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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por la neurodegeneracion inicialmente
especifica de las neuronas dopaminérgicas (DA) de la sustancia nigra pars compacta
(SNpc), que proyectan sus axones al nucleo estriado. La falta de dopamina en el nucleo
estriado genera los sintomas motores caracteristicos de la enfermedad. La
etiopatogenia de la EP esta fuertemente relacionada con la expresion de la proteina
alfa-sinucleina (a-sin). Por una parte, mutaciones como la triplicacién del gen SNCA
(3X SNCA) dan origen al desarrollo de formas familiares de la EP, ademés, la a-sin es
el componente principal de los cuerpos de Lewy, agregados que se encuentran
mayormente en el mesencéfalo, y que son el sello histopatolégico de la EP. Sin
embargo, es muy poco conocido el papel fisioldgico de la a-sin en el desarrollo del linaje
dopaminérgico mesencefalico (DAm), asi como el efecto de su sobreexpresién desde
etapas tempranas de diferenciacion. En este sentido, las células troncales pluripotentes
inducidas humanas (CTPih) provenientes de pacientes afectados con EP familiar,
sirven como un modelo de la EP que permite estudiar las bases de la
neurodegeneracion causada por la proteina a-sin en el fenotipo DAm. Nuestro grupo ha
estudiado el desarrollo de dicho fenotipo en la SNpc, utilizando células troncales
embrionarias de raton y humanas (CTEh) trasplantadas en la etapa de cuerpo
embrioide (CE), es decir, cuando alun no estan neuralizadas. Se determind que la SNpc
es un nicho permisivo para la generacion de células tirosina hidroxilasa positivas (TH*),
la enzima limitante en la sintesis de dopamina. Este trabajo de investigacion tuvo como
objetivo evaluar cualitativamente, el desarrollo del linaje DAm en la SNpc, de CTPih
trasplantadas en la etapa de placa de piso (PP), una etapa de diferenciacion DA muy
temprana. Asi mismo, determinar si la sobreexpresion de a-sin tiene algun efecto en la
sobrevivencia y el desarrollo del fenotipo TH* in vivo. Para ello, empleamos una linea
de CTPih proveniente de un paciente con 3X SNCA, una linea control (CTRL)
proveniente de un familiar en primer grado que no cursa con EP y una linea isogénica
knockout de la 3X SNCA (KO SNCA). Las tres lineas celulares fueron trasplantadas en
la SNpc de ratas lesionadas con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y animales control sin
lesion (inyectados con solucién salina). Los resultados obtenidos muestran que las tres
lineas celulares sobreviven a 2 meses postrasplante, ademas de que exhiben un
fenotipo neuronal inmaduro (doblecortina*/B-Ill tubulina*). Interesantemente, se
observaron aparentemente mayor nimero de células TH* en la linea CTRL, que en la
de 3X SNCA, y en la linea KO SNCA. Dichos hallazgos indican que la SNpc es un nicho
permisivo para la sobrevivencia y diferenciacion celular de CTPih trasplantadas en la
etapa de PP y sugieren que la a-sin en este periodo, afecta la adquisicién del fenotipo
TH* in vivo. Por otra parte, la expresion de a-sin se observa en mayor proporcién en la
linea 3X SNCA en relacion al CTRL, y como se esperaba, practicamente sin expresion
en la KO SNCA.



CAPITULO 1; MARCO TEORICO

1.1 Introduccién
1.1.1 La enfermedad de Parkinson.

El padecimiento fue descrito por primera vez en 1817 por James Parkinson en “Un
ensayo sobre la paralisis temblorosa” (Parkinson, 1817 y 2002). Posteriormente,
Jean-Martin Charcot en 1877 nombrd propiamente a este padecimiento como
Enfermedad de Parkinson (EP) y sefial6 la bradicinesia como uno de los principales
sintomas asociados (Charcot, 1877; Goetz, 2011). Cien afios mas tarde, Trétiakoff
identifico la pérdida de células de la sustancia nigra (SN) como un factor

determinante en el desarrollo de dicha enfermedad (Trétiakoff, 1921; Goetz, 2011).

1.1.2 Epidemiologia

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun y el trastorno del
movimiento neurodegenerativo mas frecuente. Tiene una prevalencia mundial de 35
casos por cada 100 000 habitantes, con un aumento en la incidencia de 5 a 10 veces
a partir de los 60 a 90 afios de vida (Simon et al., 2020). En México, no se cuenta
con estudios multicéntricos de la prevalencia de la EP, sin embargo, el Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia de la Ciudad de México con la finalidad de
dar una aproximacion de la situacion de esta enfermedad realiz6 un estudio analitico
de 402 casos evaluados, de los cuales 212 pacientes presentaron EP a la edad
media de 63 afios (Rodriguez et al., 2011). Por su parte, un estudio realizado en el

2022 encontrd una prevalencia de la EP del 2.3% (Llibre-Guerra et al., 2022).

1.1.3 Sintomas

La EP es un trastorno neurolégico progresivo caracterizado por una sintomatologia
tanto motora como no motora. Los principales sintomas motores pueden agruparse
bajo el acronimo TRAI: Temblor en estado de reposo, rigidez, aquinesia (0

bradicinesia) e inestabilidad postural (Jankovic, 2008). Ademas, los pacientes con
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EP presentan sintomas no motores como anomalias cognitivas, trastornos del
suefio, trastornos del estado de animo, dolor y trastornos sensoriales (Sung &
Nicholas, 2013).

1.1.4 Fisiopatologia

Patologicamente, la EP se define como la pérdida de neuronas dopaminérgicas
(DA) mesencefalicas (DAm) de la Sustancia Nigra pars compacta (SNpc) ubicada
en el cerebro medio y la acumulacion generalizada de la proteina intracelular a-sin
(Figura 1). En el estadio temprano de la EP, Al inicio de los sintomas, la DA
putamenal se agota en aproximadamente 80% y se pierde aproximadamente 60%
de las neuronas dopaminérgicas de SNpc, la pérdida de las neuronas DA se da
especificamente en la SN ventrolateral, sin embargo, conforme va progresando la
enfermedad, ocurre pérdida completa de las neuronas DA que proyectan al nacleo
estriado, particularmente al putamen y al caudado, lo que conduce al deterioro de
la via nigroestriatal involucrada en regular el movimiento motor (Dauer y
Przedborski, 2003; Poewe et al., 2017; Simon et al., 2020).

A) Normal ' B) Enfermedad de Parkinson

| j -

_,,k

Substancia
nigra pars

Deterloro y pérdida de
compacta

neuronas dopaminergicas
mesencefélicas

Figura 1. Neuropatologia en la Enfermedad de Parkinson. Esquema donde se muestra
un corte de mesencéfalo de humano, se observa la pigmentacion caracteristica de la
substancia nigra pars compacta (SNpc) y la presencia de las neuronas dopaminérgicas
mesencefélicas (DAm) (A). En contraste, en la EP se observa despigmentacion y pérdida
de las neuronas DAm en la SNpc del cerebro medio (B), asi como la agregacion intracelular
de la proteina alfa-sinucleina (a-sin) (imagen creada en Biorender.com).
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1.1.5 La alfa-sinucleina

La alfa-sinucleina (a-sin) es una proteina citoplasmatica que se encuentra
expresada predominantemente en el cerebro, en estructuras como la SNpc,
amigdala, neocorteza, hipocampo, bulbo olfatorio, nucleo estriado, talamo y
cerebelo (Taguchi et al., 2016; Yang et al., 1999). Se expresa también en otros
tejidos y oOrganos, tales como sangre, médula Osea, riiidn, pancreas, musculo
esquelético, pulmones, corazon y placenta. Sus principales roles incluyen la
regulacion de la fusién de vesiculas presindpticas con la membrana celular, la
interaccion con proteinas sinapticas asociadas a la exocitosis vesicular, la
estabilizacién de complejos de la cadena transportadora de electrones y el aumento
de la velocidad de formacién de microtubulos. Sin embargo, su funcion fisioldgica
en los diferentes compartimentos celulares en los que se localiza, so6lo se
comprende parcialmente (Bernal-Conde et al.,, 2020; Lashuel et al.,, 2013).
Estructuralmente, tiene un peso molecular de 14.5 kDA y esta conformada por 140
aminoacidos (Lee y Gilbert, 2016; Manzanza et al., 2021). Es codificada por el gen
SNCA, ubicado en la posicion 21 del brazo largo del cromosoma 4 (Chr 4g21.3-gq22)
(Figura 2A) y consta de tres dominios. EI dominio N-terminal esta compuesto de
cuatro repeticiones que contienen una secuencia consenso KTKEGV, una region
predispuesta a plegarse en hélices alfa y que se ha planteado esta vinculada con la
capacidad de union a lipidos (Wales et al., 2013). El dominio central llamado
componente no amiloidogénico (“NAC”), de las siglas en inglés “non-amyloidal
component”, tiene la caracteristica de ser hidréfobo y amiloidogénico (Bendor et al.,
2013; Manzanza et al., 2021). Diversos estudios han concluido que este dominio
esta asociado con la agregacién de a-sin y se ha vinculado con el desarrollo de
sinucleinopatias cuando existen mutaciones puntuales en dicha regién
(Polymeropoulos et al., 1997; Proukakis et al., 2013). Finalmente, el dominio C-
terminal proporciona flexibilidad al polipéptido, ademas de ser una regién acidica y

desestructurada (Figura 2B) (Manzanza et al., 2021).
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Figura 2. Estructura de la proteina alfa-sinucleina. (A) Ubicacion del gen SNCA en el
cromosoma 4 posicion 22.1 del brazo largo. (B) Representacion esquematica de la
estructura de la alfa-sinucleina (a-sin). Estd compuesta por 140 aminoacidos que se
organizan en tres dominios caracteristicos. EI dominio N-terminal anfipéatico (en tono azul),
contiene cuatro regiones de 11 repeticiones imperfectas con la secuencia consenso
KTKGEV, lo que facilita la configuracion de una hélice-a y le posibilita la unién a lipidos. El
dominio central (en color amarillo) es conocido como el componente no amiloide (NAC), y
es el que permite la oligomerizacién de a-sin debido a su composicion hidrofébica. El
dominio C-terminal (en tono rojo), contiene residuos &cidos (glutamato y aspartato) y
prolina, este forma un dominio de unién a calcio, que incrementa su capacidad de unién a
lipidos (imagen creada en Biorender.com).

