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2. Resumen 
 
La triplicación del gen SNCA (3X SNCA) que codifica para la α-sinucleína genera una enfermedad 

de Parkinson (EP) de inicio temprano, con manifestaciones clínicas exacerbadas en comparación 
a la EP de origen idiopática, pero con el mismo hallazgo histológico característico, la muerte de 
las neuronas dopaminérgicas de la Sustancia Nigra pars compacta (SNpc), lo que sugiere el papel 

de esta proteína en el desarrollo de la enfermedad. A pesar de los avances en el estudio de la α-

sinucleína en el proceso patológico de la EP, sus implicaciones en el proceso de diferenciación 
dopaminérgica no son claras. En este sentido, las células troncales pluripotentes inducidas de 
humano (hiPSC) son una herramienta esencial al permitir el modelado de la EP en el fenotipo celular 
principalmente afectado, el dopaminérgico. Por otra parte, demostramos que la SNpc intacta es 
un nicho permisivo para la diferenciación neuronal de células troncales embrionarias de ratón. De 
manera interesante, cuando la SNpc es lesionada con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) se favorece 
la diferenciación dopaminérgica. 

Con el objetivo de determinar si la sobreexpresión de α-sinucleína tiene implicaciones sobre el 

potencial dopaminérgico, empleamos una línea de hiPSC proveniente de un paciente con EP por la 
3X SNCA (4 alelos), una línea de hiPSC proveniente de la hermana sana del paciente sin dicha 
triplicación (Control, 2 alelos) y una hiPSC knockout para los 4 alelos, isogénica de la línea celular 
3X SNCA (SNCA 4KO).  
Al estudiarlas in vitro observamos que las tres líneas celulares son capaces de desarrollar un 
fenotipo dopaminérgico mesencefálico, caracterizado por la expresión de Lmx1a (Control 
67.56%, 3X SNCA 68.47% y SNCA KO 74.10%) y tirosina hidroxilasa (TH) (Control 24.76%, 3X 
SNCA 48.14% y SNCA KO 62.18%), por lo que la 3X SNCA no parece afectar la diferenciación 
hacia el linaje dopaminérgico en cultivo.  
Para su estudio in vivo, las líneas celulares fueron trasplantadas en dos etapas de diferenciación 
dopaminérgica, en etapa de placa de piso (PP) (FoxA2+/Otx2+/Lmx1a-/TH-) y en fase temprana 
de diferenciación dopaminérgica (LMX1+/ baja expresión de TH) sobre la SNpc de ratas 
lesionadas con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y controles con solución salina (SS).  
En etapa de PP, tanto a 15 días post-trasplante (15 dpt) como a 2 meses post-trasplante (2 mpt) 
la línea de 3X SNCA sobrevive con un porcentaje similar a las otras dos líneas celulares. Así mismo, 

a 15 dpt las tres líneas celulares permanecieron con un fenotipo neuronal inmaduro (β-III tubulina+ 

/doblecortina+), mientras que a 2 mpt las líneas celulares 3X SNCA y SNCA KO tenían un menor 
nivel del marcador doblecortina en la SNpc control con SS (50%), indicando que se encuentran en 
un proceso de maduración neuronal. A pesar de esto, no se logró el desarrollo dopaminérgico 
eficiente, ya que los trasplantes permanecieron con una baja expresión de TH. 
Cuando los trasplantes se realizaron en fase temprana de maduración dopaminérgica, la 
sobrevivencia de las 3 líneas celulares a 15 dpt en la mayoría de los casos fue menor en 
comparación al trasplante en etapa de PP, mientras que a 2 mpt ninguno de los encéfalos 
trasplantados con la línea celular 3X SNCA presentaba sobrevivencia. Asimismo, a 15 dpt y 2 mpt, 
un bajo número de células que sobrevivieron tenían expresión de TH y por lo tanto no lograron 
desarrollar eficientemente un fenotipo dopaminérgico terminal in vivo. A la par, no se observó una 
mejoría en el comportamiento motor. 
En conclusión, la SNpc es una estructura permisiva para la sobrevivencia neuronal cuando las células 
son trasplantadas en etapa de PP. Sin embargo, no se observó que permita o facilite la 
diferenciación dopaminérgica terminal, independientemente de la etapa inicial del trasplante. De 
manera interesante y en contraste a lo que observamos in vitro, la 3X SNCA tiene un efecto 
negativo en la sobrevivencia celular in vivo, la cual fue incluso nula en los trasplantes de células de 
etapas más avanzadas en la diferenciación dopaminérgica. 
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2.1 Abstract 
 

The triplication of the SNCA gene (3X SNCA) that codes for α-synuclein generates an early-onset 

Parkinson's disease (PD), with exacerbated clinical manifestations compared to idiopathic PD, but 
with the same characteristic histological finding, the death of dopaminergic neurons of Substance 
Nigra pars compacta (SNpc), suggesting the role of this protein in the development of PD. Despite 

advances in the study of α-synuclein in the pathological process of PD, its implications in 

dopaminergic differentiation are not clear. In this sense, human induced pluripotent stem cells 
(hiPSC) are an essential tool by allowing the modeling of PD in the mainly affected cell phenotype, 
the dopaminergic. Furthermore, we demonstrate that intact SNpc is a permissive niche for neuronal 
differentiation of mouse embryonic stem cells. Interestingly, when the SNpc is injured with 6-
hydroxydopamine (6-OHDA), dopaminergic differentiation is favored. 

In order to determine if α-synuclein overexpression has implications on dopaminergic potential, we 

used a hiPSC line from a patient with PD by the 3X SNCA (4 alleles), a hiPSC line from the patient's 
healthy sister without such triplication (Control, 2 alleles) and a hiPSC isogenic knockout from the 3X 
SNCA cell line (SNCA 4KO). 
When studying them in vitro, we observed that the three cell lines are capable of developing a 
mesencephalic dopaminergic phenotype, characterized by the expression of Lmx1a (Control 
67.56%, 3X SNCA 68.47% and SNCA KO 74.10%) and tyrosine hydroxylase (TH) (Control 
24.76% , 3X SNCA 48.14% and SNCA KO 62.18%), so 3X SNCA does not seem to affect 
differentiation towards dopaminergic lineage in cell culture. 
For their in vivo study, the cell lines were transplanted in two stages of dopaminergic differentiation, 
in floor plate stage (FP) (FoxA2+/ Otx2+ / Lmx1a- / TH-) and in early stage of dopaminergic 
differentiation (LMX1+/ low expression TH) into the SNpc of rats injured with 6-hydroxydopamine 
(6-OHDA) and controls with saline solution (SS). 
In FP stage, both 15 days post-transplantation (15 dpt) and 2 months post-transplantation (2 mpt), 
the 3X SNCA line survives with a similar percentage than the other two cell lines. Likewise, at 15 

dpt the three cell lines remained with an immature neuronal phenotype (β-III tubulin+/ 

doublecortin+), while at 2 mpt the 3X SNCA and SNCA KO cell lines had a lower level of the 
doublecortin marker in the control SNpc with SS (50%), indicating that they are in a neuronal 
maturation process. Despite this, efficient dopaminergic development was not achieved, since the 
transplants remained with a low TH expression. 
When transplants were performed in the early phase of dopaminergic maturation, the survival of 
the 3 cell lines at 15 dpt in most cases was lower compared to the transplants in FP stage, while at 
2 mpt none of the brains transplanted with the 3X SNCA cell line showed survival. Likewise, at 15 
dpt and 2 mpt, a low number of cells that survived had TH expression and therefore failed to 
efficiently develop a terminal dopaminergic phenotype in vivo. At the same time, no improvement 
in motor behavior was observed. 
In conclusion, SNpc is a permissive structure for neuronal survival when cells are transplanted in the 
FP stage. However, it was not observed to allow or facilitate terminal dopaminergic differentiation 
at 2 mpt, regardless of the initial stage of transplantation. Interestingly, in contrast to what we 
observed in vitro, 3X SNCA has a negative effect on in vivo cell survival, which was even null in 
transplants with more advanced stages in dopaminergic differentiation.  
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3. Introducción 
 

3.1 Enfermedad de Parkinson 

Fue en 1817 cuando James Parkinson a través de 6 casos descritos en “Un ensayo sobre la parálisis 
agitante” [1] sentó las bases nosológicas de la enfermedad que 50 años después Jean Martin 
Charcot denominaría enfermedad de Parkinson (EP). Clásicamente se ha caracterizado a la EP por 
bradicinesia, temblor, rigidez e inestabilidad postural, signos que son cardinales pero puramente 
motores, aun cuando en la actualidad se reconoce que la EP conlleva una combinación tanto de 
signos y síntomas motores y no motores [2]. 

 

3.2 Epidemiología 

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa más común, sólo detrás de la enfermedad de 

Alzheimer [3]. A pesar de las diferencias en el diagnóstico y criterios de inclusión de los estudios 

epidemiológicos, un metaanálisis encontró una prevalencia global (número de casos en un momento 

determinado) de 0.3% en personas mayores de 40 años, la cual va incrementándose con la edad 

[4]. Se espera que para el año 2030 haya una población mundial de 8.7 a 9.3 millones de 

pacientes, el doble de los que existían en el año 2005 [5]. En México no se cuenta con estudios 

actuales de la prevalencia de la EP, no obstante, un estudio de 2002 realizado en la ciudad de 

Tepatitlán, Jalisco, encontró una prevalencia de 270 por cada 100,000 habitantes [6], cercana a 

la estadística mundial. Si bien, la mayoría de los casos tienen un origen idiopático, hasta 10% de 

los casos de la EP son de causa genética [7].  

 

3.3 Histopatología 

Las principales características histopatológicas de la EP son la muerte de las neuronas 

dopaminérgicas de la Sustancia Nigra pars compacta (SNpc) y la acumulación intracelular de α-

sinucleína [7]. En la fase sintomática motora de la enfermedad, la pérdida de las neuronas se 

restringe a la SNpc, en especial en su porción ventrolateral [8] que conduce a una disminución 

significativa de dopamina en el núcleo estriado al cual proyectan sus axones [9], particularmente 

en el putamen [10]. La muerte neuronal se va generalizando conforme la enfermedad sigue su 

historia natural, llegando a afectar neuronas noradrenérgicas del locus ceruleus [11], neuronas 

acetilcolinérgicas del núcleo basal de Meynert [12], neuronas glutaminérgicas del núcleo 

pedunculopontino [13], neuronas serotoninérgicas del núcleo del rafe [14], neuronas motoras del 

núcleo motor dorsal del vago, y neuronas subcorticales de la amígdala y el hipotálamo [15].  

 

Esta degeneración dopaminérgica nigroestriatal se ha vinculado como el sustrato de las 

manifestaciones extrapiramidales de la EP (Figura 1) [16, 17]. Un estudio basado en una técnica 

estereológica realizado en 7 pacientes con EP, encontró que el número de neuronas 

dopaminérgicas en la SNpc estaba disminuido en un 66% en comparación a los controles, quienes 

tenían en promedio 550,000 neuronas dopaminérgicas [18]. Por otra parte, cuando los signos 

clínicos aparecen, ya hay una pérdida de por lo menos 50% de las neuronas de la SNpc y de 

80% de dopamina estriatal [19].  
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Figura 1. Representación de la vía nigroestriatal. Se muestra la Sustancia Nigra pars compacta, estructura 

donde residen las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas, cuyas proyecciones tienen como destino el 

núcleo caudado y putamen, pertenecientes a los núcleos basales. Tomada de [20]. 

 

 

3.4 α-sinucleína 

La α-sinucleína es una proteína de 140 aminoácidos, codificada por el gen SNCA, localizado en 

el cromosoma 4 (4q22.1), tiene un peso molecular de ~15 kDa [21] y consta de tres dominios. La 

región C-terminal es rica en residuos ácidos (glutamato y aspartato) y en prolina, además forma 

un dominio de unión a calcio, que incrementa su capacidad de unión a lípidos [22-24], la región 

central es conocida como componente no amiloide (NAC) y es la que permite la oligomerización 

de α-sinucleína debido a su composición hidrofóbica [25]. Por otro lado, la región N-terminal 

contiene cuatro regiones de 11 repeticiones imperfectas con la secuencia consenso KTKGEV, que 

permiten la formación de una hélice-α, con la cual se puede unir a lípidos, en particular a aquellos 

con carga negativa (Figura 2) [26, 27]. 
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Figura 2. Estructura de la α-sinucleína. Se muestran mediante un diagrama de cinta a las tres regiones de 

la α-sinucleína, la región C-terminal es rica en residuos ácidos y en prolina, además, forma un dominio de 

unión a calcio; la región central es conocida como componente no amiloide (NAC) y permite la 

oligomerización de esta proteína debido a su composición hidrofóbica. Por último, la región N-terminal 

contiene cuatro regiones de 11 repeticiones imperfectas con la secuencia consenso KTKGEV, en las cuales 

se forma una hélice-α que se puede unir a lípidos. Así mismo, se esquematizan las mutaciones puntuales 

asociadas a la enfermedad de Parkinson. Tomada de [24]. 

 

 

La α-sinucleína se encuentra fisiológicamente de manera ubicua en tejidos y órganos como sangre, 

médula ósea, riñón, páncreas, músculo esquelético, pulmones, corazón, placenta y cerebro [28], 

pero es en éste último donde se encuentra su mayor concentración, principalmente en estructuras 

como la SNpc, amígdala, neocorteza, hipocampo, bulbo olfatorio, núcleo estriado, tálamo y 

cerebelo [28, 29]. Sus principales funciones son el incremento en la velocidad de formación de 

microtúbulos, regulación de la fusión de vesículas presinápticas con la membrana celular, interacción 

con proteínas sinápticas relacionadas con la exocitosis vesicular, estabilización de complejos de la 

cadena transportadora de electrones [30-32].  

 

Sus estructuras principalmente son en forma de monómeros y tetrámeros, que son solubles, pero 

que en condiciones patológicas como la EP, forman oligómeros que se pueden unir en 

protofilamentos y en última instancia fibrillas, estructuras características de los cuerpos de Lewy 

(CL) [31]. Los CL son inclusiones intracitoplasmáticas eosinofílicas constituidas en su mayor parte por 

agregados fibrilares de α-sinucleína [33] y, en menor proporción de sinfilina-1, componentes del 

sistema ubiquitina-proteasoma y más de 70 moléculas [34]. En la EP los CL se observan inicialmente 

en las neuronas monoaminérgicas y colinérgicas del tallo cerebral y del sistema olfatorio, pero en 

estadios más avanzados se pueden hallar en regiones neocorticales y límbicas [7]. 

 

Las mutaciones puntuales y multiplicaciones del locus del gen SNCA, causan formas heredables de 

la EP, indicando que la α-sinucleína es un elemento clave para el desarrollo de la EP [30, 31]. Es 
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de relevancia clínica la triplicación del gen SNCA (3X SNCA) debido a su patrón de herencia 

autosómico dominante. Dicha triplicación génica es de aproximadamente 1.7 Mb, e incluye al gen 

SNCA (3X SNCA) y genes adyacentes. Se produjo a través de dos duplicaciones no simultáneas, 

dando como resultado que los portadores tengan cuatro alelos del gen SNCA, tres provenientes 

del alelo mutado y uno correspondiente al alelo no mutado (Figura 3) [35-37]. Los pacientes con 

esta mutación presentan hasta el doble de mRNA y proteína correspondiente a α-sinucleína [38-

40]. Clínicamente corresponde a una EP rápidamente progresiva, de inicio temprano, con signos y 

síntomas exacerbados con un deterioro cognitivo precoz [35, 38, 39, 41]. El poder atribuir un 

fenotipo determinado a una mutación caracterizada es de gran importancia, porque permite el 

modelamiento in vitro de padecimientos cuya obtención de tejido in vivo es complicada y con 

heterogeneidad de sus condiciones. 

 

 
 

Figura 3. Representación de los 4 alelos producto de la triplicación del gel SNCA. Esquema de los 4 alelos 

del gen SNCA que tiene la línea celular 3X SNCA (se numera cada uno); en el alelo materno ocurrió una 

triplicación a través de 2 duplicaciones no simultaneas de dicho gen, dentro del recuadro con borde negro 

se muestra la dosis génica normal. Tomada de [41]. 

 

 

3.5 Fisiopatología de la α-sinucleína 

Aun cuando la α-sinucleína interacciona y tiene funciones no patológicas con la mayoría de los 

organelos [32], su citotoxicidad se suele atribuir a sus efectos sobre la mitocondria. Por ejemplo, 

la sobreexpresión de α-sinucleína y la presencia de su forma oligomérica conllevan a un 

agotamiento en la actividad del complejo I de la cadena transportadora de electrones (CTE), que 

conduce a alteraciones del flujo de electrones [42], incremento en la producción de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) [43], despolarización de la membrana mitocondrial [44] y disminución 

de la síntesis de ATP [40].  

 

Además, las ROS producen mayor agregación de α-sinucleína y aunque los mecanismos 

moleculares no se comprenden completamente, se postula que los oligómeros de α-sinucleína ante 

condiciones oxidativas, forman enlaces cruzados covalentes entre los residuos de tirosina, dando 

lugar a filamentos más grandes de α-sinucleína. Dichas conformaciones de α-sinucleína pueden 
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aumentar la producción de ROS al interactuar con la CTE, lo que resulta en un ciclo donde la 

agregación de α-sinucleína y la generación de ROS se exacerban mutuamente [45, 46].  

 

De igual manera, las ROS pueden oxidar elementos del poro de transición de permeabilidad 

mitocondrial, con lo cual se puede estimular su apertura, culminando en muerte celular [42]. En 

relación a ello, existe evidencia acerca de la presencia de estrés oxidativo producto de la 

disfunción mitocondrial en el tejido de pacientes con EP [47], quedando por dilucidar si es un 

fenómeno que ocurre al inicio de la enfermedad o en estadios más avanzados [47]. Un esquema 

integral de los eventos fisiopatológicos en la mitocondria asociados a la EP se puede ver en la 

Figura 4. 

 

 

 
Figura 4. Interacción de la α-sinucleína con la mitocondria. (1) Los monómeros de la α-sinucleína entran 

a la mitocondria a través de la translocasa de la membrana externa (TOM) y del canal aniónico 

dependiente de voltaje (VDAC), sin embargo, los oligómeros y la α-sinucleína fosforilada en el residuo de 

serina 129 en TOM y la acumulación de α-sinucleína en VDAC inhiben el importe de proteínas, afectando 

los procesos dependientes de proteínas citosólicas. (2) Una vez dentro, la α-sinucleína puede interactuar con 

el complejo I de la cadena transportadora de electrones y la ATP sintasa (3), disminuyendo los niveles de 
ATP, dando lugar una mayor producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) dentro de la mitocondria, 
las ROS pueden dañar el DNA mitocondrial, disminuyendo la expresión de las proteínas codificadas en éste 

(4). (5) Los monómeros de α-sinucleína también pueden bloquear el tallo de fusión mitocondrial, conduciendo 

a la fragmentación del organelo. (6) Adicionalmente, la α-sinucleína puede inducir la apertura del poro de 

transición de permeabilidad mitocondrial (PTP) permitiendo la difusión de citocromo C (cyt C) y calcio (Ca2+), 
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además de la despolarización de la membrana, conduciendo a la apoptosis. (7) Ciertos eventos de estrés, 
como las ROS, pueden estimular la traslocación de cardiolipina de la membrana interna a la membrana 

externa, donde puede actuar para amortiguar las formas agregativas de la α-sinucleína. Tomado de [32]. 

