaminas y almacenado dentro de las vesiculas sindpticas,
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ademas, es capaz de interactuar y ser acumulado por la neuromelalina, retrasando en ambos
casos su efecto neurotdxico (Kopin, 1992). Finalmente el MPP” libre en el citoplasma entra en la
mitocondria por un mecanismo dependiente de energia (Blum et al., 2001).

El potencial neurotéxico de MPP* se basa en su capacidad para inhibir al Complejo 1 de la cadena
de transporte mitocondrial y dar lugar a sobreproduccidn de radicales libres(Buu, 1993). Por otra
parte, también se han reportado alteraciones en el Complejo IV de la cadena respiratoria
mitocondrial y dafio directo al DNA [Fig. 2].

6-Hidroxidopamina (6-OHDA)

Otra de las toxinas usadas para modelar la EP ha sido la 6-OHDA. Desde su primer descripcién en
1959, esta neurotoxina ha jugado un papel fundamental en la investigacion pre-clinica de la EP.
Historicamente es la primera toxina usada para generar el modelo de la EP asociado a la muerte
neuronal dopaminérgica de la SNc. Su toxicidad es relativamente selectiva para las neuronas
dopaminérgicas, resultado de la recaptura preferencial de dopamina por de los transportadores
dopaminérgicos (Luthman et al., 1989).

La 6-OHDA es una de las toxinas mas utilizadas experimentalmente en modelos de degeneracion
de la via nigro-estriatal in vivo y degeneracién de células dopaminérgicas in vitro. La 6-OHDA es un
analogo estructural de las catecolaminas: dopamina y noradrenalina, y tiene su efecto téxico en
neuronas catecolaminérgicas. El primer modelo en el que se explord la neurotoxicidad de la 6-
OHDA fue desarrollado en el afio de 1968, experimento en el que se inyectd la toxina de forma
bilateral en la SNc de rata, obteniendo asi un modelo con anomalias motoras y un alto rango de
mortalidad (Ungerstedt, 1968). Posteriormente la toxina fue inyectada en uno sdélo de los
hemisferios para generar el modelo 6-OHDA de rotacidn. Desde entonces la 6-OHDA se ha
convertido en una de las toxinas mas usadas para generar los modelos experimentales de la EP
(Ungerstedt y Arbuthnott, 1970).

La 6-OHDA es toxica tanto a nivel periférico como central, sin embargo, al no tener la capacidad
de atravesar la barrera hematoencefalica su efecto neurotdxico es posible sélo cuando se inyecta
directamente en el tejido cerebral (Simola et al., 2007). Los efectos téxicos de la 6-OHDA ocurren a
través de un mecanismo de dos pasos, incluyendo la acumulacién de la toxina en las neuronas
catecolaminérgicas seguido de la alteracién de la homeostasis celular y el dafio neuronal. El
almacenamiento intracelular de la neurotoxina estd mediado por los transportadores
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dopaminérgicos y noradrenérgicos encontrados en las membranas de las células
catecolaminérgicas quienes reconocen e internalizan la toxina gracias a su parecido estructural
con las catecolaminas enddégenas (Simola et al., 2007). Cuando la toxina es colocada en el tejido
cerebral ésta produce reactivos citotdxicos a través de mecanismos enzimdticos como no
enzimaticos, los cuales son amplificados por trazas intracelulares de manganeso y hierro (Cadet y
Brannock, 1998; Choi et al., 1999). Asi, la oxidacién de la toxina por la monoamina oxidasa (MAO-
A) genera perdxido de hidrogeno (H,0,) el cual, ademas de ser altamente citotdxicos per sé, media
la produccion de radicales de oxigeno (Cohen, 1984). Por otra parte, la 6-OHDA experimenta una
robusta auto-oxidacion generando H,0, citotdxico, especies reactivas de oxigeno (ROS) y
quinones catecolaminérgicos, los cuales atacan a los grupos nucleofilicos intracelulares (Padiglia et
al., 1997). Incrementar los niveles de ROS y de otras especies reactivas por la inoculacion de la 6-
OHDA resulta en la deplecién rapida de las enzimas antioxidantes intracelulares, lo anterior
alternado con una neurotoxicidad amplificada causante de anormalidades en la estructura celular
y metabolismo que eventualmente resulta en un dafio neuronal (Blum et al., 2001)[Fig. 3].
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Figura 3: Mecanismos de neurotoxicidad de la 6-OHDA. Después de haber sido internalizada por
los trasportadores DAT, la 6-OHDA se almacena en las neuronas catecolaminérgicas. Dentro de las
neuronas, la 6-OHDA sufre una conversidn por la degradacién enzimatica de la MAO-A vy por la
auto-oxidacion, generando varias especies citotdxicas que, al daiar las proteinas endocelulares y
el nucleo, producen dafio neuronal. Por otra parte, se ha visto que la 6-OHDA en modelos
animales puede inducir neurotoxicidad afectando la actividad del complejo | mitocondrial. La
neurotoxina se puede administrar en asociacion con blogqueadores del trasportador
noradrenérgico (NAT), como DMI (Desmetilipramine), para evitar su absorcién en células
noradrenérgicas y orientar selectivamente su absorcidn por las neuronas dopaminérgicas (Simola
et al., 2007).
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Tratamientos

Tratamientos farmacoldgicos

La cura para la EP, como en muchos de otros padecimientos, se ha buscado en base a
tratamientos farmacéuticos, éstos en algunos casos tienen un efecto positivo al reducir los
sintomas manifestados en estas enfermedades, pero hasta ahora no hay medicamento que pueda
detener los procesos neurodegenerativos y mucho menos revertir el dafio o la pérdida celular,
cabe mencionar que los tratamientos no son eficaces en todos los pacientes y en algunos casos,
como en la enfermedad de Parkinson, generan con el paso del tiempo severos efectos
secundarios ( Hely et al., 1994; Agid et al., 1999; Ahlskog, 2001).

L-DOPA

El tratamiento farmacoldgico en la EP sigue siendo por excelencia la L-Dihidroxifenilalanina o
mejor conocida como L-DOPA o Levodopa por su nombre comercial. La L-DOPA es un precursor de
la dopamina que tienen la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica y depositarse en el
tejido encefalico, lugar en el cual se convierte en sustrato de la DOPA descarboxilasa para asi ser
metabolizada a dopamina. Una de las complicaciones de la administraciéon de L-DOPA es que ésta
puede ser metabolizada antes de atravesar la barrera hematoencefalica por lo que tiene que ir
acompafiada por inhibidores de las reacciones involucradas en su metabolismo, la primer reaccion
que tiene que ser inhibida es la conversidon a dopamina, que se logra con inhibidores periféricos de
la enzima descarboxilasa, la segunda conversidon que puede tener a nivel periférico es a 3-O-
Metildopa, que puede evitarse con la administracion de inhibidores de la Catecol-O-
Metiltrasnferasa (COMT). Estos farmacos inhibidores de la COMT a nivel periférico y a nivel central
se administran junto con la L-DOPA, consiguiendo que los niveles en el plasma sean mas estables y
reduciendo la estimulacion pulsatil de los receptores dopaminérgicos. Se ha comprobado que el
uso de estos farmacos permite reducir la dosis de L-DOPA administrada continuamente. Sin
embargo, estos medicamentos producen insuficiencia hepdtica aguda, ademds de diarrea
constante y coloraciones anormales en la orina (Arpa y Vivancos, 2004).

La L-DOPA en conjunto con los inhibidores de las reacciones periféricas es la mejor opcién efectiva
para el control de los sintomas en la EP y la mayoria de los pacientes responden al tratamiento.
Este farmaco mejora la discapacidad originada por la enfermedad y mantiene la independencia
para las actividades normales del paciente. Sin embargo, la mayoria de los pacientes al cabo de 3 6
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5 afios de tratamiento desarrollan severos sintomas secundarios, asi como fluctuaciones en la
actividad motora. Puede también provocar sedacién, pesadillas durante el suefio y problemas
neuro-psiquidtricos como alucinaciones, psicosis, mania e hipersexualidad. Ademas el tratamiento
no ayuda a mejorar sintomas como la congelacion o rigidez, inestabilidad de postura, disfuncion
autondmica y demencia, no detiene la progresion de la enfermedad vy se postula que los
metabolitos oxidativos derivados su catabolismo podrian acelerar la neurodegeneracion en la EP
(Arpay Vivancos, 2004).

Agonistas Dopaminérgicos

Los agonistas dopaminérgicos son farmacos que actuan directamente sobre los receptores de
dopamina. Estos agentes no se metabolizan por via oxidativa, de esta forma no se genera la
produccioén de radicales libres propios del metabolismo de la dopamina. Su eficacia terapéutica no
depende del nimero de neuronas dopaminérgicas funcionales, a diferencia de lo que sucede con
farmacos como la L-DOPA o los inhibidores del metabolismo de la dopamina. Por esta razdn, el uso
en conjunto de los agonistas con medicamentos como lo es la L-DOPA permite reducir las dosis de
los medicamentos disminuyendo la frecuencia de respuesta motora fluctuante (Chase et al., 1974).

Los representantes bdsicos de agonistas dopaminérgicos son: bromocriptina, pergolide,
cabergolina, pramipexol y piribedil. Los efectos adversos que pueden provocar el uso de estos
farmacos son nauseas, vomitos, hipotensidn, alucinaciones, entre otros (Kuniyoshi y Jankovic,
2005).

Otros Farmacos

Los mencionados anteriormente son los tratamientos farmacoldgicos efectivos mas utilizados en
el campo clinico para tratar los sintomas y padecimientos de la EP, sin embargo existe una amplia
gama de compuestos que se usan como tratamiento para la EP. Un ejemplo de ello es la Resagilina
gue se usa como inhibidor de la MAO, este farmaco mejora el aspecto psicomotor de la EP.
Algunos de sus efectos negativos son la produccién de alucinaciones, nauseas, vomito e
hipertension (Lecht et al., 2007).

Otro grupo de medicamentos usados en la EP son los anticolinérgicos, que fueron las primeras
drogas usadas para tratar la EP. Estos agentes se consideran como coadyuvantes, presentan un
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buen sinergismo con la L-DOPA permitiendo reducir la dosis de la misma al tiempo que reduce los
sintomas del movimiento involuntario. El problema con los agentes anticolinérgicos es la poca
tolerancia por parte de los pacientes ancianos debido a sus efectos colaterales: retencién urinaria,
visién borrosa, constipacion, xerostomia, taquicardia y confusién mental (Hurtig, 1980).

Tratamientos Quirdrgicos

Dada la baja eficiencia de los tratamientos farmacoldgicos, la cirugia estereotdxica (CET) ha
ganado una importancia creciente en el tratamiento de la EP. Numerosos grupos de investigadores
han enfocado sus esfuerzos en proponer terapias alternativas a las farmacoldgicas para el
tratamiento de la EP (Olanow et al., 1998).

