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Il. RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por la pérdidad progresiva de las neuronas
dopaminérgicas (NDas) de la sustantia nigra pars compacta (SNpc), la concomitante
denervacion de estriado dorsal y la disminucion de dopamina (DA) en el cerebro. El
trasplante de NDAs diferenciadas de células troncales embrionarias (CTEs) ha sido
propuesto como una terapia alternativa a los tratamientos farmacoldgicos actuales. Los
trasplantes intraestriatales de NDAs diferenciadas de CTEs de humano (CTEh) y de ratdn
(CTEm), han mostrado mejora en la actividad motora, restauracion de los niveles de DA y
supresion de la hipersensibilidad de receptores a DA; sin embargo, un gran porcentaje de
estas neuronas mueren durante el trasplante. El factor neurotréfico derivado de la glia
(GDNF) es un factor que promueve la supervivencia de NDAs in vitro e in vivo, ademas de
inducir el crecimiento axonal y la maduracién. En este trabajo, nosotros disefiamos CTEm
gue producen GDNF recombinante humano de forma constitutiva, para analizar su efecto
en la diferenciacién dopaminérgica y la posible neuroproteccion después de un reto tdxico
in vitro o posterior al trasplante en el estriado de ratas parkinsonianas. La sobreexpresion
de GDNF durante la diferenciacion in vitro de CTEm incrementd la proporcién de DNAs del
mesencéfalo ventral. Estas células transgénicas fueron menos sensibles que una linea
control a la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) in vitro. Los animales trasplantados con las células
control y las células transgénicas mostraron una mejoria en las pruebas conductuales
farmacoldgicas y no farmacoldgicas, asi como un incremento en los niveles de DA en el
estriado, indicando que estas NDAs son funcionales en el cerebro. En los animales
trasplantados con las células que expresaban el GDNF, el volumen del trasplante, el nUmero
de neuronas que sobrevivieron y el nimero de NDAs presentes en el estriado fue
significativamente mayor comparado con los animales trasplantados con las células control.
El uso de este sistema es novedoso ya que algunos trabajos publicados habian utilizado el
cotrasplante de NDAs con otros tipos células que expresaban el GDNF o usando sistemas
de transduccion lentiviral posterior al trasplante de las NDAs. Estas CTE que expresan GDNF
pueden ser Utiles para mejorar la supervivencia neuronal posterior a los trasplantes.

Palabras clave: Células troncales embrionarias, GDNF, neuronas dopaminérgicas,
enfermedad de Parkinson, 6-hidroxidopamina.




lll. ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is characterized by the progressive loss of midbrain dopaminergic
neurons (DaNs) of the substantia nigra pars compacta and the decrease of dopamine in the
brain. Grafting DaN differentiated from embryonic stem cells (ESCs) has been proposed as
an alternative therapy for current pharmacological treatments. Intrastriatal grafting of such
DaNs differentiated from mouse or human ESCs improves motor performance, restores DA
release, and suppresses dopamine receptor super-sensitivity. However, a low percentage
of grafted neurons survive in the brain. Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) is
a strong survival factor for DaNs. GDNF has proved to be neurotrophic for DaNs in
vitro and in vivo and induces axonal sprouting and maturation. Here, we engineered mouse
ESCs to constitutively produce human GDNF, to analyze DaN differentiation and the
possible neuroprotection by transgenic GDNF after toxic challenges in vitro, or after grafting
differentiated DaNs into the striatum of Parkinsonian rats. GDNF overexpression
throughout in vitro differentiation of mouse ESCs increases the proportion of midbrain
DaNs. These transgenic cells were less sensitive than control cells to 6-hydroxydopamine in
vitro. After grafting control or GDNF transgenic DaNs in hemi-Parkinsonian rats, we
observed significant recoveries in both pharmacological and non-pharmacological
behavioral tests, as well as increased striatal DA release, indicating that DaNs are functional
in the brain. The graft volume, the number of surviving neurons, the number of DaNs
present in the striatum, and the proportion of DaNs in the grafts were significantly higher
in rats transplanted with GDNF-expressing cells, when compared to control cells.
Interestingly, no morphological alterations in the brain of rats were found after grafting of
GDNF-expressing cells. This approach is novel, because previous works have use co-grafting
of DaNs with other cell types that express GDNF, or viral transduction in the host tissue
before or after grafting of DaNs. In conclusion, GDNF production by mouse ESCs contributes
to enhanced midbrain differentiation and permits a higher number of surviving DaNs after
a 6-hydroxydopamine challenge in vitro, as well as post-grafting in the lesioned striatum.
These GDNF-expressing ESCs can be useful to improve neuronal survival after
transplantation.

Keywords: Embryonic Stem Cells, GDNF, dopaminergic neurons, Parkinson’s disease, 6-
hydroxydopamine.




IV. ABREVIATURAS
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V. INTRODUCCION
5.1 Células troncales pluripotenciales
5.1.1 Tipos y caracteristicas de las células troncales pluripotenciales

Una célula troncal (SC por sus siglas del inglés “Stem Cell”) es una célula indiferenciada o
inmadura que posee dos propiedades determinantes: la autorrenovacién y la
diferenciacién. La primera propiedad se refiere a que puede generar una célula con las
mismas caracteristicas al dividirse a si misma. La segunda se refiere a que, al ser inmadura,
puede especificarse o determinarse a un tipo celular altamente especializado. Si bien todas
las SCs pueden autorrenovarse y diferenciarse, el potencial de diferenciacion puede variar
dependiendo del grado de especializacién de la célula o su origen (Morrison and Kimble,
2006).

Las células totipotenciales son aquellas que pueden generar un individuo completo,
incluyendo los tejidos extraembrionarios; sin embargo, estas células no son consideradas
SCs ya que no se ha demostrado que éstas tengan la capacidad de autorrenovarse. Las
células troncales con una mayor capacidad de diferenciacidon son las células troncales
pluripotenciales (PSC, por sus siglas del inglés Pluripotent stem cells), las cuales pueden dar
origen a cualquier célula de las tres capas embrionarias: endodermo, mesodermo vy
ectodermo (Figura |) (McCulloch and Till, 2005; Gonzalez et al., 2017). Este tipo de células
forman colonias compactas, delimitadas, con células pequefas refringentes y con una
relacion nucleo/citoplasma elevada. Expresan factores transcripcionales que estan
asociados a la pluripotencia, tales como OCT4, SOX2 y NANOG; ademas, expresan
marcadores de superficie asociados a un estadio indiferenciado y que permiten la
diferenciacién entre lineas de PSC provenientes de ratéon (mPSC) o de humano (hPSC). Otras
caracteristicas importantes de estas PSC son los altos niveles de actividad de telomerasa
(Wright et al., 1996), la capacidad de formar teratomas al ser inyectadas en ratones
inmunosuprimidos (Doetschman et al., 1985; ltskovitz-Eldor et al., 2000) y de poder
contribuir a la linea germinal durante la formacién de quimeras (Takahashi and Yamanaka,
2006), aunque en las lineas de hPSC solo se han reportado pocos casos y con resultados no
muy claros, en donde las imagenes de los embriones a los 19 dias post fecundacion no
mostraba una morfologia clara del embrién y, ademas, las hPSC no mostraron una clara
contribucién al embrién a partir de los 13 dias post fecundacién (Wu et al., 2017; Tan et al.,
2021). Cabe seiialar que a estos organismos no se les permitié continuar con su desarrollo
mas alld de las 20 semanas post fecundacién debido a cuestiones éticas y, por lo tanto,
conocer la capacidad de formar quimeras de las células humanas sigue siendo una
incognita.

La primer linea de PSC creada fue una linea de carcinoma embrionario, generada a partir
del aislamiento de teratomas de ratones capaces de generar tejidos de las tres capas
embrionarias (Kleinsmith and Pierce, 1964; Martin and Evans, 1974). Algunos afios después




se describieron otros tipos de células pluripotentes como las células troncales embrionarias
(ESC, por sus siglas del inglés embryonic Stem cells) y las células troncales pluripotentes
inducidas (iPSC, por sus siglas del inglés induced pluripotent Stem cells) |las cuales poseen un
cariotipo mas estable (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981; Thomson, 1998; Andrews,
2002; Takahashi and Yamanaka, 2006; Lensch and Mummery, 2013).

PSC
O ) Autorrenovacion
R 4

i

-

Mesodermo
Endodermo

Ectodermo

Figural. Caracteristicas de las células troncales pluripotentes (PSC). Las PSC son capaces de generar
células de las tres capas embrionarias como el ectodermo, representado por una neurona; el
mesodermo, representado por células musculares esqueléticas; y el endodermo, representado por
células de la glandula tiroidea. También tiene capacidad de autorrenovacidon, manteniendo Ia
poblacién de PSC.

5.1.2 Caracteristicas de las células troncales embrionarias

Las ESC son lineas celulares que son pluripotentes, inmortales y con un cariotipo diploide
normal alin después de mantenerse en cultivo por tiempo prolongado (Evans and Kaufman,
1981; Martin, 1981; Amit et al., 2000). Son generadas a partir de la expansién ex vivo de la
masa celular interna (ICM, por sus siglas del inglés inner cell mass) del blastocisto, la cual es
una estructura que contiene una mezcla heterogénea de células que daran lugar a una
estructura de soporte del embrién como lo es el endodermo primitivo (PrE, por sus siglas
del inglés primitive endoderm) y al epiblasto (Epi) que formara al futuro organismo. El
primer tipo de ESC obtenidas fueron las ESC de ratén (mESC) (Evans and Kaufman, 1981;
Wu and lIzpisua Belmonte, 2015), las cuales, junto a la obtencion de las ESC de primates no
humanos (Thomson et al., 1995), sentaron las bases para el mantenimiento en cultivo de
ESC provenientes de blastocistos humanos (hESC) (Thomson, 1998), siendo muy similares
las mESC y las ESC de primate en cuanto a la mayoria de las caracteristicas de PSC, aunque
teniendo una diferencia en la expresiéon de marcadores de superficie, siendo SSEA-1 (del
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inglés Stage-Specific Embryonic Antigen 1) expresado en las mESC y SSEA-3 o SSEA-4 en las
células de primate, ademas de que estas expresan el marcador TRA-1-60 y TRA-1-81
(Thomson et al., 1995; Zhao et al., 2012).