 

 

3.6 Tratamiento 

Los tratamientos disponibles para la EP tienen como objetivo mejorar la capacidad funcional del 

paciente durante el mayor tiempo posible, a pesar de esto, no modifican la evolución del proceso 

neurodegenerativo [48]. La terapéutica farmacológica actual se basa en controlar la 

sintomatología con medicamentos que aumentan las concentraciones intracerebrales de dopamina, 

como la levodopa, o en estimular directamente sus receptores, como el pramipexol [7, 8]. Sin 

embargo, más del 80% de los pacientes en tratamiento con levodopa por más de 10 años 

experimentan complicaciones motoras asociada a su uso, que incluyen oscilaciones en la respuesta 

motora y discinesias que pueden llegar a ser más incapacitantes que la propia enfermedad [7, 8, 

49, 50].  

 

3.7 Pronóstico 

Una revisión sistemática de 9 estudios de cohorte con un seguimiento medio de 9 años, concluyó 

que existe un mayor riesgo de mortalidad con respecto a los controles, (52%, con un 95% de 

intervalo de confianza (IC), par de números entre los cuales se estima que estará 

un valor desconocido a un nivel de confianza dado, 1.25-1.78) [51]. Por otra parte, un estudio 

prospectivo de cohorte encontró una mortalidad por cualquier causa de 55% y una supervivencia 

libre de demencia o inestabilidad postural de 23% a 10 años del diagnóstico [52]. Es de destacar 

que la supervivencia media después del diagnóstico es de 9.1 años (95% CI, 7.4-10.9 años) [53].  

 

Dado que el uso de fármacos actuales y el pronóstico a largo plazo son desalentadores, se han 

buscado otros abordajes terapéuticos como el trasplante de células troncales para mitigar las 

manifestaciones clínicas de la EP [8]. El fundamento de esta perspectiva es el remplazo del tejido 

degenerado durante la historia natural de la enfermedad, a través de un trasplante que logre 

integrarse al tejido endógeno y liberar dopamina en sitios diana, para que de esta forma se 

pueda aminorar la causa subyacente de las manifestaciones motoras. Este trasplante celular debe 

de tener las características fenotípicas de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, lo que se 

puede lograr mediante el uso de diversos protocolos de diferenciación celular. 

 

3.8 Células troncales 

Las células troncales son aquellas células que tienen la capacidad de autorrenovarse y de generar 

progenie diferenciada hacia determinado fenotipo [54]. La autorrenovación es la capacidad para 

proliferar sin la pérdida del potencial de diferenciación y sin experimentar senescencia. Estas 

células pueden dividirse simétricamente y asimétricamente [55].  
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• Simétricamente: ambas células hijas son células troncales o dan lugar a células no troncales 

(diferenciadas). 

• Asimétricamente: dan lugar a una célula troncal y una célula no troncal. 

 

Dependiendo de su potencial de diferenciación las células troncales pueden clasificarse en [56]: 

 

• Totipotentes: Aquellas células capaces de dar origen a todos los tipos celulares de un 

organismo y células extraembrionarias, ej. Placenta. 

• Pluripotentes: Células que pueden dar origen a cualquier célula de las 3 capas germinales 

(ectodermo, endodermo y mesodermo). 

• Multipotentes: Células que sólo pueden dar origen a células de una capa germinal. 

• Unipotentes: Células que únicamente pueden dar origen a un tipo celular. 

Debido a que pueden diferenciarse a cualquier fenotipo celular de las tres capas embrionarias, 

las células troncales pluripotentes tienen un papel central en la medicina regenerativa, ya que 

permiten estudiar una gran variedad de procesos del desarrollo y regeneración. Asimismo, son una 

fuente para el modelado de enfermedades, cribado de fármacos y terapia de reemplazo celular 

[57, 58]. 

 

3.9 Células troncales pluripotentes: Embrionarias e inducidas 

Existen dos tipos principales de células troncales pluripotentes, las células troncales embrionarias 

(ESC) y las células troncales pluripotentes inducidas (iPSC) [59]. 

 

Las ESC son aquellas que derivan de la masa celular interna del blastocisto preimplantado, lo que 

sucede entre los días 5-7 después de la fertilización. A lo largo del desarrollo embrionario darán 

lugar a todas las estructuras definitivas del feto [60]. Fueron aisladas por primera vez en ratón en 

1981 [60] y en humano (hESC) en 1998 [61]. Posteriormente, se determinó que para mantener su 

estado de pluripotencia, las ESC expresan varias proteínas clave, como octamer-binding protein 4 

(Oct4), SRY (sex determining region Y)-box 2 (Sox2) y Nanog. Además, existen en un estado de 

inactivación pre-X, con ambos cromosomas X activos en células femeninas [62].  

 

La relevancia de las hESC en terapias de remplazo celular radica en que son capaces bajo 

determinados protocolos de cultivo, de dirigirse a diferentes fenotipos celulares, entre ellos el 

dopaminérgico [63-67] por lo que son una herramienta valiosa en el estudio de la EP.  

 

Sin embargo, a pesar de su utilidad, su aplicación clínica se encuentra limitada por restricciones 

administrativas y legales en relación a su obtención a partir de embriones humanos [68]. Otra 

desventaja de su uso en humanos es que representan un recurso alogénico, y por lo tanto, pueden 

provocar una respuesta inmunológica desfavorable [69]. Estas limitaciones llevaron a la creación 
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de una nueva fuente celular que comparte características similares de pluripotencia a las ESC: las 

iPSC. 

 

Por primera vez en el año 2006 se publicaron resultados exitosos de la generación de iPSC 

provenientes de ratón [70] y en 2007 de humano (hiPSC) [58], a partir de células somáticas, 

mediante la coexpresión de 4 factores de transcripción relacionados con pluripotencia. Para las 

dos especies, los factores mínimos necesarios de pluripotencia fueron: octamer-binding protein 3/4 

(OCT3/4), SOX2, Krüppel-like factor 4 (KLF4) y MYC (denominados colectivamente como OSKM). 

Paralelamente, el equipo del Dr. Thomson en la universidad de Wisconsin tuvo resultados similares 

usando los factores OCT4, SOX2, NANOG y LIN28 [71].  

 

Para poder dirigir estas células troncales pluripotentes (hESC y hiPSC) hacia un fenotipo celular 

determinado, en nuestro caso hacia neuronas dopaminérgicas mesencefálicas, que residen en la 

SNpc [64], es importante conocer las señales moleculares y celulares que ocurren durante el 

desarrollo embrionario, con la finalidad de poder reproducir tales eventos para el modelamiento 

de la EP. 

 

3.10 Diferenciación dopaminérgica mesencefálica en el desarrollo embrionario 

En ratón las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas inician su desarrollo en el día embrionario 

(E) E7.5 y termina en E10.5 [72] [73], mientras que en el humano empiezan su formación en la 

semana 5 de gestación y alcanzan su pico, aproximadamente en la semana 10-11 [74, 75] (Figura 

5). 

 

Conforme se desarrolla el tubo neural, surgen 2 centros de señalización importantes para la 

formación de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, el primero es el organizador del istmo 

(OdI) (E7.5) [72], que limita al mesencéfalo con el rombencéfalo y el segundo la placa de piso (PP) 

que va a dar lugar a las estructuras con identidad ventral [76]. 

 

El OdI se va a formar en el sitio donde se encuentran y reprimen mutuamente los factores de 

transcripción (FT) Otx2 (homólogo de ortodentículo 2) en el mesencéfalo [77] y el FT Gbx2 

(homeocaja 2 de gastrulación cerebral) en el rombencéfalo [78], Otx2 va a regular la expresión 

de Wnt1 (proteína proto-oncogénica Wnt-1) en el mesencéfalo [79], en tanto que Gbx2 

mantendrá la inducción de FGF8 (factor de crecimiento fibroblástico 8) generada por Pax2 

(homeosecuencias emparejadas-2) [80]. Estas interacciones van a formar un patrón anteroposterior 

para la formación de neuronas dopaminérgicas mesencefálicas [64]. 

 

La PP se forma a partir de la especificación de la parte más ventral del tubo neural por parte de 

la notocorda a través del morfogéno homólogo Sonic hedgehog (Shh) y va a expresar el FT FoxA2 

(proteína A2 de la caja de pinza) (E8) [81]. Posteriormente (E8.5), la PP empezará a expresar Shh 

por sí misma, lo que formará un gradiente necesario para el establecimiento del eje ventro-dorsal 

[82, 83]. 
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La especificación de las células de la PP en neuronas dopaminérgicas mesencefálicas se da por la 

regulación de FoxA1/2 y Otx2 sobre los FT Lmx1b (homeocaja 1 beta asociado a LIM) y Lmx1a 

(homeocaja 1 alfa asociado a LIM) [84, 85]. Estos últimos van a regular positivamente la expresión 

de genes como NURR1 (Nr4a2, receptor nuclear 4a2) y Pitx3 (homeocaja pituitaria 3) que 

subsecuentemente regulan la expresión de tirosina hidroxilasa (TH), enzima que cataliza la reacción 

limitante en la síntesis de dopamina [86-89]. NURR1 y Pitx3 son también necesarios para la 

sobrevivencia y diferenciación de los precursores dopaminérgicos, toda vez que en ratones 

knockout para alguno de estos 2 FT se reduce dramáticamente el número de neuronas 

dopaminérgicas en el nacimiento [90-92].  

 

Así mismo, NURR1 regula la expresión de genes característicos de neuronas dopaminérgicas 

mesencefálicas, como Vmat2 (transportador vesicular 2 de monoaminas) y DAT (transportador de 

dopamina) [93-95]. De manera interesante, se ha observado in vitro que la sobreexpresión de α-

sinucleína puede causar regulación negativa de genes implicados en la diferenciación 

dopaminérgica (NURR1, GIRK-2 y TH) [39], llevando probablemente a una disminución en el 

número de células generadas con este fenotipo.  

 

 
Figura 5. Relación de factores de transcripción implicados en la generación de neuronas 
dopaminérgicas mesencefálicas. El sitio donde se encontrarán las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas 
está delimitado a nivel rostro-caudal por el lugar donde las señales de Otx2 (homólogo de ortodentículo 
2) y Gbx2 (homeocaja 2 de gastrulación cerebral) se encuentran e inhiben mutuamente. El patrón ventro-
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dorsal se da a partir del gradiente del morfogéno Shh (homólogo Sonic hedgehog) que surge de la 
notocorda y de la especificación de la placa de piso a partir del tubo neural y que va a expresar FoxA2 
(proteína A2 de la caja de pinza). FoxA2 y Otx2 estimulan la expresión de Lmx1a/b (homeocaja 1 
alfa/beta asociado a LIM), que a su vez van a definir el fenotipo dopaminérgico mesencefálico a través 
de la expresión de factores como NURR1 (Nr4a2, receptor nuclear 4a2), Pitx3 (homeocaja pituitaria 3) y 
TH (tirosina hidroxilasa). Tomado de [64].  

 

3.11 Diferenciación dopaminérgica in vitro  

El aumento en la comprensión de las bases celulares y moleculares implicadas en la diferenciación 

dopaminérgica in vivo ha incrementado el interés por recrear dichas condiciones in vitro con la 

intención de desarrollar neuronas dopaminérgicas, que sirvan para el modelamiento de 

enfermedades, prueba de fármacos e incluso como terapia regenerativa. Para este fin los 

principales enfoques empleados son la diferenciación dopaminérgica a través de estructuras 

neuroepiteliales y la diferenciación dopaminérgica inducida mediante el uso de moléculas 

pequeñas (Figura 6) [64, 96]. 

 

3.11.1 Diferenciación dopaminérgica a través de estructuras neuroepiteliales 

3.11.1.1 Inducción dopaminérgica a través de células alimentadoras estromales:  

El cocultivo de células troncales pluripotentes con células alimentadoras (células MS-5 [38], S2 [97] 

o PA6 [98]) en medio suplementado con Noggin da lugar a la formación de precursores neurales 

en estructuras neuroepiteliales conocidas como “rosetas neurales”. Estas pueden ser disociadas en 

células individuales y con la exposición al factor de crecimiento fibroblástico 2 (FGF2), Shh, FGF8, 

factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) y ácido ascórbico (AA) se diferencian en 

precursores dopaminérgicos. Estos precursores finalmente maduran hacia un fenotipo 

dopaminérgico mesencefálico con el uso del factor neurotrófico derivado de la glía (GDNF), BDNF, 

AA, dibutiril adenosín monofosfato cíclico (dbcAMP) y el factor de crecimiento transformante beta 

3 (TGF-β3) [38, 96, 98]. Con este enfoque se han reportado resultados heterogéneos que van 

desde un 15% hasta 80% de células TH positivas (TH+) [38, 97, 98] (Figura 6 A). 

 

3.11.1.2 Neuronas dopaminérgicas derivadas de cuerpos embrioides 

Las células troncales pluripotentes en estadio de colonia son despegadas de la matriz y colocadas 

en cultivos no adherentes con medio suplementado con FGF2, con lo que se forman estructuras 

tridimensionales conocidas como cuerpos embrioides (CE), que poseen células de las tres capas 

embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo [99]). Sin embargo, ante la presencia de FGF2 

y suplemento N2 en cultivos adherentes, los CE se neuralizan adquiriendo una citoarquitectura de 

“rosetas neurales”.  

Una de las bondades de este enfoque radica en que los precursores neuronales de las “rosetas 

neurales” disociadas pueden expandirse con el uso del factor inhibidor de la leucemia (LIF) y FGF2. 

Estos precursores neurales en un medio con Shh y FGF8 dan lugar a precursores dopaminérgicos, 

que maduran en neuronas dopaminérgicas en medio que contenga GNDF, BDNF, TGF-β3, AA y 
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dcAMP [96, 100-102]. Mediante este enfoque se han reportado resultados heterogéneos en el 

número de células TH+, que van desde el 30% hasta el 80% [39, 100-104] (Figura 6B). 

 

3.11.2 Diferenciación inducida mediante el uso de moléculas pequeñas 

Mediante la combinación de 2 moléculas pequeñas (Figura 7 C) (familia de las LDN, familia LB y 

Noggin) se logra la inhibición dual de la vía SMAD (principal vía de señalización de los ligandos 

del factor de crecimiento transformante β [105]), produciendo la neuralización de las células 

troncales, ya sean ESC o hiPSC. Con el empleo de Shh/FGF8/purmorfamina se persigue una 

actividad ventralizadora para un fenotipo mesencefálico de PP [82, 83, 106], como se comentó en 

la Figura 5. Posteriormente, se emplea la molécula CHIR, inhibidor de GSK3-β y por lo tanto 

activador de la vía de WNT, con lo que se logra la expresión de Lmx1a [64, 86] y se incrementa 

la sobrevivencia celular [106].  

Posteriormente, el uso de CHIR y moléculas de la familia de LDN permiten expandir el número de 

células de PP, al mismo tiempo que se incrementa la especificación de dichas células, con lo que 

disminuye la probabilidad de producir tumores al trasplantar las células ya que el remanente 

celular en estado pluripotente es menor. Asimismo, las células de PP se pueden criopreservar, con 

lo que se evita tener que especificarlas de nuevo a partir de células pluripotentes [64, 106].  

Finalmente, con el uso del BDNF, AA, adenosín monofosfato cíclico (cAMP), GDNF, TGF-β3 y DAPT, 

las células pasan de ser de PP para adquirir un fenotipo maduro de neurona dopaminérgica 

mesencefálica. Con este tipo de protocolos se puede lograr desde un 50% hasta un 80% de células 

TH+ con características electrofisiológicas indistinguibles de las neuronas dopaminérgicas 

mesencefálicas [106-108]. Hasta el momento, con este protocolo se logran resultados más 

reproducibles, eficientes y en un menor tiempo para la obtención del linaje dopaminérgico.  
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Figura 6. Métodos para el desarrollo de neuronas dopaminérgicas mesencefálicas a partir de células 

troncales. Son dos las principales aproximaciones usadas para lograr un alto porcentaje de células 

dopaminérgicas. La primera es la diferenciación dopaminérgica a través de estructuras neuroepiteliales, la 

cual se puede conseguir con la inducción dopaminérgica mediante células alimentadoras estromales (A) o 

usando la diferenciación de células de cuerpos embrioides (B). La segunda aproximación es la diferenciación 

inducida usando moléculas pequeñas (C). Tomado de [96]. 

 

 

3.12 Reemplazo con células troncales en la enfermedad de Parkinson 

En la EP se ha estudiado el trasplante de diferentes tipos celulares que se han trasplantado en 

modelos animales de la EP. Entre ellos se encuentran las células cromafines de la medula 

suprarrenal, el tejido mesencefálico ventral fetal humano (hfVM), las células del cuerpo carotideo, 

el epitelio pigmentado retiniano humano, hESC y hiPSC. Siendo el tejido hfVM, las hESC y hiPSC 

las que han mostrado capacidad de diferenciarse eficientemente in vitro en neuronas 

dopaminérgicas [109].  

 

En pacientes con EP, se ha seleccionado el núcleo estriado como sitio para albergar los trasplantes 

celulares porque es donde las proyecciones axónicas provenientes de la SNpc liberan dopamina. 

En este sentido, el tejido hfVM ha mostrado beneficios discretos pero significativos en el contexto 

de la sintomatología, de la captación de radiotrasadores por el núcleo estriado y de la disminución 

del uso de medicamentos en la EP [110-114], aunque existe evidencia controversial de sus efectos 

en ensayos clínicos aleatorizados, pues no se alcanzó mejoría significativa en la gravedad de la 

enfermedad [109, 115, 116]. Así mismo, en los estudios que han usado tejido hfVM se encuentra 

heterogeneidad en la selección de pacientes, el estadio de las células trasplantadas e incluso el 

régimen de inmunosupresión [109], por lo que la obtención de conclusiones se torna complicado.  

 

De manera paralela, el trasplante de neuronas dopaminérgicas derivadas de hESC y hiPSC han 

sido investigadas como tratamiento en primates no humanos, mostrado supervivencia y 

funcionalidad a largo plazo [117, 118]. A partir del año 2018 se han empezado a reclutar 

pacientes para ensayos clínicos aleatorizados empleando hESC [119], pero hasta la fecha de 

escritura de esta tesis no se han reportado resultados preliminares. 

 

3.13 La SNpc como sitio blanco de trasplante celular 

Un paso importante para el desarrollo de terapias de reemplazo celular en la EP se centra en 

identificar regiones que permitan la diferenciación neuronal. Por lo que la SNpc cobra relevancia, 

debido a que es el sito ontogénico de las neuronas dopaminérgicas que proyectan hacia el núcleo 

estriado. En este sentido, nuestro grupo de investigación demostró que células de CE trasplantadas 

en la SNpc de rata eran capaces de diferenciarse a neuronas maduras, por lo tanto a la SNpc se 

le puede considerar un nicho neurogénico “silencioso” [120]. Paralelamente, en estudios 

experimentales en ratas realizados por Grealish et al. [63] se describió que neuronas 

dopaminérgicas derivadas de ESC y de tejido hFVM trasplantadas en la SNpc eran capaces de 

sobrevivir y generar proyecciones axónicas a regiones estriatales. Respecto a los trasplantes 
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realizados en humanos, en Canadá en el año 2005, se reportó el trasplante de tejido hFVM en el 

núcleo estriado y en la SNpc de un paciente con EP; se implantaron aproximadamente 500,000 

células en esta última localización. 4.4 años después el paciente falleció y en el estudio post mortem 

se observó de 4-8% de células TH+, número menor al hallado en el trasplante putaminal que fue 

de 15-30%. Los autores sugieren que pueden existir diferencias en la supervivencia dependiendo 

de factores y condiciones regionales a la zona del trasplante [121].  

