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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson es una condicién neurodegenerativa que conduce a la
pérdida del control del movimiento y alteraciones cognitivas, a través de la muerte
progresiva de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas de la Sustancia Nigra pars
compacta. Actualmente, se postula que la agregacion intracelular de la proteina alfa-
sinucleina propicia la muerte de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas, siendo la
triplicacion del gen de a-sin, SNCA, determinante en el incremento de los niveles de alfa-
sinucleina en casos genéticos de la enfermedad de Parkinson. Por otra parte, hemos
estudiado la diferenciacion de células troncales embrionarias de ratdn trasplantadas en la
Sustancia Nigra pars compacta de ratas adultas. Determinamos que las células
embrionarias troncales de ratdn en etapa de cuerpo embrioide, un conglomerado celular
gue mimetiza el desarrollo embrionario temprano, tiene el potencial de diferenciarse en
neuronas, mas no al fenotipo dopaminérgico mesencefalico. Mas aun, también observamos
que células troncales embrionarias humanas que sobre expresan 3 factores de
transcripcion importantes para la adquisiciéon del compromiso dopaminérgico, dirigen la
diferenciacion dopaminérgica al trasplantarse en etapa de cuerpo embrioide en la
Sustancia Nigra pars compacta. En el trasplante de la linea con los factores de
transcripcion, Lmxla (FT de homeocaja 1 alfa asociado a LIM), FoxA2 (proteina A2 de
Forkbox) y Otx2 (homeocaja ortodenticula 2) (en conjunto nombrado LFO), se observan
rosetas neurales desde 7 hasta 15 dias post-trasplate. Las rosetas neurales expresaron los
factores de transcripcion Lmxla, Otx2 y doblecortina, marcador de neuroblastos vy
neuronas jovenes. Ademas, a 30 dias post-trasplante observamos la expresion de tirosina
hidroxilasa, la enzima limitante en la sintesis de dopaminérgica. Ante la relevancia del
potencial dopaminérgico observado con los factores de transcripcidon y debido a que la
sobre expresion de la alfa-sinucleina disminuye la diferenciacién dopaminérgica in vitro, en
este trabajo nos propusimos evaluar el proceso de diferenciaciéon in vivo de células
troncales pluripotentes inducidas humanas que sobre expresan los factores de
transcripcion LFO provenientes de un paciente con 3XSNCA a 7, 15 y 30 dias post-
trasplante. Al ser trasplantadas en etapa de cuerpo embrioide en la Sustancia Nigra pars
compacta de ratas adultas, observamos que la linea 1XSNCA-Cnt (proveniente de la
hermana del paciente, 3XSNCA-/LFO-), la linea 1XSNCA-LFO (3XSNCA-/LFO+) y la del
paciente, 3XSNCA-Cnt (3XSNCA+/LFO-), no fueron capaces de sobrevivir en ratas intactas o
lesionadas con 6-hidroxidopamina a 7 y 15 dias post-trasplante. Por el contrario,
solamente en los trasplantes de cuerpo embrioide de la linea del paciente 3XSNCA-LFO
(3XSNCA+/LFO+) se observo tejido vivo en 50% de los animales a 7 y 15 dias post-
trasplante tanto en ratas lesionadas como en intactas. Ademas, las células trasplantadas
presentaron marcadores de diferenciacién neural como nestina, y neuronal como
doblecortina y tubulina beta-lll desde 7 dias post-trasplante, siendo mas prominente su
expresion a los 15 dias post-trasplante. De forma inesperada, no se detectd la expresién de
los factores de transcripcion LFO en estas etapas, indicando la ausencia de especificacion
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dopaminérgica. De manera interesante, en ratas intactas a 30 dias post-trasplante se
continué observando sobrevivencia, asi como marcaje para doblecortina y tubulina,
aungue no para tirosina hidroxilasa. Por el contrario, en ratas lesionadas no se observd
sobrevivencia. Nuestros resultados sugieren que la sobreexpresion de Lmxla, FoxA2 y
Otx2 en etapa de cuerpo embrioide permitieron sobrevivir, mas no diferenciar a un
fenotipo dopaminérgico, a las células 3XSNCA-LFO, posiblemente debido a que la alfa-
sinucleina reguld negativamente la expresidn de estos factores.

ABSTRACT

Parkinson’s disease is a neurodegenerative condition which induces loss of control
movement through progressive dopaminergic mesencephalic neuronal death in the
Substantia Nigra pars compacta. Currently, it is proposed that intracellular aggregation of
alpha-synuclein promotes death of mesencephalic dopaminergic neurons, being SNCA
gene triplication crucial for the increment of alpha synuclein in genetic cases of Parkinson’s
disease. On the other hand, we have been studying mouse embryonic stem cells grafted in
the Sustantia Nigra pars compacta of adult rats. We found that mouse embryonic stem
cells at embryoid body stage, a cell conglomerate that mimics early embryonic
development, has the potential to differentiate into neurons, but not to the dopaminergic
phenotype. Furthermore, we have also observed that human embryonic stem cells
overexpressing 3 mesencephalic dopaminergic transcription factors important for the
acquisition of dopaminergic commitment, can direct dopaminergic differentiation after
grafting on embryoid body stage in the Sustantia Nigra pars compacta. Indeed, in the
transplant of the cell line carrying the transcription factors Lmx1a, FoxA2 and Otx2 -called
together LFO- we observed neural rosettes from 7 to 15 days post-transplant. The neural
rosettes expressed the transcription factors Lmxla and Otx2, as well as doublecortin, a
neuroblast and young neurons marker. Furthermore, at 30 days post-transplant we
observed the expression of tyrosine hydroxylase, the rate limiting enzyme of dopaminergic
synthesis. Given the relevance of the dopaminergic potential observed with the
transcription factors, we decided to evaluate in this project the process of differentiation
in vivo of human induced pluripotent stem cells overexpressing the LFO transcription and
derived form a patient with the 3XSNCA at 7, 15 and 30 days post-transplant. Once
transplanted in embryoid body stage in the Sustantia Nigra pars compacta of adult rats, we
observed that the line 1XSNCA-Cnt (obtained from the sibling of the patient, 3XSNCA-
J/LFO-), the line 1XSNCA-LFO (3XSNCA-/LFO+), and the line 3XSNCA-Cnt (3XSNCA+/LFO-)
were not able to survive on intact nor lesioned with 6-hidroxidopamine rats at 7 or 15 days
post-transplant. On the contrary, only grafts with the cell line derived from the patient
3XSNCA-LOF (3XSNCA+/LFO+) presented living tissue on 50% of intact and lesioned
animals at 7 and 15 days post-transplant. Grafted cells presented neuronal differentiation



markers such as nestin, doublecortin and tubulin beta-lll from 7 days post-transplant,
being more prominent its expression at 15 days post-transplant. Unexpectedly, we did not
detect the expression of LFO transcription factors on any stage of the transplant, indicating
null dopaminergic specification. Interestingly, on intact rats at 30 days post-transplant we
observed surviving and expression of doublecortin and tubulin, although tyrosine
hydroxylase was not present. In contrast, on lesioned rats there was no grafts with
surviving cells. Our results suggest that overexpression of Lmxla, FoxA2 and Otx2 in
embryoid body stage allowed to survive, but not differentiate into a dopaminergic
phenotype, 3XSNCA-LFO cells, probably due to alpha-synuclein downregulating the
expression of this factors.



INTRODUCCION
1. La Enfermedad de Parkinson
1.1 Epidemiologia

La enfermedad de Parkinson (EP) es el segundo desorden neurodegenerativo con mas
incidencia en la poblacién después del Alzheimer (Lebouvier et al., 2009). Mundialmente
afecta alrededor de 4.5 millones de personas al afio (Pringsheim et al., 2014). Se proyectd
gue para el ano 2040 la poblacién con EP excederd los 12 millones de personas (Dorsey,
Sherer, Okun, & Bloemd, 2018). En México no se cuenta con estudios multicéntricos de la
prevalencia de la EP. No obstante, un estudio del afio 2002 realizado en la Ciudad de
Tepatitlan, Jalisco, encontrd una prevalencia de 0.27% (Alcala y Castellanos, 2002), cercano
a la estadistica mundial. Aunado a esto, el estudio ReMePARK (Registro Mexicano de
Enfermedad de Parkinson) reportd un retraso considerable entre el inicio de los sintomas
motores y el diagndstico clinico (Cervantes-Arriaga et al., 2013). Adicionalmente, se estima
que el 90% de los casos de EP tienen una etiologia idiopatica, mientras que el resto
presenta origen genético asociado a mutaciones (Klein & Westenberger, 2012).

1.2 Sintomatologia

Los sintomas motores caracteristicos de la EP son temblor en reposo, rigidez, bradicinesia,
e inestabilidad postural (Jankovic, 2008; Pfeiffer et al., 2015). Estas manifestaciones se
deben en parte a la muerte progresiva de las neuronas dopaminérgicas (DA)
mesencefalicas (DAm) de la sustancia nigra pars compacta (SNpc; A9) que forman parte de
la via nigro-estriatal del movimiento (Figura 1) (Hornykiewicz, 2006; Kalia y Lang, 2015;
Smith y Kieval, 2000). Puesto que desde la SNpc se secreta la dopamina necesaria para
activar los receptores D1 y D2 en el putamen, la pérdida de las neuronas DA disminuye la
cantidad de dopamina necesaria para regular la conducta motora (Dauer y Przedborski,
2003). Esta degeneracion neuronal se extiende a medida que la EP continua su historia
natural, afectando el locus ceruleus, el nucleo pedunculopontino, el nucleo basal de
Meyert, los nucleos del rafe, el nicleo motor dorsal del vago, la amigdala y el hipotadlamo
(Dickson, 2012).



Figura 1. Via nigro-estriatal. (A) Corte coronal de los ganglios basales y el mesencéfalo de
cerebro humano. (B) Vision desde un dngulo ventral de la via nigro-estriatal procedente de
la SNpc en el mesencéfalo tiene eferencias hacia los ganglios basales: GPe, GPi, Pt. GPe,
Globo palido externo; GPi, Globo palido interno; Pt, Putamen; SNpc, sustancia nigra pars
compacta (Ramos-Acevedo, Bernal-Conde, & Guerra-Crespo, en revision).