La neurocirugia estereotaxica en humanos, introducida en la década de 1930-1940, permitio la
colocacién de un electrodo o sonda en el cerebro usando un atlas del cerebro como referencia
ademas de neuro-imagen (Spiegel et al., 1946). El blanco fue basado originalmente en los
resultados de la cirugia de “cerebro abierto”, con el propdsito de realizar lesiones discretas en las
estructuras profundas del cerebro, particularmente los GB (Spiegel et al., 1954; Hassler et al.,
1954; Spiegel et al., 1958).

Después de su introduccion, la CET rapidamente gané la atencién en el campo de la neurociencia.
La CET fue implementada en varios paises, innovaciones metodoldgicas fueron introducidas y se
probaron diferentes zonas como blanco. Leksell llevé a cabo lesiones en diferentes partes del
globus palidus y observé que la palidotomia posteroventral mejoraba de forma significativa los
sintomas parkinsonianos, incluyendo la acinesia, rigidez y temblor (Laitinen et al., 1992; Svennilson
et al., 1960)

La eficacia de la talamotomia, probada mds adelante para reducir el temblor en la EP, fue
particularmente impresionante. Este procedimiento rdpidamente se convirtié en un tratamiento
estandar para el temblor y permiti6 a la CET ser aceptada alrededor del mundo como
procedimiento terapéutico para la EP (Hassler y Reichert, 1954; Selby, 1987).
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Palidotomia

En el afo de 1952, Cooper ligd accidentalmente la arteria coroidea en un paciente con EP y
reporté mejorias en los sintomas (Cooper, 1953). Este fendmeno fue explicado por la formacion
de una lesién isquémica en el glébulo pdlido interno. Subsecuentemente, multiples intentos de
crear lesiones en esta drea fueron realizados pero con resultados inconsistentes aun usando
técnicas estereotaxicas (Vitek, 1997).

Laitinen y Colaboradores en el afio de 1992 realizaron la palidotomia posteroventral encontrando
un marcado mejoramiento de los sintomas en la EP. La palidotomia posteroventral unilateral
puede atenuar los efectos colaterales inducidos por la L-DOPA y las des-habilidades axiales
(inestabilidad en la postura y alteraciones del paso) en pacientes tempranos con la EP. (Laitinen,
et al., 1992)

Estimulacion del glébulo palido interno (GPi)

La estimulacion del GPi o de alguna otra estructura dentro del cerebro se realiza por medio de un
generador de pulsos eléctricos implantable que a su vez estd conectado a una bateria. Esperando
que estos impulsos interfieran y bloqueen las sefiales eléctricas que causan los sintomas de la EP.

La estimulacion del GPi tiene efectos clinicos semejantes a la palidotomia, lo anterior mejora todas
las formas de parkinsonismo y los movimientos anormales e involuntarios (discinesias) inducidos
por la L-DOPA. Esto depende de la localizacién de la estimulacién del GPi, si ésta se da en la zona
dorsal mejora la rigidez, acinesia y alteraciones en la marcha. Por otro lado, si se realiza en la zona
posteroventral mejora las desinencias inducidas por la L-DOPA, la marcha vy la acinesia. Si es en la
region dorsal se presenta una mejora moderada de la acinesia y las desinencias inducidas por los
farmacos (Pahwa et al., 1997).

Terapia de reemplazo celular

Las terapias farmacoldgicas y quirdrgicas pueden ayudar significativamente en reducir algunos
sintomas de la EP, particularmente en estados tempranos del padecimiento. Sin embargo, con el
tiempo, la enfermedad progresa y a largo plazo se produce una gama de problemas secundarios
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incluyendo el desarrollo de complicaciones motoras. En esta etapa de la enfermedad las terapias
simples cada vez son mds decepcionantes en términos de beneficios terapéuticos confiables y por
tanto se buscan alternativas mds invasivas como la implementacién de bombas de infusién o
procedimientos quirdrgicos descritos anteriormente.

Estas ultimas terapias pueden ser muy efectivas, pero solo estdn enfocadas en reducir los
sintomas y no asi en reparar las zonas dafadas por la neurodegeneracién y restablecer la
neurotransmisién afectada en la enfermedad. Asi, estos tratamientos también comienzan a fallar,
en parte por la naturaleza progresiva de los aspectos no motores de la enfermedad y porque
continua la pérdida de neuronas dopaminérgicas.

Tomando en cuenta que en las enfermedades neurodegenerativas, el mesénquima cerebral se ve
afectado por la pérdida de neuronas, una de las estrategias que se ha planteado, con el fin de
restablecer la neurotransmisién y llevar a cabo un reemplazo de la zona dafiada, es la del
trasplante de tejido homologo ( Dunnett et al., 1981a, b, c ; Dobrossy et al., 2010). Diversos grupos
de investigadores han realizado experimentos en los que ponen a prueba tejido neural adulto o
bien tejido mesencefalico obtenido de productos fetales no viables ( Bjorklund y Stenevi, 1979;
Bjorklund et al., 2003;). Los problemas que han atraido este tipo de terapias de reemplazo son
numerosos, iniciado por complicaciones técnicas como es la gran demanda de productos fetales,
que elevan el numero de 3 a 7 por paciente; otras complicaciones son el rechazo inmunoldgico por
parte del receptor, la variacién de resultados entre los pacientes, y aun después de que las células
se puedan colocar exitosamente, éstas terminan por sufrir el proceso neurodegenerativo de la
zona dafiada.

Otra de las alternativas que relativamente es nueva, es el trasplante de células indiferenciadas que
tienen la capacidad de autorenovarse por tiempos prolongados en cultivos, y mediante procesos
fisiolégicos normales o procesos experimentales, diferenciar en distintos tipos de células
maduras y funcionales; estas células son conocidas como las células troncales (stem cells)(Zhu et
al., 2009).

Trasplantes autélogos (Auto-injertos)

El uso de los auto-injertos siempre ha sido una alternativa atractiva para el tratamiento de
cualquier trastorno degenerativo incluyendo la EP, lo anterior debido a la facilidad de la toma de
tejido que a la vez no implica limitaciones éticas o problemas inmunolégicos presentes en injertos
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de tejido alogénico o xenogénico. Por lo tanto, no es de extrafiar que gran parte de los primeros
trabajos sobre terapia celular para la EP se concentraran en fuentes celulares autdlogas, aunque
en general los resultados hasta la fecha han sido decepcionantes (Freed et al., 1981; Backlund et
al., 1985; Freed et al., 1986; Morihisa et al., 1987; Lindvall et al., 1987 Goetz et al., 1989; Olanow
et al., 1990).

Médula adrenal (MA)

Los primeros intentos de trasplante celular autélogo en la EP incluyen el uso de tejido de MA, el
cual secreta dopamina ademas de otras catecolaminas. Los primeros estudios en modelos
animales de la EP fueron muy variables, pero aportaron evidencias eficaces de viabilidad y
funcionalidad ( Freed et al.,, 1981; Freed et al., 1986; Morihisa et al., 1987). A pesar de las
incertidumbres acerca del modo de accién de los trasplantes de MA vy los limitados beneficios
funcionales observados en los experimentos, se iniciaron en la década de 1980-1990 pequefios
ensayos clinicos con todos los problemas inherentes que existen cuando no se realiza un grupo
control o placebo (un problema comun en el campo clinico de reparacién neural). No obstante,
estos primeros estudios produjeron una mejoria leve y transitoria en los pacientes (Backlund et al.,
1985; Lindvall et al., 1987), mientras otro grupo alrededor del mismo tiempo reporté mejorias
motoras y cognitivas usando una técnica de neurocirugia abierta ( Madrazo et al., 1987; Drucker-
Colin et al., 1988). Sin embargo los resultados de estos estudios han sido cuestionados (Freed et
al., 1990).

Subsecuentemente, otros estudios mostraron un modesto efecto positivo por un periodo limitado
aproximado a los 18 meses (Goetz et al., 1989; Olanow et al.,, 1990). Ademas, estudios post-
mortem revelaron baja sobrevivencia del tejido trasplantado (Hurtig et al., 1989; Kordower et al.,
1991).

Con el fin de mejorar el trasplante de MA, se investigd el co-trasplantes de MA con tejido secretor
de factor de crecimiento neural (neural growth factor: NGF). Los estudios en animales que
sustentan el enfoque del co-trasplante de MA con tejido de nervios periféricos como fuente de
NGF, mostraron mejorias en la sobrevivencia del trasplante y recuperacion funcional (Date et al.,
1994; Howel et al., 2000). Sin embargo, estudios clinicos con enfoques similares han reportado
s6lo modestas mejorias en relacién con los parametros de la escala unificada de la EP (of Unified
Parkinson's Disease Rating: UPDRS). También se han realizado ensayos clinicos en los que el NGF
se pone en contacto con el trasplante de MA de manera directa, con lo que se han reportado
algunos beneficios (Olson et al., 1991). Sin embargo, los altos niveles de morbilidad y mortalidad
asociados con las técnicas de obtencidn y trasplante de MA son significativos y a la fecha superan
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los beneficios. Como resultado hay poca justificacidon para continuar con el trasplante de MA en la
EP.

Neuronas ganglionares simpaticas (NGS)

Las NGS han sido consideradas como una fuente de remplazo celular en la EP ya que expresan
AADC y VMAT?2 (proteinas involucradas en la produccidn y trasporte de dopamina) en cultivo
(Nakao et al., 2001), asi como después del trasplante en un modelo roedor (Nakao et al., 2004). Su
accion, se cree, es mediada por su habilidad de convertir y almacenar la dopamina encontrada en
los espacios extracelulares. En los estudios clinicos las NGS se han recuperado del tronco simpatico
y trasplantado en el estriado de pacientes con EP (Horvath et al., 1990; Itakura et al., 1994; Itakura
et al., 1997; Nakao et al., 2001; Nakao et al., 2004). Aproximadamente la mitad de los pacientes
sometidos al trasplante tuvieron mejoria en la bradicinesia y en la marcha, pero no de forma
significativa con respecto a los rangos de la UPDRS. Estos limitados beneficios clinicos, las técnicas
invasivas y la morbilidad asociada al procedimiento que involucra la toma de tejido, convierten al
trasplante de NGS una opcidn poco préctica para el uso clinico.