 

Esta evidencia muestra que las células trasplantadas en la SNpc pueden sobrevivir e incluso 

diferenciarse a neuronas dopaminérgicas, quedando por determinar si células con mutaciones 

génicas asociadas a un fenotipo específico son capaces de tener resultados similares. 

 

3.14 Células con triplicación del locus del gen SNCA como modelo de la EP 

En el año 2009 se generaron hiPSC mediante el uso de vectores retrovirales que expresaban los 

factores OSKM en fibroblastos dérmicos provenientes de un paciente de 42 años que padecía la 

EP por 3X SNCA [122]. Desde entonces estas células han servido para el modelaje de la EP, ya 

que tienen hallazgos histopatológicos semejantes a lo vistos a las formas idiopáticas, dando lugar 

al incremento del entendimiento del papel de la α-sinucleína en el desarrollo de la enfermedad 

[38-40, 123], así como para el cribado de fármacos [124].  

 

Las principales características a nivel celular de la línea 3X SNCA de humano son fibroblastos sin 

niveles detectables de α-sinucleína [123], precursores neuronales con alteración del metabolismo 

energético y aumento de ROS [40]. Así mismo, las neuronas muestran un aumento del doble de 

mRNA de α-sinucleína [123], reducción del crecimiento de neuritas y redes neuronales [39] e 

incremento en la secreción de α-sinucleína [125]. Cuando se expone a las neuronas dopaminérgicas 

derivadas de la línea celular hiPSC con 3X SNCA a situaciones de estrés oxidativo, muestran un 

incremento de hasta cuatro veces en la expresión de genes relacionados con el estrés oxidativo y 

la agregación proteica, que culminan en una mayor tendencia a la muerte celular [38].  

 

Con la finalidad de estudiar las implicaciones de la α-sinucleína sobre el desarrollo del fenotipo 

dopaminérgico, estas hiPSC portadoras de la 3X SNCA, se han diferenciado usando un protocolo 

de roseta neural, teniendo aproximadamente 12% de células TH+ [38], mientras que pueden 

alcanzar el 50% de células TH+ con un protocolo de diferenciación inducida mediante el uso de 

moléculas pequeñas [123]. Al final de este último protocolo presenta un fenotipo 

FoxA2+/Otx2+/Lmx1a+ en etapa de PP y FoxA2+/TUJ1+/TH+, lo que indica un fenotipo 

dopaminérgico mesencefálico [126]. En estos estudios no se reportó diferencia estadística en el 

número de neuronas TH+ [38, 123] ni en la cantidad de RNA mensajero para TH cuando se comparó 

contra células control (2 alelos del gen SNCA) [41].  

 

En contraste, Oliveira et al. [39] encontraron una disminución significativa en el número de neuronas 

TH+ derivadas de la línea celular 3X SNCA, que se correlacionó con una baja expresión de genes 

asociados con la diferenciación neuronal (DLK, GABABR2, NURR1 y TH). De manera similar, se 
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reportó que la sobreexpresión de α-sinucleína humana en cultivos primarios de mesencéfalo ventral 

tiene un efecto de regulación negativa sobre genes asociados a la diferenciación dopaminérgica 

(Pitx3, NURR1 TH, Vmat2 y DAT), que se asoció a una degeneración neuronal dopaminérgica en 

días posteriores del cultivo (día 15, estadio de neurona dopaminérgica diferenciada) [127]. 

Resultados similares fueron replicados in vivo por Decressac et al. en 2012 [128]. 

 

 

3.15 Generación de la línea celular knockout isogénica de 3X SNCA 

Si bien es importante entender los efectos de la sobreexpresión de la α-sinucleína mediada por la 

3X SNCA sobre las neuronas dopaminérgicas, es igualmente necesario conocer las implicaciones 

de su ausencia. Con este fin, nuestros colaboradores del Instituto de Parkinson en Sunny Valley, CA, 

generaron una línea celular knockout del gen SNCA. Para ello, emplearon el sistema de edición 

génica CRISPR/Cas9 con una guía de RNA sobre el exón 2 de cada uno de los 4 alelos del gen 

SNCA de la línea celular 3X SNCA, lo que permitió eliminar la expresión de los 4 alelos del gen.  

 

La transfección con las nucleasas se realizó 3 veces secuencialmente durante 6 semanas con la 

intención de aumentar la eficacia. Los conjuntos transfectados se secuenciaron para detectar la 

presencia de deleciones o inserciones de nucleótidos (indels), lo que indica la reparación a través 

de recombinación no homóloga en los sitios de corte. Las clonas se evaluaron inicialmente para 

alelos knockout utilizando PCR (reacción en cadena de polimerasa). La línea celular resultante 

knockout isogénica (SNCA KO) tuvo los siguientes indels en los alelos de dicho gen [41]: 

 

• Deleción de 5 pares de bases (pb) 

• Deleción de 26 pb 

• Deleción de 8pb  

• Inserción de 14pb 

 

Cuando esta línea celular, SNCA KO, se somete a un protocolo de diferenciación inducida mediante 
el uso de moléculas pequeñas, adquiere un fenotipo FoxA2+/Nestina+ (marcador de precursores 
neurales) de PP, similar a la línea celular control (2 alelos del gen SNCA). Aunque la expresión de 
FoxA2 y TH cualitativamente disminuye al final del protocolo (faltando la cuantificación) [41], lo 

que podría interpretarse en que la expresión de α-sinucleína es necesaria para la maduración de 

las células de PP hacia un fenotipo dopaminérgico mesencefálico y, que estaría en concordancia 

con el resultado reportado por Tarasova et al. en 2018, acerca de que la α-sinucleína es necesaria 

para la formación de las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas de la SNpc [129].  
 

Basados en estos antecedentes, el daño de la α-sinucleína y sus diferentes conformaciones sobre 

neuronas ya diferenciadas se encuentra parcialmente caracterizado en el contexto de la EP. El 

hecho de que la evidencia sobre la relación de la sobreexpresión de α-sinucleína con la 

diferenciación dopaminérgica sea heterogénea, indica que son necesarios nuevos estudios; 

particularmente se desconoce si el papel fisiopatológico de la α-sinucleína puede estar implicado 

desde etapas tempranas del desarrollo. Por tal motivo el objetivo de este estudio es determinar 



 

25 

 

las implicaciones in vitro e in vivo de la sobreexpresión de α-sinucleína sobre el desarrollo del 

fenotipo dopaminérgico mesencefálico, el principalmente afectado en la EP. 

 

 

4. Justificación 
 

La EP es una padecimiento crónico-degenerativo, con alta morbimortalidad y elevados índices de 

discapacidad. La relación entre la acumulación y agregación de la α-sinucleína con la patología 

de la EP tanto de origen idiopático como genético está bien caracterizada, en especial en el 

fenotipo dopaminérgico mesencefálico. Sin embargo, se desconoce si los efectos negativos se 

presentan desde etapas tempranas del desarrollo. Aunado a lo anterior, los tratamientos actuales 

no modifican la historia natural de la enfermedad y se limitan a la restitución de los niveles de 

dopamina en los ganglios basales a través de la administración exógena de levodopa, no 

obstante, su eficacia disminuye con el tiempo. En este sentido las hiPSC con mutaciones génicas 

asociadas a la EP cobran relevancia ya que al diferenciarse a neuronas dopaminérgicas 

mesencefálicas presentan hallazgos histopatológicos equiparable a dicha enfermedad por lo que 

se puede realizar el estudio de las implicaciones de la α-sinucleína sobre el desarrollo de este 

fenotipo, con la intención de identificar marcadores tempranos de la enfermedad e incluso nuevos 

blancos terapéuticos. Así mismo, las células dopaminérgicas mesencefálicas derivadas de las hiPSC 

con o sin mutación podrían ser una opción viable de tratamiento al suplir la función de las neuronas 

degeneradas de la SNpc, dando como resultado una mejoría sostenida en la sintomatología 

motora. 

 

5. Hipótesis 
 

El trasplante de hiPSC con triplicación del locus del gen SNCA en etapa de PP y de neuronas 

dopaminérgicas inmaduras tendrá la capacidad de sobrevivir y el potencial para diferenciarse a 

neuronas dopaminérgicas maduras en la SNpc. 

 
 

6. Objetivo general 
 

Determinar si la sobreexpresión de α-sinucleína tiene implicaciones sobre el potencial 

dopaminérgico de la línea celular 3X SNCA trasplantada en dos estadios de diferenciación 

dopaminérgica en la SNpc en un modelo in vivo de la EP. 

 

7. Objetivos particulares 
 

1. Determinar el potencial dopaminérgico de las líneas celulares 3X SNCA (triplicación del 

gen SNCA), Control (línea Control, 2 alelos del gen SNCA) y SNCA KO (knockout para el 

gen SNCA) en cultivo. 
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2. Caracterizar el potencial dopaminérgico de las líneas celulares 3X SNCA, Control y SNCA 

KO, trasplantadas en las fases de PP, quinto y decimoquinto día de diferenciación en la 

SNpc de ratas, a corto y largo plazo. 

3. Cuantificar cambios en el comportamiento motor de las líneas celulares 3X SNCA, Control 

y SNCA KO, trasplantadas en fase de PP y quinto día de la fase de diferenciación en la 

SNpc de ratas a corto y largo plazo. 

 

8. Materiales y Métodos 
 

La estrategia experimental consta de 2 fases de desarrollo para cada grupo. La primera 

relacionada con cultivo celular mediante el protocolo de diferenciación dopaminérgica de hiPSC 

(Figura 8) y la segunda consistente en la generación y seguimiento del modelo experimental de la 

EP en ratas (Figura 9). 

 

 
Figura 8. Línea temporal del protocolo de diferenciación dopaminérgica de las líneas celulares (Control, 
3X SNCA, SNCA KO). Cada línea celular pasa por 3 fases para desarrollar un fenotipo dopaminérgico: 
especificación, expansión y maduración. Las flechas azules señalan los pasajes de las células de placa de 
piso (PP), a su vez las flechas naranjas indican el día en el cual las células son recolectadas para ser 
trasplantadas. Los trasplantes se realizan en etapa de PP y en el quinto día de la fase maduración 
dopaminérgica. 
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Figura 9. Línea temporal para la generación del modelo experimental y trasplante. 15 días posteriores 
a la lesión con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) se realizó una prueba de giro con anfetamina. Las ratas con 
más de 400 giros ipsilaterales a la lesión fueron trasplantadas con la línea celular según correspondía. (A) 
Las ratas fueron valoradas con respecto a la sobrevivencia del trasplante y marcadores de diferenciación 
dopaminérgica a 15 días post-trasplante (DPT). (B) Las ratas destinadas a 2 meses post-trasplante (MPT), 
tuvieron adicionalmente a dos pruebas de giro: 1 DPT y previo a la eutanasia, para valorar cambios en el 
comportamiento motor. Tanto para (A) como (B) se usaron los siguientes marcadores: SC121 (marcador de 

células de humano), doblecortina, β-III tubulina, α-sinucleína y tirosina hidroxilasa. 

 

 

8.1 Cultivo celular 

8.1.1 Descripción General 

Para lograr la diferenciación dopaminérgica se utilizó el protocolo modificado de diferenciación 
neuronal dopaminérgica a partir de células pluripotentes “PSC Dopaminergic Neuron 
Differentiation Kit” (Figura 8) [41, 126, 130], que proporciona condiciones de cultivo reproducibles, 
un tiempo de diferenciación más corto (40 vs. 80 días) y un alto número de neuronas 
dopaminérgicas funcionales (hasta 80%) [106, 126].  Las líneas celulares utilizadas fueron una 
línea de hiPSC proveniente de un paciente con EP por la 3X SNCA (4 alelos), una línea de hiPSC 
proveniente de la hermana sana del paciente sin dicha triplicación (Control, 2 alelos) y una hiPSC 
knockout para los 4 alelos, isogénica de la línea celular 3X SNCA (SNCA 4KO).  
 

Primeramente, las hiPSC se inducen en medio de especificación para formar células de PP. A 

continuación, se expanden como cultivos adherentes en medio de expansión de células de PP, 

finalmente, se diferencian en neuronas dopaminérgicas maduras en medio de maduración de 

neuronas dopaminérgicas. Para su diferenciación las células son mantenidas en una incubadora con 

una atmósfera humidificada (95% aire, 5% CO2) a 37°C. En cada pasaje celular el medio se 

suplementó con tiazovivina 1 µM (Stemgent, 04-0017) con el propósito de aumentar la 

sobrevivencia celular. 
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8.1.2 Especificación (Día 0-10): 

El primer paso de la diferenciación de neuronas dopaminérgicas fue la especificación de hiPSC en 

células de PP, en medio de especificación (Medio Neurobasal, Gibco, 21103049 más suplemento 

de especificación de PP, Gibco, A3146801) sobre pozos cubiertos con vitronectina (1 μg/cm2, 

Gibco, A14700). Las células especificadas de PP se recolectaron el día 10 para iniciar la etapa 

de expansión. Los cultivos celulares se realizaron sobre portaobjetos con cámara de 8 pozos 

(Thermo Scientific, 154941) para su análisis mediante inmunofluorescencia y en cajas de cultivo con 

6 pozos (Thermo Scientific, 140675) para ser trasplantadas en los encéfalos de ratas.  

 

8.1.3 Expansión (Día 10-25):  

El segundo paso de la diferenciación de las neuronas dopaminérgicas fue la expansión de células 

de PP en cultivos adherentes en medio de expansión (Gibco, A3165801) en pozos de cultivo 

revestidos con laminina (1 μg/cm2, Gibco, 23017015), que aumenta el número de células y mejora 

la eficiencia de la diferenciación hacia las neuronas dopaminérgicas. Se pueden realizar hasta 10 

pasajes sin que exista variación en la expresión de marcadores dopaminérgicos [130]. Se realizó 

el pasaje los días 13 (PP1), 16 (PP2), 19 (PP3) y 22 (PP4), y en el día 25 que correspondería al 

pasaje número 5 se recolectaron las células para ser trasplantadas o para pasar a la fase de 

maduración. Una parte de las células en PP2 se congelaron para crear un banco de células para 

uso futuro, mientras que el resto se utilizó para los siguientes pases. 

 

8.1.4 Maduración (Día 26-40): 

El último paso de la diferenciación dopaminérgica fue la maduración de las células de PP en 

neuronas dopaminérgicas maduras en medio de maduración (DMEM-F12 (Gibco, 10565018) con 

suplemento de maduración (Gibco, A3147401)) en pozos de cultivo con triple capa de poli-D-lisina 

(10 μg/cm2, Sigma, p7280), geltrex (10 μg/cm2, Thermo Fisher Scientific, A1413202) y laminina 

(1.5 μg/cm2, Gibco, 23017015). Si bien esta etapa dura quince días, nosotros realizamos el 

trasplante celular en el quinto día para estudiar si alcanzaban la maduración dopaminérgica in 

vivo. 

 

8.2 Preparación celular para trasplante 

 Recolección de células: 

1. Se trasplantan células a partir de cultivos con 100% de confluencia (muy compactos). 

2. Se aspiró el medio de los pozos y se enjuagó con buffer fosfato salino de Dulbecco (DPBS) 

(1ml) para eliminar cualquier resto de medio. Se realizó 2 veces. 

3. Se añade acutasa (1 ml/10 cm2, Gibco, A11105) e incubó a 37°C, 5% de CO2, observando 

continuamente los pozos para el desprendimiento de células.  

4. Después de que el 80% de las células se desprendieron (aproximadamente a los 5-10 

minutos), transferimos la suspensión de células a un tubo estéril de cultivo de 15 ml con 5 ml 

de DPBS previamente añadido. 
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5. Se enjuagan los pozos 3 veces con 1 ml DPBS y se colocan en el mismo tubo de cultivo de 

15 ml, para asegurar la recuperación de todas las células, resuspendiendo gentilmente 

para crear una concentración homogénea. 

6. Se toman 10 µl de volumen de suspensión celular y se realiza el conteo de células viables 

con azul de tripano en cámara de neubauer. 

7. Se centrifuga la suspensión de células a 3000g durante 3 minutos a 19°C para sedimentar 

las células. Aspiramos cuidadosamente el sobrenadante, teniendo cuidado de no alterar el 

sedimento celular en el tubo de cultivo. 

8. De acuerdo con el conteo celular del tubo de cultivo, se agrega c.b.p. de DPBS para 

alcanzar una concentración de 120,000 células en 3 μl. Se pasa el volumen final a un tubo 

eppendorf de 0.5 ml y lo llevamos al cuarto de cirugía para su trasplante.  

 

8.3 Generación del modelo experimental de EP en ratas 

Todos los estudios fueron conducidos de acuerdo con los principios y procedimientos autorizados 

por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animal de Laboratorio (CICUAL) en el 

Instituto de Fisiología Celular con el número de autorización MGC08-14; los animales fueron 

asignados de manera aleatoria a uno de 24 grupos (Tabla 1). 

 

Un total de 148 ratas macho de la cepa Wistar, entre 230-250 g fueron usadas para este 

proyecto. Se tuvieron 2 grupos, el primero destinado a la lesión de la vía nigroestriatal a través 

de la inyección de 6-OHDA y el segundo como control para esta toxina, mediante la administración 

de solución salina al 0.9% (SS). Las ratas fueron resguardadas bajo las condiciones estándar: 

12h/12h ciclo luz/obscuridad (luces encendidas a las 7:00 am), a una temperatura controlada de 

22°C y con alimento ad libitum.  

 

Tabla 1. Distribución de los grupos. 

 

Tipo de 
Inyección 

Duración del 
trasplante 

Fase de 
diferenciación 

Líneas celulares 

Control 3X SNCA SNCA KO 

6-OHDA 15 días Placa de Piso 9 7 8 

Células en el 5to día 
de maduración 

9 4 7 

2 meses Placa de Piso 8 8 8 

Células en el 5to día 
de maduración 

8 5 8 

Solución 
salina al 

0.9% 
(control) 

15 días Placa de Piso 5 4 5 

Células en el 5to día 
de maduración 

5 5 5 

 2 meses Placa de Piso 5 5 5 

Células en el 5to día 
de maduración 

5 5 5 

Total: 148 ratas 
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8.3.1 Lesión con 6-OHDA 

Tres semanas antes del trasplante celular se procedió a inyectar 6-OHDA (Figura 9), un análogo 

hidroxilado de la dopamina que causa degeneración de la vía nigroestriatal [131], en la SNpc 

del hemisferio izquierdo de las ratas mediante un marco estereotáxico. Primero, las ratas fueron 

anestesiadas por vía intraperitoneal con una combinación de ketamina y xilacina (87 mg/13 

mg/kg, respectivamente) (Pisa Agropecuaria, México). Las coordenadas correspondientes al sitio 

de la lesión fueron determinadas de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (anteroposterior 4.8; 

lateral 1.6 y ventral 8.1) [132].  