1.3 Factores de riesgo

La causa de la muerte de las neuronas DAm ha estado en constante debate debido a sus
posibles origenes (Engelender y Isacson, 2017; Michel et al., 2016). Entre los principales
factores de riesgo para la EP se encuentra la edad y el sexo, pues tiene una prevalencia
entre los adultos mayores de 40 afos de 0.3%, llegando a alcanzar mas del 2% en personas
mayores a 80 afos. Ademads, se presenta dos veces mas en hombres que en mujeres (
Reeve et al., 2014). También predisponen para el desarrollo de la EP la existencia de
antecedentes familiares de EP (Noyce et al., 2012), antecedentes de melanoma (Olsen et
al., 2006) e hipercolesterolemia (Hu et al., 2008) y de traumatismo craneoencefalico



(Gardner et al., 2018), asi como la exposicidn a agentes toxicos. La rotenona, el paracuat y
la desmetilprodina o MPPP (1-metil-4-fenil-4-propionnoxipiperidina), un pesticida que al
ser metabolizado por el organismo produce MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina), son considerados los agentes quimicos mds riesgosos para el
desarrollo de la EP (Lee y Gilbert, 2016).

La EP de origen genético se ha asociado a diversos genes y a sus mutaciones (A. Lee &
Gilbert, 2016). Las variaciones de mayor riesgo son mutaciones en los genes Park, Pink y
Lrrk2 (Klein y Westenberger, 2012). Otras mutaciones importantes son las que se producen
en el gen SNCA, del cual se traduce la proteina ALFA-SINUCLEINA (A-SIN): A53T, A30P vy
E46K (Xu et al., 2015). Asimismo, el efecto de dosis génica ocasionado por la duplicacion y
triplicacion del locus gendmico del gen SNCA (duplicaciéon o triplicacién en un solo alelo,
dando lugar a 3 o 4 copias del gen, respectivamente) promueve el incremento de la A-SIN
a nivel fisiolégico y predispone al desarrollo temprano de sintomas caracteristicos de la EP.
Dicha (Byers et al., 2011; Dauer y Przedborski, 2003; Poewe et al., 2017; Zafar et al.,
2018). Creciente evidencia apunta a que la agregacién de la A-SIN, lo cual genera
oligdmeros v fibrillas insolubles, en diversos organelos promueve la muerte de neuronas
DAm (Luth et al., 2014; Vasquez et al., 2017; Xilouri et al., 2016; Zafar et al., 2018).

1.4 Alfa-sinucleina y su relacién con la EP

La A-SIN es una proteina de aproximadamente 14-kDa y 140 residuos de aminodcidos (lwai
et al., 1995). El hallazgo histopatoldgico caracteristico en la EP idiopatica y familiar es la
agregacion de la A-SIN en inclusiones intracitoplasmaticas denominadas cuerpos de Lewy
(CL; Nalls et al., 2014; Simén-Sanchez et al., 2009; Spillantini et al., 1997). Los agregados de
A-SIN también se pueden encontrar en el mesencéfalo, el nicleo vago y, conforme avanza
la enfermedad, en la corteza, siendo la SNpc la mds afectada (Burré et al., 2014; Burré et
al., 2013).

El plegamiento aberrante de la A-SIN es considerado el responsable de la agregaciéon y
toxicidad observada en las neuronas (Scheckel y Aguzzi, 2018), pues la formacién de la A-
SIN en oligdmeros insolubles o conformaciones fibrilares comprometen la viabilidad
celular (Devi et al., 2008; Mullin y Schapira, 2013; Oliveira et al., 2015). Mas aun, el 90% de
la A-SIN encontrada en tejido cerebral postmortem de pacientes con EP, se encuentra
fosforilada en la serina 129 (PS129), lo cual parece promover la conformacion patogénica
(Spinelli et al., 2014; Walker et al., 2013).



En efecto, la presencia de oligdmeros de A-SIN afecta la morfologia de las neuritas, el
transporte vesicular y la degeneracidon axonal (Koch et al., 2015). Ademas, activa la
macroautofagia (Xilouri et al., 2016); también se unen a membranas del reticulo
endoplasmatico asociadas a la mitocondria (Guardia-Laguarta et al.,, 2014) y a la
membrana interna de la mitocondria (Figura 2; Robotta et al.,, 2014). Ademads, los
oligdmeros de A-SIN promueven la disfuncion del complejo | mitocondrial (Luth et al.,
2014;Reeve et al., 2015), aumentando las especies reactivas de oxigeno (Bernal et al.,
Alpha-synuclein physiology and pathology: A cellular organelles overview, sometido;
Mullin y Schapira, 2013; Xu et al., 2015) promoviendo apoptosis o necrosis celular.

El mecanismo de movilizacidon de la A-SIN en el encéfalo adn no estd bien esclarecido. La
evidencia actual indica que se produce liberacién de A-SIN mediante exocitosis por medio
de vesiculas sinapticas y posteriormente es endocitada por células en la periferia (Figura 2)
(Dunning et al., 2012;Lee et al., 2005;Lee et al., 2008). Ademds, puede ser transportada a
través del espacio sindptico mediante su liberacién desde la membrana presindptica y
hasta la postsindptica a través de nanotubos tipo tunel que pueden llegar a medir 100
micrémetros de longitud (Figura 2) (Abounit et al., 2016).
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Figura 2. Mecanismos de agregacion y movilizacidon de la A-SIN. Los mondmeros de A-SIN
se encuentran en el citoplasma. La hélice anfipatica le permite a la A-SIN asociarse a
membranas mitocondriales, asi como vesiculas para ser exocitada y endocitada. La A-SIN
también se moviliza mediante nanotubos tipo tunel. Los agregados fibrilares pueden
asociarse entre si y otras proteinas para formar los CL. Imagen tomada de Ramos-Acevedo,
Bernal-Conde y Guerra-Crespo, en revision.

1.5 Terapia celular en la EP

A pesar de no conocer la o las causas principales de la EP, se han desarrollado diferentes
tratamientos enfocados en revertir los sintomas motores de la enfermedad (Boronat-
Garcia et al., 2017). Actualmente, el fdirmaco mas usado y eficiente para disminuir los
sintomas motores es la levodopa. Sin embargo, éste no detiene el avance de la EP y su uso
prolongado conlleva a desarrollar afectaciones secundarias severas como discinesias (Ellis
y Fell, 2017).

Por ello, desde hace 5 décadas se ha explorado la opcion de terapia celular, cuyo fin es
proveer al nucleo estriado de células que liberen dopamina, restaurando asi los niveles
basales de este neurotransmisor. Con este método se han obtenido mejoras conductuales
significativas en pacientes y en animales que modelan de la EP. Sin embargo, la variacién
de los resultados obtenidos no justifica la aplicabilidad de este método en pacientes con
EP (Boronat-Garcia et al., 2017).

Por lo anterior, es necesario explorar alternativas a los procedimientos hasta ahora
realizados. Esto debido a que aun no se ha logrado esclarecer totalmente la permisividad
del encéfalo para integrar células liberadoras de dopamina. Mas aun, describir una fuente
segura y estable que se autoregule la liberacién de la dopamina requerida es un objetivo
deseable para el desarrollo de un tratamiento celular. Ademds, hasta ahora las células
usadas en pacientes provienen de tejido fetal, lo cual resulta en incompatibilidad
inmunolégica asi como argumentos de indole ético. Por lo tanto, las células troncales (CT)
pluripotentes representan una fuente potencial de tratamientos en la EP.
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2. Células troncales

Las CT estan definidas por su capacidad de auto renovacién y diferenciacion hacia
multiples fenotipos celulares. En conjunto con la sefalizacion proveniente del
microambiente (regién con moléculas sefializadoras como factores trdficos) pueden
mantener una poblacién troncal y dar origen a células especializadas, lo que se conoce
como divisién asimétrica (Suda et al., 1984). Las células totipotentes pueden dar origen a
un organismo entero, incluyendo tejido extraembrionario; por su parte, las CT
pluripotentes son capaces de diferenciarse en cualquiera de las 3 capas germinales:
endodermo, mesodermo y ectodermo. Mientras que las multipotentes solo pueden
diferenciarse en células de un linaje especifico de alguna de las capas germinales
(Morrison, Shah, & Anderson, 1997)

Las CT se pueden obtener a partir de la masa celular interna (MCI) del blastocisto y se
obtuvieron inicialmente en ratén (Martin, 1981). La MCI da lugar al epiblasto y
posteriormente al embrién. Una vez aisladas y cultivadas, estas células expresan
marcadores de pluripotencia, por lo cual fueron denominadas células troncales
embrionarias (CTE) de ratén (CTEr) (Martin, 1981). Tiempo después se obtuvieron las
primeras CTE humanas (CTEh) que mostraban las mismas caracteristicas fenotipicas
(Thomson et al., 1998). Se generaron varias lineas de CTEh (Thomson et al., 1998). Sin
embargo, su uso para terapia celular en el dmbito clinico no ha sido exhaustivamente
explorado.

2.1 Células troncales pluripotentes inducidas

En el afio 2006 Kazutoshi Takahashi y Shinya Yamanaka transfectaron hasta 24 factores de
transcripcion (FT) asociados al potencial pluripotente en fibroblastos de ratén para
determinar cudles eran los necesarios para inducir células somaticas al estado
pluripotente (Takahashi y Yamanaka, 2006). Ellos lograron determinar que eran 4 los FT
minimos necesarios para lograr este efecto: Oct3/4, Sox2, KIf4 y c-Myc. Los fibroblastos
reprogramados mostraron todas las caracteristicas de células pluripotentes. Takahashi y
Yamanaka nombraron a estas células reprogramadas células troncales pluripotentes
inducidas (CTPi). Un aio después, el mismo grupo publico un estudio donde transfectaban
los FT de pluripotencia en fibroblastos humanos bajo las mismas condiciones, generando
asi las denominados ahora células troncales pluripotentes inducidas humanas (CTPih)
(Takahashi et al., 2007). Con esta metodologia se ha lograron obtener células pluripotentes
sin necesidad de recurrir a al uso de embriones, evitando asi un conflicto ético en
investigacidn referente al desarrollo humano.

11



2.2 El cuerpo embrioide

A partir de CTE y CTPi se pueden obtener cuerpos embrioides (CE). Estos son
conglomerados esferoides que mimetizan las primeras etapas de desarrollo de los
embriones, debido a lo cual obtienen ese nombre (ltskovitz-Eldor et al., 2000; Rathjen &
Rathjen, 2001). El CE tiene la capacidad de retomar las primeras etapas embrionarias pues
las células que estan al interior del CE mantienen los marcadores del epiblasto, mientras
gue en la parte mdas externa se forma una capa celular que presenta marcadores del
endodermo primitivo. Ademas, entre 5 y 7 dias de cultivo el CE empieza un proceso de
cavitacién, similar a lo que ocurre en la formacion del epitelio columnar (Figura 3)
(Brickman y Serup, 2017).