Cuerpo carotideo (CC)

Las células del CC son conocidas por ser quimio-sensitivas y secretar dopamina, ademas de
dividirse en respuesta a un estimulo hipdxico ( McGregor et al., 1984; Espejo et al., 1998). Esas
caracteristicas han llevado a la exploracién de su uso en reemplazo celular dopaminérgico para la
EP; en modelos animales roedores y primates no humanos han demostrado recuperacion
funcional parcial después del trasplante intra-estriatal de agregados de CC (Espejo et al., 1998;
Luquin et al., 1999; Toledo-Aral et al., 2003). Esto derivd en un estudio clinico, en el cual 13
pacientes de entre 43 y 61 aifos con EP avanzada fueron trasplantados de forma bilateral en el
estriado con agregados de CC (Arjona et al., 2003). Lo anterior mejord la puntuacion motora de la
UPDRS un afio post-trasplante; en 6 pacientes evaluados después de 3 afios la mejoria se mantuvo
y esto parece estar correlacionado con la severidad de la enfermedad al momento del trasplante y
la ausencia de atrofia fibrética en las células del CC (Minguez-Castellanos et al., 2007). Sin
embargo, la razén de la mejoria nunca estuvo clara. La sobrevivencia de células dopaminérgicas
era sélo alrededor del 10% y los autores sugirieron que los beneficios del trasplante de CC estaban
tal vez relacionados con la produccién y liberacién de factores troficos en lugar de la liberacién de
dopamina.
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Trasplantes Alogénicos

Spheramine ™

Aunque se pensaba que la mejor opcién en la terapia de reemplazo celular eran los trasplantes
autélogos, ya que se sortean problemas éticos ademas de inmunoldgicos, a la par se han realizado
diversos experimentos en los que se han utilizado fuentes celulares alogénicas. Una de ellas son
las células del epitelio pigmentario de la retina (retinal pigmentary epithelium: RPE) que actuan
como soporte celular en la retina y producen L-DOPA como parte de su via de sintesis de
melanina. Ellas también han mostrado tener efectos neurotréficos en neuronas mesencefalicas y
estriatales in vitro (McKay et al., 2006), ademas se han investigado como fuente de células
dopaminérgicas en la EP.

Cuando las células del RPE son trasplantadas junto con micro-portadores (microcarriers) su
sobrevivencia se ve favorecida. Estudios en modelos roedores y primates de la EP demostraron
mejorias en los sintomas motores y aumento de F-DOPA (Subramanian et al., 2002 Doudet et al.,
2004). Posteriormente, se realizd un ensayo clinico abierto en el que las células RPE adjuntas a
micro-portadores (Spheramine ™) fueron trasplantadas unilateralmente en el putémen de 6
pacientes con EP avanzada. Esto trajo mejorias de hasta 48 % en los sintomas motores segun la
escala de la UPDRS al cabo de un afo. Seguido a esto, se inicid un estudio placebo-doble-ciego
usando Spheramine ™, sin embargo, no se ha detectado alguna diferencia significativa entre la
cirugia con Spheramine ™ vy la cirugia control después de 12 meses de seguimiento, y el futuro de
las células del RPE como fuente para el remplazo celular en la EP es poco claro
(http://www.mdvu.org/emove/article.asp?ID=1192).

Trasplantes de mesencéfalo ventral de embrién

Los primeros reportes exitosos del trasplante de células dopaminérgicas fetales fueron reportados
por dos grupos en el afio de 1979. El procedimiento involucraba el trasplante alogénico de
mesencéfalo ventral de embrién (MV) en modelos roedores de EP. Perlow y colaboradores
colocaron el trasplante en el ventriculo lateral (Perlow et al., 1979), mientras que Bjorklund y
Stenevi lo hicieron en una cavidad cortical dorsal (Bjorklund y Stenevi, 1979). En ambos estudios,
se describié la recuperacién funcional en pruebas motoras simples y estudios de anélisis
histolégicos subsecuentes confirmaron esto, ademds de demostrar que habia sobrevivencia del
trasplante, elongacién de fibras dopaminérgicas y formacién sindptica (Freund et al., 1985). Si bien

27


http://www.mdvu.org/emove/article.asp?ID=1192

las mejorias se observaron cuando el tejido era colocado en la regién del estriado, los intentos de
colocar el trasplante en la zona de la SNc, mostraron sobrevivencia del trasplante pero al parecer
no se formaron elongaciones axoplasmicas al estriado y por tanto no se reportaron mejorias
motoras (Dunnett et al., 1983).

Estos estudios alogénicos en animales fueron seguidos por el trasplante de tejido MV humano en
ratas modelo de la EP. Se demostrd que el MV fetal humano trasplantado en el estriado de ratas
lesionadas con 6-OHDA podia sobrevivir, integrarse, formar conexiones dopaminérgicas vy
producir mejorias funcionales (Brundin et al., 1986), estos resultados fueron mejorados en ratas
inmunosuprimidas. Los estudios en animales generaron el camino para el traslado de ésta terapia
experimental a pacientes humanos, aunque en este momento ya estaba claro que el trasplante de
MV fetal humano no podia mejorar todos los déficits vistos en el modelo animal de la EP. Por
tanto, seria ingenuo esperar que dichos trasplantes reviertan todos los aspectos de la EP, y esto
debe tomarse en cuenta en cualquier interpretacién de cualquier prueba clinica usando este
recurso.

Las primeras pruebas clinicas se llevaron a cabo en la década de 1980 en México (Madrazo et al.,
1988) y Suecia (Lindvall et al., 1989) realizadas en 2 pacientes con EP en cada estudio. Estos
estudios usaron tejido MV de desde 12 a 14 semanas y 8 a 10 semanas de gestacion
respectivamente, el cual fue trasplantado en el estriado con minimas mejorias clinicas, al menos
en los pacientes de Suecia. Sin embargo, con el mejoramiento de las técnicas, varios estudios
subsecuentes demostraron mejorias significativas en un nimero de pardmetros, incluyendo los de
la UPDRS (Freed et al., 1992; Hauser et al., 1999; Lindvall et al., 1990; Lindvall et al., 1994). Estas
mejorias clinicas han sido sostenidas y asociadas con el aumento de F-DOPA, también se ha
observado regulacion en la liberacion de dopamina y activacion de las dreas corticales motoras
(Piccini et al., 1999; Piccini et al., 2000). Ademas estudios post-mortem (18 meses después del
trasplante) demostraron la sobrevivencia de las células de MV fetales (poco mas de 80 mil y 135
mil células TH positivas) con re-inervacion estriatal mediada por el trasplante (Kordower et al.,
1996). Por lo tanto, las conclusiones fueron que los trasplantes alogénicos de células del MV
fetales podian sobrevivir en los pacientes con EP, siendo integradas funcionalmente y produciendo
beneficios clinicos sostenidos. Sin embargo, los resultados fueron variables y uno de los retos fue
el de explicar esta variabilidad y cémo podria ésta minimizarse, mas adelante el problema
aumentd con publicaciones posteriores que cuestionan fuertemente este recurso (Freed et al,,
2001; Olanow et al., 2001; Bjorklund et al., 2003)

Con el éxito de las pruebas clinicas iniciales y la necesidad de apoyar adecuadamente la eficacia
real del procedimiento, se realizaron dos estudios control doble-ciego del trasplante de MV fetal
en pacientes con EP. La primera prueba fue publicada en el afio 2001 por Freed y colaboradores.
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En ella se usaron 40 pacientes con EP entre 34 y 75 afios y con duracién media de la enfermedad
de 14 afos (Freed et al., 2001). Los pacientes fueron asignados de forma aleatoria para recibir el
trasplante o la cirugia control. El tejido fetal fue obtenido de embriones de 7 a 8 semanas de edad,
cultivado en medio F12 al 5% de suero humano de placenta. El trasplante se llevd a cabo bajo
anestesia local con paciente despierto y se usé para ello la neuro- cirugia estereotaxica. El tejido
de dos embriones fue trasplantado en el putdmen de cada hemisferio y el paciente no fue
inmunosuprimido. En los demas pacientes se realizd la cirugia control que recibieron una
trepanacion sin penetracién de la duramadre. Los primeros resultados, generados por una
valoracion subjetiva de la mejoria clinica 1 afno después del trasplante, revelaron que no existia
una mejoria significativa del grupo con trasplante y el grupo control. No obstante, se observaron
mejorias significativas segin los pardmetros de la UPDRS en pacientes con edades menores a los
60 afios de edad. Sin embargo, andlisis subsecuentes sugirieron que la causa de esta mejoria fue la
respuesta pre-operativa a la L-DOPA mas que la edad de los pacientes, ya que incluso los
pacientes mayores con buena respuesta pre-operativa de L-DOPA mostraron mejorias similares
(Bjorklund et al., 2003). Las mejorias principales se observaron en la rigidez y en los pacientes mas
jévenes en la bradicinesia, en el temblor no se observd alguna mejoria. A pesar de los modestos y
variables beneficios clinicos, los estudios con PET mostraron un incremento significativo en el
aumento del metabolito F-DOPA en el putdmen de los pacientes trasplantados y estudios post-
mortem mostraron sobrevivencia neural dopaminérgica y desarrollo de fibras en el trasplante.
Ademas, el nimero de células sobrevivientes fue menor que el reportado en otros pacientes con
mejorias clinicas después de ser trasplantados (Freed et al., 2001). Un punto de delicado interés
en este ensayo fue la primera descripcion del desarrollo de importantes discinencias inducidas
por el trasplante (graft induced dykinesias: GID) en el 15% de los pacientes trasplantados después
de un afo, en ellos las complicaciones ocurrian en la ausencia de medicamento pero en presencia
del trasplante. Muchos de estos pacientes requirieron intervencion quirurgica para aliviar las GID
(Olanow et al., 2001).

Xenotrasplantes

Tejido Porcino

Los xenotrasplantes involucran el trasplante de tejido de una especie a otra (interespecifico), y el
tejido neural de embriones de cerdo ha sido, por mucho, considerado la fuente animal mas
adecuada para el trasplante en cerebros humanos, debido a su facilidad de reproduccidn, la
similitud en el tamafo del tejido cerebral con respecto al humano y el potencial de modificacion
genética en el tejido porcino. Los primeros trabajos sobre xenotrasplantes en la EP demostraron
crecimiento axonal y desarrollo dendritico mas largo de las células trasplantadas ademas de un
mayor indice de migracién ( Wictorin et al., 1990; Deacon et al., 1994; Isacson et al., 1995;
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Armstrong et al., 2002; Hurelbrink et al., 2002) lo que sugirid que los xenotrasplantes pudieran
tener una ventaja principal sobre los trasplantes alogénicos en términos de su habilidad para
dirigirse a la patologia y recrear nuevos circuitos.

Tomando en cuenta lo anterior se llevd a cabo un pequeino ensayo clinico en el que se trasplanté
MV de porcino en pacientes con EP. En este estudio realizado por Schumacher y colaboradores, 12
pacientes con EP fueron trasplantados unilateralmente en el estriado con tejido del MV porcino
(Fink et al., 2000). Hubo mejoria respecto a los parametros de la UPDRS, pero no hubo incremento
significativo en F-DOPA vy estudios post-mortem revelaron la sobrevivencia de solo 638 células TH
positivas de alrededor de 12 millones trasplantadas, ademas de infiltracidon de linfocitos sobre y
alrededor del trasplante, a pesar de que el paciente fue inmunosuprimido con Ciclosporina
(Deacon et al., 1997).

Estos estudios han mostrado resultados decepcionantes, lo que limita el entusiasmo para su
inclusidon en el campo clinico, especialmente el tejido xenogénico para la terapia de reemplazo
celular en la EP siempre tendra que lidiar con algunas complicaciones adicionales comparado con
los trasplantes alogénicos, primero hay problemas con el incremento de la respuesta de rechazo
inmunolégico y segundo hay un riesgo potencial de transmision de retrovirus endégenos porcinos
al paciente, lo cual puede ser el inicio de un nuevo padecimiento (Sayles et al., 2004). Tomando en
cuenta lo anterior es necesario llevar acabo mas trabajos que permitan dilucidar el posible
potencial clinico de este tipo de trasplantes.