Durante el desarrollo, la ICM contiene progenitores del Epi y del PrE que estan
comprometidos a un proceso de diferenciacion, por lo que se considera que este estado de
pluripotencia solo es transitorio, ademas de que su autorrenovacién es limitada (Andrews,
2002). En cultivo las ESC pueden mantener la pluripotencia y la autorrenovacién mediante
la sefializacién adecuada, por lo que la mayor parte de los protocolos de cultivo se basa en
mejorar la expansion de estas células y mantener la pluripotencia utilizando moléculas
pequefias o el co-cultivo con otros tipos celulares. Tanto las mESC como las hESC pueden
ser mantenidas en una capa de fibroblastos embrionarios de ratén que fueron inhibidos
mitéticamente (iIMEF, por sus siglas del inglés mouse embryonic fibroblasts), también
conocidos como feeders o células alimentadoras (Martin and Evans, 1974, 1975; Bongso et
al., 1994); sin embargo, este método de cultivo ha estado en desuso ya que representaba
el uso de un tipo celular contaminante que limitaba el potencial uso de estas células en la
terapia celular, por lo que nuevos métodos se han desarrollado para el mantenimiento de
la pluripotencia de las ESC en cultivo.

Las mESC pueden ser mantenidas en condiciones de cultivo libres de iMEF usando una
combinacion del factor inhibidor de leucemia (LIF, por sus siglas del inglés Leukemia
inhibitory factor), el cual induce la inhibicidn de proteinas de diferenciacion y dos moléculas
pequenas: el CHIR99021, el cual es un inhibidor de la proteina glicdgeno sintasa cinasa-3f3
(Gsk3B) y PD184352, un inhibidor de la via de Mek/Erk, la cual induce la diferenciacion (Ying
et al., 2008). A esta combinacién de factores se le conoce como 2i/LIF y permite tener una
poblacién de células con caracteristicas muy similares a las observadas en las PSC
encontradas en el blastocisto temprano, es por esto por lo que se les conoce como estado
“naive” (Huang et al., 2014; Wu and Izpisua Belmonte, 2015; Stirparo et al., 2018). Las ESC
gue estdn mas comprometidas a la diferenciacidén y que se encuentran en un estado de
pluripotencia similar al de las células troncales pluripotentes del epiblasto (EpiSCs, por sus
siglas del inglés Epiblast Stem Cells), también conocidas como células en estado “primed”,
son mantenidas con otro tipo de medio que requiere de Activina y el factor de crecimiento
fibroblastico-2 (FGF-2, por sus siglas del inglés Fibroblast growth factor-2), los cuales son
factores que se suelen usar para el mantenimiento de las hESC en cultivo (Brons et al., 2007;
Tesar et al., 2007), aunque trabajos recientes han demostrado que también ser mantenidas
en un estado “naive” (Gafni et al., 2013; Theunissen et al., 2014; Bayerl et al., 2021).

5.1.3 Células troncales pluripotenciales y su uso en investigacién

La capacidad de autorrenovacion y de poder diferenciarse hacia cualquier linaje deseado ha
llamado la atencién de varios investigadores por su uso potencial como una herramienta en
la investigacién biomédica basica y la medicina regenerativa. Estas células han servido como
modelo de los procesos de diferenciacion, morfogénesis y organogénesis (Doetschman et
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al., 1985; van den Brink et al., 2014; Turner et al., 2016; Simunovic and Brivanlou, 2017),
cuyo entendimiento era limitado debido a las complicaciones metodoldgicas de la época.
Otros estudios con estas células permitieron determinar y caracterizar los factores de
transcripciéon que son reguladores del desarrollo temprano y que mantienen el estado
pluripotencial en ESC (Chambers, 2004), siendo OCT4 el primero en ser descrito como un
factor maestro de la pluripotencia (Nichols et al.,, 1998; Hay et al., 2004), después se
encontrd que tanto los factores de transcripcion NANOG y SOX2 son requeridos para
mantener a las células en este estadio (Chambers et al., 2003; Boyer et al., 2005; Orkin,
2005). Estos descubrimientos darian posteriormente las bases para la generacidn de las iPSC
ya que la induccién de la pluripotencia en células somaticas requiere la expresién de estos
factores de transcripcidn junto con otros transcritos como c-Myc y KIf4 (Takahashi and
Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007). En un gran nimero de trabajos se ha comprobado
que la diferenciacion de ESC puede ser controlada in vitro usando diferentes factores para
enriquecer un tipo celular especifico de alguna de las capas germinales, mostrando asi, gran
potencial para su uso en la terapia celular y medicina regenerativa. De manera resumida se
muestran en la Tabla 1 algunos de los diferentes protocolos de diferenciacién que se han
generado empleando ESC.

Tabla 1. Protocolos de diferenciacion usando ESC.

Tipo celular Referencias
Cardiomiocitos (Klug et al., 1996; Shafa et al., 2011; Mummery et al., 2012)
Células de la retina (Osakada et al., 2008; Aoki et al., 2009; Mehat et al., 2018)
Células endoteliales (Hirashima et al., 1999; Yamashita et al., 2000; Jezierski et al.,
2007; Harding et al., 2017)
Células germinales (Hubner et al., 2003; Toyooka et al., 2003; Geijsen et al.,
2004; Lacham-Kaplan et al., 2006)
Células hematopoyéticas (Nakano et al., 1994; Kennedy et al., 1997; Pearson et al.,
2015)
Células secretoras de insulina (Soria et al., 2000; Lumelsky et al., 2001; Zhang et al., 2009)
Hepatocitos (Agarwal et al., 2008; Hay et al., 2008)
Motoneuronas (Lee et al., 2007; Soundararajan et al., 2007; Cortés et al.,
2016)
Neuronas dopaminérgicas (Lee et al., 2000; Kriks et al., 2011; Kirkeby et al., 2017)
Oligodendrocitos (Liu et al., 2000; Nistor et al., 2005)
Precursores neurales (Brstle et al., 1997, 1999)

Estos protocolos de diferenciacion también constituyen herramientas para pruebas
farmacoldgicas dirigidas a tipos celulares especificos, usandolas incluso como vectores de
administracion de moléculas con actividad bioldgica. Esto es importante debido a que los
modelos actuales requieren del uso de animales que son mas complicados de manipulary
mas costosos, por lo que el uso de modelos farmacoldgicos basados en cultivos celulares es
cada vez mas necesario.
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Finalmente, el mayor potencial de estas células se encuentra en su uso en la medicina
regenerativa, pues estas células al ser diferenciadas a multiples tipos celulares podrian
sustituir la funcidn de algin érgano o tejido que haya sido dafiado. Incluso, se han utilizado
células diferenciadas de ESC como vehiculos para dar soporte tréfico a algln tejido u
6rgano, sin la necesidad de sustituir su funcion, lo que hasta ahora ha demostrado ser una
tarea mds complicada (Deb and Sarda, 2008; Shi et al., 2017). En la Tabla 2 se muestra de
forma resumida el uso de células diferenciadas de ESC en algunos modelos animales.

Tabla 2. Uso de células diferenciadas de ESC en modelos animales.

Tipo celular Modelo animal Referencias

Cardiomiocitos Muerte inducida del (Kehat et al., 2004; Caspi et al., 2007;
miocardio en ratas Christoforou et al., 2010)

Condrocitos Defecto osteocondral en (Hwang et al., 2008; Cheng et al.,
ratas 2014)

Células de la retina Degeneracion macular en (Cho et al., 2012; Mehat et al., 2018)
roedores

Células endoteliales Ratén y lesion arterial en (Shi et al., 2013; Sriram et al., 2015)
primates no humanos

Células secretoras de Ratones diabéticos (Shim et al., 2007; Bose et al., 2012)

insulina inducidos por
streptozotocina

Hepatocitos Lesién hepatica inducida (Yin et al., 2002; Wang et al., 2019)
por alcohol y hepatectomia
en ratones

Motoneuronas Ratones hemipléjicos y (Harper et al., 2004; lkeda et al.,
ratas con lesion motora 2004)

Neuronas dopaminérgicas Ratas, ratones y primates (Lee et al., 2000; Kriks et al., 2011;
no humanos lesionados en Diaz-Martinez et al., 2013;
el estriado Kirkeby et al., 2017)

Progenitores de Lesion de espina dorsal en (Keirstead et al., 2005; Nakamura et

oligodendrocitos ratones y Leucodistrofia al., 2005; Kuai et al., 2015)
globular en ratones

Precursores neurales Enfermedad de Huntington  (Biihnemann et al., 2006; Vazey et al.,
y accidente 2006; Song et al., 2007)

cerebrovascular en
roedores

Sin embargo, a pesar de todas las ventajas que representa el uso de estas células en la
medicina, aun hay varios inquietudes que tienen que ser resueltas como el potencial
tumorogénico de las ESC y el rechazo del injerto por parte del receptor del trasplante;
ademas, las técnicas de manipulacién deben ser minimas y se debe evitar el uso de co-
cultivos con cualquier otro tipo celular, evitando también el uso de medios con sueros de
origen no humano y promoviendo el uso de medios que sean quimicamente definidos
(Ohnuki and Takahashi, 2015; Dogan, 2018; Rajabzadeh et al., 2019).
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5.2 Terapia de reemplazo celular en la enfermedad de Parkinson
5.2.1 Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun
en personas mayores de 60 afios a nivel mundial. Hasta ahora se desconoce cudl es la
etiologia de la enfermedad, incluso se ha llegado a creer que probablemente no exista una
sola causa y que la EP, de hecho, no es una enfermedad en el estricto sentido de la palabra,
sino mas bien un sindrome con multiples etiologias (Poewe et al.,, 2017). Existen dos
clasificaciones de esta enfermedad de acuerdo con su naturaleza: Parkinson espordadico
(95% de los caso), en el cual la muerte de las neuronas dopaminérgicas (NDas) es esporadica
y se asocia a multiples factores ambientales e intrinsecos de la célula, como el estrés
oxidativo o la falla en la autofagia (Tanner et al., 2009; Stacy et al., 2011) y Parkinson
genético (5% de los casos), el cual se atribuye a una predisposicion genética relacionada a
mutaciones en los locus PARK-SNCA, PARK-Parkin, PARK-PINK1, PARK-VPS35 y PARK-DJ1
(Bonifati et al., 2003; Dauer and Przedborski, 2003; Poewe et al., 2017).