Por esto, el CE es un modelo in vitro que puede ser usado para estudiar una etapa critica
en el inicio de la diferenciacion celular y tisular; tanto en el estudio de modelos de
desarrollo como patoldgicos. Mas aun, mediante este valioso modelo se han logrado
discernir cascadas de sefalizaciéon en el proceso de diferenciacion y maduracion de
neuronas DAm que, a su vez, han permitido generar neuronas DAm in vitro (Brickman y
Serup, 2017; Liyang et al., 2014; Sathananthan, 2011). Por lo tanto, representa una
estrategia potencial para entender la evolucion y consecuente pérdida de las neuronas DA
en la EP.
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Figura 3. La evolucion del CE asemeja al desarrollo temprano embrionario humano. (A-D)
Desarrollo del blastocisto in vivo. (A) Blastocisto preimplantado donde se indica la MCI. (B)
Blastocisto con el epiblasto (morado) y el endodermo primitivo (verde) sefialados. (C-D)
Etapas tempranas de desarrollo del saco primitivo donde se sefiala el endodermo visceral.
(E-1) Desarrollo in vitro del CE. (E) Inicio de formacién del CE. (F) CE ya formado con una
capa externa de endodermo primitivo (verde). (G-H) Expresién diferenciada de células en
el CE donde la capa externa se asemeja al endodermo visceral. (I) Inicio de cavitacion del
CE, se muestran células con expresion similar al epitelio columnar en el centro. MCl: masa
celular interna; Epi: epiblasto; EPr: endodermo primitivo; EV: endodermo visceral.
Modificada de Brickman y Serup, 2017 (Ramos-Acevedo, 2018).
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3. Células troncales en la enfermedad de Parkinson

En la busqueda de un tratamiento para la EP a través de terapia celular habitualmente se
obtienen neuronas DA o células productoras de dopamina y posteriormente son
trasplantadas en el nucleo estriado de modelos animales de la EP (Boronat-Garcia et al.,
2017). Para este propdsito se han desarrollado algunos métodos de diferenciacién DA
entre los que destacan aquellos que usan morfégenos y citocinas involucrados en el
desarrollo embrionario de las neuronas DA mesencefalicas al adicionarlos ya sea como
suplemento al cultivo celular (Kirkeby et al., 2012), o por tecnologia de recombinacion
homéloga para sobreexpresar FT (Andersson et al., 2006). LIM Homeobox Transcription
Factor alpha (Lmx1a), Forkhead box protein A2 (FoxA2) y Orthodenticle homeobox 2
(Otx2) son algunos de los FT utilizados para este propdsito pues se encuentran regulando
de manera central a otros factores en la via de diferenciacién de las neuronas DAm
(Andersson et al., 2006; Ferri et al., 2007; Omoidei et al., 2008).

3.1 Diferenciacion DAm en el desarrollo embrionario.

Las cascadas de sefializacion que inducen la diferenciacion DAm comienzan el dia de
desarrollo embrionario 7.5 (E7.5) (Wurst y Bally-Cuif, 2001). Ubicada ventralmente al tubo
neural se encuentra la notocorda. Esta induce el establecimiento de la placa de piso a lo
largo del tubo neural través de la expresion de sonic hedghog, que promueve la expresion
de FoxA2 también en la notocorda y a su vez este a sonic hedghog en la placa de piso. Una
vez establecida la placa de piso, Foxa2 inicia su expresiéon entre E9-10.5 e induce la
transcripcion de Lmx1a, que a su vez induce a Otx2, ambos presentes al E10, lo cual inicia
el proceso de especificacion DA en el mesencéfalo (Figura 4; Matise et al., 1998). Otx2 es
necesario para la expresion de Lmxla alrededor de E10 (Omodei et al., 2008), en las
células de la placa de piso, mientras que este gen es esencial para la diferenciacién de
neuronas DAm (Andersson et al., 2006). A la par, Lmxla induce la expresién de
neurogenina 2 y FoxA2 a tubulina beta-lll (Tujl), ambos determinantes neurogénicos
(Figura 4; Ferri et al., 2007; Guerrero-Flores y Covarrubias, 2011; Kim et al., 2003; Saucedo-
Cardenas et al.,, 1998). Mas aun, Lmxla activa la expresién del gen Ptx3 (Paired-Like
Homeodomain Transcription Factor 3) y FoxA2 la de Nurrl (Nuclear Receptor Subfamily 4
Group A Member 2) y Tirosina Hidroxilasa (TH), la enzima limitante en la sintesis de
dopamina. Juntos, Ptx3 y Nurrl son necesarios para mantener la transcripcion de genes
gue se encuentran involucrados en definir las caracteristicas fenotipicas DAm como la
presencia de TH, el transportador vesicular de monoaminas y el transportador de
dopamina en neuronas maduras (Figura 4).
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Figura 4. Cascadas de factores de sefializacion de neuronas DA mesencefalicas. Expresidon
de los morfégenos asociados al desarrollo DA. Regulacion de expresién génica a la
especificacion DA. Lmx1a, FoxA2 y Otx2 se encuentran en posiciones ventrales clave para
dirigir la diferenciacién DAm. Dia embrionario, E.
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Antecedentes

3.2 Diferenciacion dopaminérgica inducida en cultivo

Para lograr diferenciar CTEr in vitro con mayor eficiencia, Andersson y su grupo
transfectaron un vector de sobreeexpresion de Lmxla dirigido por el potenciador de
nestina (activo solo en progenitores neurales) en CTEr, con lo cual obtuvieron una
proporcion elevada de neuronas DAm in vitro (Andersson et al., 2006). Posteriormente,
trasplantaron lineas celulares similares ya diferenciadas a neuronas DAm en ratones
lesionados en el estriado. Observaron que solo el 50% de los trasplantes logré sobrevivir y
encontraron células que presentaban marcadores DAm (Andersson et al., 2006). Por otra
parte, se generaron también lineas de CTEh a las cuales les insertaron el vector de
sobreexpresion de Lmxla. Estas células mostraron un incremento de 65-70% de
diferenciacion comparada con CTEr (Friling et al., 2009). Posteriormente, usando lineas
celulares pluripotentes que sobreexpresaban Lmxla bajo el potenciador de Nestina, se
realizaron trasplantes de células diferenciadas a neuronas DAm en el estriado de ratas
adultas, en los que se observé que el trasplante celular sobrevivia hasta 5 meses (Sadnchez-
Danés et al., 2012).

En el 2013, el equipo de la doctora Birgitt Schiile generd lineas de CTE que sobreexpresan
los FT Lmxla, FoxA2 y Otx2. Para ello, empled el método de insercién de plasmidos al
genoma humano por medio de la técnica denominada DICE (Dual Integrase Cassette
Exchange) (Zhu et al., 2014). Ellos usaron dos integrasas, que permiten, de forma
especifica, el posicionamiento de un plasmido en una region del genoma favorable para la
transcripcion. De esta manera, se logrd insertar un policistron cuya expresidon esta
asociada al promotor timidina cinasa (TK) y al potenciador de nestina (Figura 5) (Zhu et al.,
2014). Este policistron fue asociado al gen de la proteina verde fluorescente modificada
(eGFP), ubicandose al final del transcrito como gen reportero y fue denominada H9-LFO.
Adicionalmente, realizaron la transfeccion de este vector en CTPih derivadas de un
paciente con la triplicacién del gen SNCA (3XSNCA). Ademds, este vector también fue
incorporado en la hermana del paciente con la 3XSNCA, en cuyo genoma no se encontraba
la triplicacion (Zhu et al., 2014).
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Figura 5. Vector p2attPC-LFO. Vector insertado en la linea H9-LFO para comprometer a las
células hacia diferenciacion DAm. El promotor nestina-TK dirige la expresién de los FT
Lmx1a, FoxA2 y Otx2, asi como la GFP para su deteccién. Modificado de Zhu et al., 2014.

3.3 Diferenciacion neuronal en la SNpc

Para analizar la capacidad del microambiente mesencefalico de inducir la diferenciacién
DAm, el laboratorio del Dr. Covarrubias desarrolld un sistema de implante a explante,
donde colocé células CTEr, CE derivados de CTEr o células precursoras neurales sobre una
seccion del mesencéfalo ventral embrionario de ratén (Baizabal & Covarrubias, 2009).
Encontraron que los CE eran capaces de diferenciarse en células DAm con mayor eficiencia
que las otras células, indicando que el mesencéfalo ventral embrionario inducia en el CE el
fenotipo DA, y que este, a su vez, tiene la capacidad de censar y responder a dicho
microambiente.

Por lo cual, con el fin de determinar la capacidad que tiene el CE para ser especificado a un
linaje DAm en el nicho dopaminérgico adulto, la SNpc, nuestro grupo de trabajo realizé
trasplantes de CE derivados de CTEr en la SNpc de ratas adultas. Observaron a 6 dias post-
trasplante (dpt), que un 32% de las células implantadas expresan doblecortina (DCX), una
proteina expresada en neuroblastos y neuronas jévenes. A los 15 dpt, este porcentaje
incremento a 64%; disminuyendo a 10% 15 dias después.
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Ademads, evaluaron el marcador NeuN, una proteina nuclear que se encuentra en
neuronas maduras. Esta presenté 43% de marcaje positivo a 30 dpt. No se detecté GFAP ni
TH a 6 6 15 dpt (Maya-Espinosa et al., 2015). Estos resultados indicaron que los CE
derivados de CTEr lograron iniciar un proceso de diferenciacién neural mas no DAm.

Por lo tanto, posteriormente evaluamos el potencial del CE para diferenciar a neuronas
DAm, pero ahora sobreexpresando los 3 FT LFO, que sabemos dirigen en cultivo y durante
el desarrollo embrionario hacia ese linaje neuronal. Para ello, recientemente
trasplantamos en la SNpc de ratas adultas CE derivados de CTEh con el vector de
sobreexpresion LFO (H9-LFO) (Ramos-Acevedo, 2018), donadas por nuestra colaboradora
Birggit Schiile, y dueia de las lineas publicadas en Zhu et al., 2014. Encontramos que estas
desarrollaron rosetas neurales (RN) en el drea trasplantada a 7 y 15 dpt (Figura 6),
retomando asi, las primeras etapas de diferenciacién neuronal (Koch et al.,, 2009;
Malchenko et al.,, 2014). Observamos que las RN expresaban el marcador Zonula
occludens-1 (ZO-1) (Figura 6A, B), expresado durante el desarrollo del tubo neural,
confirmando que eran en efecto RN (Satomi et al.,, 2011). Ademas, presentaban los FT
DAm Lmx1a (Figura 6C, D) y Otx2 (Figura 6E, F), asi como DCX (Figura 6G, H). Mas aun, a 30
dpt observamos la expresién de TH (Figura 6l). Indicando que los CE habian iniciado vy
continuado un proceso de diferenciacion DAm. Con estos resultados comprobamos que la
SNpc de ratas adultas es un nicho permisivo para la diferenciacién DA de CE derivados de
CTEh comprometidas al linaje DAm por los FT LFO.
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Figura 6. Los CE derivados de CTEh con el vector LFO generan rosetas neurales en la SNpc
lesionada. La inmunofluorescencia muestra RN encontradas en laSNpcalos 7 (A, C, E, G)y
15 (B, D, F, H) dias post-trasplante de células de CE provenientes de la linea de CTE H9-LFO.
En verde se presenta STEM121, el marcador citoplasmatico de células humanas. En rojo se
muestran el marcador de RN (A, B) ZO-1, los FT Lmx1a (C, D) Otx2 (E, F) y DCX (G, H). (I)
Inmunofluorescencia del tejido a 30 dpt donde se observa que las células STEM121+
colocalizan con TH. Doblecortina, DCX; Tirosina Hidroxilasa, TH. Barra de escala 50 um.
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JUSTIFICACION

Debido a la condicidn neurodegenerativa de la EP, se continlan buscando terapias que
logren restablecer los niveles de dopamina necesarios en los ganglios basales para
disminuir los sintomas motores de la condicién. Para esto, los trasplantes de CT han sido
relevantes debido a que constituyen una fuente de células DA tedricamente ilimitada
(Boronat-Garcia et al., 2017). Por lo tanto, investigar la capacidad que tiene el encéfalo de
permitir la sobrevivencia de células trasplantadas, asi como incrementar la capacidad
funcional de estas permitird evaluar la viabilidad de estrategias que buscan explorar
nuevas fuentes celulares.