Trasplantes de Células Troncales

Las células troncales (stem cell) son un tipo celular que se distingue por su capacidad de auto
renovacion asi como de diferenciar a tipos celulares especializados, las células troncales se han
identificado en varios sitios del organismo y en distintos estadios del desarrollo (Morrison, et al.;
1997). Este tipo celular se ha considerado como el principal candidato para las terapias de
reemplazo incluyendo la EP, lo anterior debido a su capacidad proliferativa y su, relativamente,
facil manipulacioén in vitro (Lindvall, 2003).

El principal objetivo de cualquier terapia de reemplazo en la EP basada en células troncales,
incluye el generar protocolos de cultivo que puedan producir un gran numero de células
trasplantables, adecuada sobrevivencia y eficacia funcional de éstas, ademds de evitar posibles
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efectos secundarios como lo es el desarrollo de un tumor o una respuesta inmunoldgica severa
(Zigova et al., 1998).

Precursores Neurales

Las precursores neurales (neural precursor cell: NPC) son un tipo de células troncales que estan
comprometidas al linaje neural y pueden generar solamente neuronas, oligodendrocitos o
astrocitos, aunque se ha propuesto que pueden ser mas multipotentes (Bjornson et al., 1999).
Los NPC se pueden encontrar en el tejido neural fetal o adulto, ademds de derivarse de células
troncales embrionarias. Los NPC han sido aislados de tejido neural fetal tanto humano como no
humano (Davis y Temple, 1994; Gage, 2000); y en relacion con la EP estos precursores se han
propuesto como fuente de trasplante.

En términos de proliferacion y de diferenciacion, los NPC neurales de todas las regiones del
sistema nervioso en desarrollo han mostrado capacidad de proliferacidon in vitro en presencia de
factores de crecimiento, y después de ser expandidos de forma prolongada ellos parecen retener
algunas de sus propiedades relacionadas a su regién de origen. Asi, la diferenciacion
dopaminérgica estd incrementada a partir NPC provenientes del mesencéfalo ventral, comparado
con NPC provenientes de otras regiones del cerebro (Horiguchi et al., 2004).

Cierto numero de estudios han explorado la formacién de neuronas dopaminérgicas a partir de
NPC como en el estudio de Studer y colaboradores en el 2008. En este estudio se demostré que
precursores neurales de MV pueden ser amplificados in vitro para posteriormente ser
diferenciados a células TH positivas, con beneficios funcionales al ser trasplantadas en un modelo
delaEP.

Se han realizado diversos trabajos a partir de la recuperacion de NPC, aumentando su
sobrevivencia o el porcentaje de diferenciacién a células TH positivas, sin embargo dentro del
campo del trabajo clinico no se han tenido respuestas similares a las observadas en los modelos
animales, que por lo regular son deseadas, en el campo clinico los precursores son obtenidos de
tejido fetal representando problemas éticos y técnicos.
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Células Troncales Mesenquimales

Las células troncales mesenquimales (MSC), son células multipotentes que se encuentran en el
estroma de la médula 6sea y estan presentes en el organismo adulto (Bianco et al., 2001). In vivo
usualmente son usadas para derivar osteocitos, condrocitos y adipocitos, pero pueden tener el
potencial de formar otros tipos celulares no mesenquimales incluyendo neuronas (liang et al.,
2002; Kim et al., 2006). Las células con potencial neurogénico también se han encontrado en
sangre periférica y por tanto representan potencialmente una fuente muy accesible de células
para el trasplante autdlogo en enfermedades degenerativas incluyendo la EP.

Las MSC se han aislado tanto en médula de roedor y de humano, y se han diferenciado a neuronas
dopaminérgicas usando protocolos definidos que involucran la transfeccién de genes y factores de
crecimiento. Usando éste método, fueron trasplantadas en un modelo roedor de la EP, ellas
demostraron migracion, secrecion de dopamina y mejorias funcionales. A pesar de estos
resultados positivos, existe cierta incertidumbre respecto a su verdadero potencial y el mecanismo
de accidn que pudiese estar generando las mejoras (Dezawa et al., 2004).

Células Troncales Pluripotentes Inducidas (iPS)

Los avances recientes en el estudio de las células pluripotentes se enfocan en la obtencién de
células troncales a partir de la reprogramacién de células somaticas, lo anterior implica un campo
de estudio muy excitante por su posible importancia en los trasplantes autélogos.

La habilidad para reprogramar células adultas ha sido un area de estudio muy activa y
relativamente nueva. Takahashi y Yamanaka mostraron que células tipo células troncales
embrionarias podrian derivarse de fibroblastos de tejido embrionario y adulto a través de la
expresion de 4 factores de transcripcion: Oct 3/4, Sox 2, c-Myc y KIf 4, usando para ello vectores
virales (Takahashiy Yamanaka, 2006). Estas células fueron llamadas células troncales pluripotentes
inducidas o células iPS por sus siglas en inglés (induced pluripotent stem cells) mismas que
mostraron muchas de las propiedades de las células troncales embrionarias como la formacién de
cuerpos embrioides in vitro y teratomas in vivo ademds de diferenciar en varios tipos celulares
especializados, también algunas caracteristicas fueron similares, pero no idénticas, en la expresién
génica y estados epigenéticos (Rodolfa and Eggan, 2006).
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Las células iPS pueden ser usadas a manera de fuente celular en el desarrollo de terapias de
remplazo para los padecimientos degenerativos. El primer paso para el uso de estas células en la
EP ha sido dado por Werning y colaboradores. Ellos generaron células dopaminérgicas a partir de
células iPS derivadas de fibroblastos de ratén, las células TH positivas fueron trasplantadas en el
estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA, en algunas ratas en las que existian remanentes de
células pluripotentes se formaron teratomas por la proliferacion de las células en la zona del
trasplante, sin embargo con técnicas de “limpieza” de cultivo este problema se mitigd (Wernig et
al., 2008).

Células Troncales Embrionarias

Las células troncales embrionarias (embryonic stem cells) (CTE) son células que se extraen de la
masa interna del blastocisto y tienen el potencial de auto-renovarse y diferenciar en todos los
tipos celulares del organismo (Christophersen y Helin, 2011; Young, 2011). Tras el aislamiento
inicial de CTE de la masa interna del blastocito de ratén en el afio de 1981 (Evans y Kaufman, 1981;
Martin, 1981), el primer reporte del establecimiento de una linea de CTE se reporté por Thomson
y colaboradores en el afio de 1998.

En relacidn con la EP, mucho trabajo se ha dedicado al uso potencial de las CTE como fuente de
células dopaminérgicas para el remplazo celular y gran nimero de métodos se han explorado para
tratar de persuadir a las CTE a adoptar el fenotipo dopaminérgico. El desarrollo de células
dopaminérgicas a partir de las CTE es un proceso complejo que involucra una serie de etapas tanto
in vivo como in vitro, incluyéndose la formacién de células troncales neurales, y los mecanismos
precisos involucrados aun no son conocidos en su totalidad (Wilson and Edlund, 2001; Ben-Hur et
al., 2004; Gerrard et al., 2005; lacovitti et al., 2007).

Las CTE de ratdn han sido cultivadas y trasplantadas directamente en el estriado de ratén, y se ha
observado su diferenciacién al linaje dopaminérgico y encontrado evidencia de recuperacidn
funcional, pero de igual forma se ha observado la formacidn de teratomas a razén de los
remanentes de células troncales no diferenciadas, lo anterior se ha observado en un nuimero
significativo de animales (Bjorklund et al., 2002). La formacién de precursores neurales (células
troncales neurales con la capacidad de diferenciar en neuronas, oligodendrocitos y astrocitos) se
ha logrado a partir de células troncales embrionarias (Li et al., 1998; Ying et al., 2003), estos
precursores neurales generados por CTE de raton pueden prolongar su expansién y ademas
diferenciar a neuronas y astrocitos por la privacidon secuenciada de factores de crecimiento in vitro
e in vivo después de ser trasplantadas en el cerebro de ratéon (Conti et al., 2005).
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Las CTE humanas muestran propiedades similares in vitro. Sin embargo, el nimero de células
positivas a TH resultante de los métodos es bajo (Kim et al., 2002; Reubinoff et al., 2001; Zhang et
al., 2001).

Se han descrito varios protocolos en los que se ha mejorado la derivacion de células
dopaminérgicas a partir de CTE ademas de su sobrevivencia, el mejor de ellos hasta el momento
por el porcentaje final de células positivas a TH in vitro es el reportado por (Cho et al., 2008).

El trasplante de células dopaminérgicas derivadas de CTE generalmente tiene una sobrevivencia
deseable y produce mejorias en la conducta de modelos roedores de la EP (Kim et al., 2002; Park
et al., 2005; Roy et al., 2006; Yang et al., 2008). Sin embargo estudios en los que se usan células
dopaminérgicas derivadas de CTE humanas han sido decepcionantes en términos de recuperacion
funcional. Existen dos formas principales del uso de las CTE como fuente de trasplante en la EP.
Uno de ellos es pre-diferenciar las células al linaje dopaminérgico in vitro para después ser
trasplantadas, de esta forma las CTE virtualmente se podrian convertir en una fuente inagotable
de células dopaminérgicas, sin embargo como se ha mencionado antes, los protocolos de
diferenciacidn no son en su totalidad efectivos en cuestiones de viabilidad y pureza, por tanto, se
necesitan de muchas mejoras para su estandarizacién y su posible aplicacién clinica. La segunda
alternativa es que las células troncales se diferencien en células TH positivas una vez colocadas en
el SNC ya sea el estriado o la SNc. Estas neuronas pueden integrarse mejor comparadas con las
previamente diferenciadas y, en un escenario ideal, reconstruir la via de neurotransmision
dopaminérgica. Sin embargo, la forma en que se pueda lograr esto es aun desconocida. Seria
necesario para lo anterior instruir a las células una vez colocadas en el cerebro dafiado a
diferenciar hacia dopaminérgicas y sustituir asi la funcidn pérdida (Lindvall, 2003).

Cuerpos Embrioides

La formacion de cuerpos embrioides (CEs) es el paso principal en los protocolos de diferenciacion
de las CTE. Cuando las CTE son cultivadas en presencia del factor inhibidor de leucemia (LIF) o en
co-cultivo con fibroblastos embrionarios de ratén (MEF) las células troncales retienen su
pluripotencia y son capaces dividirse de forma indefinida (Keller, 2005; Murry y Keller, 2008).
Cuando las CTE son cultivadas en ausencia de LIF o MEF, las células diferencian espontdneamente
y forman agregados tridimensionales (3D) llamados CEs (Rathjen y Rathjen, 2001) [Fig. 5]. Esta
estructura 3D facilita la interaccién multicelular, en la cual el contacto célula-célula existe y puede
que se generen uniones de tipo gap. En un CE se pueden encontrar células de tejido endodérmico,
mesodérmico y ectodérmico, lo cual recapitula muchos aspectos de la diferenciacién celular
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durante la embriogénesis temprana y derivar en células de las tres capas germinales (Desbaillets
et al., 2000)[Fig. 5]. Por esta razdn, la formacién del CE ha sido utilizada ampliamente como paso
transitorio en la diferenciacién in vitro de CTE tanto de ratén como de humano.