1.1.6 Fisiopatologia de la alfa-sinucleina

Los efectos patologicos de la acumulacion anormal de a-sin citoplasmatica y sus
variantes andmalas en las neuronas y la glia, estan vinculados a procesos
neurodegenerativos conocidos como sinucleopatias (Galvin et al., 2001; Marti et al.,
2003). Estas incluyen la enfermedad de Parkinson (EP), demencia con cuerpos de
Lewy y atrofia multisistémica, siendo la EP la sinucleinopatia mas prevalente
(Langston et al., 2015; Sekigawa et al., 2015; Peelaerts y Baekelandt, 2016). En las

Gltimas décadas, se han relacionado dos hallazgos principales en el desarrollo de
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la EP con la proteina a-sin: Se determiné que mutaciones puntuales del gen SNCA
dan origen al desarrollo de formas familiares de la EP (Polymeropoulos et al., 1997),
la proteina a-sin es un componente principal de los cuerpos de Lewy (CL), los cuales
son el sello histopatolégico del cerebro con EP (Spillantini et al., 1997). Debido a
esto, a la EP se le define como una alfa-sinucleopatia con CL depositados en el
mesencéfalo. Los CL son inclusiones intracitoplasmaticas que constan de mas de
70 proteinas y estan compuestos mayormente de agregados fibrilares de a-sin
(Bernal-Conde et al., 2020; Cacabelos, 2017). La agregacion de los CL ocurre
inicialmente en el citoplasma de las neuronas monoaminérgicas (entre ellas las DA)
del tronco encefalico y en neuronas DA del sistema olfatorio; conforme progresa la
EP; también se pueden encontrar en ciertas regiones cerebrales limbicas y
neocorticales (Poewe et al., 2017).

En afos recientes, se ha identificado una relacién entre la duplicacion y/o triplicacién
del gen SNCA vy el desarrollo de una forma familiar de la EP, lo que indica que los
niveles aumentados de a-sin normal son suficientes para causar la enfermedad. El
andlisis neuropatolégico de pacientes de algunas familias ha revelado que las
mutaciones del gen SNCA se heredan de manera autosémica dominante y que
comparten un cuadro neuropatolégico similar a la forma idiopatica como la inclusién
de CL en diferentes areas del SNC (Figura 3A) (Lee y Gilbert, 2016). La acumulacién
de a-sin, la disfuncién mitocondrial, el deterioro autofagico y el estrés oxidativo y del
reticulo endoplasmico son hallazgos comunes en la cascada patdgena de la EP
(Figura 3B) (Cacabelos, 2017).
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-Acumulacion de a-sin
-Disfuncién mitocondrial ;}3
-Deterioro autofagico '
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Meurona
Dopaminérgica

A 1 2 3
Alelos maternos SNCA SNCA SNCA

4.

Alelo paterno SNCA

Paciente con Enfermedad de
Parkinson

Triplicacion del gen SNCA

Figura 3. Fisiopatologia de la alfa-sinucleina. (A) Representacion de los 4 alelos
resultantes de la triplicacion del gel SNCA. Esquema de los 4 alelos del gen SNCA (1-4),
en el alelo de origen materno, se produjo una triplicacibn mediante dos duplicaciones no
simultaneas de dicho gen, el recuadro con borde negro exhibe la dosis genética estandar.
(B) Alteraciones a nivel fisiologico causadas por la triplicacion del gen SNCA. (Imagen
creada en Biorender.com).

Actualmente, el origen y el desarrollo prodromal de la patologia se desconocen, sin
embargo, la hipotesis de Braak sugiere que el dafo se va propagando gradualmente
en el cerebro, dado que se observa a la a-sin depositada en los cuerpos de Lewy
en diferentes estructuras conforme avanza el tiempo de la enfermedad (Braak et al.,
2003). En la primera etapa, los cuerpos de inclusion relacionados con la EP
aparecen Unicamente en las neuronas de proyeccion fusiformes del ndcleo motor
IX/X dorsal y, en algunos casos, en las células de proyeccion de la zona reticular
intermedia. Por lo tanto, la patologia se limita a una pequefia franja de materia gris
gue se extiende desde el ala cinerea por debajo del revestimiento ependimario del
cuarto ventriculo hasta la superficie ventrolateral de la parte inferior del tronco

encefélico, entre el surco dorsolateral y el limite superior de la oliva (Estadio 1). En
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el Estadio 2, se observa una afectacion mas acentuada tanto del nucleo motor
dorsal IX/X como de la zona reticular intermedia. Una caracteristica clave es la
primera aparicion de CL en las neuronas de proyeccion cargadas de lipofuscina
(lipopigmento relacionado a la peroxidacion lipidica y que indica dafio celular
severo), de los nucleos del rafe caudal (nucleus raphes magnus, obscurus, pallidus)
y la formacion reticular. Por otra parte, el Estadio 3, se caracteriza por la afectacion
de un subconjunto de melanoneuronas en la SN y la afectacion de neuronas de
proyeccion cargadas de lipofuscina en el nicleo magnocelular del cerebro anterior
basal. Notablemente, no hay indicacion de despigmentacion macroscépicamente
detectable de la SN y el dafio alli inicialmente esta restringido a neuronas de
proyeccidon melanizadas de los subnudcleos posterolateral y posteromedial. Mas
adelante, en el estadio 4, se observa una marcada devastacion de las
melanoneuronas en los subnucleos vulnerables de la SN. La comparacion con la
condicion control revela una pérdida significativa de neuronas, especialmente en las
regiones posteriores de la pars compacta. En algunos casos, la despigmentacién
local es lo suficientemente pronunciada como para ser reconocida
macroscopicamente. El grado de dafio observado en las estructuras subcorticales
y mesocorticales mencionadas anteriormente aumenta alin mas, las estructuras
vulnerables de la SN se encuentran casi desprovistas de neuronas cargadas de
melanina y, en consecuencia, presentan una palidez evidente en la inspeccién
macroscopica. Posteriormente, en el Estadio 5, se observa el progreso de la lesién
en la corteza, iniciando en la mesocorteza temporal anteromedial. Finalmente,
durante el Estadio 6, la progresion patologica sigue su curso en la neocorteza, la
cual se ve comprometida, comenzando por las &reas de asociacion sensorial de alto
nivel y las regiones prefrontales; mientras que las areas premotoras/asociativas de
primer orden y los campos motores/sensoriales primarios siguen un patrén similar
(Braak et al., 2003).

De manera que, la relevancia del estudio de a-sin para comprender el origen de la
EP ha impulsado el desarrollo de numerosos modelos animales basados en la

inactivacion o eliminacion del gen SNCA enddgeno o la sobreexpresion de la
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proteina a-sin, a través de un enfoque transgénico con varios promotores o por

vectores virales, entre otros (Chesselet, 2008).

1.1.7 Modelos de la enfermedad de Parkinson

Con la finalidad de estudiar los mecanismos citopatolégicos, moleculares,
fisioldgicos y genéticos, asi como para aplicar estrategias terapéuticas en la EP, se
han desarrollado, durante las Gltimas décadas, diversos modelos in vivo e in vitro.
Los modelos animales de EP, por lo general, se pueden dividir en aquellos que usan
neurotoxinas ambientales o sintéticas y aquellos que usan la expresion in vivo de
mutaciones de ciertos genes (Blesa et al., 2012). Asi mismo, la creacion de modelos
genéticos ha permitido el estudio de las principales vias moleculares y bioquimicas
involucradas en la patogénesis y la etiologia genética de la EP, asi como la
identificacion de factores clave en términos de diagndstico, disefio de
medicamentos y/o terapia. Actualmente los principales genes asociados con el
origen de la EP son SNCA, Parkina, LRKK2, PINK1 y DJ-1 (Blesa et al., 2012; Saiki
et al., 2012; Hisahara and Shimohama, 2011).

Por su parte, los modelos basados en el uso de neurotoxinas permiten producir
estrés oxidativo y causar la muerte celular en poblaciones de neuronas DA de la via
nigroestriatal, como ocurre en la EP (Blesa et al., 2012). Uno de estos modelos se
basa en la administracion de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), una neurotoxina
analoga de la dopamina que se utiliza para generar hemiparkinsonismo. Dado que
la 6-OHDA no atraviesa la barrera hematoencefalica, su administracion requiere de
una inyeccion intracerebral directa (sitio blanco) mediante cirugia estereotaxica
(SNpcy estriado o has medial del cerebro anterior) (Perese et al., 1989; Przedbroski
et al., 1995). A las 24 h post-inyeccioén, las neuronas DA comienzan a degenerarse
de manera permanente y la dopamina estriatal disminuye por completo de 2 a 3 dias
después. Ademas, la administracion sistematica de agonistas dopaminérgicos como
la apomorfina, un agonista del receptor de dopamina, o la anfetamina, un agente
liberador de dopamina (Hisahara and Shimohama, 2011) lo que permite observar
un comportamiento motor asimétrico (giro inducido, rotacion). Lo efectos de la lesién

dependen de la dosis inyectada de la neurotoxina, el sitio de inyeccion y la
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sensibilidad de la especie animal con la cual se trabaja (Betarbet et al., 2002; Faull
& Laverty, 1969). No obstante, en general, una de las grandes ventajas de este
modelo es el comportamiento motor cuantificable que permite el cribado
farmacoldgico y la prueba de terapias de reemplazo celular (Deumens et al., 2002;
Hisahara and Shimohama, 2011).

1.1.8 Tratamientos para la enfermedad de Parkinson

Actualmente existen varios tratamientos para la EP, entre los que destacan la
estimulacién cerebral profunda mediante neurocirugia estereotaxica funcional,
aplicable en sélo muy pocos casos, y la terapia de apoyo como fisioterapia y
farmacoterapia. Por otro lado, las opciones terapéuticas actualmente disponibles no
pueden detener ni revertir el proceso neurodegenerativo de la EP o incluso prevenir
su manifestacion, siendo posible soélo controlar los sintomas mediante varios
farmacos disponibles (Oertel and Schulz, 2016; Singh et al., 2007). Estos tienen
como objetivo principal aumentar los niveles de DA en el cerebro. El farmaco mas
empleado para reducir la sintomatologia de la EP es la levodopa (L-DOPA), un
precursor de la dopamina enfocado en reestablecer los niveles de DA en los
ganglios basales (Boronat-Garcia et al., 2016). Sin embargo, el tratamiento a largo
plazo con L-DOPA se asocia con numerosos efectos motores adversos como
acinesia, discinesia, desgaste y falta de dosis que limitan su uso (Singh et al., 2007).
Debido a lo anterior, se ha expuesto la necesidad de encontrar un tratamiento que
disminuya los sintomas motores a largo plazo sin la aparicién de los efectos
secundarios. En la busqueda de nuevos abordajes experimentales, durante al
menos 3 décadas se ha incursionado en la terapia experimental con células
troncales como una alternativa para poner solucion a dicho problema (Barker et al.,
2015).