 

Cada infusión de 40 μg 6-OHDA fue estabilizada con 32 μg/μl de L-ascorbato, para impedir la 

oxidación de la neurotoxina, en un volumen total de 0.5 μl de SS, a una velocidad de 0.125 μl/min. 

Al grupo control únicamente se le inyectó el mismo volumen de SS. La figura 10 muestra un ejemplo 

de un corte coronal de encéfalo a nivel de núcleo estriado (A) y SNpc (B) donde el hemisferio 

izquierdo muestra denervación de la vía nigroestriatal, en comparación, el lado contralateral 

muestra señal de TH (C), lo que indica una correcta lesión mediante el uso de 6-OHDA. 

 

 

 

 
Figura 10. Degeneración de la vía nigroestriatal. Imágenes representativas del (A) núcleo estriado donde 
se observa denervación de la vía nigroestriatal del hemisferio izquierdo ipsilateral al sitio de la lesión, 
valorada a través de la expresión de tirosina hidroxilasa (TH, señal en color rojo). La imagen está 
sobrepuesta con otra de campo claro para delimitar los hemisferios cerebrales; magnificación 1.5X, barra 
de escala 1000 µm. (B) El mismo efecto de denervación se puede observar en la sustancia nigra, sitio del 
nacimiento de las aferencias dopaminérgicas (triángulos blancos). En comparación, el núcleo estriado y la 
SNpc contralateral no lesionada (flechas blancas) muestran expresión de TH (A, lado derecho y C), lo que 
se traduce en integridad de dicha vía. B y C, Magnificación 10X, barra de escala 250 µm. 
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8.3.2 Prueba de giro inducida con anfetamina 

Después de 15 días de haberse efectuado la lesión con 6-OHDA, las ratas fueron sometidas a una 

prueba de giro para determinar si la vía nigroestriatal había sido lesionada correctamente, esta 

prueba tiene su fundamento en la acumulación de dopamina estriatal estimulada por la 

administración de anfetamina, que conduce a un desbalance en la concentración de este 

neurotransmisor entre el lado lesionado y el no lesionado, manifestándose como movimientos 

estereotipados ipsilaterales al hemisferio lesionado [133, 134]. Para esto se inyectó anfetamina 

(4 mg/kg) intraperitoneal y se cuantificó el número de giros ipsilaterales a la lesión a través del 

software Matlab. Aquellas ratas con más de 400 giros en un lapso de 1.5 horas fueron incluidas 

en el grupo lesión, mientras que las que no lo superaran fueron descartadas. Esta misma prueba 

se usó a los 15 días post-trasplante (dpt) y 2 meses post-trasplante (mpt) en los grupos destinados 

a 2 meses de evaluación. 

 

8.4 Trasplante celular 

Una semana posterior a la prueba de giro se realizaron los trasplantes celulares, mediante el 

mismo método y coordenadas usadas para inyectar la 6-OHDA. Un volumen de 0.5 μl de DPBS 

seguidos de 120,000 células en 3 μl de DPBS fueron introducidas en una jeringa Hamilton (Thomas 

Scientific, 8929C51). Se inyectaron durante un minuto, la jeringa se dejó 6 minutos más para que 

las células terminaran de descender y se retiró lentamente la aguja para evitar reabsorción.  

 

8.5 Inmunosupresión 

Para evitar una reacción de rechazo inmunológico hacia el trasplante celular se administraron 100 

mg/kg/día de ciclosporina (100 mg/ml) (Cyclosuprim, Alphachem) vía oral y 0.1 ml diluido en los 

750 ml de agua destinada al consumo diario de las ratas, desde el día anterior al trasplante y 

hasta un día previo a la perfusión. 

 

8.6 Eutanasia y extracción del encéfalo 

Para inducir la eutanasia, a las ratas se les administró intraperitonealmente 1 ml de pentobarbital 

sódico al 6.3% (Pisabental). Posteriormente, se perfundieron intracardiacamente con 200 ml de 

solución salina de fosfatos (PBS), seguido de 200 ml de paraformaldehído al 4% a 4°C. Los 

encéfalos fueron extraídos y se empezó un proceso de post-fijación en paraformaldehído al 4% 

durante un día, seguido de cambios de sacarosa al 10%, 20% y 30% en los 3 días posteriores. Al 

terminar se hicieron cortes coronales de encéfalo con un grosor de 40 μm. Finalmente, los cortes se 

criopreservaron a -4°C usando una solución anticongelante (50% de PBS, 25% de glicerol y 25% 

de etilenglicol). 
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8.7 Inmunofluorescencia 

8.7.1 Inmunofluorescencia in vitro 

Las inmunofluorescencias de cultivo celular se realizaron de acuerdo con el kit de inmunocitoquímica 

de neuronas dopaminérgicas humanas (Invitrogen, A29515). El cultivo celular se fijó sobre la 

cámara de cultivo (Thermo Scientific, 154941) usando una solución de fijación (formaldehído al 4% 

en buffer de solución salina de fosfatos para inmuno (PBSi)). A continuación el cultivo fijado se trató 

con ImmunoRetriever 20X (diluido en PBS) (Bio SB, BSB0020) a 65°C durante 20 minutos, dejándolo 

atemperarse durante 15 minutos. Posteriormente el cultivo se incubó durante 30 minutos a 

temperatura ambiente con solución de permeabilización (0.5% Tritón X-100 en PBSi) / Solución de 

bloqueo (3% de BSA en PBSi). Al terminar se colocó el anticuerpo primario (Tabla 2), diluido en 

solución de bloqueo durante toda la noche a 4°C, seguido del anticuerpo secundario (Tabla 3), 

diluido en PBSi durante 1 hora a temperatura ambiente. Al finalizar se añadió DAPI (4’,6-diamino-

2-fenilindol, 1:10,000; Biostatus Limited) y se incubó durante 5 minutos. Por último, se usó ProLong 

Diamond Antifade Mountant (Invitrogen, P36970) para un almacenamiento prolongado. 

 

8.7.2 Inmunofluorescencia ex vivo  

Los cortes de cerebro se lavaron 3 veces en PBSi durante 10 minutos, luego se enjuagaron otras 3 

veces durante 10 minutos en PBSi al 0.3% Tritón X-100, tratado con ImmunoRetriever 20X (PBSi 

diluido) (Bio SB, BSB 0020) a 65°C durante 35 minutos. De igual forma, se lavó tres veces con PBSi 

y se incubó con los anticuerpos primarios (Tabla 2) diluidos en solución de bloqueo (PBSi al 10% 

de albúmina de suero bovino) durante la noche a 4°C. Después de lavar en PBSi 3 veces, los cortes 

se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario 

correspondiente (Tabla 3). Finalmente, los cortes se lavaron con PBSi 3 veces y se añadió DAPI. 

Cada corte de cerebro se montó en portaobjetos Superfrost (Thermo Fisher Scientific) con ProLong 

Diamond Antifade Mountant.  

 

Tabla 2. Anticuerpos primarios 

Anticuerpo Primario Marca Huésped # Catalogo Dilución 

βIII-Tubulina Biolegend Ratón 801202 1:500 

Doblecortina Santa Cruz Biotechnology Cabra SC8066 1:250 

Lmx1a Merck Conejo HPA030088 1:500 

SC121 Takara Ratón Y40410 1:500 

Tirosina hidroxilasa Merck millipore Conejo AB152 1:500 

Tirosina hidroxilasa Merck millipore Ratón MAB318 1:500 

α-sinucleína BD biosciences Ratón 610787 1:500 

α-sinucleína Abcam Conejo ab138501 1:150 

 

Tabla 3. Anticuerpos secundarios 

Anticuerpo 
Secundario 

Marca Huésped # Catalogo Dilución 
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Anti-ratón IgG, 
Alexa fluor 488 

Jackson ImmunoResearch 
Inc. 

Burro 711-545-152 1:1000 

Anti-cabra IgG, 
Alexa fluor 568 

Invitrogen Burro A-11057 1:400 
 

Anti-conejo IgG, 
Alexa Fluor 594 

Jackson ImmunoResearch 
Inc. 

Burro 711-585-152 1:1000 

 
 

8.8 Microscopía 

las imágenes de los cultivos y tejidos las adquirimos mediante el microscopio confocal Zeiss LSM800 

invertido, el microscopio confocal Olympus FV1000 multi-fotónico (Upright BX61WI e IX81 

invertido) y el microscopio de epifluorescencia Leica DM6000B. Se utilizó el programa ImageJ/FIJI 

para el procesamiento de las imágenes. Para realizar el conteo celular de los diferentes 

marcadores se empleó la extensión CookBook (https://imagej.net/Cookbook). Se usaron como 

mínimo tres campos de dos cultivos independientes y dos cortes histológicos como mínimo por cada 

marcador y línea celular. 

 

8.8.1 Análisis de coeficiente de correlación de Pearson 

El coeficiente de correlación de Pearson consiste en la correlación lineal estadística entre dos 

variables [135], su uso ha sido validado para la colocalización entre fluoróforos en microscopía 

[136-138]. Se empleó la extensión EzColocalization para el programa ImageJ 

(http://sites.imagej.net/EzColocalization/plugins/) siguiendo la metodología reportada por 

Stauffer et al. [139]. Se usaron como mínimo tres campos de dos cultivos independientes y dos 

cortes histológicos como mínimo por cada marcador y línea celular. 

 

8.9 Análisis estadístico 

Todos los datos se presentan como la media ± error estándar de la media (EEM) e intervalo de 

confianza (IC, par de números entre los cuales se estima que estará un valor desconocido a 

un nivel de confianza dado) al 95%. Las pruebas estadísticas y las réplicas biológicas se indican 

en los pies de figura. Todos los análisis estadísticos se realizaron con el software GraphPad Prism 

v8.0 para Windows. Se estableció un nivel alfa de p <0.05 como umbral de significación.  

  

https://imagej.net/Cookbook
http://sites.imagej.net/EzColocalization/plugins/
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9. Resultados  
 
Con el fin de valorar la capacidad de diferenciación de la línea celular 3X SNCA y compararla 

con dos líneas control (Control, 2 alelos del gen SNCA y SNCA KO, knockout para el gen SNCA), 

analizamos tres estadios de diferenciación dopaminérgica in vitro, que son las células de PP y 

células del quinto y decimoquinto día de la fase de maduración. Para una síntesis de los 

resultados ver Tablas anexas 1, 2 y 3. 

 

9.1 Diferenciación dopaminérgica in vitro 

9.1.1 Las células con 3X SNCA son capaces de desarrollar un fenotipo neuronal in vitro 

En la etapa de células de PP, las tres líneas celulares mostraron expresión tanto de β-III tubulina, 

marcador de microtúbulos de neuronas inmaduras y maduras [140, 141] (Figura 11 A, E, I), así 

como de doblecortina, una fosfoproteína asociada a microtúbulos presente en neuroblastos y 

neuronas inmaduras [141, 142] (Figura 11 B, F, J). Es de destacar que la expresión de ambos 

marcadores es similar en todas las líneas celulares. Además, las células se encuentran en monocapa, 

arquitectura característica de PP [106]. 

 

 
Figura 11. Expresión de β-III tubulina y doblecortina en células de la placa de piso derivadas de células 

troncales pluripotentes inducidas humanas. Imágenes representativas de la línea celular Control (A-D), 

3X SNCA (E-H) y SNCA KO (J-M). Las tres líneas celulares muestran una expresión similar de β-III tubulina 

(A, E, I) y doblecortina (B, F, J), así como una distribución en monocapa. DAPI como tinción nuclear. 
Magnificación 63X, barra de escala 15 µm. 
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Una vez que las células de PP han logrado una confluencia mayor al 90% en el cuarto pasaje, se 

recolectan para iniciar la fase de maduración, donde realizamos los análisis en el quinto y 

decimoquinto día; este último correspondiente a la etapa final de diferenciación en cultivo.  

 

Al quinto día de la fase de maduración se puede observar que las células de las 3 líneas presentan 

un fenotipo neuronal inmaduro (Figura 12), a la vez que las líneas celulares 3X SNCA y SNCA KO 

muestran una distribución en monocapa similar a la que se observa con las células de PP (Figura 

12 H y l vs. Figura 12 H y L), mientras que la línea celular Control ya exhibe una distribución en 

cúmulos (Figura 12 D). En esta etapa, la expresión de β-III tubulina y doblecortina vista de forma 

cualitativa es similar en las tres líneas celulares (Figura 12). Además, ambos marcadores se 

encuentran colocalizando en general en las mismas células. 

 

 

 
Figura 12. Expresión de β-III tubulina y doblecortina en el quinto día de la fase maduración 

dopaminérgica. Imágenes representativas de las líneas celulares Control (A-D), 3X SNCA (E-H) y SNCA KO 

(I-L). Las tres líneas celulares muestran una expresión similar de β-III tubulina (A, E, I) y doblecortina (B, F, 

J), no obstante, las células de la línea celular Control se empiezan a agrupar en estructuras similares a 
cúmulos (D), evento que no ocurre en las líneas celulares 3X SNCA (H) y SNCA KO (L) donde continúan en 
monocapa. DAPI como tinción nuclear. Magnificación 63X, barra de escala 15 µm. 
 
 

Finalmente, en el decimoquinto día de la fase de maduración, observamos nuevamente la expresión 

de β-III tubulina y doblecortina en las tres líneas celulares y colocalizando en las mismas células 

(Figura 13), similar a lo que se observa en el quinto día de la fase de maduración, con la diferencia 

de que la distribución de las tres líneas celulares ya es en estructuras en forma de cúmulos (Figura 

13 D, H, L).  
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Figura 13. Expresión de β-III tubulina y doblecortina en el decimoquinto día de la fase maduración 

dopaminérgica. Imágenes representativas de las líneas celulares Control (A-D), 3X SNCA (E-H) y SNCA KO 

(J-K). Las tres líneas celulares muestran una expresión similar de β-III tubulina (A, E, I) y doblecortina (B, F, 

J), incluso ya muestran una distribución similar a cúmulos (D, H, L). DAPI como tinción nuclear. Magnificación 
63X, barra de escala 15 µm. 
 

 

Estos resultados indican que las tres líneas celulares son capaces de adquirir un fenotipo neuronal, 

ya que tienen expresión de β-III tubulina, pero éste fenotipo todavía es de neurona inmadura, 

porque la expresión de doblecortina está presente durante todo el protocolo de diferenciación 

dopaminérgica. Sin embargo, sí se observa un retraso en la diferenciación al quinto día en las 

líneas 3XSNCA y SNCA KO. Lo anterior debido a que mientras que en la línea control se observa 

la formación de estructuras parecidas a cúmulos, estás se encuentran ausentes en las otras dos 

líneas (Figura 13 D vs. H y L).  

 

Por lo tanto, bajo nuestro protocolo de cultivo, la triplicación del locus del gen SNCA y la ausencia 

de éste (mediada por el knockout isogénico del gen SNCA), no impiden la adquisición de un 

fenotipo neuronal. 

 

9.1.2 La línea celular 3X SNCA es capaz de desarrollar un fenotipo dopaminérgico in vitro 

Una vez que determinamos que las tres líneas celulares son capaces de desarrollar un fenotipo 

neuronal, el siguiente paso fue identificar si desarrollaban un fenotipo dopaminérgico 

mesencefálico. Para este fin, usamos el anticuerpo de citoplasma humano SC121 para delimitar el 

soma y prolongaciones celulares de las células de PP, a su vez que empleamos los marcadores 

Lmx1a y TH para la identificación del fenotipo dopaminérgico mesencefálico [64]. 



 

37 

 

De acuerdo con lo esperado, observamos en etapa de PP que las células eran positivas a marcador 

SC121 (SC121+) (Figura 14 A, E, I y Figura 15 A, E, I). Las células de PP son en su mayoría 

neuroblastos o neuronas inmaduras (Figura 14); sin embargo, ya un pequeño porcentaje de células 

empiezan a mostrar un fenotipo dopaminérgico caracterizado por células Lmx1a positivas 

(Lmx1a+) (Control 6.86 ±1.73; 3X SNCA 5.074 ±2.39; SNCA KO 1.82 ±1.18) (Figura 14 B, F, J, 

M) y células TH+ (Control 7.35% ±1.3; 3X SNCA 3.12% ±0.81; SNCA KO 3.49% ±0.56) (Figura 

15 B, F, J, M). No se encontró diferencia significativa entre los grupos evaluados mediante el 

análisis de la varianza (ANOVA) de una vía con una prueba de comparación múltiple de Kruskal-

Wallis (Lmx1a, ANOVA p=0.03028; Kruskal-Wallis p= 0.9662 para Control vs. 3X SNCA, 

p=0.3927 para Control vs. SNCA KO y p>0.9999 para 3X SNCA vs. SNCA KO; TH, ANOVA 

p=0.0531; Kruskal-Wallis p= 0.0770 para Control vs. 3X SNCA, p=0.1434 Control vs. SNCA KO 

y p>0.9999 para 3X SNCA vs. SNCA KO) (Figura 14 M). A pesar de esto, si se puede apreciar 

una tendencia en el sentido de que tanto en la línea 3X SNCA como la SNCA KO tienen un número 

menor de células Lmx1a+ y TH+ en comparación al Control. 

 

En conjunto, estos resultados nos indican que en etapa de PP se está iniciando la diferenciación 

hacia el linaje dopaminérgico mesencefálico, independientemente de si son portadoras de la 3X 

SNCA o si son knockout isogénico para dicho gen. 
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Figura 14. Expresión de Lmx1a en células de placa de piso derivadas de células troncales pluripotentes 
inducidas humanas. Imágenes representativas de las líneas celulares Control (A-D), 3X SNCA (E-H) y SNCA 
KO (I-L). Del total de células SC121+, un pequeño porcentaje expresa el marcador de diferenciación 
dopaminérgica Lmx1a (B, F, J); DAPI como tinción nuclear, magnificación 63X, barra de escala 15 µm. (M) 
Porcentaje de células positivas a Lmx1a (Lmx1a+) que fue calculado relativo al número de núcleos marcados 
con DAPI en las células SC121+. La barra de error indica el error estándar de la media (±EEM), la cual fue 
obtenida de dos cultivos independientes. Se empleó ANOVA de una vía, seguido de una prueba de 
comparación múltiple de Kruskal-Wallis. No significativo (NS).  
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Figura 15. Expresión de TH en células de placa de piso derivadas de células troncales pluripotentes 
inducidas. Imágenes representativas de las líneas celulares Control (A-D), 3X SNCA (E-H) y SNCA KO (I-L). 
Del total, un pequeño porcentaje de células expresa el marcador de neuronas dopaminérgicas tirosina 
hidroxilasa (TH) (B, F, J); DAPI como tinción nuclear, magnificación 63X, barra de escala 15 µm. (M) 
Porcentaje de células positivas a TH (TH+) que fue calculado relativo al número de núcleos marcados con 
DAPI, la barra de error indica el error estándar de la media (±EEM), la cual fue obtenida de dos cultivos 
independientes. Se empleó ANOVA de una vía, seguido de una prueba de comparación múltiple de Kruskal-
Wallis. No significativo (NS).  