Los CEs deben su nombre a su capacidad para recapitular algunas de las etapas tempranas de la
embriogénesis de mamiferos. Para generar los CEs, las CTE se colocan en suspensién y en ausencia
de factores anti-diferenciaciéon para promover la agregacion celular y su diferenciacidon. Después
de dos dias, las células que conforman la estructura del CE pueden adquirir dos identidades de
acuerdo con su posicion en el agregado 3D. Las células de la periferia diferencian a endodermo
primitivo y pierden la expresiéon del factor de transcripcion Oct 4 (marcador de pluripotencia
expresado en CTE). Las células del centro se mantienen pluripotentes (expresan Oct 4) y ademas
adquieren la expresién de Fgf 5, indicando la aparicion de células de ectodermo primitivo. Entre
los dos y tres dias de formacién del CE, el ectodermo primitivo comienza a formar un epitelio
columnar a partir del cual se generaran células de las tres capas germinales del embrién, de forma
similar a la etapa de gastrulacion. A los cuatro dias de formacién del CE, el endodermo primitivo ha
diferenciado a endodermo parietal y endodermo visceral. En esta etapa, las células del ectodermo
primitivo del CE han diferenciado a precursores ectodérmicos positivos a Fgf 5, precursores
mesodérmicos positivos a Brachyury y endodérmicos positivos a Afp (alfa fetoproteina).
Posteriormente, estos precursores daran origen a neuronas, glia, cardiomiocitos, macréfagos y
eritrocitos, entre otros tipos celulares (Baizabal y Covarrubias, 2009; Bratt-Leal et al., 2009;
Rathjen y Rathjen, 2001; Rathjen y Rathjen, 2002).
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Figura 5 Representacidon esquematica de la formacidn y composiciéon de un cuerpo embrioide.
La formacion de los cuerpos embrioides inicia al colocar en suspensidn in vitro a las células
troncales embrionarias (rosa) para formar agregados de la forma simple (dia cero), en los cuales
las células externas comienzan a diferenciar a endodermo primitivo (verde, dia dos). Al dia 3, las
células mds internas generan un ectodermo primitivo (morado) que se organiza de forma
columnar, mientras que el endodermo primitivo diferencia a endodermo visceral (azul claro
externo) y parietal (azul oscuro. Del dia 4 al 6, las células del ectodermo primitivo generan
progenitores ectodérmicos (naranja), mesodérmicos (rojo) y endodérmicos (azul claro interno)
(Rathjen and Rathjen, 2001).

Hasta el momento no hay reportes del uso de los CE como material de trasplante en alguna
enfermedad degenerativa o neurodegenerativa.

En el aflo de 1997 Brustle y cols, trasplantaron células de CE en los ventriculos de embriones de
ratas. Las células trasplantadas formaron estructuras neuroepiteliales y migraron a varios puntos
del tejido cerebral. También observaron que las células podrian generan tipos neuronales y gliales
dependiendo de la zona con la que tuvieran contacto; con lo anterior concluyeron que las células
de CE tienen el potencial de responder a las sefales y podrian tener la capacidad de reconstituir
linajes neuronales y gliales en el SNC (Brustle et al., 1997).
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Antecedentes

Tomando en cuenta que la diferenciacidon de las células troncales embrionarias depende de su
capacidad para interpretar las sefiales del entorno en el que se encuentren y que aun no esta
claro qué estadio de diferenciacién es el éptimo para producir los multiples linajes neuronales en
respuesta a las sefiales del cerebro embrionario en desarrollo, Baizabal y Covarrubias en el 2008
trasplantaron las células troncales en explantes de cerebro medio en desarrollo, zona en la que la
neurogénesis se lleva a cabo normalmente en la formacién del cerebro medio. Asi demostraron
que la transicion de las células troncales embrionarias a cuerpos embrioides es necesaria para la
posterior diferenciacion a células dopaminérgicas alrededor de la linea media ventral del cerebro
medio. Lo anterior es posible ya que en esta zona del mesencéfalo del cerebro medio en
desarrollo existen sefiales de diferenciaciéon neural que pueden ser interpretadas en este caso por
las células troncales embrionarias en un estadio de cuerpo embrioide.

Bjorklund y Colaboradores en el 2006, con el fin de proponer una fuente celular confiable que
sirviera en la terapia de reemplazo celular para la EP, trasplantaron células troncales embrionarias
en forma de cuerpo embrioide a nivel de estriado en ratas lesionadas con 6-OHDA. Ellos reportan
que las células trasplantadas diferencian de forma aleatoria a células dopaminérgicas con
identidad mesencefdlica y son capaces de liberar dopamina, lo que se tradujo en un
restablecimiento gradual y prolongado de la conducta motora, sosteniendo asi, que las células
troncales embrionarias pueden restablecer la funcion cerebral pérdida en el modelo roedor de la
EP.

Zhu y Colaboradores en el 2009, investigaron el efecto del trasplante de células troncales neurales
(NSC) en un modelo roedor de EP. Ellos trasplantaron las células en un punto cercano a la
sustancia nigra pars compacta y en el estriado de animales con lesién. Ellos encontraron que con
el trasplante de las NSC en cada uno de los sitios reduce de forma significativa la conducta de giro
inducida por apomorfina en los roedores con EP, también reportan que la sobrevivencia de las
células trasplantadas se extiende hasta 4 meses post-trasplante con una diferenciacién
significativa a células positivas al marcaje de la enzima Tirosina Hidroxilasa y que son capaces de
migrar posteriormente y ventralmente hasta llegar a la regidn de la sustancia nigra pars compacta.
Ellos discuten que la sobrevivencia prolongada del trasplante se debid a la capacidad de las células
troncales a interpretar las sefiales del entorno y la migracién ademds de la diferenciacién, fue
gracias a la produccion elevada de factores de crecimiento y citocinas por astrocitos y microglia
encontrada en regiones de amplio dafio celular o lesiones tisulares.
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Justificacion

De la variedad de células troncales, las mas promisorias parecen ser, hasta el momento, las células
troncales embrionarias y las células pluripotentes inducidas. Sin embargo es necesario llevar a
cabo estudios que permitan el desarrollo y la optimizacidn de la seguridad y eficacia de las técnicas
involucradas en la manipulacién y generacion de éstas, lo que permitird resolver, de igual forma,
qué fuente celular y cudles de sus caracteristicas manipulables son las mas apropiadas en la
terapia de reemplazo celular de la EP, antes de que mas ensayos clinicos sin precedencia sean
realizados.

Una de las caracteristicas importantes de muchos de los tipos de células troncales, es la capacidad
que poseen para interpretar y responder a las sefiales de su entorno, tanto en condiciones
fisioldgicas normales o en condiciones experimentales. Diferentes sefiales permitiran a las células
troncales seguir un patron de divisién continua traducida en una auto-renovacion, o bien
diferenciar, a través de una serie de etapas, a un tipo celular linaje-especifico.

Se ha demostrado en trabajos descritos previamente, que las células troncales embrionarias
deben diferenciarse a células de CE para responder a las seiales de un entorno neurogénico tanto
in vitro como in vivo, y en caso de no encontrarse estas sefiales las células adoptaran fenotipos
funcionales de distintos tipos celulares, no necesariamente neurales. También se ha demostrado
que los CEs tienen la capacidad de diferenciar de manera significativa a células dopaminérgicas
del cerebro medio o precursoras de éstas, si en su entorno se encuentran las sefiales apropiadas,
fendmeno que no se observa en el estadio previo a su formacion (células troncales embrionarias)
o etapas mas avanzadas de diferenciacion (precursores neurales). En este sentido representaria un
paso fundamental conocer si en la SNc de organismos adultos se encuentran las sefiales
adecuadas de diferenciacion neuronal.

Hasta el momento no se conoce con certeza si la SNc es, o no, un nicho neurogénico, o si al
menos en esa region del mesencéfalo existen sefiales de induccién neuronal. Ademds de la region
sub ventricular y el hipocampo, regiones de neurogénesis en cerebro adulto, diversos reportes se
han publicado sobre la generacion de nuevas neuronas en la neo-corteza, el estriado, el
hipotalamo, la amigdala y la SNc (Gould, 2007). Debido a que en estas zonas la neurogénesis es
poco abundante estos reportes son aun controversiales, ya que en gran parte dependen de la
sensibilidad del método empleado para evaluar la generacién de novo de las neuronas (Gould,
2007).
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En el caso del cerebro medio adulto, estudios iniciales demostraron que en esta regién existen
precursores neuronales que producen exclusivamente células gliales in situ, aunque presentan
capacidad neurogénica al ser aisladas y diferenciadas in vitro (Lie et al., 2002) Estos datos
apuntaron a que podria ser el nicho adecuado de diferenciacién dopaminérgica, mds que solo una
poblacién de precursores neurales, lo que estaba ausente en el cerebro adulto. La tasa de
recambio estimada permitiria una renovacidn completa de la poblacion de neuronas
dopaminérgicas durante la vida adulta del ratén (Zhao et al., 2003). Sin embargo usando esta
misma estrategia experimental estos hallazgos no fueron observados por otros grupos (Cooper e
Isacson, 2004; Frielingston et al., 2004), manteniéndose la controversia sobre la existencia de
neurogénesis dopaminérgica en la SNc del adulto.

Hipétesis

Las células troncales embrionarias en un estado de diferenciacién temprano, como lo es el cuerpo
embrioide, son capaces de iniciar un proceso de diferenciacion neuronal en la SNc de rata.

Objetivo General

Evaluar la sobrevivencia y diferenciacion de células de cuerpo embrioide trasplantadas en la SNc
de rata sin lesion y lesionadas con 6-OHDA.

Objetivos Particulares

Determinar el periodo éptimo post-lesidn para llevar a cabo el trasplante de CEs en el modelo de
la EP (8 6 15 dias).

Cuantificar el nimero de células presentes en cada evaluacion del trasplante en ratas sin lesion y
ratas con lesionadas con 6-OHDA (6, 15 y 30 dias).

Evaluar la diferenciacion de las células de CEs por el inmunomarcaje para Nestina (NES),
Doblecortina (DCX), NeuN y Tirosina Hidroxilasa (TH).
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Realizar la comparativa de sobrevivencia y diferenciacién entre animales con lesidon y animales no
lesionados.