5.2.2 Sintomas en la EP

Se identifican, tradicionalmente, cuatro sintomas fundamentales en la EP: temblor en
reposo, rigidez o resistencia a iniciar movimientos voluntarios, bradicinesia o lentitud al
realizar movimientos e inestabilidad en la postura, aunque este Ultimo no esta asociado a
la disminucion de dopamina (DA) en el estriado (Dauer and Przedborski, 2003; Parmar,
2018). Existen otros sintomas que, si bien no se presentan en todos los pacientes con esta
enfermedad, se asocian a estadios avanzados de la enfermedad como la acinesia (ausencia
de movimientos), la hiponimia (disminucién en la expresidn facial), hipocinesia (reduccidon
en la amplitud del movimiento), demencia causada por cuerpos de Lewy y depresion. Sin
embargo, en los ultimos afios se han realizado varios estudios en los cuales se demuestra
gue hay sintomas tempranos asociados a la enfermedad y que podria ser usados como
marcadores para la deteccion de la EP antes de la aparicién de los sintomas motores.
Algunos de estos sintomas son: pérdida del olfato, desorden del suefio, constipacion,
nocturnia entre otros (Goldman and Postuma, 2014). Es de suma importancia aclarar que
ninguno de estos sintomas esta relacionado con la pérdida de DA en el estriado, la cual es
una caracteristica importante en esta enfermedad.

5.2.3 Caracteristicas fisiopatolégicas de la EP

La caracteristica principal de esta enfermedad es la degeneraciéon de las NDas en la
substantia nigra pars compacta (SNpc) con la concomitante denervacion del estriado dorsal
y, por consecuente, la disminucidn de los niveles de DA en este nucleo de cerebro. Los
sintomas motores de la enfermedad aparecen cuando hay una disminucién del 80% de las
terminaciones dopaminérgicas en el estriado y un 60-80% de los somas en la SNpc (Dauer
and Przedborski, 2003; Poewe et al., 2017), sugiriendo que la pérdida de las NDas sucede
antes de comenzar los sintomas motores haciendo que esta enfermedad sea dificil de
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diagnosticar en etapas tempranas (Dijkstra et al., 2014; lacono et al., 2015). Otra
caracteristica fisiopatoldgica de la enfermedad es la aparicion de agregados de a-sinucleina
y ubiquitina conocidos como cuerpos de Lewy, los cuales se acumulan en el citoplasma de
las neuronas en varias regiones del cerebro. Durante la EP, la a-sinucleina soluble comienza
a tener plegamientos anormales, permitiendo la formacion de oligdmeros. Eventualmente,
estos oligdmeros dan lugar a la formacidn de protofibrillas pequefias que se acumulan en
el citoplasma y al no ser procesadas por los mecanismos comunes de eliminacién de
proteinas mal plegadas. Finalmente, se forman fibrillas grandes e insolubles de a-sinucleina,
las cuales provocan una inhibicion del sistema de degradacidn ubiquitina-proteasoma y de
la macroautofagia (Figura Il) (Emmanouilidou et al., 2010; Winslow et al., 2010; Tanik et al.,
2013; Melki, 2015). Los mecanismos por los cuales estos agregados proteicos generan la
muerte de las NDas en la EP aun no son claros, pero algunas investigaciones los asocian con
un incremento en la funcidon mitocondrial y el aumento en las especies reactivas de oxigeno
(Devi et al., 2008; Park et al., 2018; Malpartida et al., 2021).

sacsasee

\\
e
i
a-sinucleina a-sinucleina
P . : Proteosoma
roteosoma : 2&
- |
‘2 / Protefna soludble :
(4 ) degradada : Cuerpo de
- o, o : Lewy

Figura Il. Fisiopatologia de la EP. Se muestra un modelo animal de la EP. De lado izquierdo, se
observa la via nigroestriatal que va desde la SNpc hasta el estriado con abundantes proyecciones;
en el cuadro, se muestra un representacion de la morfologia de las NDas, con axones sanos y somas
con un sistema de eliminacién de proteinas funcionando. En el panel inferior izquierdo, se
representa la eliminacioén de la a-sinucleina cuando el sistema del proteasoma funciona (uno de los
varios métodos de eliminacidn de proteinas) y no hay acumulacién de agregados proteicos. De lado
derecho, se muestra la via nigroestriatal en un modelo de la EP, en donde el nimero de somas en
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la SNpc se ve disminuido y las proyecciones hacia el estriado también estan reducidas; en el cuadro,
se muestra una representacién de la morfologia de las NDas durante la EP, se observan axones y
somas en degradacién con clara muerte celular y la aparicion de agregados proteicos en el soma,
dendritas y terminaciones axonales. En el panel inferior derecho, se representa la acumulacion de
a-sinucleina debido fallas en el sistema de degradacién de proteinas y, por consecuente la
formacion de cuerpos e Lewy.

5.2.4 Patofisiologia de los circuitos neuronales durante la EP

La reduccién de las proyecciones axonales de las NDas al estriado genera un reduccién en
los niveles de DA en este nucleo del cerebro, generando un desbalance en el circuito
corticoestriatal. Este circuito estd anatdmicamente caracterizado por las salidas u “outputs”
que se encuentran en el estriado, generando una sefial que pasa por varios nucleos hasta
llegar a la corteza motora. A su vez, el estriado recibe entradas o inputs directamente de la
corteza motora y de la SNpc, generando una sistema de regulacién influenciado
directamente por la DA liberada en las entradas del estriado (Nambu et al., 2000; Gradinaru
et al., 2009; Poewe et al., 2017). La EP resulta de la reduccion en la transmision
dopaminérgica debido a la reduccién de la DA, la cual funciona como un regulador en el
proceso de sefializacion, al actuar como un modulador de sefiales de excitabilidad en corto
plazo, asi como modeladora de cambios a largo plazo en la fuerza sinaptica que controla la
actividad del circuito. Estos cambios en los niveles de DA generan un cambio en el
comportamiento de las neuronas que se encuentran en los ganglios basales, mostrando una
sincronizacion anormal en sus disparos y desregulando la sefial enviada a la corteza motora,
lo cual genera los sintomas motores de la EP (Gradinaru et al., 2009).

El circuito motor es formado por proyecciones de la corteza motora primaria, la corteza
motora suplementaria y la corteza premotora, teniendo una de sus salidas y relevos en las
neuronas espinales medinas del estriado. De aqui surgen dos vias: la via directa y la via
indirecta. La via directa consiste en una conexion sinaptica entre las neuronas espinosas
mediales que expresan el receptor de dopamina D1 y las neuronas acido gamma-
aminobutiriérgicas (GABAérgicas, por sus siglas del inglés gamma-aminobutyric acid-ergic)
en el Globulus pallidus internos (GPi) y la substantia nigra pars reticulata (SNr). Estos
ganglios basales tienen salidas que proyectan al tronco encefdlico y al tdlamo ventrolateral.
La via indirecta se origina en las neuronas espinales medianas que expresan el receptor a
DA D2, las cuales proyectan hacia el Globus pallidus externo (GPe), teniendo otra salida que
conecta con el nucleo subtaldmico (STN) como una conexién glutamatérgica. Es a través de
estas vias que la DA en el estriado regula la actividad GABAérgica de los ganglios basales.
Finalmente, el talamo ventral tiene una salida que proyecta a la corteza motora, la cual es
regulada de forma positiva por las neuronas espinales de esta regién (Psiha and Vlamos,
2015). Durante la EP, los cambios en la liberacién de DA asociados a la muerte de las NDas
provocan un desbalance en la actividad de los ganglios basales, provocando un incremento
en la actividad de la via indirecta y una disminucién en la actividad de la via directa. Esto se
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ve reflejado en un incremento en la inhibicion del talamo ventral, dando como resultado un
decremento en la sefalizacion de esta estructura hacia la corteza motora (Gradinaru et al.,
2009; Surmeier et al., 2011; Shepherd, 2013). Existe una tercer via, a la cual se le conoce
como la via hiperdirecta, que va desde la corteza motora hasta el STN, regulando asi a la
SNr y el GPi; sin embargo, esta via no se ve afectada durante la EP, ya que su actividad no
repercute en el incremento de la sefializacién en el GPi/SNr dado por el STN (Figura lll).

Circuito normal Circuito en PD
Corteza motora Corteza motora
Estriado Estriado
Via directa «~— —I Via indirecta Via directa Via indirecta
SNpc SNpc —— Via directa
Via indirecta
— ] e
A Dopamineérgica
GPe GPe
GPi/SNr GPi/SNr | —| Inhibidor
—_— | li —+ Excitador
= STN [+ STN
— Talamo “—  Talamo [
Tronco encefalico ﬁ Tronco encefalico ‘

Figura Ill. Circuito corticoestriatal en la EP. Se muestran los ganglios basales que conforman la via
corticoestriatal. En la izquierda, las entradas y salidas de los diferentes ganglios en un cerebro con
funcionamiento normal. La SNpc proyecta al estriado, provocando la activacion de la via directay la
inhibicién de la via indirecta. Ambas vias hacen relevo en otros nucleos para regular la actividad del
talamo, el cual regula de forma directa a la corteza motora. En la derecha, la via en un modelo de la
EP. Al haber disminucidn de DA en el estriado, la via directa ve disminuida su actividad y la via
indirecta incrementa su actividad, dando lugar a un incremento en la inhibicidn del GPe, lo cual se
ve reflejado en el incremento de la actividad del STN. Esto provoca que la actividad del GPi/SNr
aumente y, por lo tanto, lleve a un incremento en la inhibicién del talamo. Finalmente, la actividad
de la corteza motora disminuye.