 

Posteriormente, en el quinto día de la fase de maduración se observa la presencia de células 

SC121+ (Figura 16 A, E, I) y un mayor número de células Lmx1a+ (Control 60.11 ±6.02; 3X SNCA 

44.73 ±2.84; SNCA KO 72.98 ±4.10) (Figura 16 B, F, J, M), el cual es mayor al cuantificado en 

las células de PP (Tabla anexa 1). La diferencia observada en esta etapa, entre la línea celular 

Control y la línea celular 3X SNCA es estadísticamente significativa (p < 0.05). Al igual que la 
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observada entre la línea celular 3X SNCA y la línea celular SNCA KO (p < 0.0001) (Figura 16 

M). 

 

 

 

  
Figura 16. Expresión de Lmx1a en células del quinto día de la fase de maduración dopaminérgica. 

Imágenes representativas de las líneas celulares Control (A-D), 3X SNCA (E-H) y SNCA KO (I-L). En 

comparación a las células de la PP (Figura 14 y Tabla anexa 1), un mayor número de células expresan el 

marcador de diferenciación dopaminérgica Lmx1a, con una localización nuclear (B, F, J); DAPI como tinción 

nuclear, magnificación 63X, barra de escala 15 µm. (M) Porcentaje de células positivas a Lmx1a que fue 

calculado relativo al número de núcleos marcados con DAPI; la barra de error indica el error estándar de 

la media (±EEM), la cual fue obtenida de dos cultivos independientes. Se empleó ANOVA de una vía, 

seguido de una prueba de comparación múltiple de Kruskal-Wallis. No significativo (NS), *p < 0.05 y 

****p < 0.0001. 
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Adicionalmente, para determinar si la α-sinucleína, proteína implicada en la patología de la EP 

[21, 32], podría influir en la adquisición del fenotipo dopaminérgico, evaluamos su presencia a 

través de la cuantificación de células TH+ y α-sinucleína positivas (α-SYN+) en el quinto y 

decimoquinto día de la fase de maduración del protocolo de diferenciación usado.  

 

En el quinto día observamos que tanto la línea celular Control (64.26% ±6.20) como la línea 3X 

SNCA (74.04% ±2.97) muestran un alto número de células α-SYN+ (Figura 16 A y E, 

respectivamente). Mientras que la línea celular SNCA KO como se esperaba, no expresó α-

sinucleína (0%) (Figura 16 I). Por lo tanto, se observó una diferencia significativa entre la línea 

celular Control y la línea celular SNCA KO (p < 0.005), y entre la línea celular 3X SNCA y la línea 

celular SNCA KO (p = 0.0001) (Figura 16 M). Con respecto al marcador TH, en las tres líneas 

celulares se observa su expresión citoplasmática (Figura 17 B, F y J) (Control 59.63% ±3.11, IC 

52.45-66.8; 3X SNCA 46.66% ±3.39, IC 38.83-54.49 y SNCA KO 44.07% ±3.49, IC 36.02-

52.12), con diferencia significativa únicamente entre la línea celular Control y la línea celular SNCA 

KO (p < 0.05) (Figura 17 N).  

 

Así mismo, no encontramos diferencia significativa al momento de comparar el número de células 

con doble marcaje positivo para α-sinucleína y TH (α-SYN+-TH+), entre la línea celular Control 

(39.20% ±5.64) y la línea celular 3X SNCA (37.12% ±4.08 (Figura 17 Ñ). Observamos resultados 

similares al comparar el porcentaje de células α-SYN+-TH+ del total de células α-SYN+ (Control 

60.09% ±4.92; 3X SNCA 49.55% ±4.16 (Figura 17 O). Así como al comparar el porcentaje de 

células α-SYN+-TH+ del total de células TH+ (Control 64.67% ±6.454, 3X SNCA 78.16% ±3.361). 

Por lo que la 3X SNCA no parece tener efectos negativos sobre la expresión de TH y, por lo tanto, 

en la adquisición de un fenotipo dopaminérgico en esta etapa.  
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Figura 17. Expresión de α-sinucleína y tirosina hidroxilasa de células en el quinto día de la fase de 

maduración dopaminérgica. Imágenes representativas de la línea celular Control (A-D), 3X SNCA (E-H) y 

SNCA KO (I-L). Como era de esperarse, la línea celular SNCA KO no muestra expresión de α-sinucleína (A 

y E vs. I). Sin embargo, las tres líneas celulares muestran expresión de tirosina hidroxilasa (TH) (B, F v J), la 

cual en el sobrelape de imágenes colocaliza con aproximadamente el 35% de células con la α-sinucleína 

(D y H); DAPI como tinción nuclear, magnificación 63X, barra de escala 15 µm. (M) Gráfica que muestra el 

porcentaje de células positivas a α-sinucleína (SYN+) en las tres líneas celulares. (N) Gráfica que muestra el 

porcentaje de células TH positivas (TH+) en las tres líneas celulares. (Ñ) Gráfica que muestra el porcentaje 
de células TH+-SYN+. (O) Gráfica que muestra el porcentaje de células TH+-SYN+ de las células SYN+. (P) 
Gráfica que muestra el porcentaje de células TH+-SYN+ ende las células TH+. Los porcentajes de (M, N y Ñ) 
fueron calculados relativos al número de núcleos marcados con DAPI. La barra de error indica el error 
estándar de la media (±EEM), la cual fue obtenida de dos cultivos independientes, se empleó ANOVA de 

una vía, seguido de una prueba de comparación múltiple de Kruskal-Wallis, *p < 0.05, **p < 0.005, 

***p = 0.0001 y ****p < 0.0001.  
 

 

Por otra parte, el análisis de resultados en el decimoquinto día de la fase de maduración (Figura 

18), indica que el número de células Lmx1a+ aumentó en las tres líneas celulares en comparación 

a los dos tiempos previos (Tabla anexa 1), Control (67.56% ± 7.21), 3X SNCA (68.47% ± 4.894) 

y SNCA KO (74.10% ±3.451) (Figura 18 A-L), sin que se encontrara diferencia significativa entre 

los grupos (p= 0.677) (Figura 18 M).  
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Figura 18. Expresión de Lmx1a de células en el decimoquinto día de la fase maduración dopaminérgica. 

Imágenes representativas de las líneas celulares Control (A-D), 3X SNCA (E-H) y SNCA KO (I-L). Un mayor 

número de células expresan el marcador de diferenciación dopaminérgica Lmx1a (B, F, J) en comparación 

a las células en la fase de PP y en el quinto día de la fase de maduración; DAPI como tinción nuclear, 

magnificación 63X, barra de escala 15 µm. (M) Porcentaje de células positivas a Lmx1a, que fue calculado 

relativo al número de núcleos marcados con DAPI; la barra de error indica el error estándar de la media 

(±EEM), la cual fue obtenida de dos cultivos independientes. Se empleó ANOVA de una vía, seguido de una 

prueba de comparación múltiple de Kruskal-Wallis. No significativo (NS). 

 

 

Asimismo, observamos diferencia significativa en la expresión de a-sinucleína entre la línea celular 

Control (37.12% ±2.78) y la línea celular 3X SNCA (68.93% ±2.76). Es importante resaltar que 

en esta última etapa de diferenciación observamos este cambio debido a la disminución en el 
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número de células α-SYN+ en la línea Control en comparación al número observado en el quinto 

día de diferenciación (64.26% vs. 37.12%). Mientras que en la línea 3X SNCA, la cantidad de 

células α-SYN+ permaneció casi constante en las dos últimas etapas de diferenciación 

dopaminérgica (74.04% en el quinto día y 68.93% en el decimoquinto día) (Figura 19 M y Tabla 

anexa 2). Por otro lado y conforme a lo esperado, la línea celular SNCA KO, permaneció sin 

expresión de α-sinucleína (0%) (Figura 19 A, E vs. I).  

 

En relación a la expresión de TH, en esta etapa si observamos diferencias significativas en las tres 

líneas celulares (Control 24.76% ±2.28, 3X SNCA 48.14% ±2.59, SNCA KO 62.18% ±12.24) 

(Figura 19 B, F, J); la diferencia entre la línea celular Control y la 3X SNCA así como entre la línea 

celular Control y la línea celular SNCA KO fue significativa (p < 0.05, para ambos casos) (Figura 

19 N). Adicionalmente, observamos que la expresión de TH colocalizó en la mayoría de las células 

con la de α-sinucleína, tanto en la línea celular Control como en la línea celular 3X SNCA (Figura 

19 D, H). Nuevamente, al comparar el número de células TH+-SYN+ del total de núcleos en células 

SC121+, la línea celular 3X SNCA fue la que mostró el mayor porcentaje (Control 10.15% ±1.42, 

3X SNCA 34.04% ±3.35, 26.30-41.78; SNCA KO 0%), el cual fue significativamente diferente al 

compararlo con la línea celular Control (p < 0.05) y la línea celular SNCA KO (p < 0.0001) (Figura 

19 Ñ). 

 

De igual manera, la línea celular 3X SNCA tuvo el mayor porcentaje de células α-SYN+-TH+ del 

total de células α-SYN+ (Control 27.75% ±4.02, 3X SNCA 49.00% ±4.10, SNCA KO 0%), con 

diferencia significativa entre la línea celular Control y la línea celular SNCA KO (p < 0.05). Así 

como entre la línea celular 3X SNCA y la línea celular SNCA KO (p < 0.0001) (Figura 19 O). 

Además, la línea celular 3X SNCA exhibió el mayor porcentaje de células α-SYN+-TH+ del total 

de células TH+ (Control 41.95% ±5.60; 3X SNCA 69.35% ±4.04, SNCA KO 0%). En este caso, 

hubo diferencia significativa entre la línea celular Control y la línea celular SNCA KO (p < 0.05) 

y entre la línea 3X SNCA y la línea SNCA KO (p < 0.0001) (Figura 19 P).  

 

Si bien no hay diferencia estadística entre las líneas celulares Control y 3X SNCA, si se aprecia 

una tendencia hacia una mayor expresión de TH en las células α-SYN+, así como una mayor 

expresión de α-sinucleína en las células TH+ en la línea 3X SNCA (Tabla anexa 1). 

 

Estos resultados muestran que la triplicación del gen SNCA da como resultado un incremento en la 

expresión de α-sinucleína, la cual aumenta conforme avanza el protocolo de diferenciación 

dopaminérgica, alcanzando el porcentaje más alto desde el quinto día del protocolo de 

diferenciación dopaminérgica (Tabla anexa 1). Sin embargo, esta mayor expresión no parece 

afectar la expresión de los marcadores de la adquisición del fenotipo dopaminérgico 

mesencefálico aquí analizados.   
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Figura 19. Expresión de α-sinucleína y tirosina hidroxilasa en el decimoquinto día de la fase de 

maduración dopaminérgica. Imágenes representativas de las líneas celulares Control (A-D), 3X SNCA (E-
H) y SNCA KO (I-L). Al igual que en el quinto día de la fase de maduración, la línea celular SNCA KO no 

muestra expresión de α-sinucleína (SYN+) (A y E vs. I). Sin embargo, las tres líneas celulares muestran 

expresión de TH+ (B, F v J), además, ciertas células SYN+ también son TH+ (D y H); DAPI como tinción nuclear, 
magnificación 63X, barra de escala 15 µm. (M) Gráfica que muestra el porcentaje de células positivas de 

las tres líneas celulares a α-sinucleína (SYN+). (N) Gráfica que muestra el porcentaje de células TH+ de las 

tres líneas celulares. (Ñ) Gráfica que muestra el porcentaje de células TH+-SYN+ (O). Gráfica que muestra 
el porcentaje de células TH+-SYN+ entre las células SYN+. (P) Gráfica que muestra el porcentaje de células 
TH+-SYN+ entre las células TH+. Los porcentajes de (M, N y Ñ) fueron calculados relativos al número de 
núcleos marcados con DAPI, la barra de error indica el error estándar de la media (± EEM), la cual fue 
obtenida de dos cultivos independientes, se empleó ANOVA de una vía, seguido de una prueba de 

comparación múltiple de Kruskal-Wallis, *p < 0.05, **p < 0.005, ***p = 0.0001 y ****p < 0.0001.  
 
 

9.2 Diferenciación dopaminérgica in vivo 

9.2.1 Las células de la PP de la línea celular 3X SNCA son capaces de sobrevivir en la SNpc de 
rata  

Una vez determinado que las tres líneas celulares pueden diferenciarse hacia un fenotipo 

dopaminérgico mesencefálico in vitro, el siguiente paso fue evaluar si eran capaces de sobrevivir 

e incluso desarrollar un fenotipo dopaminérgico in vivo en la SNpc de ratas lesionadas con 6-

OHDA (como modelo experimental de la EP) o en el control de lesión con SS. 

 

Para este fin trasplantamos cada una de las tres líneas celulares en dos etapas diferentes, PP y en 

el quinto día de la fase de maduración dopaminérgica. Realizamos las pruebas para detectar 

sobrevivencia (mediante el anticuerpo SC121), presencia del fenotipo neuronal (usando los 

anticuerpos β-III tubulina y doblecortina) y desarrollo del linaje dopaminérgico (a través del 

anticuerpo TH) a los 15 dpt y 2 mpt. 

 

En etapa de PP, tanto a 15 dpt como a 2 mpt, hubo encéfalos positivos para el anticuerpo SC121 

(SC121+), ya fuera en ratas con lesión de 6-OHDA o control de lesión con SS (Figura 20 A-L y 

Tabla anexa 2), lo que indica que las células trasplantadas lograron sobrevivir. El porcentaje de 

ratas con tejido SC121+ fue como mínimo 28.5% (correspondiente al grupo de ratas lesionadas 

con 6-OHDA a 15 dpt con la línea celular 3X SNCA) y como máximo 100% (ratas con control de 

lesión a 15 dpt con la línea celular SNCA KO) (Figura 20-M). 

 

Estos resultados nos indican que, tanto la triplicación del gen SNCA como su ausencia, no tienen 

implicaciones evidentes sobre la sobrevivencia del trasplante celular en etapa de PP, asimismo, 

muestran que la SNpc de rata es permisiva a dicha sobrevivencia. 
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Figura 20. Sobrevivencia a 15 días y 2 meses post-trasplante de las tres líneas celulares trasplantadas 
en etapa de placa de piso. Imágenes representativas de la línea celular Control (A-D), 3X SNCA (E-H) y 
SNCA KO (I-L). La sobrevivencia se valoró mediante el marcador para células humanas SC121; DAPI como 
tinción nuclear, magnificación 10X, barra de escala 250 µm. (M). Gráfica de barras que muestra el total 
de ratas sometidas a trasplante celular (n=77), la proporción que tuvieron trasplante positivo para el 
marcador SC121 (SC121+, barra con relleno verde, se indica el porcentaje para cada grupo) y aquellas 
donde no se evidenció la presencia del marcador SC121 (SC121-, barra con relleno rojo). De cada grupo 
de animales trasplantados se especifica si fue un control de lesión usando solución salina (SS) o si 
corresponde al lesionado con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y el tiempo en el cual se llevó a cabo la 
valoración, 15 días post-trasplante (15 dpt) o 2 meses post-trasplante (2 mpt). 

  

 
9.2.2 La SNpc lesionada es permisiva al mantenimiento neuronal de la línea 3X SNCA 

Después de observar que las células trasplantadas en etapa de PP sobrevivían a los 15 dpt, 

evaluamos si permanecían con un fenotipo neuronal inmaduro caracterizado por el marcaje positivo 

a β-III tubulina y doblecortina (β-III-TUB+/DCX+), similar al que se mostró en la Figura 11. Con este 

propósito analizamos cortes adyacentes a los analizados para SC121 (n= mínimo 2 cortes por 

grupo) mostrados en la Figura 20. Todos los cortes analizados tenían células con doble marcaje 

para β-III-TUB+/DCX+ (Figura 21 y Tabla anexa 2). Aunque no cuantificamos, se observa un alto 

número de células con dicho marcaje, lo que nos indica que se encuentran todavía como células no 

totalmente diferenciadas. 

 

A los 2 mpt no se observó diferencia en la expresión de β-III tubulina y doblecortina en comparación 

con el grupo a 15 dpt en la línea celular Control en el control de lesión con SS y con lesión con 6-

OHDA (Figura 21 A-D). Remarcablemente, a 2 mpt, el 50% de los cortes SC121+ analizados de 

las líneas celulares 3X SNCA y SNCA KO provenientes de ratas control de lesión con SS (Figura 

21 G y K, respectivamente) presentaban células positivas para β-III-TUB+ (Figura 21 G.1 y K.1) 

con una clara disminución en la expresión de doblecortina (Figura 21 G.2 y K.2) (el 50% restante 

era β-III-TUB+/DCX+) debido posiblemente a que las células se encuentran un proceso de 

maduración neuronal. Sin embargo, hace falta realizar la cuantificación celular de dichos 
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marcadores para indicar si existe diferencia significativa entre los 15 dpt y los 2 mpt. En contraste, 

en la SNpc lesionada con 6-OHDA, las células de estas 2 líneas si presentaban marcaje para 

doblecortina (Figura 21 H.2 y H.4; L.2 y L.4). Adicionalmente, tienen una morfología neuronal 

caracterizada por prolongaciones de tipo axónicas.  

 

Por lo que, este resultado nos sugiere que es la SNpc no lesionada, la que está mediando estos 

eventos de mantenimiento neuronal de las líneas 3X SNCA y SNCA KO, no observados en la SNpc 

lesionada con 6-OHDA.  
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Figura 21. Expresión a 15 días y 2 meses post-trasplante de β-III tubulina y doblecortina de las tres 

líneas celulares trasplantadas en etapa de placa de piso. Imágenes representativas de las líneas Control 
(A-D), 3X SNCA (E-H) y SNCA KO (I-L). Como se puede apreciar, todas las condiciones estudiadas fueron 

positivos para β-III tubulina a 15 dpt y 2 mpt, tanto en la condición con solución salina como con 6-OHDA, 

aunque la expresión de doblecortina a 2 mpt se observa en mucho menor proporción en la línea celular 3X 
SNCA (G.2) y SNCA KO (K.2) trasplantadas en el modelo con solución salina. 15 días post-trasplante (15 
dpt), 2 meses post-trasplante (2 mpt). DAPI como tinción nuclear. Magnificación 63X, barra de escala 15 
µm. 
 

 

9.2.3 La línea celular 3X SNCA trasplantada en etapa de PP expresa α-sinucleína in vivo 

Para determinar la presencia de α-sinucleína en las células trasplantadas en etapa de PP 

efectuamos inmunofluorescencias con anticuerpos que reconocieran está proteína. Lo hicimos a la 

par del marcador de células humanas SC121 para poder discernir entre la señal endógena y la 

proveniente del trasplante. Como se puede apreciar en la Figura 22, las líneas celulares Control y 

3X SNCA y a 15 dpt muestran expresión de α-sinucleína que incrementa a los 2 mpt, en tanto que 

la línea celular SNCA KO no expresa α-sinucleína, únicamente se observa la señal endógena.  
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Figura 22. Expresión de α-sinucleína de las tres líneas celulares trasplantadas en etapa de placa de 

piso a 15 días y 2 meses post-trasplante. Imágenes representativas de las líneas celulares Control (A-D), 
3X SNCA (E-H) y SNCA KO (I-L) correspondientes a la expresión del marcador de células humanas SC121 

y a α-sinucleína. Las células de las líneas Control y 3X SNCA muestran expresión de α-sinucleína, mientras 

que en las imágenes correspondientes a la línea celular SNCA KO únicamente exhiben la α-sinucleína 

endógena del tejido trasplantado. DAPI como tinción nuclear. Magnificación 63X, barra de escala 15 µm. 
 