Materiales y Método

Animales

Se usaron ratas Wistar macho, de un peso ente 250 y 280 gramos, comprados al bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular — UNAM. De cada grupo de 10 animales, la mitad recibié la inyeccion
de la 6-OHDA y la otra mitad se mantuvo intacta hasta el momento del trasplante. La asignacién se
realizé de manera aleatoria.

Los animales se mantuvieron en condiciones constantes de temperatura y bajo un ciclo de 12:12
horas de Luz/Obscuridad, abastecidos de agua y comida ad libitum, con todas las normas de
cuidado del Comité de Bioética y Cuidado de Animales Experimentales del Instituto de Fisiologia
Celular — UNAM y la Norma Oficial Mexicana.

Los animales que fueron sometidos a los procedimientos quirurgicos fueron anestesiados via
intraperitoneal con Ketamina:Xilacina en proporcidon de volumen 9:1, esta fue inyectada en una
dosis de 0.1 ml por cada 100g de peso.

Lesion con 6-OHDA y Prueba de Giro

Los animales, una vez montados en el equipo de cirugia estereotaxica, recibieron la inyeccion
unilateral de la 6-OHDA (4ug), usando para ello un inyector automatico y una canula Kendal (10G-
didmetro) insertada en la SNc, siguiendo las coordenadas AP: -4.7, ML:-1.6 y DV: -8.1 milimetros
con respecto a bregma. Seis y quince dias después de la inyeccién fueron retados a la prueba
conductual de giro inducida por anfetamina (inyeccién intraperitoneal 0.4mg/100g) en un periodo
de 30 minutos. Sélo las ratas con un nimero de giros ipsilaterales superior a los 350 fueron
consideradas lesionadas. En cada prueba se incluyd un roedor sin lesion como control.
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Formacion de CEs

En cajas de cultivo de 6cm cubiertas con gelatina de piel de porcino al 1% se sembraron células
STO alimentadoras (feeders) (2x10° células) junto con 4ml de medio STO.

Una vez que las células cubrieron al menos el 85% de la superficie de la caja de cultivo
(confluencia) se descongeld una alicuota de CTE de la linea R1B5 que expresa constitutivamente la
proteina verde fluorescente (green fluorescent protein: GFP) (1x10° células) y se re-suspendieron
en 2ml de medio M15, se colocaron en las cajas con células STO junto con 2ml de medio M15, lo
anterior después de aspirar el medio STO de las células alimentadoras. Las células se dejaron en
estas condiciones 48 horas a 37°Cy 5% de CO, con un cambio de medio a las 24 horas.

Para el sub-cultivo de células se realizd el cambidé del medio 3 horas antes de iniciar con el
procedimiento, una vez transcurrido el tiempo se aspiré el medio M15 de las cajas con células STO
y CTE, posteriormente se lavaron dos veces con PBS 1X estéril. Para lograr que las célula adheridas
a las cajas pudieran ser recuperadas se adicionaron 0.5ml de tripsina al 0.25% y se agitd
suavemente antes de incubar a 37°C durante 10 minutos, concluidos los 10 minutos la tripsina se
inactivd con 1.0 ml de medio M15 y se dispersaron las células mecdnicamente con ayuda de la
pipeta, para después adicionar 1ml mas de medio M15 y se estimd el nimero de células por
conteo en cdmara de Neubauer. Una vez estimado el nimero las células se recuperaron en un
tubo Falcon y se centrifugaron por 5 minutos a 1000 rpm, se retird el sobrenadante y se
resuspendieron en 2ml de medio M15. Del nuevo pool de células se utilizé 1ml para sembrar (~2,
600, 000 células) en cajas de 10ml previamente gelatinizadas sin células STO, con 8.9 ml de medio
M15 y 100ul de LIF al 1%. Las células se cultivaron en estas condiciones de 3 a 4 dias con cambio
de medio cada 24 hrs.

Con el fin de formar los CEs se aspird el medio de las cajas de 10ml y se lavd la superficie con 2ml
de PBS 1X estéril, se agregd 1ml de tripsina al 0.25% y se incubd por 10 minutos. Se inactivé la
tripsina con 1.5 ml de medio M15, se recuperaron las células en un tubo Falcon y se centrifugaron
5 min a 1000 rpm, se quitd el sobrenadante y se resuspendié en 5ml de medio M15 hasta no
observar grumos y se contd en camara Neubauer. Del pool se sembraron 250ul (~2, 000, 000
células) en un plato bacterioldgico (que evita la adhesion de las células). Las células se cultivaron
en estos platos durante 4 dias y el medio se cambid una sola vez a las 48 horas.
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Preparacion de CEs para trasplante

Para realizar el trasplante, se tomaron los CEs con una pipeta de 25ml para no danar los agregados
celulares y se colocaron en un tubo Falcon, se dejaron sedimentar por 5 minutos para después
aspirar el medio y agregar tripsina al 0.25%, de esta forma se incubaron durante 15 min a 37°C,
posteriormente se inactivé la tripsina con 4ml de medio M15 y se re suspendié mecdnicamente
para centrifugar 3 minutos a 1000rpm. La pastilla resultante se suspendié en 50ul de medio
Optimem (OP). Por ultimo se realizd el conteo en la cdmara de Neubauer antes de trasplantar.

Trasplante de CEs

Se realizd el trasplante en animales con 8 y 15 dias después de la lesidén, este ensayo fue
programado para precisar el momento éptimo que promoviera la sobrevivencia de las células
trasplantadas.

Las células fueron trasplantadas de forma manual con una jeringa Hamilton de 10 ul a una
velocidad de 0.1ul/min usando para ello cirugia estereotaxica, en las coordenadas mencionadas
anteriormente para la SNc. El nimero de células trasplantadas fue de aproximadamente 150 mil.

Controles

Se trasplantaron las células del CE en una regidén que es conocida como regién no neurogénica y
sin capacidades de induccidn neural especifica, como lo es el estriado de un animal sin lesion.
Ademas, se colocaron en la zona de la SNc células totalmente indiferenciadas (CTE) de la misma
linea, R1B5, para comparar su comportamiento con respecto a las células del CE.

Perfusion intracardiaca

Con el fin de fijar el cerebro para realizar los estudios histoldgicos correspondientes del trasplante
y llevar a cabo los procesos inmunofluorescencia se realizd la técnica de perfusidon intracardiaca,
para lo anterior el animal fue sacrificado por sobredosis de pentobarbital sédico administrado via
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intraperitoneal y se diseccioné de manera que fue visible el corazén y los pulmones, se pinzd la
aorta abdominal descendente, se punzd el corazén a través ventriculo izquierdo con una canulay
se cortaron las auriculas; con ayuda de una bomba de perfusidon se hizo pasar PBS (0.1M)
(mantenido en hielo) con el fin de drenar la sangre del sistema, posteriormente se bombearon 250
ml de paraformaldehido (4%) y se concluyd con la extraccion del cerebro y su postfijado en tren
de sacarosa 10, 20 y 30% 24 hrs en cada solucién. Al tercer dia los cerebros fueron congelados
usando 2metil-butano y hielo seco para ser conservados a -20°C.

Analisis Histoldgico

Se realizaron cortes coronales, por congelacién, de 40 um de grosor, de las regiones del estriado y
SNc, se almacenaron de forma individual en solucién anticongelante y almacenados a 4°C hasta su
seleccion para realizar los inmunomarcajes correspondientes. Los cortes a nivel de estriado,
fueron procesados con la técnica de inmunohistoquimica para TH, con el fin de evaluar la calidad y
proporcién de lesién con 6-OHDA. Las rebanadas de tejidos correspondientes a la SNc se
seleccionaron bajo microscopia de epifluorescencia para evaluar la sobrevivencia del trasplante
basandonos en la sefial positiva de la proteina verde fluorescente. Los cortes seleccionados fueron
procesados para inmunotincion con marcadores especificos como doblecortina (DCX), Nestina
(Nes), NeuN y Tirosina hidroxilasa (TH). El marcaje de nucleos se realizd con el marcador DRAQ-5.
Se obtuvieron fotografias digitales, ademds de reconstrucciones ortogonales con microscopia
confocal.

Conteo

Los conteos para evaluar la sobrevivencia celular y su co-localizacién con los marcadores usados,
se hicieron sobre las imagenes ortogonales obtenidas en microscopia confocal. Para cada
condicidn se contaron dos campos de dos rebanadas a nivel de SNc a un aumento de 40x por rata.

Andlisis estadistico

A los datos obtenidos del conteo de sobrevivencia y de co-localizacidon se les aplicd la prueba de
ANOVA de un factor y un analisis de Tukey como analisis post hoc.
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Resultados

Lesion

Se evaluaron conductualmente tres grupos de 10 ratas con lesién, los dos primeros 15 dias
después de realizar la inyeccién de la 6-OHDA (G1-15D y G2-15D), periodo 6ptimo para evaluar
una rata como lesionada de acuerdo con la pérdida de células dopaminérgicas, el grupo restante
fue sometido a la prueba conductual 8 dias después de la inoculacién (G1-8D) con el fin de
conocer si el roedor se podia considerar lesionado al momento del trasplante (en cada grupo se
incluydé uno o dos animales sin lesién como control). En los grupos G1-15D y G2-15D se observd
una conducta de giro superior a los 33.3 giros ipsilaterales por minuto y superior a los 16.6 giros
ipsilaterales por minuto en el grupo evaluado a los 8 dias post-lesién [Gréfica 1]. Es sabido que la
pérdida del 80% del suministro de dopamina al estriado provoca una conducta de giro de al menos
11.6 giros por minuto, por tanto, se concluyé que las ratas pueden considerarse lesionadas tanto
a los 15 dias y 8 dias después de inyectar la toxina en la SNc. Sin embargo, los animales que
fueron lesionados y 8 dias después fueron trasplantadas, al no ser sometidos a una prueba
conductual, se les evalud a nivel histolégico para corroborar la lesion, lo anterior se logré con el
inmunomarcaje para TH, la TH es una enzima que se encuentra en la células neuronales de tipo
dopaminérgicas y es la responsable de la hidroxilacién de la tirosina para asi ser convertida en
DOPA y que mas adelante se sintetizard a dopamina, el inmunomarcaje revelé asi, la perdida de
las neuronas dopaminérgicas, los roedores que no presentaron la condicién observada en la Fig. 6
fueron descartadas del experimento.
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Grafica 1 Medicion de giros ipsilaterales y contralaterales en prueba conductual inducida por
anfetamina. Los animales lesionados fueron sometidos a una prueba conductual para revelar su
grado de lesién 15 y 8 dias post-lesién. En la grafica se observa que los giros ipsilaterales al
hemisferio lesionado (azul) tuvieron un nimero mayor a 400, lo que nos permite considerarlos
modelo de la EP tanto a los 15, que es lo cominmente usado, como a los 8 dias. Medias + error
estandar de la media. n=10.