Es debido a la deplecion de dopamina que estos circuitos se ven alterados, dando lugar a
gue mucha de la investigacion dirigida al tratamiento de esta enfermedad sea encaminada
a la reposicion de DA en el estriado. Se han propuesto también tratamientos usando la
regulacién de los ganglios basales como otra alternativa al tratamiento de la enfermedad
(Poewe et al., 2017).

5.2.5 Tratamientos para la EP
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Como se menciond previamente, los tratamientos mas comunes para la EP se basan en el
restablecimiento de los niveles de DA en el estriado mediante el uso de ciertos farmacos,
pero hoy en dia existen mas alternativas al tratamiento de dicha enfermedad incluyendo el
uso de farmacos que regulan la transmision dopaminérgica nigroestriatal, agonistas de la
DA o el uso de factores que promuevan la supervivencia de las NDas que aln permanecen
en la SNpc.

5.2.5.1 Tratamientos farmacoldgicos

Dentro de los tratamientos farmacoldgicos, la levodopa o L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-
DOPA) es el farmaco que mds se ha utilizado para mitigar los sintomas de la EP; sin embargo,
la L-DOPA tiene varias complicaciones en etapas tardias de la enfermedad como la aparicidn
de discinesias que varian en intensidad y frecuencia. Aunado a esto, este farmaco funciona
de manera eficaz los primeros afios de su administracién, pero conforme la enfermedad va
avanzando la eficacia va disminuyendo y se van adicionando problemas relacionados a su
administracién (Olanow et al.,, 2006; Cenci, 2014; Olanow, 2015). Cuando este
medicamento es metabolizado y logra restablecer los niveles de DA en el estriado se le
conoce como efecto “On”, provocando que los sintomas de la EP disminuyan; sin embargo,
cuando este efecto concluye y los niveles de DA bajan hasta reactivar los sintomas se pasa
a un estado “Off”. Ademas, se han observado respuestas neuronales irregulares causadas
por la desensibilizacion de los receptores de DA cuando la L-DOPA es administrada por
periodos largos de tiempo, teniendo que ajustarse la dosis continuamente (Olanow et al.,
2006). Aunado a lo anterior, la L-DOPA puede ser metabolizada antes de llegar al encéfalo
cuando es administrada debido a que es absorbida por el sistema gastro-intestinal antes de
pasar la barrera hematoencefdlica, es por esto por lo que hoy en dia es administrada con
inhibidores de la catecol-O-metiltransferasa (COMT), inhibidores de la descarboxilasa de
aminoacidos aromaticos (AADC) e inhibidores de la monoamina oxidasa tipo B (MAOB), que
son enzimas que pueden metabolizar a este farmaco (Poewe et al., 2017).

Otro tipo de tratamiento farmacoldgico es el uso de agonistas de DA, los cuales van dirigidos
a la activacién de los receptores, principalmente los receptores tipo D2. Estos agonistas,
como el Pramipexol, tienen la ventaja de tener una vida media mayor a la L-DOPA y son
convenientes para pacientes con fluctuaciones a la respuesta de L-DOPA, ademas de que
no generan desensibilizacion de los receptores, reduciendo asi el riesgo de generar
complicaciones motoras; sin embargo, debido a su naturaleza estructural, estos agonistas
también tienen afinidad por los receptores D3 que se encuentran en el area tegmental
ventral (VTA, por sus siglas del inglés ventral tegmental drea), causando una estimulacién
excesiva en el sistema de recompensa del cerebro, ademas de generar efectos secundarios
como somnolencia y trastornos del control de impulsos (Voon et al., 2011).

Existen nuevos tratamientos farmacoldgicos que se enfocan en la neuroproteccién de las
NDas remanentes de la SNpc. Para esto se emplea la infusién de factores neurotréficos (NTF
del inglés neurotrophic factors) y neurotrofinas (NF) que han sido utilizados en pruebas

18



clinicas, mostrando resultados positivos en modelos animales de la EP y pruebas en fase 1
(Gill et al., 2003; Slevin et al., 2005; Lang et al., 2006); sin embargo, en pruebas clinicas en
fase 2 los resultados son muy variables y no todos los pacientes mostraron mejora en los
sintomas motores (Whone et al., 2019b, 2019a). Esto se puede deber a que estas moléculas
tienen algunas limitaciones farmacoldgicas como su corta vida media, baja capacidad al
traspasar la barrera hematoencefalica y la aparicidn de efectos secundarios generados por
mecanismos de compensacion (Tenenbaum and Humbert-Claude, 2017).

5.2.5.2 Estimulacion profunda del cerebro

La estimulacién profunda del cerebro (DBS por sus siglas del inglés Deep brain stimulation)
es otra alternativa para tratar esta enfermedad, la cual se basa en la estimulacién de los
ganglios basales para regular el desorden motor en la EP. Dicha estimulacion se da
lesionando algunos de los ganglios basales como el STN o el GPi, los cuales regulan la
actividad del talamo introduciendo un electrodo en el tejido cerebral (Jankovic and Poewe,
2012). De forma interesante, este tratamiento es considerado como el que menos efectos
secundarios genera y el que reduce de manera significativa todos los sintomas de la EP,
ademas de que reduce la dosis necesaria de L-DOPA y provoca la disminuciéon de discinesias
inducidas por la administracion del farmaco; sin embargo, no todos los pacientes con EP
son candidatos a este tratamiento debido al riesgo quirdrgico que representa y al progreso
de la enfermedad, siendo los pacientes con Parkinson avanzado los que mas se someten a
este tratamiento al ser mayor el beneficio que el riesgo de desarrollar efectos adversos
(Engel et al., 2018). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la muerte por
cirugia solo se ha dado en el 0.4% de las intervenciones y solo el 3.4% mostraron
complicaciones intracraneales tales como hemorragias o infecciones, siendo esto un
indicativo de que, incluso en pacientes con sintomas menos severos, el beneficio de este
tratamiento es mayor que el riesgo de generar complicaciones post operatorias (Krack et
al., 2019).

5.2.5.3 Terapia génica

La terapia génica es una de las estrategias para el tratamiento de la EP, que utiliza vectores
virales para la expresion de factores de crecimiento o enzimas que sintetizan
neurotransmisores. De la primera estrategia y se ha hablado en la seccién “Tratamientos
farmacoldgicos”, haciendo mencién del uso de los NTF y NF como tratamiento de la EP. La
segunda estrategia utiliza los vectores virales (lentivirus o virus adenoasociados) que
expresan tirosina hidroxilasa (TH) la enzima limitante en la sintesis de DA, ademas de
cofactores y la AADC (Mittermeyer et al., 2012; Palfi et al., 2014). La idea en general es que
las células del estriado sean capaces de sintetizar la DA localmente, ya sea por la actividad
de la TH o por la administraciéon de L-DOPA o DA (Jankovic and Poewe, 2012). Otra
aproximacion con esta estrategia es el uso de estos vectores para la expresion de la
descarboxilasa del acido glutdmico en el STN para incrementar los niveles basales de GABA
e inhibir la actividad de este nucleo (LeWitt et al., 2011).
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5.2.5.4 Terapia de reemplazo celular para el tratamiento de la EP

Si bien los tratamientos anteriores han mostrado ser eficaces en ensayos clinicos y modelos
animales, ninguno de ellos se enfoca en el problema principal de la EP: la pérdida de las
NDas y la consecuente denervacion del estriado. Es por ésto que la estrategia de terapia de
remplazo celular ha tomado fuerza en los Ultimos afios, la cual se define como el uso de
células para reponer tejidos o células dafiadas durante una lesién envejecimiento o
enfermedad. En el caso de la EP, se han utilizado NDas de diferentes fuentes para mejorar
los sintomas motores, al restaurar los niveles de DA en el estriado (Brundin et al., 2010;
Barker et al., 2015).

La primer fuente de obtencién de NDas fue el mesencéfalo ventral (MV) de fetos humanos
abortados, las cuales se han utilizado en varios ensayos clinicos, mostrando una disminucion
en los sintomas de la enfermedad, ademas de la supervivencia de estas neuronas
trasplantadas por 20 afios en algunos casos, aunque estos pacientes seguian mostrando
sintomas de la enfermedad (Lindvall and Bjorklund, 2004; Hallett et al., 2014). También se
ha encontrado en tejidos postmortem la presencia de algunas NDas, junto con un
incremento en la inervacion en el estriado (Li et al., 2016), aunque esta inervacién y el
numero de células que sobreviven no parecen ser suficiente para mitigar los sintomas de la
enfermedad a largo plazo. Estos resultados han sido variables en varios ensayos clinicos, en
donde la edad de los pacientes parece ser fundamental, asi como en la etapa de la
enfermedad en la que recibieron dicho trasplante (Kordower et al., 1995b; Olanow et al.,
1996); ademads, varios pacientes han mostrado efectos secundarios adversos como la
aparicién de movimientos involuntarios. Otra gran limitante para el uso de estas NDas
provenientes de tejido MV es que se requieren de entre 3 a 5 fetos abortados para obtener
un numero suficiente de células en un solo paciente, dando lugar a una heterogeneidad
marcada y una escasez en la fuente de obtencién de estas neuronas (Lindvall and Bjérklund,
2004).