1.1.9 Las células troncales

Las células troncales son aquellas que tienen el potencial de autorrenovarse y

generar células diferenciadas, ademas de exhibir una amplia capacidad de llevar a
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cabo divisiones celulares asimétricas, existir en una forma mitéticamente inactiva y
regenerar clonalmente todos los diferentes tipos de células que constituyen a los
tejidos (Morrison et al., 1997, 2010). Son clasificadas dependiendo de su potencial
de diferenciacion como totipotentes (capaces de formar el embrion y trofoblasto de
la placenta, asi como derivar las tres capas germinales embrionarias, mesodermo,
endodermo y ectodermo); pluripotentes (que pueden dar origen a las 3 capas
germinales y a todas las células presentes en un organismo), multipotentes (las
cuales se diferencian en cualquier célula de un linaje especifico a partir de una sola
capa germinal) y unipotentes (s6lo pueden dar origen a un tipo celular) (Keller, 2005;
Alison et al., 2002).

1.1.10 Células troncales pluripotentes

Debido a su capacidad de autorrenovacion, conservacion de su potencial al
replicarse y generacion de todas las células presentes en un organismo,
actualmente las células troncales pluripotentes (CTP) tienen un papel fundamental
en la medicina regenerativa, ya que se utilizan como modelos celulares para
comprender los mecanismos de diferentes patologias, deteccion de farmacos
eficaces y el desarrollo de alternativas terapéuticas (Takahashi et al., 2007; Wu and
Izpisua Belmonte, 2016). Las CTP se clasifican en células troncales embrionarias
(CTE) y células troncales pluripotentes inducidas (CTPi) (Chin et al., 2009).

1.1.11 Células troncales embrionarias

Las CTE se derivan de la masa celular interna (MCI) del blastocisto durante la etapa
embrionaria de gastrulacién. Entre sus caracteristicas principales destacan su
capacidad para autorrenovarse y derivar multiples linajes celulares especializados,
asi como mantenerse y expandirse como poblaciones de células indiferenciadas
durante periodos prolongados de tiempo in vivo y de manera indefinida in vitro (Hipp
and Atala, 2008; Keller, 2005; Sylvester and Longaker, 2004). Las CTE fueron
aisladas por primera vez de la MCI de un embrién de ratén (CTEr) en 1981, y en
1988 se generaron las CTE humanas (CTEh) (Martin, 1981). Debido a sus
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caracteristicas Unicas, tienen una gran importancia para la biologia y medicina
regenerativa, sin embargo, su aplicacion clinica es limitada debido a la controversia

ética en torno a su obtencion (Hipp and Atala, 2008; Landry and Zucker, 2004).

1.1.12 Células troncales pluripotentes inducidas

La reprogramacion exitosa de células somaticas diferenciadas en un estado
pluripotente mediante la induccion de la coexpresion de cuatro factores de
transcripcion caracteristicos de un fenotipo pluripotente (Oct3/4, Sox2, Klf4 y c-Myc)
permitié la creacion de las CTPi. Primeramente, a partir de fibroblastos se generaron
CTPi de ratéon (CTPir) en el afilo 2006 (Takahashi and Yamanaka, 2006) y el
siguiente afo, se generaron las CTPi humanas (CTPih) (Takahashi et al., 2007).

1.1.13 Diferenciacion dopaminérgica de las CTP in vitro

El avance en la caracterizacion de las cascadas de sefializacion celular y molecular
implicadas en la diferenciacion de las neuronas DAm in vivo, ha permitido el
desarrollo de diversos protocolos de cultivo celular que simulan dichas condiciones
in vitro con el objetivo de llevar a cabo una diferenciacién DA guiada. Este modelado
de la enfermedad permite tanto el estudio del efecto de los farmacos, asi como su
potencial empleo en terapias de reemplazo celular a través de trasplantes (Arenas
etal., 2015). Las CTP humanas, ya sea las CTEh o las CTPih, son una opcién viable
para su uso en protocolos de diferenciacion DA debido a que ofrecen una fuente
celular renovable y escalable a partir de la cual se pueden obtener un importante
namero de células DA con caracteristicas similares que permiten estudios con gran
reproducibilidad (Parmar et al., 2020). En los primeros estudios, la diferenciacion
DA a partir de CTP se basé en el uso de células estromales o astrocitos
alimentadores como inductores de la diferenciacion, y en la agregacién de cuerpos
embrioides (CE) (Roy et al., 2006; Swistowski et al., 2009; Vazin et al., 2008). Sin
embargo, los resultados obtenidos a través de estos protocolos frecuentemente
mostraron una variabilidad considerable en la pureza y el nUmero de las neuronas
DAs generadas (Arenas et al., 2015; Oh, 2019; Parmar et al., 2020).
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El estudio y recapitulacion de las vias de sefalizacion relacionadas con la
diferenciacion neuronal durante la etapa del desarrollo embrionario permitié generar
protocolos mas eficientes. En 2009, se desarrollé el método de “inhibicion dual de
la via SMAD” (principal via de sefializacién de ligandos de la superfamilia del factor
de crecimiento transformante B (TGF-B) (Ross and Hill, 2008), el cual, mediante el
uso de moléculas inhibidoras de la sefializacion de BMP, nodal, activina 'y el TGF-B,
permitié diferenciar a las CTP humanas en células neurales sin la influencia de
factores indefinidos, asi como aumentar la eficiencia y heterogeneidad del cultivo
(Arenas et al., 2015; Chambers et al., 2009). Posteriormente, se implementd la
administracion de sonic hedgehog (SHH, ligando implicado en la organizacién del
cerebro medio durante la etapa de organogénesis), en conjunto con la inhibicién
dual de la via SMAD durante la induccién neural de CTEh para obtener como
resultado la derivacion eficiente de células de la placa de piso (PP) (Fasano et al.,
2010; Oh, 2019), que dan origen a las células DA. La especificacion correcta
mesencefalica se logré con la adicion del inhibidor de la glucdégeno sintetasa
quinasa 3B (GSK3pB), que activa la via de WNT (wingless) que es esencial en el
desarrollo de las neuronas DAm (Arenas et al., 2015; Chung et al., 2009). Este
protocolo fue desarrollado por el grupo de Studer y colaboradores, quienes
obtuvieron cultivos celulares con una clara expresion de marcadores
dopaminérgicos como FoxA2 (Forkhead box protein A2 o proteina A2 de caja de
pinza) y TH (Kriks et al., 2011).

Mas recientemente, se han desarrollado varios protocolos que enfatizan el uso de
moléculas de la familia LDN, son moléculas pequefias capaces de inhibir la
sefializacion SMAD mediada por la proteina morfogenética 6sea (BMP) para
generar una inhibiciéon dual modificada de la via SMAD en conjunto con la activaciéon
de la sefializaciéon de SHH y WNT para mejorar la eficiencia y diferenciacion de
neuronas DAm (Chambers et al., 2012; Oh, 2019). En esta linea de trabajo, el grupo
de Fedele y colaboradores utilizO un protocolo similar para generar cultivos de
neuronas DA usando células de la PP, debido a que estos progenitores
homogéneos retienen un potencial dopaminérgico eficiente en multiples pasajes,

pueden criopreservarse y especificarse sin la necesidad de partir desde CTP hacia
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un fenotipo neuronal maduro. Mediante esta metodologia se puede alcanzar hasta
un 80% de células TH*, con cultivos celulares que exhiben una alta sobrevivencia,
produccion de dopamina y propiedades electrofisiologicas similares a las neuronas

DAs nigroestriatales (Fedele et al., 2017).

1.2 Antecedentes
1.2.1 Las células troncales pluripotentes en la EP

Como se describié anteriormente, la EP es un trastorno neurodegenerativo cuya
patologia central es la pérdida de las neuronas DAm. Hasta ahora no existe un
tratamiento que detenga la neurodegeneracion, por ello, un tratamiento potencial es
la terapia de reemplazo celular. Este enfoque consiste en el trasplante de células
que produzcan de manera mas eficiente y localizada la dopamina faltante dentro del
nacleo estriado (Barker et al., 2015; Boronat-Garcia et al., 2016). En los ultimos 50
afios se han desarrollado estudios preclinicos centrados en el trasplante en el
estriado de diversos tipos celulares, tales como el de las células de la médula
suprarrenal, células del epitelio pigmentario de la retina, células troncales de la
matriz del cordon umbilical (gelatina de Wharton) (Weiss et al., 2006, Kang et al.,
2013), células del cuerpo carotideo, tejido mesencefalico ventral fetal humano
(hfVM), CTEh y CTPih (Barker et al., 2015). Cabe aclarar que solo las ultimas tres
fuentes celulares son capaces de diferenciarse en verdaderas neuronas DAm in
vitro (Barker et al., 2015). Adicionalmente, los trasplantes de hfVM realizados en
pacientes con EP generaron resultados en buena parte satisfactorios. Los
resultados obtenidos demostraron beneficios clinicos en ensayos abiertos de fase
I, mejorando la sintomatologia y la disminucion del uso de medicamento en la EP
(Barker et al., 2015; Lindvall et al., 1989, 1990; Piccini et al., 2000; Widner et al.,
1992). Sin embargo, existe controversia en torno a este enfoque, ya que algunos
pacientes presentaron discinesias inducidas por el injerto. Adicionalmente, el disefio
experimental y la seleccion de pacientes no fueron las mas apropiadas, por lo que

actualmente se sigue estudiando la factibilidad de los trasplantes y su uso
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terapéutico (Barker and Kuan, 2010; Hagell et al., 2002; Ma et al., 2002; Singh et
al., 2007Db).

Posteriormente a los ensayos clinicos realizados con tejido hfVM, se desarrollaron
otras fuentes celulares con el objetivo de resolver la problematica de disponibilidad
de tejido y las cuestiones éticas inherentes al uso de tejido fetal humano, siendo
una de ellas el uso de CTP; una alternativa que ha destacado debido a la capacidad
para producir linajes definidos como el dopaminérgico mesencefalico. A lo largo de
los afios, varios grupos de investigacion han desarrollado diversos protocolos para
la produccion de neuronas DAm altamente funcionales, las cuales se han
trasplantado desde etapas avanzadas de progenitores de PP y en estadios mas
diferenciados como neuroblastos DA y neuronas DAs inmaduras o completamente
diferenciadas (Kim et al., 2020). En la busqueda para determinar la etapa celular
Optima para su uso en terapias de reemplazo de neuronas DAm in vivo, el trasplante
de células en un estadio de diferenciacion avanzada de PP, permitié observar un
importante nivel de viabilidad, en comparacion con etapas mas avanzadas donde
las neuronas son demasiado maduras para ser eficientes debido a la muerte celular
y falta de integracion en el tejido hospedero (Doi et al., 2014; Kim et al., 2020;
Kirkeby et al., 2017). De manera que, los antecedentes indican que es posible
desarrollar de manera eficiente el cultivo de progenitores DAm, los cuales al ser
trasplantados son capaces de diferenciarse en neuronas DAm funcionales y mejorar
las anomalias motoras complejas en modelos animales de la EP (Ganat et al., 2012;
Kim et al., 2020; Kriks et al., 2011; Steinbeck and Studer, 2015).