Con este fin, es deseable determinar la viabilidad y el potencial de diferenciacion DA de
células sensibles al microambiente y comprometidas a un linaje DA por los factores LFO,
gue ademas provienen de un paciente con la triplicacién del gen SNCA (Zhu et al., 2014). A
su vez, evaluar ese potencial directamente en la SNpc, su sitio de origen ontogénico, para
determinar la capacidad que tiene de sostener y permitir la diferenciacion DAm de CTPih.

Por otra parte, la sobreexpresion de A-SIN afecta negativamente la diferenciacion terminal
de neuroblastos DA provenientes de CTPih, reduciendo el crecimiento de neuritas,
induciendo deficiencia electrofisioldgica y disminuyendo el porcentaje de neuronas con TH
(Oliveira et al., 2015), lo cual indica que esta proteina puede comprometer o inhibir
parcialmente la diferenciacion y maduracion DAm. Por lo tanto, investigar la influencia que
tiene la sobre expresion de A-SIN en la diferenciacién inducida in vivo en etapas tempranas
podria ayudar a discernir el efecto que tiene sobre la diferenciacidon y/o maduraciéon DAm.
A la par, determinar si la sobre expresién de los FT LFO en los CE puede evitar el efecto
previamente mencionado de la A-SIN al promover la diferenciacion DAm ayudaria a
explorar el potencial DAm que los factores LFO tienen sobre el CE en un modelo de la EP.

20



PREGUNTA DE INVESTIGACION

éLos trasplantes en etapa de CE de CTPih provenientes de un paciente con triplicacion del
gen SNCA con el potencial de sobreexpresar factores transcripcionales inductores de la
diferenciacion DA sobreviviran y diferenciardn a neuronas DAm en la SNpc de ratas adultas
en un modelo de la EP?

HIPOTESIS

Ho: La sobreexpresion simultdnea de los factores transcripcionales Lmxl1a, Otx2 y FoxA2
no logrard propiciar la diferenciacion de la linea 3XSNCA-LFO trasplantada en etapa de CE a
un fenotipo DA mesencefalico en la SNpc.

Ha: La sobreexpresion simultanea de los factores transcripcionales Lmxl1a, Otx2 y FoxA2
propiciara la diferenciacion de la linea 3XSNCA-LFO trasplantada en etapa de CE a un
fenotipo DA mesencefalico en la SNpc.

OBIJETIVOS
Objetivo general

Determinar si la linea 3XSNCA-LFO trasplantada en etapa de CE en la SNpc es capaz de
sobrevivir y diferenciarse en neuronas DA mesencefalicas.

Objetivos especificos

1. Determinar si la linea 3XSNCA-LFO trasplantada en etapa de cuerpo embrioide en
la Sustancia Nigra pars compacta de ratas intactas o lesionadas inicia un proceso de
especificacion dopaminérgica a corto y largo plazo, dado por los factores Lmx1a,
FoxA2 y Otx2.

2. Demostrar si la linea 3XSNCA-LFO trasplantada en etapa de cuerpo embrioide en la
Sustancia Nigra pars compacta de ratas intactas o lesionadas es capaz de
diferenciarse al fenotipo dopaminérgico mesencefdlico, dado por la enzima
Tirosina Hidroxilasa.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Animales

Para el presente proyecto se usaron un total de 100 ratas macho de la cepa Wistar. Los
animales fueron asignados de manera aleatoria a uno de 2 grupos: lesiéon unilateral o
intacta, representados en la Tabla 1. No se utilizaron ratas inyectadas con solucién salina o
Sham debido a que no encontramos diferencias entre las RN de los trasplantes hechos con
CTEh en esta condicidon con respecto a las condiciones lesion o intacta. En breve, los
grupos se organizaron de la siguiente forma: 1) A la rata lesidon se le inyecté 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), una neurotoxina que afecta a las células dopaminérgicas. 2) A
la rata intacta no se le realizd procedimiento alguno previo al trasplante. Se trasplantaron
las lineas 1XSNCA-Cnt (3XSNCA-/LFO-), 1XSNCA-LFO (3XSNCA-/LFO+), 3XSNCA-Cnt
(3XSNCA+/LFO-) y 3XSNCA-LFO (3XSNCA+/LFO+) en ambas condiciones. Por ultimo, se
realizo la eutanasia a los 7, 15 o hasta 30 dpt para la obtencién del encéfalo (Tabla 1).

IXSNCA 3XSNCA

Lineas IXSNCA-Cnt [ 1XSNCA-LFO| 3XSNCA-Cnt|3XSNCA-LFO DPT
5/0 10/0 4/0 6/3 7

Lesionada 4/0 10/0 4/0 6/3 15
- - - 9/0 30

4/0 4/0 5/0 5/2 7

Intacta 4/0 4/0 5/0 5/3 15
- - - 6/1 30

Muestras analizadas / Muestras con tejido vivo

Tabla 1. Grupos y numero de ratas trasplantadas. Muestras con tejido vivo corresponden a
aquellas células en la zona del trasplante con sefial positiva del anticuerpo STEM121.

Los experimentos se llevaron a cabo como se muestra en la Figura 7. A las ratas se les
inyecté con 6-OHDA o no se efectud procedimiento alguno. Usamos este insulto como
modelo estandarizado de la EP (Brooks & Dunnett, 2013). Se efectud la prueba de giro 15
dias después para seleccionar a las ratas correctamente lesionadas. Una semana mas tarde
se hicieron los trasplantes de las lineas CTPih en etapa de CE en la SNpc para finalmente
obtener el cerebro a los 7, 5 6 30 dias siguientes (Figura 7).
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Figura 7. Disefio experimental de los trasplantes de CE. (A) Las CTPih fueron sembradas
sobre fibroblastos embrionarios de raton (MEFs) durante 7 a 9 dias, posteriormente fueron
pasados manualmente a posos con una matriz de Geltrex durante 4 dias. Al cuarto dia se
realizdo la formacion de CE donde se mantuvieron en flotacion por 4 dias hasta el
trasplante. (B) Los animales fueron divididos en dos grupos, intacto y lesionado. Después
de la lesidon con 6-OHDA, se les realizd la prueba de giro a todas las ratas lesionadas para
excluir aquellas que no cumplieron con el criterio de seleccidon de >500 giros. El trasplante
de CE se realiz6 7 dias después en ratas intactas o lesionadas y el cerebro fue procesado 7,
15 o 30 dpt.

Lesidon con 6-OHDA

En concordancia con lo reportado por (Boronat-Garcia et al., 2016), tres semanas antes del
trasplante de CE, las ratas fueron inyectadas con 6-OHDA en el hemisferio izquierdo en la
SNpc con un aparato estereotaxico. Las coordenadas fueron determinadas de acuerdo con
el atlas de Paxinos y Watson, anteroposterior 4.8; lateral 1.6; ventral 8.1 (Paxinos, 2004).
Las ratas fueron anestesiadas via intra peritoneal con una mezcla de ketamina y xilacina
(87 y 13 mg/kg, respectivamente). Los animales anestesiados fueron infundidos con 40 ug
de 6-OHDA mezclada con 32 ug/ul de L-ascorbato, para impedir la oxidacién de la 6-
OHDA, en un volumen total de 0.5 pl de solucién salina, a una velocidad de 0.125 pl/min,

Después de 15 dias a todas las ratas se les realizé la prueba de giro (Bové & Perier, 2012)
para determinar si la SNpc habia sido lesionada correctamente. Para esto, como ha sido
descrito anteriormente (Garcia-Montes et al., 2013), se inyecté anfetamina (4 mg / kg)
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intra peritonealmente y se cuantificd el nUmero de giros realizados por medio del software
Mathlab®. Aquellas ratas con mas de 500 giros en un lapso de 90 minutos fueron incluidas
en el grupo Lesion, las que no superaron el numero de giros requeridos fueron
descartadas. La prueba de rotacion también se efectud en ratas intactas.

Medios de cultivo
1. Medio para células alimentadoras.

Para la elaboracién de 500 ml de medio para las células alimentadoras se utilizaron 432.5
ml de DMEM High glucose (Thermo Fisher, SH30081.02) enriquecido con 50 ml de suero
fetal bovino inactivado (10%) (Thermo Fisher, 30910.03), 5 ml de glutamax 100X (1X)
(Thermo Fisher, 35050-061), 5 ml de aminodcidos no esenciales 100X (1X) (ThermoFisher,
11140 050), 2.5 ml de penicilina-estreptomicina 100x (1X) (Thermo Fisher, 15140-122) y
2.5 ml de piruvato de sodio 100X (1X).

2. Medio para CTPih

Para la elaboraciéon de 500 ml de medio para las células alimentadoras se utilizaron 389.5
ml de DMEM/F12 (Thermo Fisher, 11320-082), enriquecido con 100 ml de suero de
reemplazo 100X (20X) (Thermo Fisher, 10828-028), 5 ml de glutamax 100X (0.5X) (Thermo
Fisher, 35050-061), 5 ml de aminoacidos no esenciales 100X (1X) (ThermoFisher 11140
050), 2.5 ml de penicilina-estreptomicina 100x (0.5X) (Thermo Fisher, 15140-122), 0.5 ml|
de beta mercaptoetanol 100X (1X) (Thermo Fisher, 21985-025) y 30 pl de FGF2 (6 ng/ml)
(Peprotech, 100-18B).