Hoy en dia es posible generar NDas con caracteristicas similares a las encontradas en el
cerebro medio a partir de la diferenciacion dirigida de ESC, aunque existen otras fuentes
como la diferenciacion dirigida de iPSC, la expansién y diferenciacién de precursores
neuronales, la diferenciacion de células mesenquimales y la reprogramacion neuronal
directa de células somaticas a NDas. En varias de estas estrategias se ha observado la
recuperacion conductual de animales lesionados, ademas de observar la supervivencia e
inervacién de las NDas en el estriado de roedores adultos (Barker et al., 2015). La mayor
inquietud con estos tipos de procedimientos es que los protocolos de diferenciacion deben
de ser altamente eficientes para no generar poblaciones celulares no deseadas o que
tengan una alta capacidad de proliferacion con la posibilidad de generar tumores; ademas,
se ha propuesto que estas estrategias deben seguir la guia de la sociedad internacional para
la investigacion en células troncales (Turner, 2021), que incluye el uso de medios que
cumplan los criterios de las buenas practicas de manufactura y protocolos aprobados de
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diferenciacién que se hayan probado en ensayos preclinicos (Doi et al., 2014, 2020; Barker
et al,, 2017; Sun et al., 2021).

5.3 Diferenciacidn dirigida de NDas a partir de ESC

Existen varios métodos para la obtencién de NDas a partir de ESC o PSC. En su gran mayoria,
estos métodos tratan de mimetizar lo que ocurre durante el desarrollo embrionario,
tratando de direccionar a estas células hacia la formacién del ectodermo, para llegar a la
obtencién de precursores neurales vy, finalmente, al linaje dopaminérgico. Los protocolos
actuales de diferenciacion dopaminérgica siguen utilizando este principio, por lo que hoy
en dia los esfuerzos se centran en aumentar la eficiencia de diferenciacién para mantener
poblaciones puras de NDas con una menor proporcidn de otros tipos neuronales como las
neuronas serotoninérgicas, las cuales también se generan en estos protocolos y que pueden
generar efectos adversos en los trasplantes (Brundin et al., 2000; Carlsson et al., 2009; Lane
et al., 2009). Para llegar a esto, tenemos que conocer las moléculas inductoras, las vias de
sefalizacion y la maquinaria transcripcional durante la especificacion de la placa de piso del
MV.

5.3.1 Desarrollo temprano del MV

Durante el proceso de neurulacién en los mamiferos, el neuroectodermo, que contiene
células precursoras nerviosas, se hace mds grueso y forma un epitelio cilindrico
denominado placa neural. Esta placa neural se cerrara mediante la unién de su pliegues
dorsales y formard el tubo neural que dard origen al encéfalo y la médula espinal. Las células
que se encuentran en la linea media ventral del tubo neural se diferencian en una banda
especial de células que parecen epiteliales y se denominan placa del piso (FP, por sus siglas
del inglés floor plate), que proporcionan sefales moleculares para especificar a los
neuroblastos. Las células de la FP en la linea media ventral reciben la seial del morfégeno
Sonic hedgehog (SHH), mientras que las células que se encuentran en la parte dorsal del
tubo neuronal reciben la seiial de las proteinas morfogénicas del hueso (BMP, por sus siglas
del inglés bone morphogenic protein). Estas sefiales determinan la polaridad dorsoventral
del tubo neural e influyen ademas en la diferenciacién de las células precursoras neurales.
El eje anteroposterior del tubo neural es generado por la formacion de un gradiente de
acido retinoico, Fgf y la proteina Wnt. La especificacién del cerebro medio depende de un
centro organizador localizado en el istmo, una estructura que se encuentra en una region
adyacente al cerebro medio y que es capaz de inducir a las células contiguas a lo largo del
eje anteroposterior mediante la expresidn de Fgf8. Los morfégenos secretados por el istmo
y la placa de piso dirigen a las células mesencefalicas hacia la diferenciacion dopaminérgica
(Gale and Li, 2008; Bond et al., 2012; Tao and Zhang, 2016). Las sefiales anteroposteriores
por parte del istmo y del cerebro anterior, sumado a las sefales dorsolaterales dadas por la
notocorda y la placa de techo, generan la estructura conocida como MV (Figura IV) (Wang
et al., 2020b).
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Figura IV. Desarrollo del mesencéfalo ventral. En la imagen superior se muestran las diferentes
regiones del encéfalo en desarrollo, las cuales expresan gradientes de morfégenos que daran forma
e identidad a otras estructuras. El cerebro anterior se caracteriza por la expresion de Wnt3 y Wnt2a
en la parte mas anterior; se delimita con el cerebro medio mediante la expresidon de SHH. El cerebro
medio se caracteriza por la expresion del factor de trascripcién Otx2 (no ilustrado en la imagen) y
por la expresién de los morféogenos Wntl y Wnt5a; en la parte ventral del cerebro medio se forma
el MV, el cual se delimita con el cerebro posterior por el centro organizador llamado istmo.
Finalmente, el cerebro posterior comienza en la regidn del istmo, el cual expresa Fgf8, ademas de
la expresidon del factor de transcripcion Nkx2.2 (no ilustrado en la imagen). En la parte inferior
derecha de la imagen, se muestra la red transcripcional para la diferenciacion dopaminérgica una
vez que las sefiales de SHH, Fgf8 y Wnt llegan a los progenitores neurales (representada en la parte
inferior izquierda). SHH induce la expresion de dos factores de transcripcion importantes para la
especificaciéon mesencefalica: FoxA2 (via la interaccidn con Gli2) y Lmx1a. Foxa2 regula la expresion
de los factores de determinaciéon dopaminérgica Nurrl y Pitx3. Al primero lo regula de forma directa
y mediante la interaccién con el factor Ngn2 (lineas rojas punteadas) y al segundo solo de forma
indirecta mediante la interaccion de Nurrl (linea roja). Lmx1a es regulado también por la expresion
de Wntl, este factor regula a los genes de especificacion neural Msx1y Ngn2, ademds de formar un
bucle de regulacién con Wntl y Lmx1b que ayuda a la especificacion dopaminérgica; ademas, regula
de forma directa al gen de determinacion dopaminérgica Pitx3 (linea morada) y de forma indirecta
mediante la interacciéon con Lmx1b (linea morada punteada). Nurrl y Pitx3 regulan la expresién de
THy, a su vez, estos son regulados por En1/2, que es regulado por FoxA2, generando un bucle de
autorregulacion. MV: mesencéfalo ventral;, SHH: Sonic Hedghog; Fgf8: Factor de crecimiento
fibrobldstico 8.
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5.3.2 Regulacidn genética en el desarrollo del MV

Después de la expresion de Fgf8 y SHH, se genera una cascada de sefializacidon en la cual se
ven involucrados varios factores de transcripcion, los cuales inducen la formaciéon de NDas
en el MV. Estos factores de transcripcion son principalmente Ngn2, Otx2, Msx1, Lmx1a,
Lmx1b Pitx3, Enl, En2, FoxA2 y Nurrl. En la figura IV, se describen como es la interaccién
de estos factores transcripcionales para especificar a los precursores neurales a un destino
mesencefdlico ventral, para finalmente determinarse a NDas que expresan TH. A
continuacion, se describira de forma breve la funcion de cada factor:

Ngn2: Es un gen proneural, crucial para la regulacién de la neurogénesis que es
inducido por Msx1 y Otx2. Es expresado en progenitores dopaminérgicos mesencefalicos
(Ang, 2006)

Otx2: En el sistema nervioso, su expresion estd restringida al cerebro anterior y
medio entre los estadios E8.5 y E12.5. Es requerido para el control y posicionamiento de la
expresion de SHH y Fgf8, ademas de que su fallo en la expresidon genera una profunda
alteracion en el cédigo de identidad de los progenitores neurales en el MV (Puelles et al.,
2004; Vernay et al., 2005; Omodei et al., 2008).

Msx1: Se encarga de la inhibicidn de factores de transcripcidn asociados al cerebro
medio lateral; ademas, regula la expresion de Lmxla y b, dando como resultado una
alteraciéon en el ciclo de autorregulacién de los factores Lmx1 y Wntl (Failli et al., 2002;
Andersson et al., 2006).

Lmxla y b: Lmx1b es expresado en el cerebro medio en E8.0 en adelante, pero su
expresion se restringe al dia E.9.5 a la placa de piso, la frontera del cerebro medio-
rombencéfalo y en la zona ventral del cerebro medio (Andersson et al., 2006). La expresidon
de Lmx1la se ha propuesto que marca el limite dorsal de los progenitores, mientras que la
expresion inicial de Lmx1b incluye progenitores de otros tipos neuronales, especificamente
neuronas serotoninérgicas (Dai et al., 2008; Wever et al., 2019). Juntos, Lmxlay Lmx1b son
factores que regulan los primeros pasos en la especificacidon de los precursores de las NDas;
ademas, varios estudios han demostrado que Lmxla y Lmxlb trabajan de manera
cooperativa para regular la proliferacién de los precursores DA y la expresién de Ngn2 (Lin
et al., 2009; Caiazzo et al., 2011; Wever et al., 2019).

Pitx3: En las NDas comienzan a expresarse cuando llegan a su posicion ventral final,
sugiriendo que Pitx3 no estd involucrado en el desarrollo temprano o migracién de éstas.
Es esencial para la induccidn de la expresidon de TH en las neuronas DA de la SNc, pero no
del VTA. Contribuye al fenotipo de neurotransmisor de neurona DA del MV por medio de la
induccidon de la expresion del transportador de DA (DAT, por sus siglas del inglés DA
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transporter) y el transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT2, por sus siglas del inglés
vesicular monoamine transporter 2) (Hwang et al., 2009a).

En1/2: Se ha demostrado que una de sus principales funciones es la de prevenir la
apoptosis en neuronas NDas post-mitdticas para aumentar su supervivencia, siendo En1 el
gue se encuentra en todas las NDas de la SNpc y VTA. Ambos genes tienen efectos tréficos
y han sido involucrados en la regulaciéon del gen y la proteina a-sinucleina en NDas (Hegarty
et al., 2013).