El trasplante de neuronas DAs derivadas de CTEh y CTPih se ha probado en varios
modelos de la EP y, actualmente, los estudios preclinicos en primates no humanos
muestran la supervivencia y funcionabilidad a largo plazo del trasplante, lo que da
indicio de que la implementacién futura de estos protocolos en estudios clinicos es
factible (Barker et al.,, 2017; Hallett et al., 2015; Kikuchi et al., 2017). El primer
estudio clinico empleando CTPih se realiz6 en el afilo 2018 en Japon (Takahashi,
2017). Takahashi y colaboradores desarrollaron un protocolo para generar
precursores de neuronas DA derivadas de CTPih que fueron trasplantadas en el

putamen de pacientes con EP (Takahashi, 2017; Parmar et al., 2020). El trasplante
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de células se llevd a cabo con éxito a finales de 2021 en siete pacientes. El
seguimiento indica que hasta el momento, no se han desarrollado complicaciones,
y ninguno de los pacientes ha experimentado efectos adversos significativos. El
estudio aun se encuentra en curso y se preveé que los resultados estén disponibles
en 2024 (CiRA Annual Report 2022, n.d.). Por su parte, muy recientemente, el grupo
de Schweitzer reporté la implantacion de precursores dopaminérgicos
mesenceéfalicos, derivados de CTPih del propio paciente (trasplante autdlogo) con
EP idiopatico. Las células fueron implantadas en el putamen, primeramente, en el
hemisferio izquierdo, y 6 meses después en el hemisferio derecho.
Interesantemente, la tomografia por emisién de positrones con el uso de flior-18-L-
dihidroxifenilalanina sugirié la supervivencia del injerto. Ademas, los parametros
clinicos de los sintomas de la EP después de la cirugia se estabilizaron o mejoraron
entre 18 y 24 meses después de la implantacion (Schweitzer et al., 2020). La gran
ventaja que ofrece este tipo de trasplante autélogo es la de no requerir de
inmunosupresion. La investigacion en este campo continla, y esta encaminada en
mejorar la supervivencia y funcionalidad de los trasplantes en los préximos ensayos

clinicos.

1.2.2 La SNpc como sitio de trasplante celular para recuperar el circuito nigro-

estriatal afectado en la enfermedad de Parkinson

Uno de los desafios que enfrenta la terapia de reemplazo celular en la EP es el
desarrollo de protocolos eficientes para el trasplante celular, donde los precursores
neuronales sean transplantados en regiones que propicien las condiciones para su
diferenciacion DA. La mayoria de los trasplantes de neuronas DAs se han realizado
en el estriado, especificamente en el nucleo putamen, debido a que es la estructura
de los ganglios basales donde se encuentra la deplecién de dopamina en la EP al
ser el sitio hacia donde proyectan y liberan la dopamina las neuronas DA de la SNpc
(Freed et al., 2011). Sin embargo, se ha observado que este procedimiento, aunque
en algunos casos genera beneficios en la recuperacion de la actividad motora, tiene
desventajas como la falta de restablecimiento funcional del circuito nigro-estriatal,

siendo una de las consecuencias la generacién de discinesias a causa de la falta
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de regulacién en la liberacion de dopamina. Por ello, actualmente se intenta
determinar si la SNpc puede ser una zona de implante celular alternativa al nacleo
estriado para evitar este efecto secundario (Collazo-Navarrete et al., 2019; Ramos,
2018).

De esta manera, nuestro grupo de investigacion evaluo el potencial del trasplante
de CE obtenidos a partir de CTEr para diferenciarse a neuronas maduras en la SNpc
(Maya-Espinosa et al., 2015). Los resultados obtenidos demostraron que la SNpc
es un nicho neurogénico que provee un microambiente permisivo para la
sobrevivencia y diferenciacion del trasplante de CE a 6, 15y 30 dias postrasplante
(dpt). De manera analoga, Grealish et al. demostraron la capacidad de las neuronas
DAs derivadas de CTEh para diferenciarse y generar proyecciones axonales de
hasta 10 mm desde el sitio de trasplante en la SNpc hacia el nucleo estriado,
propiciando una inervacion altamente especifica desde el mesencéfalo hacia el
prosencéfalo en el cerebro de ratas adultas (Barker et al., 2015; Grealish et al.,
2014). A la par, nuestro grupo evalué el trasplante de CE provenientes de CTEr en
la SNpc intacta y lesionada con 6-OHDA y su potencial DA, observandose que a los
6 dpt una porcion de las células de CE trasplantadas en el area lesionada eran
capaces de expresar marcadores de un fenotipo neuronal como doblecortina, DA
TH y Lxmla, lo que sugiere que la SNpc pos-lesibn mantiene su capacidad
neurogénica (Collazo-Navarrete et al., 2019).

Posteriormente, en el laboratorio se analiz6 el potencial dopaminérgico a largo plazo
del trasplante en la SNpc, pero ahora de CTEh en etapa de CE sobreexpresando
los factores de transcripcion mesencefalicos Lxmla, FoxA2 y Otx2 en el modelo de
la EP inducido por 6-OHDA. Como resultado se encontré que las células son
capaces de sobrevivir y diferenciarse a través de la formacién de rosetas neuronales
y expresar marcadores de especificos de DA como Lmxlay Otx2 a los 7 y 15 dpt,

y a los 30 dpt de diferenciacién DA (Ramos, 2018, Ramos-Acevedo et al., 2023).
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1.2.3 Células trocales pluripotentes inducidas humanas con triplicacion del

gen SNCA como modelo de la enfermedad de Parkinson

En el afio 2009 se desarroll6 una linea celular a partir de CTPih derivadas de
fibroblastos cutaneos provenientes de un paciente de 42 afios con EP por
triplicacion del gen SNCA (3X SNCA) (Byrne et al., 2009). Posteriormente, varios
grupos de investigacion usaron este protocolo experimental como un modelo de la
EP para estudiar las bases de la neurodegeneracion causada por la proteina a-sin
(Byers et al., 2011; Devine et al., 2011, Flierl et al., 2014; Oliveira et al., 2015). Los
hallazgos encontrados en el cultivo de CTPih con la 3X SNCA revelan acumulacion
de a-sin, asi como incremento de marcadores de estrés oxidativo en comparacion
con una linea celular derivada de un familiar de primer grado no afectado (Byers et
al., 2011). Al ser diferenciadas a precursores dopaminérgicos, estas células
mostraron cambios sustanciales en su crecimiento, viabilidad y metabolismo
energético, asi como un envejecimiento acelerado y una menor sobrevivencia. La
supresion de a-sin en la linea celular con la 3X SNCA mediante un ARN de horquilla
corta (ShRNA) expresado de manera estable, dio como resultado reversion de los
cambios fenotipicos observados, concluyendo que esta mutacion es capaz de influir

directamente en la funcion neuronal in vitro (Flierl et al., 2014).

Con el objetivo de estudiar los efectos de la a-sin en la diferenciacion DA, Byers et
al. estimularon la diferenciacion neuronal de CTPih portadoras de la 3X SNCA
mediante un protocolo de roseta neural, obteniendo como resultado neuronas TH*
correspondientes a un fenotipo neuronal DAm (Byers et al., 2011). Por su parte, el
grupo de Devine et al.,, someti6 CTPih con 3X SNCA a un protocolo de
diferenciacion DA a través del uso de moléculas pequefias. En este caso, los
cultivos mostraron una robusta expresion de TH y B-tubulina de clase Il (B-lI
tubulina), marcadores de identidad neuronal DAm (Devine et al., 2011). Sin
embargo, otros estudios demuestran que la sobreexpresion de a-sin disminuye la
diferenciacion neuronal in vitro, debido a que los cultivos de neuronas derivadas de
la linea celular 3X SNCA muestran baja expresion de marcadores asociados al
desarrollo neuronal como GABABR2, NURR1 y TH (Oliveira et al., 2015). De
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manera similar, se ha reportado que en cultivos primarios de neuronas DAs de raton,
la expresion de marcadores como Pitx3, NURR1, TH, Vmat2 y DAT asociados a la
diferenciacion DA es baja, en comparacion donde no hay sobreexpresion de a-sin

inducida a través de un vector viral (Volakakis et al., 2015).

Por otro lado, para tener mayor entendimiento sobre los efectos de la
sobreexpresion y la ausencia de la 3X SNCA, nuestros colaboradores de la
Universidad de Stanford generaron a partir de la linea celular de Byers et al., (Byers
et al., 2011), una linea celular knockout is6genica del gen SNCA. Para ello usaron
la herramienta de edicién genética CRISPR/Cas9 para introducir rupturas de doble
cadena en el primer exén codificante del gen SNCA. Posteriormente, se llevo a cabo
la induccioén de la diferenciacion DA de la linea celular KO SNCA. Los resultados
obtenidos mostraron expresion positiva de FoxA2 y Nestina, marcadores
correspondientes a un fenotipo neural de PP. De igual forma, la expresion de TH se
decremento al final del protocolo, lo cual se atribuye a la falta de expresion de a-sin
(Zafar et al., 2015). Finalmente, a pesar de que el papel fisiolégico de a-sin aiin no
esta claro, hay estudios que reportan cambios significativos en el nimero de células
TH* en la SN durante el periodo de desarrollo embrionario E10.5y E13.5 de ratones
knock-out (KO) para el gen SNCA, concluyendo que la inactivaciéon de a-sin, al igual
que la sobreexpresion, puede conducir a la reduccion de neuronas DAm (Garcia-
Reitboeck et al., 2013; Tarasova et al., 2018). Actualmente, se necesitan mas
estudios para determinar si la deficiencia de a-sin puede ocasionar un efecto en la

diferenciacion de células de PP en este fenotipo.