Figura 6 Inmunofluorescencia para TH a nivel de estriado. Del lado derecho del cerebro se puede
observar la marca positiva del inmunomarcaje para TH (rojo), mientras que en el lado izquierdo, el
cual fue lesionado con la toxina 6-OHDA, no presenta la misma condicion. Tomando en cuenta que
la TH es una enzima involucrada en la sintesis de dopamina este experimento permite discriminar
entre ratas debidamente lesionadas y las que no sufrieron neurodegeneracion significativa
causada por la neurotoxina (Azul: nucleos). Reconstruccion en mosaico con microscopia confocal.

Aumento de 10x.
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Evaluacion del trasplante de CE’s

Localizacion

Para evaluar que la colocacién de las células trasplantadas estuviera en la zona correcta (SNc), se
realizd el inmunomarcaje para TH en las rebanadas de tejido en las que empezaba a observarse el
trasplante, basandonos en la sefial de la proteina verde fluorescente; con lo que logramos
verificar que  nuestras células trasplantadas se encontraban inmersas entre las fibras
dopaminérgicas de la SNc [fig. 7].

Figura 7 Localizacion del trasplante en el tejido mesencefalico. El tejido fue procesado por la
técnica de inmunofluorescencia para revelar la presencia de TH (Rojo) y nucleos (azul). El
trasplante (verde) fue colocado en las coordenadas para la SNc lo que se corrobord al encontrarlo
inmerso entre las fibras dopaminérgicas de la SNc de un animal sin lesidn. Plano sencillo de
reconstruccion en plano de Z con microscopia confocal. Aumento 10x.

Sobrevivencia

Dado que la linea celular R1B5 expresa constitutivamente la proteina verde fluorescente (GFP) ,
la sobrevivencia fue evaluada indirectamente por la sefial positiva de la GFP en las células del CE
[fig.8 A, B, C y D], cuando éstas degeneran, la marca de la proteina se torna a un color amarillo
opaco y en algunas de ellas se pierde la totalmente, también, se observd que la sobrevivencia de
las células trasplantadas en animales sin lesidn es similar a los 6 y 15 dias post-trasplante, sin
embargo, a los 30 dias existe un una marcada reduccidn de casi el 50 % con respecto a lo
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observado a los 6 dias [Graf. 2]. Es importante mencionar que no se estimo la sobrevivencia total
del trasplante.

El trasplante evaluado en animales con lesion fue viable solo cuando se observo a los 6 dias y en
comparacion con los animales sin lesidn la sobrevivencia se ve reducida hasta en un 60% [Graf. 2].
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Grafica 2 Relacion de sobrevivencia de las células trasplantadas en distintos periodos y
condiciones. En la grafica podemos observar el nimero de células promedio encontradas en un
campo focal de microscopio con un aumento de 40X. Encontramos que el nimero de células a los
6 y 15 dias post-trasplante en animales sin lesidn es muy similar, mientras que ese nimero se
reduce de manera considerable a los 30 dias. En los animales con lesidn, 6 dias post-trasplante,
hallamos una sobrevivencia menor a las 100 células por campo focal. La sobrevivencia del
trasplante evaluado 15 y 30 dias en animales con lesidon fue nula. Medias + error estandar de la
media *p < 0.05 vs CE-6d (TUKEY). n=5.

Diferenciacion

Con el fin de evaluar la diferenciacién de las células del CE en la SNc, se realizé el inmunomarcaje
para Doblecortina (DCX). DCX es una proteina que promueve la polimerizacion de microtibulos
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presente en neuroblastos tempranos y neuronas jovenes. La expresion de DCX se encontrd
aproximadamente en el 30% de las células del CE evaluadas a 6 dias en los animales sin lesion y
este porcentaje se eleva hasta el 60% en las células evaluadas a 15 dias [Fig.8 Ey F], por ultimo, en
a los 30 dias, la expresion de DCX se reduce a menos del 10%. Posteriormente se realizé el
inmunomarcaje para NeuN. NeuN es observada en la mayoria de de las células neuronales del
sistema nervioso con excepcidén de algunas poblaciones que se conocen como NeuN-negativas,
NeuN es una proteina soluble localizada en el nucleo y citoplasma de células neuronales. La
expresion de NeuN fue nula en las células evaluadas a 6 y 15 dias en animales sin lesion, sin
embargo a los 30 dias se encontrd expresion de NeuN en aproximadamente el 45% de las células
de CE [Fig.8 I]. De igual forma se realizé el inmunomarcaje para Nestina (Nes) y para TH, sin
embargo no se encontré la expresion de ninguno de ellos. La relacién de marcaje se observa en la
grafica 3.

Las células de cuerpo embrioide trasplantadas en el modelo roedor de la EP tuvieron la capacidad
de sobrevivir solo en el periodo de 6 dias post-trasplante y en comparacion con las células
evaluadas en el mismo periodo pero en animales sin lesién el nimero de células se redujo a
menos del 30%, sin embargo el porcentaje de marca DCX positiva aumentd un 15% [Graf. 3] [fig.8
H].
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Grafica 3 Porcentaje de células trasplantadas en la SNc co-localizando con los marcadores
especificos de diferenciaciéon neuronal. Esta es una relacién expresada en porcentaje de la co-
localizacién de la proteina verde fluorescente de las células trasplantadas con la sefial de los
marcadores especificos usados para determinar el estado de diferenciacién del trasplante.
Encontramos que las células evaluadas a 6 dias en animales con lesidn, expresan la proteina DCX
en un porcentaje cercano al 30%, mismo que se duplica a los 15 dias, pero que tiene una
reduccion marcada a los 30 dias. Por otra parte, el porcentaje de la co-localizaciéon de la misma
proteina en el trasplante evaluado a los 6 dias pero en animales con lesién es superior al 40%. La
co-localizacién de la proteina Neu-N se encuentra expresada sélo en las células evaluadas en
animales sin lesidn 30 dias post-trasplante en un porcentaje superior al 40%. Es de importancia
notar que no encontramos la expresién de NES y TH. Medias + error estandar de la media, *p <
0.05 vs CE-6d (TUKEY). n=5.
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FIGURA 8 Sobrevivencia y diferenciacidon del trasplante a nivel de la SNc. (A-D) Evaluacion del
trasplante de CEs 6, 15, 30, y 6+lesidon, respectivamente. (E, F y H) Ortogonal de corroboracion
para la co-localizacién de DCX-GFP a 6, 15 y 6+lesion respectivamente, (G) trasplante a 30 dias
con nula expresion de DCX. () ortogonal de corroboracion para Neu-N-GFP. Imagenes de
microscopia confocal. A-C y G barra de escala 20um, E, F e | aumento 40x, H aumento 10x.

Controles

Las células de CE trasplantadas en el estriado de ratas sin lesidén, tuvieron la capacidad de
sobrevivir 15 dias, sin embargo, no tuvieron la capacidad de diferenciar a precursores neuronales
como sucede en la SN¢, determinado por la nula expresion observada de la proteina DCX que,
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como se ha mencionado, esta presente en células que posteriormente diferenciaran a neuronas
funcionales (en condiciones fisioldgicas normales) [fig. 8].

De forma similar las células trasplantadas en un estadio previo a la formacién de los CEs, las
células troncales embrionarias, en animales sin lesion no co-localizaron con el marcador DCX.

FIGURA 9 Controles: trasplante de EBs a nivel de estriado y Células troncales embrionarias en
SNc. (A1-A3) Células de cuerpo embrioide (verde) 15 dias post trasplante a nivel de estriado. Las
células no comienzan una diferenciacidon neuronal por la nula expresién del marcador DCX (ROJO)
(B) Células troncales embrionarias (verde) a nivel de SNc evaluadas a los 15 dias. No expresan la
DCX; (barra de escala 20um)(Azul nucleos).
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Discusion:

Las células troncales, se distinguen por su capacidad de auto-renovacién y diferenciacién a
distintos tipos celulares especializados. Una de las caracteristicas que permite a las células
troncales poseer tales habilidades es la facultad que tienen para recibir e interpretar las sefales
de su entorno tanto in vitro como in vivo. Este tipo celular ha ganado importante atencion en el
campo de investigacion clinica y basica, y por lo tanto, se ha pensado en la posibilidad de utilizarla
como fuente celular en las terapias de reemplazo de distintos padecimientos incluyendo Ia
enfermedad de Parkinson. En el presente trabajo demostramos que las células troncales
embrionarias en un estado inicial de diferenciacion (cuerpos embrioides) pueden recibir sefiales
de induccién neural, ademds de sobrevivir al menos 30 dias en el tejido mesencefalico de ratas
adultas y que en ratas con lesién la sobrevivencia no sobrepasa los 6 dias. Es importante enfatizar
que de acuerdo con estos resultados se puede inferir que la SNc es una zona de induccién
neuronal y por lo tanto en ella existen las sefiales que permiten a las células de los cuerpos
embrioides iniciar un proceso de diferenciacion hacia neuronas.

Sobrevivencia

Como se ha descrito antes, la 6-OHDA es una molécula hidroxilada analoga de la dopamina que se
internaliza en las células catecolaminérgicas y dopaminérgicas, usando para ello los trasportadores
dopaminérgicos y noradrenérgicos; una vez en el interior de las células tiene su efecto tdxico que
conduce a la muerte celular. En nuestros experimentos, encontramos que la sobrevivencia del
trasplante en animales lesionados esta reducida hasta un 60% en comparacién con los animales no
lesionados (6 dias) [Graf. 2]. Dado que hasta el momento no se ha reportado que las células
indiferenciadas, como lo son las células troncales embrionarias o las células de los CEs, tengan la
expresion de alguno de estos dos transportadores, es probable que las células trasplantadas estén
degenerando, en los animales con dafio, por falta de un soporte mecanico y/o por una reaccién
inmunoldgica (Alemdar, et al. 2007; Carpentier y Palmer, 2009; Uemura, et al., 2010).

La lesiéon en el SNC adulto de mamiferos es seguida por una serie de eventos celulares y
moleculares muy complejos como respuesta al dafio y con el fin de preservar la integridad celular
en las regiones afectadas. Un fendmeno aunado a la falta de regeneracién celular es el proceso de
cavitacion progresiva en la que, después de dias o semanas, la lesién puede aumentar
considerablemente de tamafio, lo que conduce a la formacidn de un espacio desprovisto de
células o de matriz extracelular y, mas adelante, en una cicatriz glial “encapsulada”. A largo plazo,
la lesidn resulta en una incapacidad funcional permanente, debido a que la mayoria de los axones
o células dafnadas no se regeneran (Fitch, et al., 1999). Uno de los problemas mas recurrentes en
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los experimentos de trasplante celular, tanto en modelos de dafio y animales intactos, es la baja
sobrevivencia. La mayor parte de la muerte celular ocurre durante los primeros dias pos-trasplante
como resultado de los procesos de inflamacidén o respuesta inmune, falta de factores adecuados,
estrés oxidativo, excitotoxicidad, hipoxia y anoikis: tipo de muerte celular mediada por el
desprendimiento de matriz extracelular y falta de vecindad con células del hospedero (Thonhoff,
et al., 2008; Orive, et al., 2009; Uemura, et al., 2010).