3. Medio StemFlex

Para 500 ml de medio StemFlex (Thermo Fisher, A3349401) se mezclaron 447.5 ml de
medio bdsico StemFlex, 2.5 ml de penicilina-estreptomicina 100x (0.5x) (Thermo Fisher,
15140-122) y 50 ml de suplemento StemFlex.

4. Medio para CE

Para preparar 100 ml de medio para CE se usaron 75 ml de Medio E6 (Thermo Fisher,
A1516401) y 15 ml desuero fetal bovino inactivado (15%) (Thermo Fisher, 30910.03).

Cultivo de fibroblastos embrionarios de raton (células alimentadoras)

Para cultivar las CTPih se requirié sembrarlas sobre fibroblastos embrionarios de ratén
(MEFs), de modo que les proporcionaran factores tréficos para mantener el estado
pluripotente (Jozefczuk et al., 2012). Los MEFs fueron obtenidos de embriones de raton de
E12 de la cepa de ratén CD1 y almacenados a -80°C en viales de criopreservacion. Para el
sembrado se preparé una matriz de gelatina de piel de porcino al 0.1% diluida en agua
tratada con 0.1% de dietil pirocarbonato (DEPC) para evitar contaminacién por RNAsas.
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Los pozos de 6 cm? fueron recubiertos con 1 mL de gelatina. Se retiré la gelatina 20
minutos después para dejar que se formara una capa donde se pudieran adherir los MEFs.

Para iniciar el cultivo se descongeld rdpidamente un vial que contenia 400,000 MEFs,
colocandolo en un bafio de agua a 37° C. Con el contenido casi liquido, se fue agregando
lentamente 1 ml de medio para MEFs (DMEM High Glucose suplementado, ver Medios de
cultivo) en el vial donde se encontraban. La suspension celular se transfirio a un tubo
Falcon de 15 ml que fue centrifugado a 1000 rpm durante 3 minutos. Se aspird el
sobrenadante y se agregd 1 ml de medio para MEFs para mezclar con el precipitado celular
y se agregaron 3 ml mas de medio. Una vez mezclado, fueron sembrados en la caja
previamente gelatinizada. Las células permanecieron durante 2 h en la incubadora para
permitir su adhesion a la caja, posteriormente, se afiadié mitomicina C (20 pug/ml) por 2 h
mas para impedir la replicacidn celular. Se cambié el medio para MEFs, posteriormente se
hicieron tres lavados para retirar cualquier posible residuo de mitomicina, y las células se
mantuvieron en la incubadora durante la noche y se sembraron las CTPih a la mafiana
siguiente.

Cultivo de CTPih

Se utilizaron lineas CTPih con la 3XSNCA, derivadas de un paciente con Parkinson, y su
control, 1XSNCA, derivada de la hermana del paciente con Parkinson, donadas por nuestra
colaboradora la Dra. Birgitt Schiile de la Universidad de Stanford, quien es parte del grupo
propietario de la patente, con clave US8669048B2.

Para cultivar las colonias de CTPih seguimos el protocolo desarrollado por nuestra
colaboradora B. Schiiele (Zhu et al., 2014) y previamente estandarizado en el laboratorio.
Para ello, se descongeléd un vial con colonias de CTPih sobre una cama de MEFs
mitomizados. La descongelacidn se realizé mezclando lentamente 800 pl de medio para
CTPih (ver Anexo) en el vial con las células, para después pasar el volumen final (1.8 ml) a
un tubo de 15 ml con 9.2 ml de medio para CTPih. Este fue centrifugado por 2.5 minutos a
1000 rpm. Una vez retirado el sobrenadante del tubo se tomaron 500 pl mas de medio con
los cuales fueron resuspendidas lentamente las colonias de CTPih. El homogenizado se
sembrd en el pozo con los MEFs, a las cuales se les agregd 1.5 ml de medio para CTPihy 3
pl de Tiazovivina (1 mM, concentracion final 1.5 uM), para evitar que las células se
despegaran.

El medio de cultivo se cambid cada 24 h durante los siguientes 5-7 dias. A partir del quinto
dia, las colonias con 2 milimetros de diametro eran suficientemente grandes para poder
pasarlas manualmente a pozos sin MEFs mitomizados. Para la matriz de adhesién celular
sin células alimentadoras se tomaron 500 pl de la concentracidn inicial de geltrex (Thermo
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Fisher, A1413202), el cual permite una apropiada adhesion celular, y se diluyeron en 12 ml
de medio para CTPih. Se colocaron 1.5 ml de esta solucién en cada pozo y se dejo
reposando al menos una noche a 4° C antes de usarse.

Pasaje manual

Las colonias de CTPih fueron pasadas manualmente a pozos con medio Stem Flex (Thermo
Fisher, A3349401, ver Anexo) y geltrex. Para esto, se trazaban cuadriculas uniformes sobre
las colonias usando una aguja. Con una micropipeta de 200 pul se tomaban y depositaban
los cuadrantes de las colonias en un pozo previamente preparado con medio a 32°C junto
con 2 ul de Tiazovivina. Al tercer dia, a una confluencia de entre 40% y 50% se removian
aquellas colonias con alta densidad celular o areas con células dispersas y se cambiaba el
medio.

Formacion de CE

Para diferenciar las CTPih a la etapa de CE se realizd un pasaje manual a un pozo con
geltrex, donde se les dejo crecer hasta el dia 4, a una confluencia de 70%. Posteriormente
se retiré el medio y se adicioné 1 ml de colagenasa IV (1 mg/ml) en medio Essential 6, un
medio de mantenimiento que no induce diferenciacién celular (ver Medios de cultivo).
Esta enzima les permitio separarse de la placa sin desintegrar la colonia. Con una pipeta
fueron transferidos a un pozo de 2 cm de ultra baja adherencia donde permanecieron 4
dias con Essential 6 suplementado con 15% de suero fetal bovino inactivado. El medio fue
cambiado 2 dias después de la formacién del CE.

Trasplante de CE

Al cuarto dia de cultivo los CE se transfirieron a un tubo Falcon de 15 cm donde se dejaron
asentar por gravedad para posteriormente retirarles el medio. Se agregd una mezcla de
tripsina (1 mg/ml) y colagenasa IV (1 mg/ml) para su disociacién. Dicha mezcla se dejé en
incubacién a 37° C durante 5 minutos. Posteriormente, fueron resuspendidos con el fin de
disociarlos por fuerza mecanica. Finalmente, las células se contaron para trasplantar
60,000 células viables por animal. Las células fueron introducidas a una jeringa Hamilton e
inyectadas durante un minuto en las mismas coordenadas donde se lesiond a las ratas del
grupo lesidon. La jeringa se dejé 6 minutos mas dentro del cerebro para que las células
pudieran bajar en su totalidad, se realizé un solo depésito por trasplante.
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Inmunosupresion

Para evitar que el trasplante fuera rechazado por el sistema inmune de las ratas, se
administré desde el dia anterior al trasplante 0.25 ml de Ciclosporina (10mg/ml)
(Ciclosuprim, Pisa) via oral directamente mediante una jeringa de insulina y 0.1 ml diluido
en 750 ml de agua (B. Jensen, 2012). Este tratamiento se mantuvo diariamente hasta el dia
previo a la perfusion.

Soluciones para perfusion

Para obtener la solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) usada para perfundir intracardialmente a
los animales, se diluyeron 58 gr de fosfato de Na dibasico (.16 mM) y 5.24 gr de fosfato de Na
monobdsico (.038 Mm) en 1 | de agua desinonizada para obtener una concentracién de 0.2 M.
Posteriormente, afiadimos 40 gr de paraformaldehido (PFA) en 500 ml de agua previamente
calentada a 60° C (4% peso/volumen en 0.1 M de buffer de fosfatos, 1.33 mM). Una vez
completamente homogeinizadas las diluciones, se tomaron 500 ml de PBS 0.2 M y se afadieron a
los 500 ml de PFA. Finalmente, se adicionaron 500 ml de agua desionizada a la solucién de PBS con
500 ml restantes para obtener 1 | a 0.1 M. Ambas soluciones fueron llevadas a un pH de entre 7.2 y
7.4.

Extraccion de cerebros

Para extraer el cerebro de las ratas trasplantadas, estas se perfundieron via intracardiaca
con 200 ml de PBS a 4°C seguido de 200 ml de PFA a 4°C. Los cerebros fueron extraidos y
posterior a ésto se realizé un proceso de posfijacion en PFA al 4% hasta el dia siguiente con
cambios de sacarosa al 10%, 20% y 30% en los 3 dias posteriores. Se realizaron cortes
coronales de los cerebros al nivel del mesencéfalo con un grosor de 40 um.

Tinciéon de Hematoxilina y Eosina

Para realizar la tincién de hematoxilina y eosina (HyE) se montaron los tejidos sobre portaobjetos
con poly-L-lisina para evitar que se despegaran durante el procedimiento. Una vez deshidratados
los tejidos, se colocaron por 10 min en una estufa a 58°-60° C. Posteriormente, se les dio un bafio
de agua destilada durante 1 min, seguido de un bafio de etanol al 96% de 1 min, un bafio mas de
etanol absoluto, otro bafio de etanol al 96% y un ultimo bafio con agua destilada durante el mismo
tiempo. Posteriormente, los tejidos fueron sumergidos durante 8 min en Hematoxilina Gill para
después tener lavados de agua corriente y un bafio de eosina de un minuto. Finalmente, se le dio a
los tejidos un bafio de etanol al 96%, uno de etanol absoluto, uno de etanol absoluto con xylol, y
dos bafios de xylol para después ser montados en resina.
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Inmunofluorescencia

Los cortes de los cerebros de las ratas fueron permeabilizados usando PBT (PBS y 0.3%
Tritdon X100) con 2 lavados de 10 minutos cada uno. Se colocaron en 1 ml de recuperador
de antigenos 1X durante 35 minutos a 65° C. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de
PBT de 5 minutos cada uno y se mantuvieron una hora en solucion de bloqueo (PBT, 5% de
albumina y 5% de suero fetal bovino). Se diluyé el anticuerpo primario en la solucién de
bloqueo de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Los tejidos se dejaron en esta
solucién durante toda la noche a 4° C. Al dia siguiente, los cortes se lavaron en PBS 3 veces
y posteriormente se dejaron en la solucidon de anticuerpo secundario (diluido 1:1000 en
PBS) 2 h. Posteriormente, se lavaron en PBS por 5 minutos y se mantuvieron otros 5
minutos en DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol) diluido 1 : 10,000 para teiiir el nucleo de las
células. Utilizamos anticuerpos secundarios que emiten en rojo lejano (longitud de onda
649 nm) para detectar los diferentes marcadores de diferenciaciéon. La dilucion de los
anticuerpos utilizados fue Lmx1a (Millipore, AB10533) 1:1000; FoxA2 (Thermo Fisher, PA5-
35097) 1:500; Otx2 (Thermo Fisher, 100034245) 1:1000; DCX (Santa Cruz, SC8066) 1:1000;
Tujl (Biolegend, 801202) 1:1000; TH (SD, SB100698-T38) 1:500, STEM121 (Takara, Y40410)
1:1000; A-SIN 1° anticuerpo (BD, 610787) 1:250; A-SIN 2° anticuerpo (BD, 616756) ) 1:250.