FoxA2: Es el principal mediador de la sefializacion de Shh en el desarrollo de
neuronas dopaminérgicas. Regula el desarrollo de las NDAas e induce la neurogénesis a
través de Ngn2. También, regula la diferenciacién de NDas mediante su interaccidon con
Nurrl y Pitx3, asi como la promocion de la supervivencia de las NDas. Se considera un factor
de transcripcion esencial para la identidad dopaminérgica ventral (Kittappa et al., 2007;
Hegarty et al., 2013).

5.3.3 Métodos de diferenciacion dopaminérgica.

Existe diferentes métodos que permiten la obtencién de NDas a partir de PSC, pero como
se ha mencionado antes, la mayoria de estos siguen el mismo principio, usando tres pasos
fundamentales: la neuralizacion, la especificacién y maduracion; sin embargo, existen otros
métodos de obtenciéon de NDas como la reprogramacién directa, la formacion de agregados
celulares conocidos como cuerpos embrioides (EB, por sus siglas del inglés embryonic
bodies) y el cocultivo con células estromales que no siguen propiamente estos tres pasos,
pero que ofrecen otros beneficios metodoldgicos.

La conversidn o reprogramacién directa es un proceso en el cual se sobreexpresan ciertos
genes que estdn relacionados con el linaje neural en células somaticas, para asi transformar
estas células a neuronas o precursores neurales. Si bien aqui también se utiliza el término
“reprogramacion”, es importante sefialar que estas células no pasan por el estadio
pluripotencial como las iPSC. La expresion de factores de transcripcién como Ascl1, Mash1
y Mytll en fibroblastos de ratdon y humano, demostraron ser suficientes para que estas
células se reprogramaran a progenitores neurales, aunque en el caso de las células humanas
se requeria de la adicién de otra factor llamado NeuroD1 (Vierbuchen et al., 2010; Pang et
al., 2011). También se ha demostrado la conversién de células somaticas a células con
fenotipo dopaminérgico usando Ascll en combinacién con factores de determinacién o
induccion dopaminérgica como Lmx1a, FoxA2, Nurrl o Pitx3 (Caiazzo et al., 2011; Kim et al.,
2011).

Los métodos basado en la formacion de EB también han sido muy utilizados para la
obtencién de este tipo neural. El mas conocido es el método de los 5 pasos descrito por Lee
y colaboradores en el afio 2000 (Lee et al., 2000), el cual consiste en: 1) la expansion de ESC;
2) formaciéon de EB; 3) seleccién de células positivas a nestina en medio definido; 4)
Expansion de las células positivas a nestina, ademas de estimulacién temprana con los
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morfégenos SHH, Fgf8 y acido ascoérbico y 5) maduracidon de las NDas removiendo los
morfdogenos. Este método permite la obtencién de células TH positivas con propiedades
sindpticas y capaces de liberar DA en el medio. Cabe sefalar que la eficiencia de
diferenciacidon de este método depende del tamafio del EB formado (Zhang et al., 2001) y
de los morfdégenos utilizados (se muestra una imagen del protocolo en la Figura 2).

El cocultivo con células estromales como la linea MS5 o PA6 puede promover la
diferenciacién de mESC a NDas junto con la adicién de moléculas como Fgf20y Fgf2, aunque
los métodos recientes utilizan Noggin y Wnt5a como moléculas de induccién temprana en
cultivo (Takagi et al., 2005; Sanchez-Pernaute et al., 2008). Ambos métodos han mostrado
una produccién eficiente de células TH positivas que son capaces de liberar dopamina y que
mostraron propiedades electrofisioldgicas caracteristicas de las NDas in vitro. Si bien este
método puede generar NDas, estas han mostrado una baja supervivencia cuando son
trasplantadas en ratas lesionadas, ademas de generar células con fenotipos no deseados,
como astrocitos y neuronas serotoninérgicas (Zeng et al., 2004; Roy et al., 2006).

Finalmente, existen protocolos que utilizan factores de crecimiento y moléculas pequefias
que inducen la diferenciacién de ESC a NDas, utilizando las tres etapas mencionadas
anteriormente. Estos protocolos mimetizan el desarrollo embrionario desde la etapa de
blastocisto hasta la diferenciacién del MV de la siguiente manera: 1) Se promueve la
induccion de ESC hacia células del ectodermo mediante la adicion de dos moléculas (LDN y
SB) pequefias que inhiben la sefializacidon por BMP y receptores del factor de crecimiento
transformante-f (TGF-, por sus siglas del inglés transforming growth factor /), bloqueando
la sefializacidn rio abajo de las proteinas SMAD vy, por consecuente, el desarrollo de linajes
mesodermales y endodermales (Chambers et al., 2009); 2) la especificacién hacia el destino
mesencefilico se da mediante la estimulacidn temprana con SHH y Fgf8, ademas de una
molécula que estimula la sefializacion de la via de Wnt (CHIR), mediante la inhibicion de
GSK3p el cual es un inhibidor de esta via; 3) finalmente, se utilizan moléculas y medios que
ayudan a las células a madurar, incluyendo moléculas como las neurotrofinas o factores
neurotréficos, que promueven la reduccion de estrés oxidativo y moléculas que funcionan
como segundos mensajeros. Estas ultimas moléculas varian bastante en cada protocolo y
depende del grupo de investigacion que se consulte en la bibliografia (Kriks et al., 2011; Doi
et al., 2014; Grealish et al., 2014; Kirkeby et al., 2017). Sin embargo, todos estos protocolos
parten de la obtencién primaria de progenitores FoxA2 positivos o Lmxla positivos que
dardn lugar a la obtencidn de NDas especificas de la region del MV (Figura V).
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Figura V. Protocolos de diferenciacion de ESC usando el método de inhibicion dual de SMAD.
Desde el 2011 con los trabajos de Kriks, estos métodos han sufrido ligeras modificaciones en el
coctel de maduracion. También se han modificado los tiempos de induccidn por Fgf8 y el uso del
inhibidor de ROCK. La constante siempre es la inhibicién dual de SMAD para inducir la formacién de
progenitores de placa de piso (FP). Esta imagen fue modificada de Wang et al., 2020.

No todos los protocolos mencionados en esta seccidn han demostrado la integracién de las
NDas en el estriado de animales lesionados y algunos han mostrado una baja eficiencia de
la supervivencia de las células trasplantadas a largo plazo, ademads de una inervacion pobre
en el sitio de trasplante y poca integracién al tejido a largo plazo. Adicionalmente, se ha
demostrado que la funcidn de las NDas trasplantadas se ve reducida en ratas con edad
avanzada debido al pobre soporte tréfico del cerebro hospedero (Collier et al., 1999). Por
esta razdn, se ha planteado el uso de moléculas que ayuden a la maduracidn, integracién y
supervivencia de NDas una vez que sean trasplantadas (Di Santo and Widmer, 2018; Collier
et al.,, 2019). Los mejores candidatos para llevar a cabo la funcién de estimulacion de
supervivencia y maduracién son las NF y los NTF, los cuales han mostrado en ensayos in
vitro que ayudan a la maduracidn y supervivencia de diferentes tipos neuronales, siendo
incluso utilizados como terapia para el tratamiento de la EP y en los protocolos de
diferenciacién DAérgica durante la etapa de maduracién (Di Santo and Widmer, 2018;
Gouel et al., 2019a). De estos, el mas interesante es el factor neurotréfico derivado de la
glia (GDNF, por sus siglas del inglés glial-cell derived neurotrophic factor), el cual ha
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mostrado que promueve la supervivencia y maduracion de NDas in vitro e in vivo, ademas
de tener otras funciones no asociadas a su funcion de factor neurotréfico, pero que ayudan
a la funcidon dopaminérgica (Cortés et al., 2017).

5.4 Factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF)

Este factor purificado a partir de las células de glioma, permite la supervivencia de NDas en
cultivo, ademas de que mostré que promovia la maduracién, crecimiento neuritico y la
captacion de DA en cultivo (Lin et al., 1993). Si bien durante los primeros ensayos se observo
gue este efecto era especifico de NDas ya que el nUmero total de neuronas en los cultivos
no se veia afectado, se ha demostrado que tiene efectos relacionados a la supervivencia y
maduracién de motoneuronas y neuronas colinérgicas en el sistema nervioso central
(Lamas et al., 2014; Marquardt et al., 2015; Cortés et al., 2016). Se ha demostrado que
ratones KO para el GDNF mueren a los pocos dias de haber nacido debido a complicaciones
en la formacién del sistema nervioso entérico (los precursores entéricos no migraron) y falla
renal. Mutantes para el receptor GFR-o. (GDNF family receptor) en ratédn también mostraron
fallas en estos drganos, indicando que el GDNF tiene actividad bioldgica mas alla del sistema
nervioso central (Pichel et al., 1996; Taraviras et al., 1999; Gianino, 2003). Si bien el efecto
del GDNF en NDas in vitro y en tejido mesencefdlico en cultivo ha sido ampliamente
estudiado, su efecto en in vivo ha resultado mas complicado de esclarecer, pues al parecer
no tiene un efecto de supervivencia o maduracién en NDas post-natales (Kopra et al., 2015).

En cultivo, el GDNF favorece la maduracion sindptica de las NDas derivadas del MV. De
forma interesante, también se observé que este factor podia ayudar a la diferenciacion de
precursores dopaminérgicos hacia NDas cuando eran co-estimulados con GDNF vy la
interleucina 1, mostrando un incremento en la expresiéon del marcador TH, ademas de
promover la morfologia neural e incrementar el nUmero de extensiones neuriticas (Ling et
al., 1998; Bourque and Trudeau, 2000). Debido a estos efectos tréficos, el GDNF ha sido
utilizado en combinacién con otros NTF o NF en cultivo para incrementar el nUmero de NDas
obtenidas de diferentes protocolos de diferenciacion de ESC (Kriks et al., 2011; Grealish et
al., 2014; Kirkeby et al., 2017), siendo utilizado, generalmente, con el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas del inglés brain-derived neurotrophic factor),
TGFP y dibutiril-AMP ciclico.