La serie de procesos moleculares y celulares inherentes al dano cerebral provocado por la
inoculacidn de la 6-OHDA, el rechazo inmunoldgico y la formacién de un espacio desprovisto de
células o matriz extracelular, entre otros fendmenos ya mencionados, explica la relativamente
baja sobrevivencia del trasplante evaluado a los 6 dias en animales lesionados y la nula
sobrevivencia en cursos temporales mayores (15 y 30 dias). El proceso de cavitacion puede que
esté aumentado en nuestro modelo de neurodegeneracién en el cual se provoca la pérdida de
una poblacién de células muy focalizadas, regidén en la que se efectua el trasplante. Por otro lado,
al manejar el tejido de las ratas lesionadas, éste siempre se manifestd |abil en la zona de interés,
quiza provocado por la doble accién mecanica sobre el sitio (inoculacidn de la toxina/trasplante) y
la lesion per sé, ademas de que al ser analizado al microscopio, en todos los casos, se observé una
cavitacion.

Nuestro resultado en relacién con la sobrevivencia [Graf. 2] difiere con lo reportado por Zhuy
colaboradores en el 2009; ellos observan que las células troncales neurales pueden sobrevivir
hasta 4 meses en el tejido encefalico de roedores modelos de la EP, sin embargo, no reportan el
rango temporal transcurrido desde el momento de su lesidn y el del trasplante, ademas de lo
anterior, esta discordancia puede deberse a que el modelo de la EP es generado por un
procedimiento distinto y el trasplante es colocado en una regidn distinta a la SNc. Es importante
mencionar, ademas, que el experimento no lo realizan en animales sin dafio, datos que permitirian
discutir si la lesidn tiene un efecto sobre el tipo celular y el grado de diferenciacién que usaron.

Por otro lado, Bjorklund y colaboradores en el 2002 al trasplantar células derivadas de cuerpo
embrioide en ratas inmunosuprimidas con ciclosporina y con lesidon de 6-OHDA, a nivel de estriado
y SNc, reportan una sobrevivencia de al menos 16 semanas en un porcentaje cercano al 50%. Una
de las diferencias en relacién con nuestro experimento, es que ellos llevan a cabo la lesién en el
haz medial del cerebro medio lo que permite un menor dafio mecanico en la zona del trasplante.

El trasplante que realizamos puede ser considerado interespecifico, al trasplantar células de una
linea a de ratén en ratas, a diferencia del trasplante realizado por Zhu y el realizado por
Bjorklund (rata/rata y ratén/ratdon respectivamente). Esto es un factor importante al comparar la
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sobrevivencia, ya que al ser un trasplante interespecifico la respuesta inmune es mas severa sobre
las células a diferencia de un trasplante inmunohistocompatible.

Era de interés conocer la influencia de la SNc, de animales lesionados y no lesionados, sobre el
tipo celular usado, es por eso que el experimento se realizd sin incluir la inmunosupresion; ademas
se ha reportado que el uso de los inmunosupresores como la ciclosporina, afectan la migraciény la
diferenciacion de las células cuando estas son trasplantadas en estados inmaduros o
indiferenciados (células troncales embrionarias o precursores neurales) (Guo, et al., 2007).

Diferenciacion

El presente estudio tuvo como antecedente el trabajo de Baizabal y Covarrubias publicado en el
afio del 2008, ellos realizaron el trasplante de células derivadas de cuerpos embrioides generados
de la linea R1B5 en la linea media del mesencéfalo en explantes de ratén. El sitio en el cual
colocaron las células es conocido como el de origen embrionario de las células dopaminérgicas del
cerebro medio; ellos reportan que las células trasplantadas tienen la capacidad de reconocer las
sefiales del sitio y diferenciar en casi un 70% a precursores dopaminérgicos y células
dopaminérgicas.

La diferenciacion in vitro de las células troncales embrionarias hacia diversos linajes es
comunmente iniciada mediante la formacion de cuerpos embrioides. Los resultados obtenidos por
Baizabal y Covarrubias, son evidencias claras de que los cuerpos embrionarios responden al
entorno neurogénico del mesencéfalo en etapas tempranas del desarrollo, y no asi otros tipos
celulares como los precursores neurales o células troncales embrionarias.

Nuestro trabajo reveld que el trasplante de células derivadas de los CEs es capaz de sobrevivir en
la SNc de roedores adultos sin lesidn al menos 30 dias y que a los 6 dias diferencian en un nimero
alrededor del 30% a precursores neurales y a los 15 dias aumenta a un 60%. También se encontro
un numero cercano al 40% de las células evaluadas a los 30 dias expresando la proteina NeuN,
misma que se encuentra sélo en neuronas maduras. En ningln caso se encontraron células
diferenciadas a dopaminérgicas [Graf. 2 y 3].

Durante el desarrollo temprano del sistema nervioso central existen sefiales especificas que
permitiran la regionalizacién en la formacion del cerebro. Estas sefiales seran determinantes en la
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especificacidon de las distintas estructuras y por tanto de la amplia variedad de tipos celulares, al
mismo tiempo que restringen progresivamente el nimero de subtipos neuronales y gliales que se
pueden generar. Estas sefales se encuentran en forma de factores transcripcionales que en
consecuencia de la progresion del desarrollo se van perdiendo, y pueden re-expresarse en
situaciones especificas como lo es un proceso de dafo/reparacidn (Baizabal y Covarrubias, 2008).
Nuestro resultado concuerda con la idea de que el cerebro adulto ha perdido las sefiales que
permiten a las células en cuestidn diferenciar en alto porcentaje a células dopaminérgicas.

Existe un trabajo publicado en el 2008 por Deacon y colaboradores, en el que después de colocar
células troncales de ratén en estriado de ratas inmunosuprimidas y por debajo de la capsula renal
de ratdn, éstas se diferencian, al parecer, de forma aleatoria y en su mayoria a células positivas a
TH, 5-hidroxitrotamina (5-HT) y GFAP (glial fibrillary acid protein), marcadores que revelan la
presencia de células dopaminérgicas, serotoninérgicas y gliales respectivamente. Ellos concluyen
qgue las células tienen la capacidad de diferenciar a tipos neurales independientes al sitio-
especifico en el cual son colocadas. Sin embargo, ellos no muestran fotografias que respalden sus
resultados de forma contundente, ya sea por una co-localizaciéon del marcador que usan para
revelar la presencia de las células en el tejido con los marcadores especificos usados para evaluar
su trasplante. Este resultado resalta su particularidad, al tomar en cuenta que el fendmeno no se
observa cuando las células troncales embrionarias son cultivadas de forma prolongada y al ser
trasplantadas en diversos sitios de animales experimentales, estas derivan en tumores muy
heterogéneos en los que se incluyen muchos tipos celulares ademas del tipo neuronal. Por otro
lado, Deacon menciona que es necesario realizar pruebas morfoldgicas adicionales ademas de
funcionales con el fin de poder afirmar que las células en verdad posen la identidad reportada.

Bjorklund y colaboradores en el 2002 al colocar células de cuerpo embrioide de ratén en el
estriado de un modelo murino de la EP reportan una diferenciacidn de alrededor del 50 % a células
dopaminérgicas con identidad mesencefalica. Lo anterior, incluso, restablece de manera
progresiva la conducta motora. En el experimento reportan la sobrevivencia prolongada de las
células al menos por 16 semanas. Ellos afirman que el tipo celular estd comprometido a formar
células TH+ sin la necesidad de una sefal especifica. Lamentablemente, nosotros no pudimos
observar el comportamiento de las células en la capsula renal, sin embargo, al colocarlas en el
estriado las células no iniciaron un proceso de diferenciacion como lo hicieron a nivel de la
SNc([Fig. 9], ademas, Baizabal y Covarrubias, al igual que varios otros grupos de investigacion, al
cultivar los cuerpos embrioides por tiempos prolongados observan una amplia variedad de tipos
celulares que pueden ir desde neuronas hasta células cardiacas contractiles, refutando asi la idea
de una predisposicion de diferenciaciéon neuronal en las células de los CEs. Aunado a lo anterior,
resultados generados por nuestro equipo de trabajo demuestran que las células de cuerpo
embrioide colocadas en distintos sitios del sistema nervioso central, entre ellos la corteza, no
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manifiestan el mismo comportamiento de diferenciacion observado en la SNc (Maya-Espinosa,
Datos no publicados).

Senales de induccidon neuronal

En la actualidad existe un debate entre la comunidad cientifica sobre si en la regién de la SNc se
llevan a cabo o no un proceso neurogénico. Hecho que seria de gran relevancia al ser el sitio
donde reside una de las poblaciones mds importantes de células dopaminérgicas en el cerebro
adulto. Nuestros resultados nos permiten sugerir que en la SNc se encuentran sefiales necesarias
de induccion neural y que las células de CE estan capacitadas para recibir dichas sefiales. Lo
anterior surge de la observacion del trasplante de las células de CE en una zona distinta del
cerebro de rata adulta como lo es el estriado. Se pudo observar que las células sobrevivian al
menos 15 dias pero no tuvieron el ambiente necesario para iniciar una diferenciacion neural, lo
mismo se observd en el trasplante de células troncales embrionarias en la SNc [Fig. 9]. Como se ha
mencionado, los CEs son agregados tridimensionales de la forma simple de las células troncales
embrionarias que recapitulan etapas tempranas del desarrollo embrionario, por tanto poseen
cierto grado de diferenciaciéon en distintos estratos (Rathjen y Rathjen, 2001), es posible que el
grado de diferenciacién de los cuerpos embrioides les confiera la capacidad de recibir e interpretar
las sefiales del medio como se demostrd en la linea media del mesencéfalo.

Una de las ideas que surge del resultado obtenido por Baizabal y Covarrubias, mismo que fue
corroborado en el presente trabajo, en el que se afirma que la diferenciacién de las células
troncales embrionarias a células de cuerpo embrioide es necesaria para iniciar un proceso de
diferenciacidn neuronal en respuesta a sefiales encontradas en el tejido encefdlico, es que éste
ultimo tipo celular puede servir como sensor de nichos neurogénicos o de induccién neuronal en
el sistema nervioso central.
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Conclusiones

Las células de cuerpo embrioide pueden sobrevivir hasta 30 dias en la SNc de animales sin lesién y
so6lo 6 dias en animales lesionados con 6-OHDA, demostrando que la interaccidn del trasplante
con células del hospedero es de importancia para promover la sobrevivencia de las células
implantadas y que cuando el soporte mecanico es deficiente lo mas probable es que las células
trasplantadas degeneren.

Las células de cuerpo embrioide son capaces de iniciar un proceso de diferenciacién neuronal
tanto en animales con lesidn y animales sin lesidn, en ésta ultima condicién pueden llegar a formar
neuronas maduras en un 40 %. De acuerdo con este resultado y lo observado en los trasplantes de
CEs a nivel de estriado, se pude inferir que la SNc es una zona que permite la sobrevivencia de
células derivadas de cuerpo embrioide y que ademds existen en ella sefiales de induccidon
neuronal, mismas que son interpretadas por las células de los CEs.
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