1.2.4 CTPih y su estudio en el laboratorio a traves de trasplantes en la SNpc

En el laboratorio se encuentra estandarizado el modelo de lesibn de 6-OHDA
(Collazo-Navarrete et al., 2019). En un trabajo de tesis de maestria realizado en el
laboratorio por el M. en C. Daniel Bernal-Conde, en el que colaboré de manera muy
importante durante mi servicio social, se inicio el estudio de la diferenciacion de las
CTPih en la SNpc. Para ello, se llevo a cabo la lesion del sistema nigro-estriatal con

6-OHDA en el hemisferio izquierdo y se comprobé la degeneracion de las neuronas
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DA, a través de inmunofluorescencias para detectar la expresion de la enzima TH
(Bernal-Conde, 2020). A la par, se utilizaron controles de lesion en los que soélo se
inyecto6 solucién salina. En la Figura 4, se observa un corte coronal de encéfalo en
la region del nucleo estriado (A) y la SNpc (B), donde el hemisferio izquierdo
muestra una denervacion de la via nigroestriatal, que es evidente por la nula
expresion de TH (sefal color rojo), en comparacion con el lado contralateral donde
se observa sefial de TH en el hemisferio derecho (C), lo que indica una correcta
lesion inducida por 6-OHDA (Bernal-Conde, 2020). En este trabajo de tesis se
empled ese tejido para analizar cualitativamente si CTPih son capaces de
diferenciar al fenotipo TH* en la SNpc cuando son trasplantadas en etapa de PP y
comparar dicho potencial de diferenciacién con el de células con la 3X SNCA y

células que no expresan a-sin.

Figura 4. Degeneracion de la via nigroestriatal. Imagenes representativas del (A) nucleo
estriado donde se observa la denervacion de la via nigroestriatal del hemisferio izquierdo
ipsilateral al sitio de la lesion por 6-OHDA, evaluada por la expresion de tirosina hidroxilasa
(TH, seial roja). La imagen se superpone al campo claro para delimitar los hemisferios
cerebrales; aumento 1.5X, barra de escala 1000 um. (B) Lesién con 6-OHDA en la SNpc,
se observa de igual manera la ausencia de la expresion de TH en el sitio donde surge la
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via nigroestriatal (triangulos blancos). (C) Expresion de TH en la SNpc contralateral a la
lesién (flechas blancas), la sefial también se observa en el nicleo estriado (A, lado derecho

y C), lo que indica la integridad de esta via (B y C); amplificacion 10X, barra de escala 250
pm. Tomada de (Bernal-Conde, 2020).
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1.3 Justificacion

La EP es una condicidon neurodegenerativa que representa un problema de salud
publica. Actualmente, la relevancia de la a-sin en el desarrollo de la EP es
considerada un area prioritaria de estudio a nivel internacional. Por ello, es muy
importante el desarrollo de modelos in vitro e in vivo que permitan el estudio de la
EP, y que conduzcan a describir su etiologia, asi como la identificacion de
elementos clave que permitan el diagnostico, disefio de medicamentos y la terapia
celular. Para cumplir este objetivo, las CTPih generadas a partir de reprogramacion
celular a partir de fibroblastos dérmicos provenientes de pacientes cuyo genoma
contiene mutaciones, duplicaciones o triplicaciones del gen SNCA (asi como otros
genes) que generan la EP constituyen una herramienta muy util. Las CTPih con 3X
SNCA, al ser inducidas a un protocolo de diferenciacion DAm, permiten modelar los
hallazgos histopatoldgicos similares a los que se observan en la EP, a su vez que
permiten estudiar como la a-sin influye en el desarrollo del fenotipo DAm. Existen
estudios que demuestran como la sobreexpresion de a-sin afecta el mantenimiento
del fenotipo de neuronas DAm maduras y de neuroblastos DA provenientes de
CTPih in vitro, lo cual sugiere que la a-sin ejerce un efecto modulador en la
diferenciacion terminal de neuronas DA. Sin embargo, se desconoce cual es el
papel de la sobreexpresion de a-sin en la diferenciacion en etapas tempranas del
desarrollo del fenotipo DAm, tales como la fase de PP. Esta investigacion tiene
como objetivo precisamente estudiar la capacidad de las CTPih para diferenciar al
linaje TH* en su sitio de origen ontogenético, la SNpc, al ser trasplantadas en una
etapa de diferenciacidon muy temprana de PP, para asi conocer su potencial uso en
terapias de reemplazo celular, en una etapa en la que su integracion puede ser mas
eficiente. Ademas, que nos permita acercarnos al entendimiento del efecto que tiene
la a-sin en la diferenciacion DAm in vivo a través del empleo de un modelo genético
de la EP de CTPih con 3X SNCA.
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1.4 Pregunta de Investigacion

¢Las CTPih con una cantidad génica normal de a-sin, con 3X SNCA o KO para el
gen SNCA trasplantadas en la SNpc en fase de PP, podran sobrevivir y desarrollar

un fenotipo TH* in vivo en un modelo experimental de la enfermedad de Parkinson?

1.5 Hipétesis

Las CTPih con una dosis génica normal de a-sin trasplantadas en la SNpc en etapa
de PP tendran la capacidad de sobrevir y de diferenciar hacia un fenotipo TH* a
largo plazo, mientras que ambos potenciales estaran disminuidos en la linea con
3X SNCA y KO SNCA.

1.6 Objetivo general

Analizar cualitativamente si las CTPih tienen la capacidad de sobrevivir y diferenciar
a un fenotipo TH* in vivo, al ser trasplantadas en la etapa de PP en un modelo in
vivo de la EP a largo plazo. Asi mismo comparar si la sobreexpresion de a-sin en
CTPih con 3X SNCA y la ausencia de a-sin en CTPih KO para SNCA modifica ese

potencial.

1.7 Objetivos particulares

1. Determinar si las CTPih CTRL, 3X SNCA y KO SNCA sobreviven y diferencian
hacia el fenotipo neuronal y TH* en la SNpc sin lesion y con lesion de 6-OHDA a 2

meses postrasplante.

2. Evaluar si la expresién de a-sin modifica la capacidad de sobrevivencia y/o de

diferenciacion de las diferentes lineas de CTPih in vivo.
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CAPITULO 2: ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
2.1 Estrategia experimental

La estrategia experimental se describe en la Figura 5. De manera general, al dia O
se generaron dos modelos experimentales en las ratas: Lesion con 6-OHDA (como
modelo unilateral de la EP) e inyeccion de solucién salina (SS) al 0.9 % (como
control de dafio mecanico e hidrostatico y compararlo con la lesion). Posteriormente,
al dia 15, al grupo de lesion con 6-OHDA se le realizo la prueba de giro inducido
con anfetamina segun lo descrito por Bové & Perier (2012) para determinar si la
SNpc habia sido lesionada correctamente. Las ratas que dieron mas de 400 giros
ipsilaterales a la lesion fueron trasplantadas al dia 21 con una de las tres lineas
celulares. Se esperaron 3 semanas para realizar el trasplante para que las
reacciones inflamatorias producidas por la lesién se encuentren disminuidas, y no
afecten al trasplante celular. Finalmente, a los 2 mpt las ratas fueron sujetas a
eutanasia y perfundidas para la obtencién de los cerebros. A los tejidos cortados
con criostato se les realizé la técnica de inmunofluorescencia para diferentes
marcadores que nos permitian identificar a las células trasplantadas (STEM121), a
neuroblastos (doblecortina), neuronas jévenes (doblecortina, -1l tubulina),
neuronas del linaje dopaminérgico (TH) y a a-sin. Los tejidos fueron analizados a
través de imagenes obtenidas por microscopia de epifluorescencia y confocal. El

detalle de cada metodologia se describe a continuacion.
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Se inicia un protocolo de inmunosupresién desde el dia anterior al trasplante y hasta un dia previo a la perfusion.

Figura 5. Linea temporal del disefio experimental. Se genero la lesion con 6-OHDA o la
administracion de solucién salina en ratas control. A los 15 dias posteriores a la lesion, se
realizé la prueba de giro con anfetamina y se seleccionaron aquellas ratas lesionadas para
el trasplante de la linea celular al dia 21 del protocolo experimental. El procesamiento del
tejido fue mediante una técnica de inmunofluorescencia para los marcadores: STEM121,
doblecortina, B-lll tubulina, TH y a-sin.

2.2 Cultivo de células troncales pluripotentes inducidas humanas

Se utilizaron 3 lineas de CTPih. Una linea CTRL, la linea 3X SNCA y la linea SNCA
KO fueron donadas por nuestra colaboradora la Doctora Birgitt Schile de la
Universidad de Standford, quien es parte del grupo propietario de la patente, con

clave US8669048B2S. Las tres lineas celulares fueron sometidas a diferenciacion
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dirigida hacia células de PP, mediante el protocolo “PSC Dopaminergic Neuron
Differentiation Kit” (Guide, 2016; Schuele et al., 2016; Zafar et al., 2015) el cual
proporciona condiciones de cultivo reproducibles y es normalmente utilizado en el
laboratorio. Las células fueron cultivadas en el Laboratorio AL-201 del Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM por el M. en C. Daniel-Bernal Conde durante el desarrollo
su tesis de Maestria. Se gener6 un banco de células que permitiera la realizacion

de los experimentos.

2.3 Animales

Se emplearon un total de 39 ratas macho adultas de la cepa Wistar, de 230-250 g,
las cuales fueron mantenidas bajo un ciclo de 12 h luz/oscuridad (luces encendidas
a las 7:00 am), a una temperatura controlada (22°C) y acceso ad libitum a comida y
agua. Los procedimientos experimentales realizados fueron conducidos de acuerdo
con los principios bioéticos establecidos por el Comité Institucional para el Cuidado
y Uso de los Animal de Laboratorio (CICUAL) del Instituto de Fisiologia Celular con

el nimero de autorizacion MGCO08-14.

2.4 Grupos de estudio

La Tabla 1 muestra la distribucién de los grupos estudiados.

No. de ratas trasplantadas con

Durdaecllon _ Fase_de., cada linea celular
irasplante diferenciacion — 3X SNCA
SNCA KO
Solucién
salina al 2 meses Placa de Piso 5 ratas 5 ratas 5 ratas
0.9%
Lesion
con 2 meses Placa de Piso 8 ratas 8 ratas 8 ratas
6-OHDA

Tabla 1. NUmero de ratas totales en las que se realiz6 el trasplante de CTPih.
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2.5 Lesion del sistema nigro-estriatal con 6-hidroxidopamina

Para generar un modelo unilateral de la EP, un grupo de ratas fueron inyectadas
con 6-OHDA tres semanas previas al trasplante celular. Los animales fueron
anestesiados con una combinacion de ketamina/xilacina (87 mg / 13 mg/kg,
respectivamente) (Pisa Agropecuaria, México) por via intraperitoneal.
Posteriormente, las ratas fueron colocadas en un aparato de cirugia estereotaxica
para inyectar la 6-OHDA que fue estabilizada con 32 pg/ul de L-ascorbato en un
volumen total de 0.5 pl de solucidn salina, y administrada a una velocidad de 0.125
MI/min, en el hemisferio izquierdo en la SNpc (anteroposterior 4.8; lateral 1.6; ventral
8.1) (Paxinos and Watson, 2007). A otro grupo de ratas empleadas como control se

les inyectd Unicamente el mismo volumen de solucion salina (SS) al 0.9%.