5.4.1 Senalizacion de GDNF

Este factor forma parte de un familia de ligandos la cual se conoce como ligandos de GDNF,
la cual incluye a la Neurturina (NTRN), Artemina y Persefina (Sidorova and Saarma, 2016)
siendo todos miembros de la superfamilia TGF[3. Estos factores suelen ser producidos en
forma de precursores, para después ser procesados mediante cortes proteoliticos y tener
funcién bioldgica. GDNF lleva a cabo su funcién trofica uniéndose a receptores de
membrana que forman parte de la familia de GFR-a. y al receptor tirosina-cinasa Ret (lrala
et al., 2016; Sidorova and Saarma, 2016), teniendo preferencia de unién al receptor GFR-
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ol y GFR-a.2 (Figura VI). Una vez que se une al receptor GFR-a, el complejo GDNF- GFR-a.
se une al receptor Ret que tiene un dominio intracelular de tirosina cinasa, el cual se
autofosforila una vez que es estabilizado por Ca?*, activando asi multiples vias de
sefializacion como la via RAS/ERK , también conocida como la via de las proteinas cinasas
activadas por mitégenos (MAPK), que promueve la supervivencia celular y PI3K/AKT que
induce la supervivencia, diferenciacién, crecimiento y formacién de neuritas en las NDas
(Airaksinen and Saarma, 2002; Ernsberger, 2008); ademas, se ha demostrado que el GDNF
también regula la expresion de receptores de DA como el DAT mediante la interaccion
GDNF- GFR-a-Ret, promoviendo la expresidn de factor de intercambio del nucleétido de
guanina Vav2, mostrando que los efectos del GDNF van mas alla de una funcién neurotréfica
(Zhu et al., 2015). Si bien la interaccién de los receptores GDNF- GFR-a es necesaria y
pareciera ser una via candnica de GDNF, otras vias e interacciones han sido relacionas con
este NTF en otros tipos neuronales. Por ejemplo, el complejo GDNF- GFR-a. se puede unir a
la molécula de adhesidon de células neurales (NCAM, por sus siglas del inglés neural cell
adhesion molecule), estimulando el crecimiento axonal, la supervivencia de neuronas
corticales, el crecimiento axonal y la migracién de otras poblaciones celulares mediante la
activacion de la via de Fyn, un miembro de la familia de receptores tirosina cinasa (Paratcha
et al., 2003; Cao et al., 2008). Otro tipo de moléculas a las que se puede unir el GDNF es al
proteoglicano Syndecan-3, promoviendo la migracién tangencial de las neuronas
GABAérgicas mediante la activacion de la proteina tirosina cinasa Scr (Bespalov et al., 2011)
y a la N-cadherina, promoviendo maduracién y supervivencia independiente de la via de
Ret (Zuo et al., 2013).
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Figura VI. Sefializacion de GDNF. Este NTF tiene dos vias por las cuales llevar a cabo su actividad
bioldgica: 1) uniéndose al receptor GFR-a.: el GDNF se une al receptor formando el complejo GNDF-
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GFR-a, el cual se une después al receptor Ret. Este receptor se dimeriza al recibir la sefial y se
estabiliza por medio de Ca?* para que sus dominios de Tirosina cinasa se autofosforilen llevando a
cabo varias sefiales rio abajo. La mas conocida es la activacidn de la via PI3K/AKT, pero también
activa la via de las MAPK cinasas, la via JAK/STAT y la via de Vav2 que regula al DAT; ademas, GNDF-
GFR-a también activan al receptor NCAM, el cual promueve la supervivencia mediante la activacion
de la cinasa Fyn, promoviendo supervivencia y crecimiento neuritico; 2) de forma directa con la
interaccion al receptor Sydecan-3: el GDNF activa a este receptor en neuronas GABAérgicas,
promoviendo la migracién tangencial de éstas.

5.4.2 GDNF en el tratamiento de la EP

Al demostrarse que este NTF podia promover la supervivencia de NDas embrionarias in vitro
mediante la actividad de los receptores GFR-o y Ret, se propuso utilizar a esta molécula
como una herramienta terapéutica en la EP, ya que las NDas que se encuentran en la SNpc
expresan también los receptores ya mencionados; ademads se observé que en el cerebro de
pacientes con la EP habia un incremento moderado en la expresién de GDNF en el putamen,
asi como un decremento del BDNF en la SNpc (Mogi et al., 1999, 2001), indicando que los
NTF tenian actividad durante la enfermedad.

Existen muchos estudios en donde se muestran los beneficios terapéuticos del GDNF en
modelos animales de la EP, usando la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y el 1-methyl-4-fenil-
2,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), los cuales provocan la degeneracion selectiva de las
NDas. Sin embargo, el GDNF presenta algunas complicaciones para su administracién ya
gue no es capaz de atravesar la barrera hematoencefdlica, por lo que su aplicacién debe ser
localizada usando diferentes métodos, tales como la inyecciéon intraventricular o la
administracion directa en el estriado (Evans and Barker, 2008). Con ambos métodos, en los
modelos animales de esta enfermedad, se ha observado la recuperacidn en ensayos
conductuales, ademas de que se observé una mayor supervivencia de NDas, por lo que el
GDNF ha llegado incluso a ser propuesto para ensayos clinicos en pacientes con EP. Las
primeras pruebas clinicas utilizaron la administracion intraventricular, pero no mostraron
beneficios a los pacientes, probablemente debido a que el GDNF no alcanzaba a llegar al
estriado (Kordower, 2003). Esto incentivd el uso de nuevos protocolos en los cuales la
administracion de este NTF se realizd mediante el uso de un catéter intraparenquimal que
inyectaba GDNF en la region del putamen de forma unilateral o bilateral (Gill et al., 2003).
Este trabajo mostré una mejoria en los sintomas de los pacientes, asi como un incremento
en los niveles de recaptura de DA en el sitio de infusidn, asi como en la SNpc, demostrando
gue el GDNF puede promover la restauracion del sistema dopaminérgico; sin embargo, el
GDNF debidé mantenerse en infusién por largos periodos de tiempo, aumentando las tasas
de infusién a los 18 meses del primer tratamiento. Es de notar que este trabajo se realizd
solo en 5 pacientes, por lo que el efecto placebo no pudo ser estimado; ademas, al ser
removido el GDNF los efectos se perdian a los dos meses.

Debido a varias inconsistencias en los resultados de algunos trabajos posteriores (Slevin et
al., 2005; Lang et al., 2006) surgidos por la variabilidad en la edad de los pacientes y en los
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métodos de administracién del GDNF, en los ultimos afios se realizaron un par de ensayos
clinicos usando pruebas con mayor rigurosidad, usando un método de ensayo doble ciego.
Ambos trabajos mostraron que el GDNF no mejoraba de forma significativa los sintomas de
la enfermedad en los pacientes con la EP, a pesar del incremento de DA en el estriado
medido por tomografia de emision de positrones (PET) midiendo la recaptura del farmaco
18Fluoro-DOPA (Whone et al., 2019a, 2019b). Las razones por las cuales este NTF no
funciondé no son muy claras, pero los autores especulan que se debe a que el GDNF
simplemente no puede promover la recuperacion del sistema dopaminérgico debido a la
presencia de los agregados de a-sinucleina, sugiriendo que esta patologia afecta las vias por
las cuales lleva a cabo su efecto el GDNF. Otra explicacién es que la dosis de GDNF pudo
haber sido muy baja, siendo de 120 pg de GDNF en 4 semanas (la maxima dosis
administrada en ensayos clinicos continuos es de 840 pug de GDNF), sin embargo, se ha
demostrado que la administracién de dosis altas de GDNF puede promover efectos
compensatorios no deseados e inducir la aparicion de discinesias o disminucién de la
sensibilidad al farmaco L-DOPA (Tenenbaum and Humbert-Claude, 2017).

Es por esta razén que los ensayos pre-clinicos usando GDNF han sido reevaluados para
mejorar tanto los métodos de administracion como las dosis utilizadas, surgiendo una
nueva corriente de métodos que utilizan métodos de administracion lentivirales (Su et al.,
2009; Kells et al., 2012a; Gantner et al., 2020) o el cotrasplante de NDas con células que
fueron modificadas genéticamente para que expresen este NTF (Deng et al., 2013; Perez-
Bouza et al.,, 2017b; Widmer, 2018), mostrando resultados prometedores en modelos
animales de la enfermedad.
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VI. ANTECEDENTES

El GDNF ha demostrado ser un factor importante en el mantenimiento, diferenciacién y
supervivencia de las NDas obtenidas del MV de embriones, asi como de cultivos de células
con este fenotipo neural que son diferenciadas a partir de ESC (Lin et al., 1993; Yurek, 1998;
Kriks et al., 2011), siendo utilizada como una molécula fundamental en los protocolos de
diferenciacion.

La administracién de la neurotoxina 6-OHDA induce la muerte selectiva de NDas in vivo e in
vitro. La adicion de GDNF en cultivos tratados con esta neurotoxina mostré un aumento en
la supervivencia de las NDas aun en presencia de un fuerte reto citotéxico (Choi-Lundberg
et al., 1997; Kirik et al., 1998), mostrando la capacidad neurotréfica de esta molécula y su
potencial uso en el tratamiento de la EP, en donde hay muerte selectivas de las NDas de la
SNpc.