 

9.2.4 La línea celular 3X SNCA trasplantada en el quinto día de la fase de maduración no 
muestra sobrevivencia a 2 meses post-trasplante 

El siguiente paso fue valorar si neuronas que se encontraban en una etapa más avanzada de la 

diferenciación dopaminérgica, eran capaces de sobrevivir, así como de mantener y/o desarrollar 

el fenotipo dopaminérgico bajo las mismas condiciones evaluadas en la etapa de PP. Para ello, 

trasplantamos células que se encontraban en el quinto día de la fase de maduración del protocolo 

de diferenciación en cultivo (Figura 8).  

 

Las líneas celulares Control y SNCA KO mostraron sobrevivencia a 15 dpt y 2 mpt en la SNpc en 

ambas condiciones, lesión con 6-OHDA y control de lesión con SS (Figura 23 A-D e I-L). La línea 

celular 3X SNCA únicamente mostró sobrevivencia a los 15 dpt (Figura 23 M y Tabla anexa 3). 

Además, fue la que tuvo la sobrevivencia más baja a 15 dpt en el control de lesión con SS, dado 

que solamente un encéfalo resultó SC121+ (1 de 5 ratas), a la vez que en el modelo de lesión con 

6-OHDA, únicamente 2 encéfalos fueron SC121+ (2 de 5 ratas). En tanto, a 2 mpt en las dos 

condiciones, ningún encéfalo resultó SC121+ (0 de 10 ratas). En el sitio correspondiente al 

trasplante se pueden apreciar cavitaciones (Figura 23 E y F, flechas blancas).  

 

En contraste, observamos que todos los trasplantes de la línea celular Control a 2 mpt en ambas 

condiciones (SS y 6-OHDA) tenían dimensiones superiores a los trasplantes de las otras dos líneas 

celulares (resultado no mostrado). Este resultado sugiere que se inyectó un mayor número de células 

o que ocurrió una proliferación celular posterior al trasplante, indicando que parte de las células 

trasplantadas se encontraban en estado pluripotente.  
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Figura 23. Sobrevivencia a 15 días y 2 meses post-trasplante de las tres líneas celulares trasplantadas 
en el quinto día de la fase maduración dopaminérgica. Imágenes representativas de las líneas celulares 
Control (A y B), 3X SNCA (C-F) y SNCA KO (G-J). Se muestra la sobrevivencia observada mediante el 
marcador para células humanas SC121; (E y F) cavitaciones señaladas con flechas blancas que se 
encontraron en los encéfalos de las ratas trasplantadas con la línea celular 3X SNCA tanto en el modelo 

con SS como con 6-OHDA, debido probablemente a un efecto negativo de la α-sinucleína sobre la 

sobrevivencia. DAPI como tinción nuclear, magnificación 10X, barra de escala 250 µm. (K) Gráfica de 
barras que muestra del total de ratas sometidas a trasplante celular (n=71), la proporción que tuvieron 
trasplante positivo para el marcador SC121 (SC121+, barra con relleno verde, se indica el porcentaje para 
cada grupo), y aquellas donde no se observó la presencia del marcador SC121 (SC121-, barra con relleno 
rojo). De cada grupo de animales trasplantados se especifica si corresponde al control de lesión con solución 
salina (SS) o a 6-hidroxidopamina (6-OHDA), así como el tiempo en el cual se llevó a cabo la valoración, 
15 días post-trasplante (15 dpt) o 2 meses post-trasplante (2 mpt).  
 
 

9.2.5 La SNpc no facilita a 15 días y a 2 meses post-trasplante la maduración neuronal de las 
células trasplantadas en el quinto día de la fase de maduración dopaminérgica 

Una vez que determinamos que las células en el quinto día de la fase de maduración 

dopaminérgica eran capaces de sobrevivir en la SNpc, valoramos la expresión de β-III tubulina y 

doblecortina. Observamos que tanto a 15 dpt y 2 mpt ninguna de las 3 líneas mostró cambios 

apreciables de diferenciación (Figura 24 y Tabla anexa 3), similar a lo que mostraban las células 

en cultivo en la misma etapa (Figura 12). 

 

Estos resultados indican que, si bien la SNpc permite la sobrevivencia neuronal a 15 dpt y 2 mpt, 

no pareciera ser un nicho que facilite por si sola la maduración neuronal cuando las células se 

trasplantan el quinto día de la fase de maduración de nuestro protocolo de diferenciación 

dopaminérgica.  
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Figura 24. Expresión a 15 días y 2 meses de β-III tubulina y doblecortina de las tres líneas celulares 

trasplantadas en el quinto día de la fase de maduración. Imágenes representativas de las líneas celulares 
Control (A-D), 3X SNCA (E-H) y SNCA KO (I-L). Como se puede apreciar, todos los trasplantes fueron 

positivos para β-III tubulina y doblecortina a 15 dpt y 2 mpt, tanto en el modelo de rata lesionada con 

solución salina como con 6-hidroxidopamina (6-OHDA), lo que indica que todavía permanecen como 
neuronas inmaduras o en proceso de maduración. 15 días post-trasplante (15 dpt) o 2 meses post-trasplante 
(2 mpt). DAPI como tinción nuclear. Magnificación 63X, barra de escala 15 µm. 
 
 

9.2.6 La línea celular 3X SNCA trasplantada en el quinto día de la fase maduración 

dopaminérgica expresa α-sinucleína in vivo 

De manera similar a lo realizado con las células de PP, evaluamos la presencia de α-sinucleína en 

las células trasplantadas en el quinto día de la fase de maduración dopaminérgica de las líneas 

celulares 3X SNCA y Control, y su ausencia en la línea celular SNCA KO. Para ello, realizamos 

inmunofluorescencias contra dicha proteína junto al marcador de células humanas SC121 para 

poder discernir entre la señal endógena de la proveniente del trasplante celular. 

 

Como se puede apreciar en la Figura 25, las células de las líneas celulares 3X SNCA y Control 

muestran expresión de α-sinucleína, mientras que en las imágenes correspondientes a línea celular 

SNCA KO únicamente se observa la señal endógena. 
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Figura 25. Expresión de α-sinucleína de las tres líneas celulares trasplantadas en el quinto día de la 

fase maduración dopaminérgica a 15 días y 2 meses post-trasplante. Imágenes representativas de las 
líneas celulares Control (A-D), 3X SNCA (E y F) y SNCA KO (G-J) correspondientes a la expresión del 

marcador de células humanas SC121 y a α-sinucleína. Las células de las líneas Control y 3X SNCA muestran 

expresión de α-sinucleína, mientras que en las imágenes correspondientes a la línea celular SNCA KO, la 

señal de α-sinucleína no colocaliza con el marcador SC121. DAPI como tinción nuclear. Magnificación 63X, 

barra de escala 15 µm. 
 
 

9.2.7 La expresión de TH es baja a 15 días y 2 meses post-trasplante en las células derivadas 
de la PP y del quinto día de la fase maduración dopaminérgica 

Por último, evaluamos la presencia del fenotipo dopaminérgico en los trasplantes mediante la 

expresión del marcador TH. Observamos su expresión en ambas condiciones de diferenciación 

analizadas, a lo largo de toda la zona trasplantada tanto a 15 dpt (Figura 26) como 2 mpt 

(Figura 27)). Desafortunadamente, distinguir el doble marcaje de SC121-TH resultó complejo 

debido a la alta densidad celular en las zonas con implante, lo que a su vez dificultó distinguir los 

somas de las células y por lo tanto la cuantificación de las mismas. El marcaje más evidente se 

observó en las proyecciones celulares (Figura 28), por lo que realizamos una aproximación 

cuantitativa sobre los tejidos de 2 mpt utilizando el coeficiente de correlación de Pearson. Este 

permitió determinar el grado de correlación entre la presencia del marcador SC121 y TH, en el 

que, un valor de r= 1 corresponde a una correlación positiva perfecta, 0 < r < 1 a una correlación 

positiva, y r= 0 indica sin relación lineal.  

 

En todos las líneas celulares este valor fue menor a 0.2 tanto en la etapa de PP (Figura 27 K y 

Tabla anexa 2) como en el quinto día de la fase de maduración (Figura 27 K y Tabla anexa 3), 

lo que se categoriza como una correlación débil. Sin embargo, la presencia de señal de TH con 

baja correlación a SC121 no nos permite discernir si la expresión de TH observada corresponde 

a la ya presente en las células antes de ser trasplantadas (Figuras 17 y 19) y que lograron 

sobrevivir hasta el momento de la eutanasia o bien que las células que no tenian dicho marcador 

lograron la diferenciación dopaminérgica a 2 mpt, debido a que no logramos determinar un 

aumento.  
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Figura 26. Expresión de tirosina hidroxilasa de las tres líneas celulares a 15 días post-trasplante. 
Imágenes representativas de las líneas Control (A-D), 3X SNCA (E-H) y SNCA KO (I-L) donde se muestra la 
expresión de tirosina hidroxilasa (TH) de las células trasplantadas en etapa de placa de piso y en el quinto 
día de la fase de maduración dopaminérgica evaluadas 15 días post-trasplante (dpt). Se utilizó el 
marcador para células humanas SC121, para poder identificar a las células trasplantadas (primera 
columna). Como se puede observar, en las zonas correspondientes a los trasplantes (segunda columna) hay 
señal de TH, la cual es más notoria en los trasplantes realizados en el modelo con solución salina; no obstante, 
en las imágenes correspondiente al sobrelape (cuarta columna) se aprecia un bajo número de células con 
colocalización de la señal. Por lo tanto a los 15 dpt las células aún no desarrollan un fenotipo dopaminérgico. 
DAPI como tinción nuclear, magnificación 63X, barra de escala 15 µm.  
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Figura 27. Expresión de tirosina hidroxilasa de las tres líneas celulares a 2 meses post-trasplante. 
Imágenes representativas de las líneas Control (A-D), 3X SNCA (E y F) y SNCA KO (G-J) donde se muestra 
la expresión de tirosina hidroxilasa (TH) evaluada 2 meses post-trasplante (mpt) de las células trasplantadas 
en etapa de placa de piso (PP) y en el quinto día de la fase maduración dopaminérgica (5to-D) en control 
de lesión con solución salina (SS) o lesión con 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Se utilizó el marcador para 
células humanas SC121 para identificar las células trasplantadas (primera columna), en las que se puede 
observar señal de TH (segunda columna), la que colocaliza sólo en ciertas zonas con la señal de SC121 
(indicado por las flechas blancas); DAPI como tinción nuclear, magnificación 63X, barra de escala 15 µm. 
(K) Gráfica de barra que muestra el coeficiente de Pearson por grupo, indicando la correlación entre la 
expresión de TH y SC121 y, por lo tanto, el grado de mantenimiento o desarrollo del fenotipo 
dopaminérgico por parte de las células trasplantadas. SNpc control de lesión con SS y células de PP: Control 
0.13 ±0.05, 3X SNCA 0.060 ±0.02 y SNCA KO 0.10 ±0.02; SNpc lesionada: y células de PP: Control 
0.016 ±0.03, 3X SNCA 0.079 ±0.03 y SNCA KO 0.13 ±0.01. SNpc control de lesión con SS y células del 
quinto día de la fase de maduración: Control 0.098 ±0.02, 3X SNCA: sin sobrevivencia, SNCA KO 0.016 
±0.01; SNpc lesionada y células del quinto día de la fase de maduración: Control 0.11 ±0.02, 3X SNCA: 
sin sobrevivencia, SNCA KO 0.12 ±0.04. La barra de error indica el error estándar de la media (±EEM), 
la cual fue obtenida de por lo menos 2 campos de cada encéfalo positivo a SC121 a 2 mpt. Se empleó 
ANOVA de una vía, seguido de una prueba de comparación múltiple de Kruskal-Wallis. Únicamente hubo 
diferencia significativa entre la línea celular Control trasplantada en etapa de PP en el control de SS 0.9% 

y la línea celular 3X SNCA trasplantada en etapa de PP en el modelo de 6-OHDA (*p < 0.05).  
  

C
ontr

ol P
P S

S

C
ontr

ol P
P
 6

-O
H
D
A

C
ontr

ol 5
to

-D
 S

S

C
ontr

ol 5
to

-D
 6

-O
H
D
A

3X
 S

N
C
A
 P

P S
S

3X
 S

N
C
A
 P

P
 6

-O
H
D
A

SN
C
A
 K

O
 P

P
 S

S

SN
C
A
 K

O
 P

P 6
-O

H
D
A

SN
C
A
 K

O
 5

to
-D

 S
S

SN
C
A
 K

O
 5

to
-D

 6
-O

H
D
A

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

C
o

e
fi

c
ie

n
te

 d
e
 P

e
a
rs

o
n

*

NS
K



 

65 

 

 
 

 
 
Figura 28. Expresión de tirosina hidroxilasa a 2 meses post-trasplante. Imágenes representativas de la 
expresión de tirosina hidroxilasa (TH) y SC121 de la línea Control trasplantada en etapa de placa de piso 
(PP) en el control con solución salina (A) y en el modelo con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (B), así como 
trasplantada en el quinto día de la fase de maduración en el modelo con 6-OHDA (C). Línea SNCA KO 
trasplantada en etapa de PP en modelo de lesión con 6-OHDA (D). Como se puede apreciar, la señal de 
TH es abundante en las mismas regiones donde se encuentra en el marcador para células humanas SC121. 
Sin embargo, en las imágenes ortogonales no se aprecia que colocalicen las señales a nivel de soma, 
únicamente en las proyecciones como se indica. DAPI como tinción nuclear, magnificación 63X, barra de 
escala 15 µm.   
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9.2.8 El trasplante celular no mejora la conducta motora en los animales lesionados 

Con el objetivo de determinar si los trasplantes celulares eran funcionales, se valoró el 

comportamiento motor mediante la prueba de giro inducida por anfetamina en los grupos 

destinados a 2 mpt, incluyendo como control a un grupo de ratas lesionadas con 6-OHDA (n=5) a 

las que se les administró PBS en lugar de células.  

 

Los datos de comportamiento se recabaron 1 y 2 mpt (un día antes de la eutanasia) en las ratas 

con trasplantes en etapa de PP y del quinto día de la fase de maduración dopaminérgica. Los 

valores obtenidos se compararon con la conducta motora obtenida una semana previa al trasplante 

celular, que es el nivel de comportamiento basal. El comportamiento motor de la línea 3X SNCA no 

fue cuantificado debido a problemas con la adquisición del comportamiento motor.  

 

No se encontró un cambio significativo en la disminución de la conducta de giro a 1 ó 2 mpt, en las 

ratas con trasplantes en etapa de de PP que indique por lo tanto, una mejoría en la conducta 

motora (Figura 29). 

 

 
Figura 29. Prueba de giro inducida por anfetamina en ratas con trasplante celular en la etapa de placa 
de piso. No se encontró diferencia significativa en la conducta motora al comparar los registros de 1 mpt 
y 2 mpt con el control de trasplante. (A) Pretrasplante: Control de trasplante 384.22 ± 36.78, Control 
533.8 ± 63.70, 3X SNCA 479.3 ± 50.04, SNCA KO 560.6 ± 78.81; ANOVA de una vía, p=0.3183, F = 
1.234, r2 = 0.1290. (B) 1 mpt: Control de trasplante 574.4 ±105.9, Control 640.0 ±109.8, SNCA KO 
541.3 ±69.15; p=0.7384, F = 0.3085, r2 = 0.0331. (C) 2 mpt: Control de trasplante 650.2 ±93.39, 
Control 769.3 ±77.16, SNCA KO 404.1 ±130.9; p=0.0574, F = 3.364, r2 = 0.2721. Barra de error indica 
el error estándar de la media; NS, no significativo. 

 

De manera similar, tampoco se observó diferencia significativa en el comportamiento motor entre 
los grupos con los trasplantes realizados con las células del quinto día de la fase de maduración 
dopaminérgica (Figura 30). En conjunto, estos resultados indican que las tres líneas celulares a 2 
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mpt, a pesar de la sobrevivencia en la SNpc, no han logrado una maduración e integración 
dopaminérgica que se traduzca en una mejoría del comportamiento motor. 

 
Figura 30. Prueba de giro inducida con anfetamina en ratas trasplantadas con células en el quinto día 
de la fase de maduración dopaminérgica. No se encontró diferencia significativa en la conducta motora 
al comparar los registros de 1 mpt y 2 mpt con el control de trasplante. (A) Pretrasplante, Control de 
trasplante 384.22 ±36.78, Control 655.8 ±105.8, 3X SNCA 450.8 ±42.26, SNCA KO 454.9 ±63.49; 
ANOVA de una vía, p=0.0994, F = 2.357, r2 = 0.2432, 1 mpt. (B) 1 mpt: Control de trasplante 574.4 
±105.9, Control 381.9 ±101.1, SNCA 771.2 ±97.28 y SNCA KO 570.3 ±199.4; p=0.3746, F = 1.089, 
r2 = 0.1293. (C) 2 mpt: Control de trasplante 650.2 ±93.39, Control 468.6 ±77.76, SNCA 446.8 ± 87.58 
y SNCA KO 339.4 ±87.59; p=0.1436, F = 1.999, r2 = 0.2142. Barra de error indica el error estándar 
de la media; NS, no significativo. 
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10. Discusión 
 

12.1 α-sinucleína y la diferenciación dopaminérgica in vitro 

En este trabajo empleamos un protocolo de cultivo basado en la inhibición dual de la vía SMAD a 

través de moléculas pequeñas, que entre los tipos de protocolos de diferenciación dopaminérgica 

es el que de forma reproducible tiene el mayor número de células TH+ [106-108]. Los mayormente 

usados hasta ahora tienen porcentajes de diferenciación heterogéneos. Aquellos que pasan por la 

formación de CE pueden tener desde 30% hasta 80% de neuronas TH+ [39, 100-104]. Mientras 

que los fundamentados en la formación de roseta neural tienen un rango de neuronas 

dopaminérgicas que va de 15% a 80% [38, 97, 98]. Si bien los protocolos basados en la 

diferenciación a partir de FT logran una eficacia mayor al 75% [103, 143-145], en este proyecto 

no era factible su uso debido a que nuestro objetivo era valorar la importancia del estadio celular 

en la diferenciación dopaminérgica directamente en la SNpc. 

 

En la etapa de PP las células mostraban un fenotipo β-III-TUB+/DCX+, que las describe como 

neuroblastos y neuronas inmaduras [141], sin que aún alcancen un fenotipo dopaminérgico 

mesencefálico, ya que se obtuvo un bajo porcentaje de células LMX1a+ y TH+, que si bien no fue 

estadísticamente diferente entre las líneas estudiadas, si muestra una tendencia a disminuir en las 

líneas 3X SNCA y SNCA KO. 

 

Con respecto al marcador Lmx1a esta descrito que es necesario y suficiente para la diferenciación 

dopaminérgica mesencefálica [85]. Además, su sobreexpresión en ESC de ratón resulta en el 

desarrollo de este fenotipo en cultivo [146], ya que es un regulador positivo de la expresión de 

NURR1 y Pitx3, que a su vez son reguladores positivos de la expresión de TH [86-89]. Lo que 

explica porqué el porcentaje de células Lmx1a+ se correlaciona con el porcentaje de células TH+ 

en cada tiempo estudiado (PP, quinto y decimoquinto día de la fase de maduración dopaminérgica) 

en las tres líneas celulares (tabla anexa 1), con excepción de la línea Control en el decimoquinto 

día, lo que se discute a profundidad en los siguientes párrafos. 