2.6 Prueba de giro inducida con anfetamina

Para verificar si la via nigroestriatal habia sido lesionada correctamente, las ratas
fueron sometidas a los 15 dias pos-lesién a una prueba de giro con la inyeccion
intraperitoneal de 4 mg/kg de anfetamina, un agonista dopaminérgico que se une a
los receptores presinapticos e induce la conducta de giro estereotipada (Boronat-
Garcia et al.,, 2016). Se cuantificaron durante 90 minutos el nimero de giros
ipsilaterales a la lesion a través del software Matlab, y s6lo se seleccionaron las

ratas con mas de 400 giros para conformar el grupo de la lesiéon con 6-OHDA.

2.7 Trasplante celular

El trasplante de cada linea celular se realizé una semana posterior a la prueba de
giro mediante el mismo método y coordenadas estereotaxicas usadas para la
inyeccion de 6-OHDA. Las células fueron introducidas en un volumen de 0.5 yl de
PBS seguidos de 120,000 células disueltas en 3-4 ul de DPBS en una jeringa
Hamilton (Thomas Scientific, 8929C51) e inyectadas durante 1 minuto. La canula se
mantuvo en el sitio durante 6 minutos adicionales para que las células descendieran
en su totalidad y al finalizar se retird lentamente para prevenir cualquier flujo

retrogrado.
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2.8 Inmunosupresién

Se realizdé un protocolo de inmunosupresion para evitar una reaccion de rechazo
por el sistema inmune de las ratas hacia el trasplante. Desde un dia previo al
trasplante celular y hasta un dia anterior a la eutanasia, se les dosifico diariamente
a los animales 100 mg/kg/dia de Ciclosporina A (10 mg/ml) (Cyclosuprim,
Alphachem) via oral (0.1 mL diluido en 750 mL de agua).

2.9 Obtencion del tejido cerebral

Después de 2 mpt, se les dio muerte a los animales mediante una inyeccion letal de
pentobarbital sédico (60 mg/kg, Pisabental) via intraperitoneal. Para lavar y fijar el
tejido, cada rata fue perfundida via intracardiaca con 200 mL de buffer de fosfatos
(PBS 0.1 M) seguido de 200 mL de paraformaldehido al 4% a 4 °C. Se procedi6 a
extraer el cerebro de cada animal y se colocé en paraformaldehido al 4% durante
12 h. Posteriormente, se realiz6 un proceso de deshidratacion (crioproteccion),
consistente en mantener los cerebros por un periodo de 3 dias en soluciones de
sacarosa al 10, 20 y 30% respectivamente, durante 24 h a 4 °C en cada
concentracion. Finalmente, con un criostato se realizaron cortes coronales de
encéfalo con un grosor de 40 um. Los cortes se criopreservaron a -20 °C en una

solucion anticongelante (50% de PBS, 25% de glicerol y 25% de etilenglicol).

2.10 Inmunofluorescencia

Cada corte coronal fue sometido a 3 lavados de 1 mL de PBS durante 10 minutos y
permeabilizado con 2 lavados en PBT (PBS y 0.3% Triton 100x) el mismo periodo
de tiempo. Posteriormente, fueron colocados en 1 mL de recuperador de antigenos
20X (PBS diluido) (Bio SB, BSB 0020) durante 35 minutos a 65 °C. Los cortes se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 15 minutos, se les realizaron 3
lavados en PBT durante 5 minutos y se colocaron durante una 1 h en solucién de
bloqueo (PBT mas 5% de albumina de suero bovino) (Sigma, 9048-46-8). Se
procedi6 a diluir el anticuerpo primario (Tabla 2) en solucion de bloqueo segun las
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recomendaciones del fabricante para cada tipo de anticuerpo. Los cortes se
mantuvieron durante toda la noche en dicha preparacion a 4 °C. Una vez
transcurrido el tiempo, los tejidos se sometieron a 3 lavados de 10 minutos en PBS
y se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
(Tabla 2) correspondiente. Al concluir el periodo de incubacion, a los cortes se les
realizd un lavado de 5 minutos en PBS, se colocaron en DAPI (4',6-diamino-2-
fenilindol, 1:10,000) para tefiir el nucleo celular y se les realizé un ultimo lavado de
5 minutos en PBS. Los tejidos fueron montados en portaobjetos y cubreobjetos
Superfrost (Thermo Fisher Scientific) aptos para microscopia y usando ProLong

Diamond Antifade Mountant (Invitrogen, P36970) como solucién de montaje.

Anticuerpos

Huésped Dilucion

primarios

Detecta un antigeno
] humano, por lo que
STEM121 (SC121) Takara Ratdn 1:500 )
reconoce a las CTPih

trasplantadas

Reconoce a la enzima TH,

Tirosina hidroxilasa o ] un marcador fundamental de
Merck Millipore Ratdn 1:500
(TH) neuronas DA tempranas y

maduras

Reconoce a la proteina de

citoesqueleto neuronal DCX,
_ Santa Cruz o
Doblecortina (DCX) . Cabra 1:250 caracteristica de
Biotechnology
neuroblastos y neuronas

inmaduras

) . _ . i Reconoce a la proteina a-
Alfa-sinucleina (a-sin)| BD biosciences | Raton 1:150 _ )
sin nativa

_ Reconoce a la proteina
Tubulina (B-lI

_ Biolegend Raton 1:500 constituyente de
tubulina)

microtubulos B-11I tubulina,
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caracteristica de un fenotipo

neuronal inmaduro

Anticuerpos

Huésped Dilucion

secundarios

Jackson
Alexa Fluor 488 |ImmunoResearch| Burro 1:1000 Anti-raton 1gG

Inc.

Jackson
Alexa Fluor 594  |ImmunoResearch| Burro 1:1000 Anti-conejo 1gG

Inc.

Alexa Fluor 568 Invitrogen Burro 1:400 Anti-cabra 1gG

Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en la
inmunofluorescencia. Se muestran los anticuerpos usados para evaluar la diferenciacion
neuronal y del linaje DA en el trasplante celular.

2.11 Microscopia

Las imagenes del tejido fueron capturadas usando un microscopio confocal (Zeiss
LSM800, microscopio confocal Olympus FV1000 Multi-fénico) y un microscopio de
epifluorescencia Leica DM6000B. Se utiliz6 el software ImageJ/FIJI para procesar

las imagenes.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Las células troncales pluripotentes inducidas humanas trasplantadas en
etapa de placa de piso son capaces de sobrevivir en la Sustancia Nigra pars

compacta a 2 meses postrasplante

Para determinar si las tres lineas de CTPih (CTRL, 3X SNCA y KO SNCA) en etapa
de PP eran capaces de sobrevivir y desarrollar un fenotipo TH* in vivo, fueron
trasplantadas en la SNpc, de ratas sin lesidn quimica (administracion de SS) y

lesionadas con 6-OHDA.

Realizamos inmunofluorescencias para evaluar cualitativamente la sobrevivencia
celular mediante el anticuerpo STEM121, el cual es especifico para un antigeno
presente en el citoplasma de células humanas; de esta forma nos fue posible

detectar el marcaje de las células exdgenas humanas pertenecientes al trasplante.

Observamos que las tres lineas celulares trasplantadas en etapa de PP en la SNpc,
ya sea en ratas lesionadas con 6-OHDA o control de lesion con SS, fueron positivas
para STEM121 (STEM121*) a 2 mpt (Figura 6), lo que indica que las células

trasplantadas lograron sobrevivir.
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STEM121 DAPI Sobrelape

CTRL
‘ Solucion Salina

Lesion
6-OHDA

3X SNCA
Solucion Salina

Lesion
6-OHDA

SNCA KO
‘ Solucién Salina

Lesion
6-OHDA

Figura 6. Sobrevivencia de las tres lineas de CTPih trasplantadas en etapa de placa
de piso en la SNpc a 2 meses postrasplante. Micrografias representativas del trasplante
de las lineas celulares CTRL (A-F), 3X SNCA (G-L) y SNCA KO (M-Q) en la SNpc de rata.
La sobrevivencia celular se evalué a 2 mpt, mediante el anticuerpo STEM121 a través de
microscopia confocal (magnificacion 10X); DAPI fue utilizado como tincion nuclear. Barra
de escala = 250 pm.
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Por otro lado, en la Tabla 3 se muestra que el grupo con el maximo porcentaje de
ratas con sobrevivencia de células trasplantadas (80%), fue el de ratas control de
lesion con SS trasplantadas con la linea celular 3X SNCA (n=5) (Tabla 3). Por el
contrario, el minimo porcentaje de ratas con encéfalos STEM121* fue de 37.5%
(n=8), correspondiente al grupo de lesién con 6-OHDA trasplantado con la linea
celular 3X SNCA (Tabla 3).

No.y % de ratas con

Duracion sobrevivencia del trasplante
Fase de ,
del . L por cada linea celular
diferenciacion
trasplante
) 3 ratas 4 ratas 3 ratas
Placa de Piso
! (n=5) (n=5) (n=5)
Solucién .
. Porcentaje de
salina al 2 meses ,
0.9% encéfalos con
' sobrevivencia de 60% 80% 60%
CTPih
(STEM1217)
. r r 4
Placa de Piso 3 ratas 3 ratas atas
n=8 n=8 n=8
Lesion .
Porcentaje de
con 2 meses encéfalos con
6-OHDA . .
sobrevivencia de 37.5% 37.5% 50%
CTPih
(STEM121)

Tabla 3. NUumero y porcentaje de ratas que mostraban sobrevivencia a 2 mpt de los
implantes celulares realizados en etapa de placa de piso en la SNpc de rata. Se
determiné el porcentaje de sobrevivencia en funcién del nimero de ratas con encéfalos
STEM121",

Estos resultados en su conjunto nos indican que la triplicacion del gen SNCA no
interfiere en la sobrevivencia del trasplante celular en la fase de PP y que la SNpc

de rata es permisiva para dicha sobrevivencia.
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Posteriormente, para hacer grupos de estudio homogéneos, en este trabajo se
analizaron de manera cualitativa, 3 diferentes animales trasplantados con cada
linea celular (Tabla 4). En cada uno de ellos se analizaron cualitativamente
diferentes marcadores de diferenciacion, correspondientes a un fenotipo neuronal
inmaduro (usando los anticuerpos doblecortina (DCX) y B-lll tubulina), vy
dopaminérgico (a través del anticuerpo TH) a los 2 mpt. Para ello, analizamos los
cortes adyacentes a los analizados para STEM121 (n = minimo 3 cortes por grupo).
No se pudo llevar a cabo la cuantificacion de las células STEM121+, DCX+, B-llI
tubulina+, TH+ y a-sin+, debido a la alta densidad de los cuerpos celulares y sus
proyecciones, lo que dificulta una delimitacion precisa del soma, e impide seguir la

sefal de cada uno de los marcadores.