Para realizar las inmunofluorescencias en los CE, primero fueron lavados con PBS y
posteriormente fijados con formaldehido al 4% durante 5 minutos. Después de pasar al
menos una noche en sacarosa al 30% fueron congelados y cortados en Tissue-tek, un gel
gue polimeriza a bajas temperaturas, para obtener secciones de 8 micrometros de ancho.
Estas se colocaron en portaobjetos previamente tratados con poly-D-lisina. Una vez
adheridos se hicieron 2 lavados de PBS de 2 minutos cada uno y se les colocé en solucién
de bloqueo (PBS, 0.3% Tritén X100, 5% de albumina, 5% de suero fetal de bovino) durante
30 minutos Se diluyé el anticuerpo primario en solucion de bloqueo a la dilucién
recomendada por el fabricante, Alexa fluor 647 (Thermo Fisher, A21237) 1:1000. A
continuacidn, se hicieron 3 lavados de PBS y se adiciond el anticuerpo secundario diluido
en PBS durante 1 h. Para finalizar, se hizo un lavado de PBS durante 5 minutos, seguido de
5 minutos mas con DAPI.
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Microscopia y conteo celular

Se obtuvieron imagenes del tejido usando un microscopio confocal Zeiss LSM800 y un
microscopio confocal Olympus FV1000 Multi-foténico (Upright BX61WI e IX81 Invertido).
Se utilizé el programa Imagel/ FlJI para procesar las imagenes. Para realizar el conteo
celular de los FT en los CE se utilizé la extensién Cell Counter del programa Imagel/Fiji. Se
utilizaron dos imagenes por cada linea celular y por cada marcador de interés (Lmxla,
FoxA2 y Otx2), contando a las células que presentaban Unicamente sefial positiva de DAPI,
asi como aquellas con sefal del marcador, ambos datos se sumaron para obtener el
numero total de células y se realizé un porcentaje células con sefial positiva por conteo. Se
reporta el promedio de los porcentajes obtenidos.
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RESULTADOS

Los CE de las lineas 1XSNCA-LFO y 3XSNCA-LFO expresan los FT LFO

Con el fin de evaluar la expresidn de los FT LFO en las lineas 1XSNCA-LFO y 3XSNCA-LFO en
los CE de 4 dias de cultivo, momento en el cual son trasplantados, realizamos
inmunofluorescencias para detectar su expresion. Observamos en esta etapa los tres FT en
ambas lineas (Figura 8). En contraste, las lineas control 1XSNCA-Cnt y 3XSNCA-Cnt no
mostraron sefial para FoxA2 y Otx2, mientras que se observé Lmxla pero en mucho menor
proporcion, comparado con las lineas expresando LFO (Figura 8A, C) observacion que se ha
reportado anteriormente (Belinsky et al., 2013) y que por lo tanto corresponde a los
niveles basales de expresidén durante esta etapa. Cabe hacer notar que en la linea 3XSNCA-
LFO se observaron diferencias de expresion, siendo cualitativamente mayor la presencia
de FoxA2 que la de Lmxla y Otx2 (Figura 8D, H, L). Este efecto es distinto en la linea
1XSNCA-LFO, donde la expresion de FoxA2 es menor en relacidén con los otros 2 FT (Figura
8B, F, J). La cuantificacién de la sefial de los FT en esta etapa reveld que la expresiéon del FT
FoxA2 tiene una diferencia porcentual de 50% menos en la linea 1IXSNCA-LFO que en la
linea 3XSNCA (Tabla 2). A su vez, el factor Otx2 tiene una diferencia porcentual de 30%
menos en la linea 3XSNCA-LFO que en la 1XSNCA (Tabla 2). En contraste, entre ambas
lineas celulares, Lmx1a tiene una diferencia porcentual de solo 10% (Tabla 2).

A la par, evaluamos la expresion de nestina, un marcador de precursores neurales y de
Tuj1, un marcador de citoesqueleto de precursores neuronales y neuronas maduras en las
lineas 1XSNCA-LFO y 3XSNCA-LFO para corroborar que, a pesar de las diferencias de
expresion observadas entre ambas lineas, los CE expresaban los marcadores neurales y
neuronales esperados en esta etapa. En efecto, ambas lineas expresaban nestina y Tujl a
los 4 dias de cultivo de CE (Figura 10). Indicando que su potencial de diferenciacién neural
es similar en esta etapa a pesar de las diferencias observadas entre la expresién de los FT.
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1XSNCA-Cnt 1XSNCA-LFO 3XSNCA-Cnt 3XSNCA-LFO

Lmx1a/DAPI

FoxA2/DAPI

Otx2/DAPI

Figura 8. Los CE de las lineas LFO expresan los FT LFO. Imagenes representativas de los CE
a 4 dias de cultivo de las lineas de CTPih 1XSNCA-Cnt (A, E, 1), 1XSNCA-LFO (B, F, J),
3XSNCA-Cnt (C, G, K) y 3XSNCA-LFO (D, H, L). Inmunofluorescencia empleando anticuerpos
para los FT Lmx1a (A, B, C, D), FoxA2 (E, F, G, H) y Otx2 (1, J, K, L). Barra de escala 40 um.

LC/FT Lmxla FoxA2 Otx2
1XSNCA-LFO 91.14 31.89 67.34
3XSNCA-LFO 83.57 84.52 31.11

Tabla 2. Porcentaje de marca positiva de Lmx1a, FoxA2 y Otx2 en los CE. FoxA2 tiene una
expresidon menor en la linea 1XSNCA, mientras que Otx2 la tiene en la linea 3XSNCA-LFO
gue en la IXSNCA. Porcentaje de células positivas en los CE de las lineas 1XSNCA-LFO vy
3XSNCA-LFO. LC, linea celular; FT, factor de transcripcion.
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1XSNCA-LFO 3XSNCA-LFO

Nestina / DAPI

Tuj1/ DAPI

Figura 9. Los CE de las lineas 1XSNCA-LFO y 3XSNCA-LFO expresan nestina y Tujl.
Imagenes representativas de la expresion de nestina (A, B) y Tujl (C, D) en la etapa de CE
de las lineas 1XSNCA (A, C) y 3XSNCA (B, D). Barra de escala 40 pum.

Posteriormente, quisimos analizar la expresion de A-SIN en esta etapa, para esto
utilizamos dos anticuerpos diferentes. Sin embargo, la expresion que obtuvimos resulté
inconsistente entre las mismas lineas celulares (Figura 10). Actualmente, nos encontramos
a la espera de recibir un tercer anticuerpo de A-SIN para discernir si se expresa la proteina
en esta etapa o no.

3XSNCA-LFO 1° anticuerpo 3XSNCA-LFO 2° anticuerpo

A-sin / DAPI
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Figura 10. Diferente seilal de A-SIN entre anticuerpos. Imagenes representativas de la
sefial obtenida con 2 diferentes anticuerpos en la linea 3XSNCA-LFO en etapa de CE. (A)
Anticuerpo A-SIN 1 (BD, 610787) y (B) A-SIN 2 (BD, 616756). Barra de escala 30 um.

Las lineas 1XSNCA-Cnt, 1XSNCA-LFO y 3XSNCA-Cnt no sobreviven en la SNpc

Para determinar el potencial DAm de los FT LFO en las CTPih derivadas de la hermana del
paciente (sin la 3XSNCA) y con los FT, la linea 1XSNCA-LFO, y la linea control, 1XSNCA-Cnt,
se cultivaron hasta etapa de CE y trasplantaron en ratas intactas o lesionadas (n= 45). En
concordancia con los resultados obtenidos previamente (Ramos-Acevedo, 2018), los
trasplantes de la linea 1XSNCA-Cnt mostraban morfologia anormal con sefales de muerte
celular, evidenciado por la tincidn histologica de HyE, tanto en tejidos obtenidos a 7 como
a 15 dpt (Figura 11 A-H). Sorpresivamente, los trasplantes de la linea 1XSNCA-LFO también
mostraban la misma morfologia tanto a 7 como a 15 dpt (n = 28, Tabla 1) (Figura 11 I-O).
Por lo tanto, contrario a lo observado con las CTEh (Ramos-Acevedo, 2018), en las CTPih el
vector LFO es incapaz de inducir la sobrevivencia y diferenciacion DAm de los CE en la
SNpc.
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1XSNCA-Cnt / Intacta / 7 dpt

1XSNCA-Cnt / Intacta / 15 1XSNCA-Cnt / Lesién / 15 dpt

1XSNCA-Cnt / Lesién / 7 dpt

dpt
-

10X

100X

10X

100X

Figura 11. Los trasplantes de la linea 1XSNCA-Cnt y 1XSNCA-LFO presentan muerte
celular. Imagenes representativas de los trasplantes de la linea 1761-Cnt (A-H) y 1761-LFO
(I-O) de ratas intactas y lesionadas con tincién de HyE. Imagenes con amplificacién original
de 10x (A-D, I-L) y 100x (E-H, M-0O) donde se puede apreciar la extension del trasplante en
el tejido circundante a la SNpc. En las imdgenes a 100x se observa la morfologia anormal
(flecha amarilla) de las células trasplantadas. Barra de escala en 10x 200 um y en 100x 40
um.
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La linea 3XSNCA-LFO sobrevive e inicia la diferenciacion neuronal en la SNpc

De la misma manera, para determinar si los FT LFO inducen la diferenciacion DAm in vivo y
son capaces de contrarrestar el efecto de la A-SIN sobre la diferenciacion DA,
trasplantamos en la SNpc CE derivados de CTPih obtenidos de un paciente con la 3XSNCA
gue contenian el vector de sobreexpresién LFO (3XSCNA-LFO) y su respectiva linea control
sin el vector LFO (3XSNCA-Cnt). En concordancia con los resultados anteriores, los
trasplantes de las células sin los FT LFO presentaron morfologia anormal en el darea
trasplantada en animales de ambos grupos tanto a 7 (n=9) como a 15 dpt (n=9) (Figura 12
A-H). A diferencia de las otras lineas de CTPih, en el 50% de los animales trasplantados con
la linea 1754-LFO sobrevivieron las células tanto en animales lesionados (n=12) como en
intactos (n=10) a 7 (n=11) y 15 dpt (n= 11) (Figura 9 J-O). Para discernir entre el trasplante
realizado y el tejido enddégeno usamos el anticuerpo STEM121, con especificidad para una
proteina de citoplasma humano.