 

Si bien en la mayoría de los estudios que usan un protocolo de inhibición dual de la vía SMAD 

usando moléculas pequeñas no se especifica si hay células TH+ en la etapa de PP, hay dos que si 

lo hacen. Por un lado, Xia et al. indica que no hay presencia de células TH+ en la etapa de PP 

[147], en contraste Fedele et al. cuantificaron 8.06 ± 2.45% células TH+ en la misma etapa [106] 

(resultados similares a los nuestros, Tabla anexa 1). La diferencia podría radicar en que en el 

protocolo del primer estudio no se realizaron pasajes de las células de esta etapa, mientras que 

en el segundo estudio se dieron como mínimo 6 pasajes, por lo que la presencia de células TH+ 

puede deberse al mayor tiempo que las células permanecen con los medios de inducción de células 

de PP. 

 

En nuestros resultados, la línea celular Control fue la que tuvo el mayor porcentaje de células TH+ 

en PP (7.35%) y en el quinto día de la fase de maduración dopaminérgica (59.62%). Sin embargo, 

este número disminuyó hasta un 24.75% al final del protocolo de diferenciación dopaminérgica, 
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lo que podría parecer contraintuitivo, pero existe evidencia de que la administración sostenida y 

prolongada de GDNF presente en el cultivo puede disminuir la expresión de TH en neuronas 

dopaminérgicas intactas sin que exista alteración de su funcionalidad, en razón de que el GDNF 

aumenta la excitabilidad neuronal, llevando a un incremento en la liberación de dopamina que 

conduce a la sobre activación de los autorreceptores para dopamina y como un mecanismo de 

retroalimentación se disminuye tanto la expresión de TH como su fosforilación, aminorando su 

actividad enzimática [148, 149].  

 

Para probar esta hipótesis sería necesario cuantificar la cantidad de dopamina in vitro mediante 

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) y el nivel de TH fosforilada mediante western blot. 

Por otro lado, sería oportuno comparar este resultado con otra línea control usando el mismo 

protocolo de diferenciación dopaminérgica, ya que las otras dos líneas celulares empleadas 

lograron un porcentaje de células TH+ más próximo a lo reportado en la literatura, para poder 

distinguir si este bajo porcentaje se debió a la propia línea o a la metodología empleada.  

 

Al final del protocolo de diferenciación dopaminérgica la línea celular 3X SNCA tuvo 48.14% de 

células TH+. En este sentido existe evidencia contrastante en la literatura. En primer lugar porque 

usando otros protocolos de diferenciación dopaminérgica con la misma línea celular, el porcentaje 

de TH+ es menor al 5% [38, 39]. Mientras que usando una línea celular portadora de la 3X SNCA 

diferente a la nuestra, con un protocolo de diferenciación dopaminérgica basado en la inhibición 

dual de la vía SMAD se obtiene un porcentaje de células TH+ del 37% (control 28%) [123]. Este 

porcentaje no fue significativamente diferente al grupo control, aunque si se puede observar cierta 

tendencia de la 3X SNCA a un mayor porcentaje de células TH+, similar a lo reportado por nosotros 

(3X SNCA 48.14% y Control 24.76%). El mayor porcentaje podría ser debido a diferencias 

metodológicas en los protocolos de diferenciación empleados, que como se ha mencionado, son 

determinantes en el número de neuronas dopaminérgicas generadas.  

 

Otro punto que destacar de la línea 3X SNCA al final del protocolo de diferenciación 

dopaminérgica es el hecho de que el 69.35% de las células TH+ también expresaban α-sinucleína+, 

en comparación al 41.95% de la línea Control. Lo anterior indica que la 3X SNCA conduce tanto 

a una mayor transcripción del RNA mensajero como en la expresión de la α-sinucleína en neuronas 

dopaminérgicas [32, 38, 39, 150], que si bien no tiene algún efecto negativo apreciable en 

condiciones basales in vitro, si confieren susceptibilidad ante eventos estresantes (ej. ROS, 

deprivación de glucosa), que en última instancia pueden conducir a la degeneración y muerte 

celular [32, 38-40]. 

 

Si bien en la línea celular 3X SNCA el porcentaje de células TH+ fue mayor en comparación a la 

línea Control, no se puede descartar un efecto de la sobreexpresión de α-sinucleína sobre la 

funcionalidad de la TH en nuestros cultivos, esto debido a que se ha demostrado que la 

sobreexpresión de α-sinucleína activa a la proteína fosfatasa 2A en neuronas dopaminérgicas, con 

lo que se inhibe la fosforilación del residuo de serina 40 de la TH (TH ps40), la cual es necesaria 

para su correcta actividad, lo que conlleva a una disminución en la síntesis de dopamina [151, 
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152]. Para poder valorar este fenómeno es necesario que llevemos a cabo inmunofluorescencias y 

western blots específicos para la TH ps40, así como la medición de las concentraciones de 

dopamina mediante HPLC. 

 

En conjunto nuestros resultados in vitro sugieren que la triplicación del locus del gen SNCA que 

codifica para α-sinucleína podría no estar interfiriendo con la diferenciación dopaminérgica. Sin 

embargo, como discutiremos a detalle más adelante, in vivo, la línea 3X SNCA es la más afectada 

en su capacidad de sobrevivencia, lo que podría indicar que existen cambios celulares que no es 

posible visualizar en cultivo. 

 

De manera interesante, con la línea celular SNCA KO se observó una tendencia de producir el 

mayor porcentaje de células TH+ (62.18%) (estadísticamente significativa con la línea Control, pero 

no así con la línea 3X SNCA). Este resultado está en acuerdo a un reporte que señala que el 

knockdown del gen SNCA en la línea 3X SNCA era capaz de revertir parcialmente los efectos 

negativos de dicha mutación (ej. disminución del fenotipo dopaminérgico y prolongaciones 

neuronales) [39]. La mayor presencia de células TH+ en la línea SNCA KO, podría estar relacionada 

con la regulación negativa de los genes de diferenciación dopaminérgica que se produce con la 

sobreexpresión de la α-sinucleína: DLK1, GABABR2, NURR1, GIRK-2 y TH [39].  

 

En este sentido, el gen que codifica para NURR1 tiene gran relevancia, debido a que es un FT 

expresado en la etapa final del desarrollo dopaminérgico mesencefálico, estadio en el que la 

línea SNCA KO mostró el mayor número de células TH+. Adicionalmente, se ha reportado que 

NURR1 induce la expresión de TH, Vmat y DAT [39, 64, 93-95, 128, 153], así como que existe 

una relación inversa entre la cantidad de mRNA de α-sinucleína y NURR1 [154]. También se ha 

demostrado in vitro que el silenciamiento de la expresión de α-sinucleína mediada por RNA de 

interferencia incrementa la presencia de TH ps40, conduciendo a una mayor concentración de 3,4 

dihidroxifenilalanina (DOPA) y dopamina [155], por lo que la disminución en la expresión de α-

sinucleína pudiera ser un blanco terapéutico factible en etapas tempranas de la EP.  

 

Por todo lo anterior, es posible que el efecto observado in vitro de una tendencia hacia un mayor 

número de células TH+ en la línea SNCA KO, pudiera explicarse por el incremento en la expresión 

de genes vinculados con la diferenciación dopaminérgica producido por el cese del efecto de 

regulación negativa ejercido por la α-sinucleína. 

 

En consecuencia, se necesita determinar cuáles son los mecanismos moleculares/bioquímicos que 

vinculan a la α-sinucleína con los factores de transcripción implicados en la diferenciación 

dopaminérgica, para conocer si sus efectos sobre las neuronas dopaminérgicas pudieran ocurrir 

desde una etapa temprana del desarrollo. 
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10.2 Trasplantes celulares en la SNpc  

Los estudios enfocados en trasplantes celulares en los diversos modelos animales de la EP son 

mayormente con fines terapéuticos. Tienen como objetivos principales mejorar la sobrevivencia del 

trasplante y su funcionalidad, que son evaluados mayormente a través de la recuperación del 

comportamiento motor [63, 65, 109, 117, 156-158]. Sin embargo, hasta ahora no se han obtenido 

resultados satisfactorios que permitan que los trasplantes celulares sean usados como tratamiento 

clínico de forma rutinaria. Los estudios como el planteado en este proyecto permiten un mayor 

conocimiento básico en ese sentido.  

 

Otro enfoque del que se retomó su estudio recientemente es el trasplante celular en la SNpc, sitio 

ontogénico de las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas y donde ya se ha reportado la 

presencia de neurogénesis [159-162]. Aunque, todavía son pocos los estudios relacionados con la 

capacidad de la SNpc adulta como sitio que permita el desarrollo dopaminérgico [63, 120, 146, 

163, 164]. El fundamento de este acercamiento radica en que la sobrevivencia del trasplante junto 

con una correcta reinervación de la vía nigroestriatal debería proporcionar una mejor condición 

para el restablecimiento de las funciones motoras [146].  

 

Resultados obtenidos por nuestro grupo señalan que la SNpc intacta de rata es permisiva al 

desarrollo neuronal pero no para el desarrollo del fenotipo dopaminérgico mesencefálico cuando 

ESC de ratón son trasplantadas en etapa de CE [120]. Sin embargo, logran transitoriamente la 

diferenciación dopaminérgica cuando las ESC de ratón sobreexpresan el FT Lmx1a [146] o cuando 

hESC sobreexpresan tres FT implicados en la diferenciación dopaminérgica mesencefálica (Lmx1a, 

FoxA2 y Otx2 (LFO)) (Ramos-Acevedo et al., en escritura). Interesantemente, se ha conseguido la 

conversión de astrocitos a neuronas a través de la inhibición de la proteína de unión al tracto de 

polipirimidina (PTB, implicada en la supresión de la inducción neuronal), el subtipo neuronal 

depende de la localización de los astrocitos y por lo tanto del microambiente al que están 

expuestos. En el caso de la SNpc lesionada con 6-OHDA se obtiene la restauración de 

aproximadamente un tercio del número inicial de neuronas dopaminérgicas Lmx1a+/FoxA2+/TH+, 

que han podido reinervar el núcleo estriado con mejoría en el comportamiento motor [164]. 

 

En este estudio nos centramos en analizar la permisividad de la SNpc, ahora con el uso de hiPSC 

en dos estadios de diferenciación dopaminérgica siguiendo un protocolo de inhibición dual de la 

vía SMAD usando moléculas pequeñas. Para profundizar en la diferenciación dopaminérgica in 

vivo, en nuestro estudio incluimos una línea de hiPSC proveniente de un paciente con EP originada 

por la 3XSNCA.  

 

Observamos que las tres líneas celulares trasplantadas en etapa de PP tanto a 15 dpt como a 2 

mpt, logran sobrevivir y permanecer como neuronas inmaduras (β-III-TUB+/DCX+). De manera 

interesante, a 2 mpt en las líneas 3X SNCA y SNCA KO en la SNpc control de lesión se aprecia 

una disminución en la expresión de doblecortina, indicando que probablemente se encuentran en 

un proceso de maduración neuronal. Sin embargo, para demostrarlo conclusivamente es necesario 

su cuantificación y comparación contra los 15 dpt, así como, analizar marcadores de diferenciación 
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neuronal terminal como NeuN o la proteína asociada a microtúbulos 2 (MAP2) [141, 165]. También 

es conveniente evaluar el trasplante de estas células en otra estructura anatómica (ej. núcleo 

estriado) para valorar la contribución de cada factor (estructura anatómica vs. línea celular vs. 

estadio del trasplante) a la maduración neuronal.  

 

 Asimismo, cualitativamente las células de la línea 3X SNCA mostraron un trasplante de menor 

dimensión, es decir, menor sobrevivencia. En comparación, la sobrevivencia del trasplante de las 

líneas en etapa de diferenciación más avanzada (quinto día del protocolo de diferenciación 

dopaminérgico) fue mucho menor o nula en algunos casos comparado a la etapa de PP (Tablas 

anexas 1 y 2).  

 

Por lo tanto, la mayor sobrevivencia en una etapa temprana, podría explicarse porque las células 

en esta etapa tienen la capacidad de dividirse [106] y, aunque mueran células, cierto número de 

ellas logra sobrevivir, lo que podría dar lugar a nuevas células de PP. En relación con esto, existen 

cuestionamientos acerca de la capacidad de que las células trasplantadas que no se encuentren 

totalmente diferenciadas, tengan una división celular excesiva o inclusive formen tumores [65, 166, 

167]. Sin embargo, en los trasplantes que realizamos en etapa de PP no presenciamos tales eventos 

celulares. 

 

En el contexto de los trasplantes realizados en la SNpc con fines de investigación terapéutica, la 

evidencia es heterogénea, por un lado Grealish et al. [63], al trasplantar neuronas dopaminérgicas 

inmaduras derivadas de hESC y tejido hfVM en la SNpc o en el núcleo estriado, reportaron que 

después de 5 meses las células lograban obtener un fenotipo dopaminérgico maduro mesencefálico 

(TH+/GIRK2+), con datos similares entre ambos sitios anatómicos, inclusive el injerto en la SNpc 

alcanzaba a inervar sitios específicos como el núcleo caudado y putamen, que contrario a nuestros 

resultados, presentaba mejoría en el comportamiento motor, aunque no indicaron el porcentaje de 

células del trasplante que fueron TH+. A la par, Rath et al. [163], trasplantaron tejido hfVM, en la 

SNpc con una sobrevivencia celular de hasta 5.5% a las 15 semanas post-trasplante (spt), sin que 

se logren identificar proyecciones provenientes del trasplante, aunado a que no se alcanzó una 

mejoría en el comportamiento motor.  

 

En este sentido existen varios factores a considerar, el primero es el estado de la SNpc, ya que 

como se comentó en párrafos anteriores la SNpc adulta intacta no es permisiva para la 

diferenciación dopaminérgica [120]. Sin embargo, cuando células de CE derivadas de ESC de 

ratón son trasplantadas en la SNpc lesionada con 6-OHDA logran expresar de manera transitoria 

el marcador TH al finalizar la primera semana, pero a los 15 dpt esta expresión no se observa, 

por lo que la SNpc lesionadas podría tener la permisividad para la especificación pero no para 

el mantenimiento del fenotipo dopaminérgico [146]. Interesantemente, cuando células de PP 

derivadas de hiPSC son trasplantadas en el mesencéfalo ventral de embriones de ratón en el día 

embrionario E11.5 logran expresar TH tan pronto como el día embrionario E18.5 y, en el día diez 

posnatal alcanzan a inervar el núcleo estriado [106]. 
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Estos resultados ilustran las diferentes señales que pueden estar presentes según el estado de la 

SNpc (Intacta, lesionada o en desarrollo) y que en última instancia tienen implicaciones sobre su 

función como nicho que permita la diferenciación dopaminérgica. 

 

El segundo factor es la fuente celular del trasplante. Con el uso células de CE derivadas de hESC 

que sobreexpresan los FT LFO se observan rosetas neurales a los 7 y 15 dpt, además de 

neuromelanina (característico de neuronas catecolaminérgicas [168]) y expresión de TH a los 30 

dpt, resultados que indican el desarrollo del fenotipo dopaminérgico por parte de las células 

trasplantadas (Ramos-Acevedo, en escritura). En contraste, empleando células de CE derivadas de 

hiPSC con los mismos FT LFO no se observó sobrevivencia a los 7, 15 y 30 dpt (Ramos-Acevedo et 

al. en escritura), lo que podría estar relacionado con las diferencias en los patrones de expresión 

de genes entre ESC e iPSC que se han reportado [59, 169]. 

 

El tercer factor es el estadio de diferenciación dopaminérgica y el protocolo usado para dicha 

diferenciación [63, 67, 106, 146, 163, 170]. Incluso, la administración de inmunosupresión se 

tendría que tomar en cuenta, pues la exposición prolongada a ciclosporina se ha asociado a 

disminución del número de células TH+ en los trasplantes realizados en el núcleo estriado [63].  

 

En lo que concierne a las células que trasplantamos en el quinto día de la fase de maduración, el 

porcentaje de sobrevivencia fue menor al encontrado empleando células de PP, observaciones que 

van en concordancia con lo reportado por Brederlau et al. quienes describieron que el número de 

células en los trasplantes disminuía en relación al número de días que las células se diferenciaban 

in vitro [171].  

 

Aún más, el porcentaje de encéfalos SC121+ de la línea 3X SNCA a 15 dpt fue de 30%, en tanto 

que a 2 mpt ningún encéfalo fue SC121+ (0 de 10 ratas). De hecho, tampoco se observa 

sobrevivencia cuando células de CE derivadas de hESC con 3X SNCA son trasplantadas en la SNpc 

(Ramos-Acevedo et al. en escritura). 

 

Como ya se ha comentado a lo largo del texto, la patología causada por la α-sinucleína encuentra 

parte de su origen en el estrés oxidativo [32]. Asimismo, existe evidencia que vincula la poca 

sobrevivencia celular de los trasplantes con la inflamación y el estrés oxidativo que están presentes 

en los sitios de lesión [172]. Por lo que no podemos descartar que las condiciones desfavorables 

del microambiente (estrés oxidativo, inflamación e hipoxia), causadas incluso por el mismo 

procedimiento del trasplante [163], estén sinergizando in vivo los eventos negativos de la α-

sinucleína (ej. disfunción de la CTE y aumento de la permeabilidad mitocondrial) que conducen a 

la muerte celular en una línea ya de por si vulnerable por la triplicación del gen SNCA, donde más 

del 68% de las células TH+ expresan también α-sinucleína (Tabla anexa 2) [15, 31, 32]. Otro 

punto para considerar es la observación de cavitaciones producidas por la neurodegeneración 

relacionada a la lesión con 6-OHDA que pudiera comprometer la sobrevivencia a largo plazo de 

las células trasplantadas [146]. 
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En relación con la implicación de la ausencia de la α-sinucleína in vivo los datos son divergentes, 

por un lado Abeliovich et al. describieron que el ratón knockout para el gen SNCA no tiene 

alteraciones en la citoarquitectura del encéfalo, ni en el número de células TH+ en la SNpc, de 

hecho, liberan y captan dopamina de manera normal ante estímulos eléctricos simples. Sin 

embargo, tienen un patrón alterado en su liberación ante estímulos eléctricos en pares y presentan 

disminución de la concentración de dopamina estriatal [173]. Por otro lado, Garcia-Reitboeck et 

al. reportaron que dos cepas de ratones knockout para el gen SNCA (incluyendo la usada por 

Abeliovich et al. [173]) tenían un menor número de neuronas dopaminérgicas en la SNpc en 

comparación al control a partir del día embrionario E13.5 [174]. Resultados similares fueron 

reportados por Robertson et al. [175], pero sin cambios significativos en los niveles de dopamina 

estriatal o disfunción motora. Estas variaciones, a decir de dichos autores, podrían estar explicadas 

sobre todo por cuestiones metodológicas, incluyendo la cruza de los animales [175]. Lo que implica 

que es necesaria una mayor investigación para esclarecer el papel de la α-sinucleína sobre el 

desarrollo dopaminérgico in vivo. 