No. de ratas analizadas para cada linea

__ Estadio de
Procedimiento : L celular

: diferenciacion

experimental
celular CTRL 3X SNCA KO SNCA
Lesién 6-OHDA | Placa de Piso 3 3 3
Control de
solucién salina | Placa de Piso 3 3 3
al 0.9 %
Suma total: 18 ratas

Tabla 4. Distribucién de los grupos de estudio analizados para los diferentes
marcadores de progresion de diferenciacién DA.

3.2 Las células troncales pluripotentes inducidas humanas trasplantadas en
etapa de placa de piso expresan un fenotipo neuronal inmaduro en la SNpc a

2 meses postrasplante

Para evaluar si las CTPih trasplantadas en etapa de PP a 2 mpt en la SNpc
lesionada con 6-OHDA y en el control de lesion con SS eran capaces de

diferenciarse a neuroblastos y neuronas inmaduras, se utilizo el marcador
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doblecortina, una proteina de citoesqueleto (Zhang and Jiao, 2015) propia de estos
fenotipos. También analizamos la expresion de la proteina constituyente de
microtubulos B-111 tubulina que se expresa en neuronas inmaduras y maduras. Como
se menciond anteriormente, se seleccionaron tres cortes por cada grupo, los cuales
habian sido seleccionados por su positividad para STEM121 (Figura 6), y se
analizaron mediante la técnica de inmunofluorescencia de doble marcaje para
DCX/B-III tubulina (Figura 7).

A través de microscopia confocal observamos que estos marcadores se expresan
a 2 mpt en las tres lineas celulares, aunque en diferente proporcion para cada linea
de CTPih (Figura 7). De manera interesante, se observo que en la linea celular 3X
SNCA, la expresion de DCX y B-lll tubulina se encuentran disminuidas, tanto en las
células trasplantadas en la SNpc con SS (Figura 71-L) como en el grupo lesién con
6-OHDA (Figura 7M-0), lo cual sugiere que la diferenciacion de las células con
sobreexpresion de a-sin tienen una diferenciacion neuronal menos eficiente en
comparacion con lalinea CTRL. De manera similar, la linea celular SNCA KO exhibe
una expresion menor de DCX y B-lll tubulina en la SNpc sin lesion (grupo SS)
(Figura 7P-S) y lesionada con 6-OHDA, (Figura 7T-W). Sin embargo, se requiere
realizar una cuantificacion celular para conocer si existe una diferencia significativa
en la expresion de estos marcadores entre las diferentes condiciones

experimentales.

Estos resultados sugieren que la SNpc sin y con lesién de 6-OHDA es permisiva a
la sobrevivencia y a la diferenciacion neuronal de las tres lineas celulares
trasplantadas en la fase de PP, pero que la diferenciacion es menor en las células

gue sobrexpresan o carecen de a-sin.
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Figura 7. Expresion de doblecortina y B-lll tubulina de las tres lineas celulares
trasplantadas en etapa de placa de piso a 2 meses postrasplante. Micrografias
representativas de las lineas CTRL (A-H), 3X SNCA (I-O) y SNCA KO (P-W). Las células
trasplantadas en etapa de PP tienen un marcaje positivo para DCX y 3-11l tubulina a 2 mpt,
tanto en la condicion de lesién con 6-OHDA como en el control de lesion con SS. Se observa
una menor expresion de DCX y B-11l tubulina en las lineas celulares 3X SNCA (I-O) y SNCA
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KO (P-W) trasplantadas en la SNpc control de lesiéon con SS y lesion de 6-OHDA. DAPI
como tincion nuclear. Magnificacion 63X, barra de escala 15 pm.

3.3 Las células trasplantadas en etapa de placa de piso expresan TH en la

SNpc a 2 meses postrasplante

Una vez que analizamos la expresién de marcadores caracteristicos de un fenotipo
neuronal inmaduro (DCX y B-lll tubulina) en las tres lineas celulares (CTRL, 3X
SNCA y KO SNCA), decidimos determinar si las células desarrollaron un fenotipo
TH* a 2 mpt. La enzima TH, es un marcador fundamental en la caracterizacion de
neuronas DA, al ser la enzima limitante en la sintesis de dopamina (Zhang and Jiao,
2015). Para ello, realizamos un doble inmunomarcaje para STEM121 y TH (Figura
8).

Observamos que las células trasplantadas en la etapa de PP de la linea CTRL y KO
SNCA exhiben una sefial TH positiva (panel rojo), que a su vez colocaliza con el
marcaje de STEM121 (panel verde), por lo que estos resultados sugieren que
ambas lineas celulares son capaces de expresar TH (Figura8D y H, Sy W, flechas
blancas) en la SNpc tanto en el modelo de lesion 6-OHDA como en el control de
lesion con SS. En contraste con la linea con 3X SNCA, observamos una baja
expresion de TH en ambas condiciones experimentales (Figura 8L y O), lo cual

puede estar relacionado con la presencia de la sobreexpresion de a-sin.

El marcaje mas evidente se observé en linea celular CTRL, trasplantada en la fase
de PP (Figura 8X-Y), sin embargo, desafortunadamente no pudimos realizar una
cuantificacion celular para determinar si existe una diferencia significativa en la
expresion de TH en las condiciones evaluadas, debido a la alta densidad celular en
las zonas del trasplante, lo que dificultd distinguir los somas de las células y por lo

tanto la cuantificacion celular.
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Figura 8. Expresién de tirosina hidroxilasa de las tres lineas celulares a 2 meses
postrasplante en etapa de placa de piso. Imagenes representativas de las lineas CTRL
(A-H), 3X SNCA (I-O) y SNCA KO (P-W). Se muestra la expresién de TH en las células
trasplantadas en etapa de PP correspondientes a las lineas CTRL y SNCA KO en la SNpc
en ambas condiciones (SS y lesion 6-OHDA). La linea 3X SNCA muestra una menor
expresion de TH. Se emple6 el marcador para células humanas STEM121 para identificar
las células trasplantadas (panel verde), en las que se puede observar sefal de TH (panel
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rojo), y como ambas sefiales colocalizan en ciertas zonas (flechas blancas); DAPI como
tincién nuclear, magnificacion 63X, barra de escala 15 pum.

3.4 Lalinea celular CTRL y 3X SNCA trasplantadas en etapa de placa de piso
expresan alfa-sinucleina en la SNpc a 2 meses postrasplante

Para determinar la presencia in vivo de la proteina a-sin en las lineas celulares
trasplantadas en etapa de PP, analizamos el tejido mediante una técnica de doble
inmunofluorescencia para los anticuerpos a-sin y STEM121, este ultimo, como se
menciono anteriormente, con el objetivo de poder discernir entre la sefial endégena
y la proveniente del trasplante celular. En la Figura 9, se muestra que la linea CTRL
(B, D, F, H) y 3X SNCA (J, L, N, O) expresan a-sin en etapa de PP a 2 mpt. En
contraste, y conforme a lo esperado, las células de la linea KO SNCA no expresan
a-sin, Unicamente se observa la sefial endégena de la SNpc (Q, S, U, W). De
manera interesante, se observa que la linea 3X SNCA en la SNpc lesionada con 6-
OHDA presenta un aparente incremento en el nimero de células con expresion de
a-sin (Figura 9 N, O).
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Figura 9. Expre5|on de a-sin de las tres lineas celulares trasplantadas en etapa de
placa de piso a 2 meses postrasplante. Micrografias representativas de las lineas CTRL
(A-H), 3X SNCA (I-O) y KO SNCA (P-W). Las lineas celulares CTRL (B, D, F, H) y 3X SNCA
(J, L, N, O) expresan a-sin en la SNpc sin lesion quimica y lesionada con 6-OHDA a 2 mpt.
En contraste, en la linea celular KO SNCA (Q, S; U, W) no se observa expresion de a-sin,
solamente se observa sefial de la a-sin enddgena en la SNpc. DAPI como tincién nuclear.
Magnificacién 63X, barra de escala = 15 ym.

47



CAPITULO 4: DISCUSION

Sobrevivencia de CTPih trasplantadas en etapa de placa de piso en la SNpc a

2 meses post-trasplante.

Nuestro objetivo principal fue analizar la capacidad de CTPih para sobrevivir a largo
plazo y diferenciarse hacia el fenotipo de células TH* al ser trasplantadas en la etapa
temprana de diferenciacion DA de PP, en la SNpc lesionada con 6-OHDA vy sin
lesionar. Ademas, nos interesaba conocer esa misma capacidad pero de una linea
de CTPih derivada de un paciente con EP asociada a la 3X SNCA, con el fin de

conocer el impacto de la sobreexpresion de a-sin en la diferenciacion.

Los resultados obtenidos en este estudio destacan la permisividad de la SNpc de
rata para la supervivencia de las células trasplantadas durante la fase de PP.
Observamos que las tres lineas celulares trasplantadas lograron sobrevivir a 2 mpt,
esto implica que el microambiente dentro de la SNpc es propicio para la
supervivencia e integracion de las células trasplantadas, independientemente de las

condiciones experimentales o los factores genéticos presentes.

Resultados reportados con anterioridad por nuestro grupo de estudio sefialan que
la SNpc intacta de rata es permisiva a la supervivencia y desarrollo neuronal de CTE
de ratdén al ser trasplantadas en etapa de CE, lo cual es resultado de la interaccion
de las células con su microambiente (Maya-Espinosa et al., 2015). Ademas, cuando
este mismo tipo celular es trasplantado en etapa de CE en la SNpc lesionada con
6-OHDA, se observa la expresion del marcador TH a los 7 dpt (Collazo-Navarrete
etal., 2019). Sin embargo, sorprendentemente, el trasplante de CTPih trasplantadas
en etapa de CE no sobrevive en la SNpc lesionada y sin lesionar, a menos que
expresen 3 factores de transcripcion esenciales para la diferenciacion DA
mesencefalica (Ramos-Acevedo et al., 2023). Todos estos estudios se analizaron
en un periodo maximo de 30 dpt, debido a una baja sobrevivencia a tiempos mas

largos.
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Historicamente, la sobrevivencia a largo plazo de los trasplantes celulares ha
representado un verdadero reto, lo que ha obstaculizado que esta estrategia pueda
ser llevada de manera eficiente hacia la medicina traslacional. Es por ello que
nuestros resultados son interesantes, debido a que el uso de trasplantes de CTPih
en etapa de PP podria incrementar la cantidad de neuronas DA que podrian
diferenciarse terminalmente hacia el fenotipo TH* in situ. Adicionalmente, este
trasplante constituye una herramienta que hasta ahora, nos ha permitido

comprender mas la capacidad de permitir la neurogénesis en el cerebro adulto.