Encontramos que a 7 dpt en ratas intactas (n=3) o lesionadas (n=3) la senal de nestina
colocaliza con las células STEM121+ (Figura 13 D, H), lo que sugiere el inicio de la
diferenciacion neural. A su vez, la expresién de DCX era especialmente prominente en las
ratas lesionadas (Figura 13 O). A 15 dpt incrementd la expresién tanto de nestina como de
DCX en animales lesionados (n=3) e intactos (n=3) (Figura 14 B, F, J, N). Por otra parte, la
presencia de Tujl se observa con niveles similares de expresiéon en ambas condiciones del
modelo experimental, tanto a 7 (n=6) como a 15 dpt (n=6) (Figura 15 A-L). Debido a que
Tujl y STEM121 son anticuerpos producidos en ratén, no fue posible realizar una
inmunofluorescencia doble.
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3XSNCA-Cnt / Lesién / 15 dpt

Figura 12. Los trasplantes de la linea 3XSNCA-LFO sobrevivieron. Imagenes
representativas de los trasplantes de la linea 3XSNCA-Cnt (A-H) y 3XSNCA-LFO (I-O) de
ratas intactas y lesionadas con tincién de HyE. Imagenes con amplificacidn original de 10x
(A-D, I-L) y a 100x (E-H, M-0) donde se puede apreciar la extension del trasplante en el
tejido circundante a la SNpc. En las imagenes a 100x se observa la morfologia anormal de
las células de la linea 3XSNCA-Cnt (E-H, flecha amarilla) y normal de la linea 3XSNCA-LFO
(M-0O, flecha blanca) de las células trasplantadas. Barra de escala en 10x 200 um y en 100x
40 um.
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Nestina

3XSNCA-LFO / Intacta / 7 dpt 3XSNCA-LFO / Lesién /7dpt ~ 3XSNCA-LFO / Intacta / 7 dpt

3XSNCA-LFO / Lesién / 7 dpt

Figura 13. Nestina y DCX se expresan en la linea 1754-LFO a 7 dpt. Imagenes
representativas de los trasplantes de la linea 3XSNCA-LFO a 7 dpt en las condiciones
intacta (A-Dy I-L) y lesionada (E-H y M-0) con STEM121 (A, E, I, M), nestina (C, G) y DCX (K,

N). Doblecortina, DCX. Barra de escala 30 pm.
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Nestina DAPI Merge

3XSNCA-LFO / Lesién / 15 dpt 3XSNCA-LFO / Intacta / 15 dpt

3XSNCA-LFO / Lesién /15 dpt  3XSNCA-LFO / Intacta / 15 dpt

Figura 14. Nestina y DCX se expresan en la linea 1754-LFO a 15 dpt. Imagenes
representativas de los trasplantes de la linea 3XSNCA-LFO a 15 dpt en las condiciones
intacta (A-Dy I-L) y lesionada (E-H y M-O) con STEM121 (A, E, I, M), Nestina (C, G) y DCX (K,
N). Doblecortina, DCX. Barra de escala 30 pm.
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3XSNCA-LFO / Intacta / 30 dpt 3XSNCA-LFO / Lesion / 15 dpt 3XSNCA-LFO /Intacta/15dpt 3XSNCA-LFO / Lesién / 7 dpt 3XSNCA-LFO / Intacta / 7 dpt
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Figura 15. Tujl se expresa desde los 7 dpt en la linea 3XSNCA-LFO y se mantiene a lo
largo del proceso de diferenciacién. Imagenes representativas de la expresién de Tujl a 7
(A-F), 15 (G-L) y 30 (M-N) dpt. Barra de escala 30 um.

Los trasplantes de la linea 3XSNCA-LFO no se especifican al fenotipo DA

Para evaluar si los FT LFO en la linea 3XSNCA-LFO indujeron la especificacién DA en las
células trasplantadas a 7 y 15 dpt, analizamos la expresién de Lmxla, FoxA2 y Otx2 en
estas etapas en los grupos intactas (Figura 16) y lesionadas (Figura 17). Sorpresivamente,
no encontramos sefial de ninguno de los marcadores en los tejidos trasplantados en esta
etapa. Por lo tanto, las células de la linea 3XSNCA-LFO iniciaron un proceso de
diferenciacion neuronal mas no de especificacién DAm.
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MERGE

3XSNCA-LFO / Intacta / 15 dpt 3XSNCA-LFO /Intacta / 7 dpt

MERGE

3XSNCA-LFO / Intacta / 15 dpt 3XSNCA-LFO / Intacta / 7 dpt

3XSNCA-LFO / Intacta /15 dpt  3XSNCA-LFO / Intacta / 7 dpt

Figura 16. Los FT LFO no se expresan en los grupos intactos de la linea 3XSNCA-LFO.
Imagenes representativas de los trasplantes de la linea 3XSNCA-LFO en la condicidn intacta
a7 (A-D, I-L, P-S) y 15 (E-H, M-O, T-W) dpt. Se muestra STEM121 (A, E, I, M, P, T), Lmx1a (C,
G), FoxA2 (K, N) y Otx2 (R, V). Barra de escala 30 pm.
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3XSNCA-LFO / Lesién / 15 dpt  3XSNCA-LFO / Lesion / 7 dpt

3XSNCA-LFO / Lesién / 15dpt 3XSNCA-LFO / Lesién / 7 dpt

3XSNCA-LFO / Lesién / 15 dpt 3XSNCA-LFO / Lesién / 7 dpt

Figura 17. Los FT LFO no se expresan en los grupos lesionados de la linea 3XSNCA-LFO.
Imagenes representativas de los trasplantes de la linea 3XSNCA-LFO en la condicidn lesién
a7 (A-D, I-L, P-S) y 15 (E-H, M-O, T-W) dpt. Se muestra STEM121 (A, E, I, M, P, T), Lmx1a (C,
G), FoxA2 (K, N) y Otx2 (R, V). Barra de escala 30 pm.
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Los trasplantes de la linea 3XSNCA-LFO no expresan TH

Para explorar la diferenciacidn neuronal y DA a mayor plazo temporal en la linea 3XSNCA-
LFO, llevamos nuestro analisis a 30 dpt para las condiciones de ratas con lesion e intactas
(Lesién/n=9; Intacta/n=6). Encontramos que solamente un animal con la SNpc intacta tenia
el trasplante vivo y con alta expresidn de marcadores de diferenciacién neuronal como
Tujl (Figura 15 M-N) y DCX (Figura 18). Sin embargo, la sefial del marcador de
diferenciacion DA, TH, encontrada en el area del trasplante, no colocalizd con el de células
humanas STEM121 en esta etapa, por lo que la senal pertenece a las neuronas DAm
endégenas (animal intacto) (Figura 19). Por lo tanto, a 30 dpt la linea 3XSNCA-LFO en
etapa de CE solo logrd sobrevivir en un animal y presentd diferenciacién neuronal, mas no
DAm.
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Figura 18. La linea 3XSNCA-LFO expresa DCX a 30 dpt. Imagen representativa del
trasplante de la linea 3XSNCA-LFO a 30 dpt en la condicién intacta con STEM121 (A) y DCX
(B). Doblecortina, DCX. Barra de escala 30 um.
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TH DAPI MERGE

Figura 19. La linea 3XSNCA-LFO no presenta fenotipo DAm a 30 dpt. (A-D) Imagenes
representativas del trasplante de la linea 3XSNCA-LFO a 30 dpt en la condicién intacta con
STEM121 (A, E) y TH (B, F). (E-H) muestran una ampliacién del cuadro amarillo en (B). (I) Se
muestra una ampliacién en ortogonal del cuadro azul en (B), donde se aprecia que la sefial
de TH no colocaliza con la de STEM121. (J) Se muestra una reconstruccién tridimensional
del cuadro azul en (B), donde se aprecia que la sefial de STEM121 se encuentra en otro
plano. Tirosina hidroxilasa, TH. Barra de escala 30 um.
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Discusion

Expresion de los FT LFO en etapa de CE

Para determinar el potencial DAm de las lineas de CTPih in vivo, en este proyecto
comenzamos por evaluar la expresidon de los FT Lmx1a, FoxA2 y Otx2 en etapa de CE de 4
dias. La expresién de los 3 FT en las lineas LFO 1XSNCA-LFO y 3XSNCA-LFO confirmé que el
vector se estaba expresando adecuadamente en los CE al momento del trasplante. Sin
embargo, observamos que la sefial del FT Lmx1a se encuentra presente y disminuida en las
lineas control en comparacién con las lineas LFO, lo cual ya se reportd anteriormente en
esta etapa en CTEh medido por Western blot (Belinsky et al., 2013). Ademas, observamos
cualitativamente la diferencia de expresion entre los factores, siendo FoxA2 menor en la
linea 1761-LFO, lo que nos indicd una posible regulacion transcripcional o traduccional.

Para analizar las posibles causas de la diferencia entre la expresion de los FT LFO en etapa
de CE entre las lineas 1761-LFO y 1754-LFO se podria, en primer lugar, realizar un RT-PCR
cuantitativo para los genes Lmxla, Foxa2 y Otx2. Con este método podriamos determinar
si se transcribe el vector correctamente y, por lo tanto, los genes de los FT en cantidades
similares. En segundo lugar, para cuantificar la cantidad de proteina traducida podria
realizarse un Western blot. Con esto, determinariamos si la regulacion se encuentra a nivel
postranscripcional. En ambos casos, la medicién seria sobre toda la poblacién celular
evitando asi la diferencia de sefial que una inmunofluorescencia puede generar entre cada
uno de los CE de un mismo cultivo.

Por otro lado, la expresion de la A-SIN se ha observado en neuronas DAm maduras (Africa,
2016; Nakai et al., 2007). Sin embargo. no existen reportes de su presencia en células con
fenotipo troncal pluripotente. No obstante, al observar diferencias en la expresién de los
FT LFO entre las lineas LFO y no entre las lineas con 3XSNCA, consideramos que, al menos
en esta etapa, la A-SIN no parece tener un papel regulatorio. Al analizar la expresion de A-
SIN en etapa de CE por medio de inmunofluorescencia, usando dos anticuerpos diferentes,
encontramos discrepancias en la sefial obtenida entre las mismas lineas celulares.
Observando una expresion total de la A-SIN observada con el primer anticuerpo contra
nula expresidon usando el segundo anticuerpo. Por lo cual, evaluar la expresion de A-SIN
con otros métodos como RT-PCR cuantitativa o Western blot desde etapa de CE, seria un
paso mas hacia la comprensién de la funcién de esta proteina en etapas tempranas de
diferenciacion, asi como en la 3XSNCA.
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Diferenciacion neuronal de la linea 3XSNCA-LFO

A lo largo del presente trabajo también evaluamos el potencial DAm de CE derivados de
CTPih con los FT DAm LFO y con 3XSNCA en la SNpc en ratas adultas intactas o lesionadas.
Observamos que solamente la linea 3XSNCA-LFO logré sobrevivir y diferenciar a un linaje
neuronal, mds no DA, en la SNpc desde 7 hasta 30 dpt en ratas intactas y a 15 dpt en ratas
lesionadas.