 

Debido a que a 2 mpt tanto las celulas de PP y del quinto día de la fase de maduración 

dopaminergica mostraban la señal de TH principalmente en las prolongaciones neuronales, 

decidimos emplear el coeficiente de correlación de Pearson. Encontramos una baja correlación en 

la colocalizacion de las señales de TH y SC121, lo que se podria representar que los trasplantes 

celulares en la SNpc no lograron desarrollar un fenotipo dopaminérgico. En este sentido, dicha 

colocalizacion podría ser el resultado de la sobrevivencia de las células que en cultivo ya tenian 

expresión de TH (Tablas anexas 1 y 2), ante este contexto estamos llevando a cabo la 

cuantificación de células TH+ en los trasplantes para su comparación con los resultados in vitro. 

 

Resalta el hecho de que en los campos de los trasplantes hayamos encontrado una expresión 

sustancial de TH (Figuras 26, 27 y 28) que como se comento en el párrafo anterior no colozalizó 

con el marcador SC121 y, dado que previo al trasplante en los grupos lesionados con 6-OHDA la 

pérdida de las neuronas dopaminérgicas endógenas de la SNpc es mayor al 90%, la presencia 

de dicha señal sugiere que las células trasplantadas pudieran estar atrayendo fibras TH+ de zonas 

dopaminérgicas adyacentes del mesencéfalo, como la formación reticular ascendente o el área 

tegmental ventral.  

 

En este orden de ideas se ha demostrado que células de PP secretan Netrina-1 a la matriz 

extracelular [176, 177], la cual es una proteína quimioatrayente implicada en la guía y dirección 

de los axones en el sistema nervioso central [178], entre los que se encuentran axones 

dopaminérgicos [179] de la SNpc y el núcleo estriado [180]. Ante este hecho, sería adecuado 

realizar inmunofluorescencias para Netrina-1 en el trasplante celular, con la intención de identificar 

la contribución, si es que existe, al resultado observado.  

 

Es importante mencionar que a 2 mpt los trasplantes de la línea celular Control en el quinto día de 

la fase de maduración tenían dimensiones superiores a los encontrados en las otras dos líneas 

celulares, lo cual probablemente se debe a que se trasplantó un mayor número de células o que 
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dentro del cultivo utilizado se encontraban células proliferativas [158], que podrían ser remanentes 

de hIPSC indiferenciadas, pero también cabe la posibilidad de que sean células progenitoras de 

estirpe neuronal, puesto que el trasplante en su mayoría era β-III-TUB+/DCX+. Sin embargo, para 

poder discernir lo ocurrido, sería necesario realizar inmunofluorescencias contra marcadores 

específicos de proliferación celular (ej. Ki67) e identificar marcadores de pluripotencia (OCT4, 

NANOG, SOX2, KLF4). 

 

En la literatura hay descripciones relacionadas; Brederlau et al. [171] trasplantaron en el núcleo 

estriado células dopaminérgicas derivadas de hESC que habían estado en cocultivo con células 

PAX6+ por 16, 20 y 23 días, en todos los trasplantes del primer tiempo y en parte del segundo se 

encontraron teratomas; ahora bien, una pequeña fracción celular resultó TH+ después de 13 spt.  

 

Un método oportuno para evitar trasplantar células con potencial tumorogénico fue descrito por 

Doi et al. [170], mediante la clasificación de células activadas por fluorescencia (FACS) para los 

marcadores CORIN+/FoxA2+/Lmx1a+, lograron aislar precursores dopaminérgicos derivados de 

hiPSC, los cuales al ser trasplantadas en el núcleo estriado de ratas, se diferenciaban en neuronas 

dopaminérgicas, dando como resultado una mejora significativa del comportamiento motor sin la 

formación de tumores.  

 

10.3 Trasplantes celulares en el núcleo estriado 

Históricamente, el núcleo estriado ha sido la localización elegida para albergar en la mayoría de 

casos los trasplantes celulares, debido a que es el sitio de liberación de la dopamina proveniente 

de la vía nigroestriatal y permite la sobrevivencia con una adecuada integración y funcionalidad 

de las células trasplantadas [63, 163, 181]. Adicional a lo discutido en párrafos anteriores, existe 

evidencia de que células trasplantadas en estadios inmaduros son capaces de desarrollar un 

fenotipo dopaminérgico maduro [65-67, 170], por consiguiente se le podría considerar un nicho 

permisivo para el desarrollo dopaminérgico. 

 

También en el núcleo estriado existen resultados heterogéneos, por un lado, células de CE 

derivadas de ESC de ratón trasplantadas en el núcleo estriado intacto de rata se derivan hacia 

astrocitos en lugar de adquirir un fenotipo neuronal [120]. De forma similar, Li et al. trasplantaron 

células primitivas neuroepiteliales (MAP2+/NeuN+/DCX+) en diferentes áreas del encéfalo 

(incluyendo el núcleo estriado) de ratón con SCID (inmunodeficiencia combinada grave) y tampoco 

detectaron una diferenciación a neuronas TH+, pero tampoco presencia de neoplasias[166].  

 

A su vez, Qiu et al. trasplantaron progenitores dopaminérgicos en el núcleo estriado de ratones 

(FoxA2+/Lmx1a+) y a los 3 mpt identificaron que la mayoría de las células eran β-III-TUB+ pero 

el porcentaje de neuronas TH+ era de apenas 3.73%. [65]. 

 

En contraste, Kirkeby et al. [67] describieron que la expresión de marcadores (FoxA2+, 

Lmx1a+/NURR1+) en neuronas dopaminérgicas inmaduras trasplantadas en el núcleo estriado, no 

se correlacionaban con desenlaces tales como porcentaje de TH, densidad de TH o volumen del 
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trasplante; aunque si encontraron otros marcadores (mRNA) ventrales mesencefálicos caudales 

(ejemplo, EN1, PAX8, ETV5, y SPRY1) que si correlacionaban con una alta maduración 

dopaminérgica in vivo (3.716 TH+ por cada 100,000 células trasplantadas) y con recuperación 

del comportamiento motor. Por lo tanto, aunque existe evidencia que demuestra las bondades del 

núcleo estriado para albergar trasplantes celulares, todavía falta más investigación para 

considerar esta práctica en un contexto traslacional. 

 

10.4 Número de células y tiempo del trasplante como determinantes a considerar 
para la maduración dopaminérgica in vivo 

Si se convierte el número de células TH+ a porcentaje de células TH+ de Kirkeby et al. [67] y se 

compara con el reportado por Qiu et al. [65] se obtendrá un número muy similar (~3.71% contra 

3.73%) con la diferencia de que en el segundo no se logró recuperación del comportamiento motor. 

Tales discrepancias entre estos resultados y los reportados por nosotros podrían explicarse en 

parte, por el tiempo que permanece el trasplante en el sitio anatómico, ya que con Kirkeby et al. 

[67] es de 6 meses en el núcleo estriado, con Qiu et al. [65] de 3 meses en el núcleo estriado y con 

nosotros de 2 meses en la SNpc, siendo que el primero observó dicha mejoría hasta el quinto mpt; 

tiempo cercano a los 6 mpt, donde empezó a aumentar significativamente la capacidad de 

almacenamiento de dopamina estriatal que se asoció a mejoría clínica en pacientes con EP con 

injertos de tejido hfVM [113]. Por tal motivo, sería oportuno de nuestra parte que el trasplante 

permaneciera más allá de 2 meses en el encéfalo de las ratas.  

 

Una observación pertinente que pudiera tener implicaciones sobre el tiempo que debe de 

permanecer el trasplante se centra en que el encéfalo de ratón tiene ~10,000 [182-184] y el de 

rata ~15,000 [185-187] neuronas dopaminérgicas mesencefálicas en la SNpc, cifra muy por 

debajo del rango de células que se trasplantan (50,000-400,000) [63, 66, 67, 156, 170].  

 

En consecuencia, la fracción de células que puede estar en contacto con el microambiente del 

encéfalo receptor es baja [188], dejando un remanente celular inmaduro significativo que no se ve 

influenciado por el entorno, y que pudiera explicar en cierta medida, el bajo porcentaje de células 

TH+ obtenidas in vivo frente a los protocolos in vitro, lo que podría llegar a crear sesgos en la 

interpretación de resultados sobre las verdaderas propiedades de los posibles nichos de 

diferenciación dopaminérgica en el encéfalo adulto. Una aproximación de lo anterior lo ejemplifica 

Björklund et al. que al trasplantar ESC de ratón en estado pluripotente a bajas concentraciones 

(1000-2000 células/µl) en el núcleo estriado observaron mejoría del comportamiento motor tan 

pronto como 9 spt [188], tiempo que contrasta con los 6 mpt que debe de permanecer el trasplante 

a concentraciones más altas [63, 66, 67, 156, 170]. 

 

A pesar de esto, en un contexto traslacional un bajo número de células TH+ pudiera ser suficiente, 

puesto que en ratas el umbral para tener mejoría significativa en el comportamiento motor se 

encuentra entre 500-1200 neuronas TH+ ya sea usando neuronas derivadas de ESC, hiPSC o tejido 

hfVM [63, 163, 181].  
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Estos resultados en conjunto demuestran que, empleando las metodologías actuales, el porcentaje 

de células TH+ a ser desarrollado por células trasplantadas en la SNpc o en el núcleo estriado es 

bajo. Por lo tanto, se requieren de mayores estudios para conocer las complejas señales y 

moléculas, incluyendo proteínas como la α-sinucleína, que se necesitan para alcanzar un fenotipo 

dopaminérgico mesencefálico maduro in vivo, así como, para la correcta inervación de estructuras 

diana. 

 

11. Conclusiones  

 

1. Las líneas celulares 3X SNCA, Control y SNCA KO son capaces de desarrollar un fenotipo 
dopaminérgico mesencefálico in vitro. 

2. La SNpc lesionada con 6-OHDA o en un control con SS es un nicho permisivo para la 
sobrevivencia neuronal de las líneas celulares 3X SNCA, Control y SNCA KO a 15 dpt y 2 
mpt, cuando son implantadas en etapa de PP.  

3. La SNpc lesionada o control es permisiva para la sobrevivencia neuronal de las líneas 
celulares Control y SNCA KO a 15 dpt y 2 mpt cuando son implantadas en el quinto día 
de la fase de maduración dopaminérgica, aunque su sobrevivencia es en menor porcentaje 
en comparación a las células de PP.  

4. La ausencia de α-sinucleína mediada por el knockout isogénico, no tiene efectos negativos 

sobre la sobrevivencia a 15 dpt y 2 mpt de al trasplantarse como células de PP o del quinto 
día de la fase de maduración dopaminérgica. 

5. Por el contrario, la sobreexpresión de α-sinucleína tiene un efecto negativo en la 

sobrevivencia de las células trasplantadas en el quinto día de la fase de maduración 
dopaminérgica. Mientras que en cultivo pareciera no afectar el desarrollo de ese linaje en 
ninguna de las etapas estudiadas.  

6. El trasplante celular en la SNpc no mejora el comportamiento motor, debido probablemente 
a la falta de desarrollo del fenotipo dopaminérgico. 

 

12. Perspectivas 
 

1. Cuantificar las células TH+ observadas 2 mpt. 

2. El trasplante de células de la línea SNCA KO puede servir como modelo de estudio de la 

transmisión de la α-sinucleína in vivo.  
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14. Anexos 

Tabla anexa 1. Resumen de resultados de la diferenciación dopaminérgica en cultivo. 

Cultivo celular 
Placa de piso 

Línea celular Control 3X SNCA SNCA KO 

Fenotipo neuronal 
Neuronal inmaduro (β-III 

tubulina+ /doblecortina+) 

Neuronal inmaduro (β-III 

tubulina+ /doblecortina+) 

Neuronal inmaduro (β-III 

tubulina+ /doblecortina+) 

% de neuronas 
Lmx1a+ 

6.86 ±1.73 5.07 ±2.39 1.82 ±1.18 

% de neuronas TH+ 7.34% ±1.30 3.12% ±0.81 3.49% ±0.56 

Quinto día de la fase de maduración 

Línea celular Control 3X SNCA SNCA KO 

Fenotipo neuronal 
Neuronal inmaduro (β-III 

tubulina+ /doblecortina+) 
Neuronal inmaduro (β-III 

tubulina+ /doblecortina+) 
Neuronal inmaduro (β-III 

tubulina+ /doblecortina+) 
% de neuronas α-

sinucleína+ 
64.26 % ±6.20 74.04 % ±2.97 0% 

% de neuronas TH+ 59.63% ±3.11 46.66% ±3.39 44.07 % ±3.49 

% de neuronas 
Lmx1a+ 

60.11 ±6.02 44.73 ±2.84 72.98 ±4.10 

% de neuronas α-

sinucleína+- TH+ del 
total de células 

39.20% ±5.64 37.12% ±4.08 0% 

% de neuronas α-

sinucleína+- TH+/ α-

sinucleína 

60.09% ±4.92 49.55% ±4.16 0% 

% de neuronas α-

sinucleína+- TH+/ 
TH+ 

64.67% ±6.45 78.16% ±3.36 0% 

Cultivo celular en el decimoquinto día de la fase de maduración 

Línea celular Control 3X SNCA SNCA KO 

Fenotipo neuronal 
Neuronal inmaduro (β-III 

tubulina+ /doblecortina+) 
Neuronal inmaduro (β-III 

tubulina+ /doblecortina+) 
Neuronal inmaduro (β-III 

tubulina+ /doblecortina+) 
% de neuronas 

Lmx1a+ 
67.56 ±7.21 68.47 ±4.89 74.10 ±3.45 

% de neuronas α-

sinucleína+ 
37.12% ±2.78 68.93 % ±2.76 0% 

% de neuronas TH+ 24.76% ±2.28 48.14% ±2.59 62.18% ±12.24 

% de neuronas α-

sinucleína+- TH+ del 
total de células 

10.15% ±1.42 34.04% ±3.35 0% 

% de neuronas α-

sinucleína+- TH+/ α-

sinucleína 

27.76% ±4.02 49.00% ±4.10 0% 

% de neuronas α-

sinucleína+- TH+/ 
TH+ 

41.95% ±5.60 69.35% ±4.04 0% 

TH, tirosina hidroxilasa. 
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Tabla anexa 2. Resumen de resultados de los trasplantes realizados en etapa de placa de 
piso. 

Trasplante celular en etapa de Placa de Piso 

Tipo de lesión SN con solución salina  SN lesionada 

Tiempo del 
trasplante 

15 dpt 2 mpt 15 dpt 2 mpt 

% de animales 
que presentan 
sobrevivencia 
del trasplante 

• Control 60% 

• 3X SNCA 50% 

• SNCA KO 
100% 

• Control 60% 

• 3X SNCA 80% 

• SNCA KO 60% 

• Control 55.5% 

• 3X SNCA 28.5% 

• SNCA KO 62.5% 

• Control 37.5% 

• 3X SNCA 37.5% 

• SNCA KO 50% 

Fenotipo 
neuronal 

Neuronal 
inmaduro en las 
tres líneas 
celulares  

(β-III tubulina+ 

/doblecortina+) 

• 3X SNCA y 
SNCA KO en 
proceso de 

maduración (β-III 

tubulina+ / 

↓doblecortina) 

• Control con 
fenotipo 
neuronal 

inmaduro (β-III 

tubulina+ 
/doblecortina+) 

Neuronal inmaduro 
en las tres líneas 

celulares (β-III 

tubulina+/ 
doblecortina+) 

Neuronal inmaduro 
en las tres líneas 

celulares (β-III 

tubulina+/ 
doblecortina+) 

Fenotipo 
dopaminérgico 

Baja expresión 
de TH 

Baja expresión de 
TH 

Baja expresión de 
TH 

Baja expresión de 
TH 

Coeficiente de 
Pearson 

TH y SC121  

- 

• Control 0.13 ±0.05 

• 3X SNCA 0.06 
±0.02 

• SNCA KO 0.10 
±0.02 

- 

• Control 0.016 ±0.03 

• 3X SNCA 0.079 
±0.03 

• SNCA KO 0.13 
±0.01 

Comportamiento 
motor a 2 mpt 

Pretrasplante 1 mpt 2 mpt 

• Control de trasplante 
384.22 ±36.78 

• Control 533.8 ±63.70 

• 3X SNCA 479.3 ±50.04 

• SNCA KO 560.6 ±78.81 

• Control de trasplante 574.4 
±105.9 

• Control 640.0 ±109.8 

• SNCA KO 541.3 ±69.15 

• Control de trasplante 650.2 
±93.39 

• Control 769.3 ±77.16  

• SNCA KO 404.1 ±130.9 

TH, tirosina hidroxilasa; 6-OHDA, 6-hidroxidopamina, SN, sustancia nigra. 
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Tabla anexa 3. Resumen de resultados de los trasplantes realizados en el quinto día de la 
fase de maduración dopaminérgica.  

Trasplante con células del quinto día de la fase de maduración dopaminérgica 

Tipo de lesión SN con solución salina SN con 6-OHDA 

Tiempo del 
trasplante 

15 dpt 2 mpt 15 dpt 2 mpt 

% de animales 
que presentan 
sobrevivencia 
del trasplante 

• Control 60% 

• 3X SNCA 20% 

• SNCA KO 40% 

• Control 40% 

• 3X SNCA 0% 

• SNCA KO 20% 

• Control 33.3% 

• 3X SNCA 50% 

• SNCA KO 42.85% 

• Control 37.5% 

• 3X SNCA 0% 

• SNCA KO 25% 

Fenotipo 
neuronal 

Neuronal inmaduro 
en las tres líneas 

celulares (β-III 

tubulina+ 
/doblecortina+) 

Neuronal inmaduro en 
las tres líneas celulares 

(β-III tubulina+ 

/doblecortina+) 

Neuronal inmaduro en 
las tres líneas celulares 

(β-III tubulina+ 

/doblecortina+) 

Neuronal inmaduro en 
las tres líneas celulares 

(β-III tubulina+ 

/doblecortina+) 

Fenotipo 
dopaminérgico 

Baja expresión 
de TH 

Baja expresión de 
TH 

Baja expresión de 
TH 

Baja expresión de 
TH 

Coeficiente de 
Pearson 

TH y SC121 

- 

• Control 0.098 ±0.02 

• 3X SNCA: sin 
sobrevivencia 

• SNCA KO 0.016 
±0.01 

- 

• Control 0.11 ±0.02 

• 3X SNCA: sin 
sobrevivencia 

• SNCA KO 0.12 
±0.04 

Comportamiento 
motor a 2 mpt 

Pretrasplante 1 mpt 2 mpt 

• Control de trasplante 
384.22 ±36.78 

• Control 655.8 ±105.8 

• 3X SNCA 450.8 ±42.26 

• SNCA KO 454.9 ±63.49 

• Control de trasplante 574.4 
±105.9 

• Control 381.9 ±101.1 

• SNCA 771.2 ±97.28 

• SNCA KO 570.3 ±199.4 

• Control de trasplante 650.2 
±93.39 

• Control 468.6 ±77.76 

• SNCA 446.8 ± 87.58 

• SNCA KO 339.4 ±87.59 

TH, tirosina hidroxilasa; 6-OHDA, 6-hidroxidopamina, SN, sustancia nigra.  
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