Por otra parte, de manera interesante en nuestros ensayos no observamos la
formacion de tumores de las células implantadas, lo que sugiere que las células en
etapa de PP tienen una ventaja adicional sobre el riesgo de implantar CTPih en las
que se ha observado la formacion de teratomas (Fedele et al., 2017; Qiu et al.,
2017). A su vez, también podrian ofrecer una ventaja sobre el trasplante de
neuronas DA diferenciadas que escasamente logran sobrevivir a largo plazo
(Boronat et al., 2017).

Actualmente, las moléculas responsables de facilitar la heurogénesis en la SNpc
lesionada y sin lesionar, asi como la magnitud y temporalidad de su expresion,
permanecen sin identificar, mientras que en los sitios neurogénicos clasicos del
cerebro adulto sélo se conocen parcialmente. Sin embargo, tal permisividad es un
factor crucial a considerar al explorar el potencial de las terapias de trasplante de
células para trastornos neurodegenerativos como la EP que actualmente se
encuentran en curso en pacientes. La estrategia de trasplantar CTPih en etapa de
PP nos puede ayudar en un futuro a dilucidar los factores presentes en la SNpc que

permiten el proceso de diferenciacion DA.

Diferenciacién de CTPih trasplantadas en etapa de placa de piso hacia el

fenotipo neuronal y TH*

Observamos que las tres lineas celulares trasplantas en etapa de PP ademas de

sobrevivir, expresan marcadores especificos de un fenotipo neuronal inmaduro tales
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como DCX'y -1l tubulina. Al analizar la linea celular 3X SNCA, cualitativamente se
encontré que la expresion de DCX*/B-III tubulina* estaba disminuida en las células
trasplantadas tanto en la SNpc con SS, como en la SNpc lesionada con 6-OHDA.
Estos hallazgos sugieren que las células con sobreexpresion de a-sin exhiben una
diferenciacion neuronal menos eficiente en comparacion con la linea CTRL. De
manera similar, la linea celular SNCA KO demostré una expresion mas baja de DCX
y B-1ll tubulina tanto en la SNpc no lesionada como lesionada. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que es necesario realizar la cuantificacion celular para
determinar si existe una diferencia significativa en la expresion de estos marcadores

entre las diferentes condiciones experimentales.

Por otra parte, en la EP, se ha observado la expresién de a-sin en la neuronas DAm.
Sin embargo, actualmente, no existen muchos estudios de su expresion en las
CTPih o en los precursores DA tempranos que la sobreexpresan, como son los de
la etapa de PP. El analisis cualitativo de la expresibn de marcadores de
diferenciacion neuronal y DA temprana en los trasplantes aqui realizado, sugiere
que las células en etapa de PP que sobreexpresan o carecen de a-sin, exhiben
niveles mas bajos de diferenciacion. Esto implica que la proteina a-sin juega un
papel en la modulacion de la eficiencia de la diferenciacion neuronal en este

contexto.

Varios reportes sugieren la relevancia de a-sin en el fenotipo dopaminérgico. Un
estudio muestra que la presencia de a-sin endégena se asocia con un mayor
namero de neuronas DA en la SN durante el desarrollo, las cuales permanecen en
la edad adulta comparado con una delecion espontanea de a-sin en ratones (Garcia-
Reitboeck et al., 2013). Sin embargo, como ya se ha mencionado, se ha mostrado
una conexion entre la triplicacion del gen SNCA y la expresion de una variante
hereditaria de la EP, lo que sugiere que cantidades elevadas de a-sin inducen
desencadenar la alteracion. Por ejemplo, se ha reportado una relacion significativa
entre el aumento del estrés oxidativo con la sobreexpresion de a-sin (Benskey et
al., 2016; Bernal-Conde et al., 2020). Asimismo, su sobreexpresion (a-sin) en mosca

Drosophila conduce al incremento de la actividad de complejos remodeladores de
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la cromatina (Sugeno et al., 2016). De manera que su incremento, podria llevar al
silenciamiento genético de factores transcripcionales fundamentales en el proceso

de diferenciacion DA.

Por otro lado, en relacion con la ausencia de la proteina a-sin y su funcién in vivo,
se han publicado diversos estudios para comprender las implicaciones de la
ausencia de a-sin, en la neurotransmision de dopaminay la supervivencia neuronal.
Un estudio describid que ratones knockout para el gen SNCA muestran una
reduccion de la dopamina estriatal y una disminucion de la respuesta locomotora a
la anfetamina, que depende de la dopamina (Abeliovich et al., 2000). Estos
hallazgos sugieren que a-sin es un regulador presinaptico fundamental en la
neurotransmision de dopamina y su ausencia altera la dinAmica de la dopamina
(Abeliovich et al., 2000). La ausencia de a-sin altera la dindmica de la dopamina,
reduce la poblacion de neuronas DA y modifica la respuesta a los estimulos
relacionados con la dopamina (Garcia-Reitboeck et al., 2013). Sin embargo,
mecanismos compensatorios pueden entrar en juego para proteger a las neuronas
y mantener su supervivencia en ausencia de a-sin, por lo que se requiere
investigacion adicional para dilucidar la participacion de la a-sin en el desarrollo in

vivo de las neuronas DA.

En relacion a la expresion de TH, se observo que tanto la linea CTRL como la SNCA
KO exhibieron marca a TH* que colocalizaba con STEM121, lo que proporciona
evidencia de que las células trasplantadas en etapa de PP se estan diferenciando
hacia neuronas DA. Es importante sefialar que, la expresion de TH+ parece menor
en la linea SNCA KO, aunque para definirlo se requiere necesariamente realizar la
cuantificacion. Estos resultados sugieren que ambas lineas celulares son capaces
de expresar TH cuando son implantadas en la SNpc tanto en el modelo de lesién
de 6-OHDA como en el control de lesion de SS. En contraste, la linea celular con la
3X SNCA mostro baja expresion de TH en ambas condiciones experimentales. De
manera que este hallazgo sugiere que la sobreexpresion de a-sin puede interferir

con la expresion eficiente de TH y la subsecuente diferenciacion neuronal DA.
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Aungue el marcaje de TH* fue més evidente en la linea celular CTRL trasplantada,
la incapacidad para realizar la cuantificacion celular representa una limitacion de
este estudio. Futuras investigaciones con métodos de cuantificacion o técnicas
alternativas para evaluar la expresion de TH seran utiles para validar y proporcionar
una comprensiéon mas precisa de las diferencias en la expresion de TH entre
diferentes condiciones experimentales. Ademas, se requiere también analizar otros
marcadores especificos de diferenciacion DA que nos permitan asegurar que las

células estan alcanzando la diferenciacién DAm terminal.

Finalmente, los resultados de este estudio brindan informacion sobre la presencia
in vivo de la proteina a-sin en lineas celulares trasplantadas en la etapa PP. Las
imagenes de inmunofluorescencia muestran la expresion de a-sin en la linea CTRL
y la linea 3X SNCA en la etapa de PP a 2 mpt. Como esperabamos, la linea KO
SNCA no expresa a-sin, y solo se observa la marca enddgena de la SNpc. Una
observacion interesante es que la linea 3X SNCA trasplantada en el SNpc lesionada
con 6-OHDA muestra un aumento aparente en el nUmero de células que expresan
a-sin. Este resultado sugiere una correlacion potencial entre el dafio celular inducido
por 6-OHDA y la mayor expresion de a-sin en las células trasplantadas de la linea
3X SNCA.

Asimismo, estos resultados proporcionan evidencia valiosa de la expresion in vivo
de a-sin en CTPih trasplantadas, la cual sugiere que la sobreexpresion de a-sin en
las células en etapa de PP tiene implicaciones para su funcién e integracion dentro
del microambiente de la SNpc. Este es un hecho importante a considerar en las
estrategias actuales dirigidas al trasplante autélogo de CTPih en pacientes. La
pregunta que queda por responder seria ¢Las CTPih de un paciente con EP

genético debido a la sobreexpresién de a-sin seria capaz de ser autotransplantado?

Por lo tanto, se requiere mayor investigacion para explorar los mecanismos
implicados en las variaciones observadas en la expresion de a-sin, y sus efectos
potenciales sobre la diferenciacion terminal de las células trasplantadas.
Por lo cual, evaluar la expresion de a-sin con otros métodos como RT-PCR

cuantitativa o Western blot desde la etapa de PP, seria un paso mas hacia
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comprender la dinamica de la expresion de a-sin en el contexto del trasplante y la
funcidn de esta proteina en etapas tempranas de diferenciacion, asi como en la 3X
SNCA.

No obstante, estos resultados contribuyen a ampliar nuestro conocimiento del
impacto de la a-sin en la diferenciacion neuronal de CTPih en la SNpc, destacando
su papel potencial en la regulacion de procesos celulares de diferenciacion
asociados con el neurodesarrollo y las enfermedades neurodegenerativas. Estos
hallazgos tienen implicaciones para futuras investigaciones destinadas a dilucidar
los mecanismos subyacentes a la diferenciacion neuronal y las estrategias
terapéuticas dirigidas a la regulacion de la expresidbn de a-sin en trastornos

neurodegenerativos como la EP y otras alfa-sinucleinopatias.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

1. Las lineas celulares CTRL, 3X SNCA y SNCA KO son capaces de sobrevivir a
2 mpt cuando son trasplantadas en etapa de PP en la SNpc lesionada con 6-
OHDA o0 en un control de lesiéon SS, por lo que se sugiere que la SNpc es un
nicho permisivo para la sobrevivencia celular en dichas condiciones.

2. Las lineas células trasplantadas en la etapa de PP de la linea CTRL y SNCA KO
son capaces de expresar TH en la SNpc tanto en el modelo de lesién con 6-
OHDA como en el control de lesion con SS, en contraste con la linea con 3X
SNCA, donde observamos una baja expresion de TH en ambas condiciones
experimentales a 2 mpt.

3. Por su parte, la ausencia de a-sin mediada por el KO isogénico, no tiene efectos
negativos sobre la sobrevivencia a 2 mpt en las células trasplantadas en etapa

placa de piso.
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