Los trasplantes de las lineas 3XSNCA-Cnt y 3XSNCA-LFO, ambas obtenidas de un paciente
con la EP derivado de la presencia de la triplicacién del gen SNCA, presentaron resultados
similares a los observados en nuestro proyecto con CTEh (Ramos-Acevedo, 2018). La linea
3XSNCA-Cnt no presentd sobrevivencia alguna, mientras que la linea con el vector LFO si
sobrevivid. Sin embargo, a diferencia de los resultados obtenidos con las lineas de CTEh,
las células trasplantadas no presentaron los marcadores DAm. Por lo tanto, debido a que el
vector insertado en ambas lineas es el mismo (Zhu, et al., 2014) hubo una o varias
diferencias criticas entre ambas lineas celulares que afecté el potencial DAm que el vector
LFO ejercié sobre los CE de la linea CTEh.

Las variables para tomar en cuenta para interpretar los resultados son, en primer lugar, la
diferencia inherente entre CTEh y CTPih. Estas ultimas son mas susceptibles a diversos
tipos de estrés. Por la longitud de sus teldmeros se ha determinado que son células
envejecidas, con un metabolismo diferente y una regulacion epigenética Unica, pues, entre
otras cosas, suelen silenciar transgenes (Choi et al., 2015;Kim et al., 2012; Mallon et al.,
2014). Por lo cual, estas células, aunque similares, no son idénticas entre si (Bilic y
Belmonte, 2012; Marei et al., 2017; Zhao et al., 2017).

En segundo lugar, se encuentra la presencia de la 3XSNCA. Hasta el momento de la
escritura de este proyecto no se ha reportado interaccion alguna entre la proteina A-SIN y
los FT LFO. No obstante, la actividad de la A-SIN en el nlcleo esta asociada asociada a
complejos remodeladores de la cromatina, como “escritores” y “borradores” epigenéticos.
Uno de estos complejos asociados a represion transcripcional es H3K9 mono/dimetil
transferasa (Zhao et al., 2016). En efecto, la sobreexpresion de A-SIN aumenta la actividad
de esta enzima, promoviendo el silenciamiento génico (Sugeno et al., 2016). A la par, este
complejo es propenso a silenciar transgenes activos (Alhaji et al., 2019; Wang y Goff,
2017). Por lo cual, en nuestro modelo de 3XSNCA, la A-SIN podria estar silenciando la
expresion del vector LFO mediante la H3K9 metiltransferasa, evitando la diferenciacién
DAm de las células trasplantadas. Para evaluar este proceso in vitro seria factible medir la
expresion de la enzima H3K9 metiltransferasa, asi como el nivel de metilacién que podria
presentar en el cuerpo del vector o en el promotor mismo del vector LFO de la linea
1XSNCA-LFO con respecto de la linea 3XSNCA-LFO.
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A pesar de la ausencia de los FT, el nicho mesencefédlico de la SNpc resulté permisivo para
la sobrevivencia de los trasplantes hasta los 15 dpt y en al menos un animal intacto hasta
30 dpt. Este resultado también resulta similar a lo previamente observado con respecto a
la sobrevivencia de CE derivados de CTEh, donde la sobrevivencia de los trasplantes a 30
dpt en ratas intactas fue de dos animales (n=2) y en ratas lesionadas de uno (n=12). Esto
nos indica que esta ventana temporal puede no favorecer el trasplante en etapa de CE en
nuestro modelo experimental bajo nuestras condiciones. A la par, previamente también
observamos que las CTEr sobreviven en la SNpc sin la sobreexpresién de los FT LFO donde
la diferenciacion DAm tampoco se observd. (Maya-Espinosa et al., 2015), indicando que
existen otros mecanismos y sefializacion en la SNpc que permiten a los CE sobrevivir sin
necesidad de los FT LFO, al menos en los primeros dpt.

Por otro lado, en las lineas CTPih 1XSNCA-Cnt y 1XSNCA-LFO, ambas derivadas de la
hermana del paciente con la EP, observamos en la periferia de secciones grandes sin tejido
nucleos celulares amorfos y compactos, asi como su morfologia celular carente de
definicion. En concordancia con nuestro proyecto de induccion DAm usando CTEh (Ramos-
Acevedo, 2018), las células sin los FT LFO (1XSNCA-Cnt y 3XSNCA-Cnt) presentaron
sobrevivencia nula al ser trasplantadas en etapa de CE en la SNpc intacta y lesionada tanto
a 7 como a 15 dpt. Los resultados obtenidos con la linea de CTEh sobreexpresando los
factores LFO y la linea 3XSNCA-LFO confirman que estos factores son necesarios para la
sobrevivencia de CE en la SNpc, y su diferenciaciéon hacia el fenotipo DA en la linea de
CTEh. Sin embargo, fue notable que la linea 1XSNCA-LFO tampoco sobrevivid a 7 dpt en la
SNpc intacta o lesionada con 6-OHDA de ratas adultas (n = 30). Un segundo trasplante
analizado a 7 (n= 15) y 15 (n=15) dpt confirmé el resultado de ausencia de sobrevivencia.

Sobrevivencia de la linea 1IXSNCA-LFO

La sobrevivencia de la linea 3XSNCA-LFO (que no se observé con la linea 1XSNCA-LFO), se
puede deber a la diferencia de expresion observada y cuantificada de FoxA2 entre ambas
lineas en etapa de CE. Nuestros resultados apuntan a que FoxA2 podria ser un FT
necesario para que los CE derivados de CTPih sobrevivieran durante los primeros dias del
trasplante. FoxA2 es un factor que activa tanto la expresién de Lmxla como la de Nurrly
Pitx3, y mantiene la de marcadores clave del fenotipo DAm como TH y Girk2 (Matise et al.,
1998; Andersson et al., 2006; Ferri et al., 2007; Omodei et al., 2008). Dada su relevancia en
el desarrollo DAm (Matise et al., 1998; Wurst y Bally-Cuif, 2001), es posible que niveles
insuficientes de este FT pueden disminuir las posibilidades de sobrevivencia de las CTPih
en etapa de CE en la SNpc. Esto debido a la correlacidon que observamos entre la expresion
elevada de FoxA2 en los CE de la linea 3XSNCA-LFO y su subsecuente sobrevivencia en los
trasplantes. En contraste con una menor expresidon observada de este factor en la linea
1XSNCA-LFO y su nula sobrevivencia.
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Una de las interrogantes que queda por esclarecer, es la causa de la diferencia entre la
expresion observada de los FT LFO en etapa de CE. En efecto, el CE es un conglomerado
celular heterogéneo (Tomov et al., 2015). Consideramos que la expresién de los FT LFO
disminuy6 casi en su totalidad (posiblemente a niveles solo detectables por medio de PCR
o hibridacién in situ). No obstante, la A-SIN pudo tener un efecto sobre la diferenciaciéon
DAm, al disminuir la expresién de genes como Nurrl, Girk2, Dlk1, Gabbr2 y TH, siendo
Nurrl uno de los genes mas criticos para lograr la diferenciaciéon DAm (Decressac et al.,
2012; Martinat et al., 2006; Oliveira et al., 2015; Saucedo-Cardenas et al., 1998). Se ha
determinado que las lineas de CTPih con la 3XSNCA al ser diferenciadas a neuronas DA
tienen una menor proporcién de neuritas, su comunicacidn celular se ve comprometida y
tienen nua menor proporcién de marcadores DA comparadas con las lineas 1XSNCA. Mas
aun, al realizar el knock-out del gen SNCA en las lineas 3XSNCA se logra rescatar el
fenotipo DA (Oliveira et al., 2015). Indicando que, en efecto, la sobreexpresion de A-SIN
afecta negativamente la fisiologia y la diferenciacion de neuronas DA.

Actualmente, no se ha reportado interaccién directa alguna entre los FT LFO y la A-SIN que
esté asociada con proteccion celular o neuronal. Sin embargo, nuestros resultados
sugieren que puede haber una interacciéon indirecta asociada a este efecto. En ese sentido,
se ha visto que la A-SIN es protectora de células neuronales derivadas de un tumor
hipotalamico murino bajo condiciones de estrés oxidativo, especificamente a perdxido de
hidrégeno (Hashimoto et al., 2002). En efecto, se observé que la sobreexpresion de A-SIN
aumenta la viabilidad celular en presencia de esta especie reactiva a través de la
inactivacién de la via c-Jun N-terminal cinasa. Via por la cual la A-SIN podria ejercer un
efecto a considerar dentro de nuestro modelo. En efecto, al no haber sobrevivido la linea
3XSNCA-Cnt, el papel protector pudo haber sido solo observable en conjunto con la
expresion de los factores LFO.

Finalmente, usar los trasplantes autdlogos como terapia celular para evitar rechazo
inmunolégico pueden resultar perjudicial para el organismo debido a que las células
trasplantadas tienen la misma condicion genética del paciente. Sin embargo, el
advenimiento de tecnologias de edicion genética cada vez mas eficientes y precisas
permiten corregir las mutaciones, duplicaciones o triplicaciones que originan el efecto
patoldgico. Por lo tanto, la linea 3XSNCA-LFO podria ser corregida para inhibir la expresidn
de dos alelos sobrantes. De esta forma, seria posible evaluar si los factores LFO logran
inducir el fenotipo DAm en esta linea celular.
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Conclusion

Los resultados obtenidos en este proyecto indican que la sobreexpresidon de Lmx1a, FoxA2
y Otx2 en etapa de CE permitieron la sobrevivencia de la linea 3XSNCA. Sin embargo, no
lograron inducir su diferenciacién DA, posiblemente debido a un efecto de regulacién a la
baja por parte de misma sobreexpresion de la A-SIN. En contraste, la linea 1XSNCA no
logrd sobrevivir a pesar de la sobreexpresion de los FT, posiblemente debido a una menor
expresion de FoxA2. Por lo tanto, son necesarios mas estudios para entender los
mecanismos que dirigen y/o regulan la diferenciacién DAm de CTPih y de la 3XSCNA en el
microambiente mesencefalico. Este modelo genético de la EP representa una gran
oportunidad de estudio de esta sinucleopatia in vitro e in vivo.
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