El uso de GDNF para tratar los sintomas de la EP ha mostrado una gran eficiencia en modelos
animales de la enfermedad (Choi-Lundberg et al., 1997; Kirik et al., 2000; Kordower et al.,
2000; Akerud et al., 2001), sin embargo, no se han observado resultados positivos cuando
el GDNF es utilizado en ensayos clinicos (Whone et al., 2019a, 2019b), sugiriendo que el
GDNF por si solo no puede recuperar el sistema dopaminérgico e inducir una mejora en los
sintomas motores de la enfermedad. Se ha planteado el uso de NDas derivadas de ESC como
una alternativa al tratamiento de la EP, ya que este método permite reemplazar las
neuronas perdidas durante la enfermedad. Ensayos en modelos animales han demostrado
que el trasplante de NDas derivadas de ESC promueven la recuperacién conductual de
animales lesionados (Lee et al., 2000; Chung et al., 2002; Kriks et al., 2011; Grealish et al.,
2014). Sin embargo, muchos de estos ensayos mostraron un bajo porcentaje de
supervivencia de las NDas trasplantadas, ademas de poca inervacion en el estriado y no se
analizé si estas neuronas eran capaces de liberar DA en el estriado, por lo que estas
interrogantes siguen presentes.

Para promover la supervivencia, maduracion e integracion de las NDas trasplantadas,
algunos investigadores han utilizado NTF y NF como soporte tréfico a estas neuronas,
siendo estos administrados mediante vectores lentivirales (Olanow et al., 2015; Gantner et
al., 2020) o el cotrasplante de NDas con células que expresen GDNF o NRT de forma
constitutiva (Deng et al., 2013; Perez-Bouza et al., 2017b); sin embargo, existe una amplia
discusidon sobre estos métodos ya que requieren el uso de células o virus, los cuales
representarian un riesgo a futuro para el paciente (Tenenbaum and Humbert-Claude, 2017).
Debido a la necesidad de un sistema que permita la expresién de GDNF como soporte
tréfico de NDas trasplantadas, sin la necesidad del uso de cotrasplantes o lentivirus, en este
trabajo se utilizé una linea de mESC que expresa este NTF de forma constitutiva para
analizar el efecto en la diferenciacién dopaminérgica y la posible neuroproteccién después
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de retos toxicos in vitro o después del trasplante en el estriado de ratas lesionadas con 6-
OHDA.

VII. JUSTIFICACION

La supervivencia de las NDas es un aspecto clave en la EP, debido a que la muerte de estas
neuronas provoca un desbalance en el sistema dopaminérgico, provocando la aparicién de
los sintomas relacionados a esta enfermedad. Se ha propuesto el uso de NDas diferenciadas
a partir de ESC como una alternativa al tratamiento de la enfermedad, sin embargo, las
NDas trasplantadas en diferentes modelos animales han mostrado poca integracion,
supervivencia e inervacioén en el cerebro hospedero debido al poco soporte tréfico. Es por
esto que se ha planteado el uso de métodos que ayuden a estas neuronas a sobrevivir y
madurar una vez que sean trasplantadas en cerebros lesionados, siendo el uso de los NTF y
NF una de las estrategias mas prometedoras.

VIII. HIPOTESIS

La expresion sostenida de GDNF en distintas etapas durante la diferenciacion de ESC
promoverd la induccion a NDas del mesencéfalo ventral; ademds, aumentard la
supervivencia y maduracién de este tipo celular ante retos toxicos y posterior al trasplante
de NDas en un modelo animal de la EP.

IX. OBJETIVO

Estudiar el efecto de la produccion autécrina de GDNF, posterior al trasplante de neuronas
dopaminérgicas que secretan este factor neurotréfico de forma constitutiva en el cerebro
de ratas hemiparkinsonianas, para establecer si la supervivencia es mayor a la de las células
control, asi como conocer su eficiencia en la recuperacién de los animales.
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X. MATERIALES Y METODOS

Animales. Se utilizaron ratas adultas hembras de la cepa Wistar de entre 220-250 gramos
de peso. Los animales fueron alojados y manejados de acuerdo con la norma local de
manejo de animales de laboratorio NOM-062-Z00-1999 y a la guia internacional para el uso
de animales de laboratorio (Animal Welfare Assurance A5281-01). Se utilizé el protocolo
CICUAL avalado por el comité de ética del Instituto de Fisiologia Celular. Los animales se
mantuvieron con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad a temperatura
ambiente (22 °C +/- 2 °C). Comida y agua fueron brindados ad libitum.

Lineas celulares CTRL-ESC y GDNF-ESC. La linea celular R1 mESC fue transducida con
lentivirus conteniendo el vector pLVX-EF1oa-IRES-Puro (Clontech 631988) vacio, con el cual
se obtuvo la linea control de mESC (CTRL-ESC). La misma linea R1 mESC se transdujo con
otros lentivirus conteniendo el vector pLVX-EF10.-hGDNF-IRES-Puro, con el cual se obtuvo
la linea de mESC que expresa GDNF de forma constitutiva (GDNF-ESC). Las lineas se
seleccionaron en cultivo usando un tratamiento de puromicina (Sigma P8833) por 24 horas
a una concentracion de 2 ug/ml. Las colonias resistentes se expandieron para los siguientes
estudios. Ambas lineas celulares fueron donadas por el Dr. Daniel Cortés (Cortés et al.,
2016).

Genotipificacion. Posterior a la expansiéon de las mESC control y GDNF, las células se
levantaron usando Tripsina-EDTA al 0.05% (Gibco), se lisaron y se extrajo el DNA usando un
kit de extraccién de DNA gendmico (Thermo Fisher, K0512). Se realizé PCR punto final para
la deteccion de la secuencia de GDNF humano y GAPDH como control de reaccidn. Las
secuencias de los primers utilizados (todos con direccidon 5’-3’) fueron las siguientes:
hGDNF: Forward (Fwd), AACAAATGGCAGTGCTTCCT y Reverse (Rev),
AGCCGCTGCAGTACCTAAAA; para GAPDH: Fwd, ATCACCATCTTCCAGGAGCG vy Rey,
CCTGCTTCACCACCTTCTTG. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 10 minutos a 95
°C, seguido de 30 ciclos a 59 °C como temperatura de alineamiento.

Diferenciacion de ESC a NDa. El protocolo de diferenciacion dopaminérgica fue llevado a
cabo siguiendo un método previamente publicado (Lee et al., 2000), el cual consiste en
cinco etapas (véase Figura 2a para resumen grafico). Las células CTRL-ESC y GDNF-ESC
fueron cultivadas en placas de 100 mm, previamente tratadas con gelatina al 0.1% (Sigma).
Para mantener a las células en un estadio indiferenciado (etapa uno), se utilizé medio KO
DMEM (Gibco) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB; Biowest), 1 % de
aminodcidos no esenciales (Thermo Fisher), 2 mM de glutamax, 55 uM de 2-
mercaptoetanol (Thermo Fisher), 50 Ul/ml de penicilina-estreptomicina (Thermo Fisher) y
1000 Ul de factor inhibidor de la leucemia (Millipore). Para la segunda etapa, las células
fueron disociadas con Tripsina-EDTA al 0.05% y colocadas en placas de 100 mm no

33



adherentes para inducir la formacidon de EBs en suspensidn por cuatro dias. En la etapa tres,
los EBs fueron recolectados y sembrados en cajas de cultivo adherentes durante 6 dias en
medio Insulina-transferrina-selenito (ITS) libre de suero, suplementado con 5 pg/ml de
fibronectina (Fn; Invitrogen). La expansion de las células nestina positivas (etapa cuatro) se
inicié levantando las células con tripsina y eliminando los EBs. Posteriormente, las células
en suspension se sembraron en cubreobjetos de vidrio (previamente tratados con 15 ug/ml
de poli-L-ornitina (Sigma) y 1 ug/ml de Fibronectina) en medio N2 (Gibco) conteniendo 10
ng/ml del factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF, por sus siglas del inglés basic
fibroblast growth factor), 100 ng/ml de FGF8 y 100 ng/ml de Sonic Hedgehog (R&D Systems)
durante 4-6 dias. La diferenciacién terminal en la etapa cinco fue inducida removiendo los
factores de crecimiento y adicionando medio N2 con 200 uM de acido ascorbico por 6-8
dias. Este protocolo induce la diferenciacion determinada de NDas postmitdticas de raton
(entre 20-30% de las neuronas diferenciadas); sin embargo, también se han observado bajas
proporciones de neuronas serotoninérgicas (5-10%) (Lee et al., 2000).

Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) para la deteccion de GDNF liberado

al medio. El medio condicionado, obtenido durante 24 horas, de las lineas CTRL-ESC vy
GDNF-ESC en cada una las 5 etapas de diferenciacion (ver seccion de diferenciacién a NDa)
fue sometido a una deteccién de GDNF por medio de un ELISA, usando el kit de deteccidn
GDNF Emax Immunoassay System de Promega (sensibilidad: 4 pg/mL; rango de deteccion:
2.74-2000 pg/ml). Especificidad en humano.

Ensayo de toxicidad. Las NDas diferenciadas se incubaron por 2 horas a 37 °C con 200 uM
de 6-hidroxidopamina (6-OHDA; Sigma). El medio fue removido y cambiado por medio
fresco. Veinticuatro horas después, las células se fijaron para su evaluaciéon por
inmunocitoquimica. LA neurotoxina 6-OHDAes capturada por los transportadores de
dopamina y, por lo tanto, no afecta a otros tipos neuronales presentes en el cultivo
(Ungerstedt, 1968).

Inmunocitoquimica y cuantificacion. Las células se fijaron usando 4% de para-
formaldehido (PFA) por 20 minutos a 4 °C. Posteriormente, se lavaron las células con una
soluciéon PBS y se permeabilizaron las membranas usando una solucion de PBS con 0.3% de
Triton X-100 (Sigma) y 10% de suero normal de cabra. Los anticuerpos primarios fueron
incubados toda la noche en 10% de suero normal de cabra en PBS a 4 °C. Después, se
realizaron lavados con PBS + 0.1% de albumina sérica bovina (BSA) y las muestras se
incubaron usando anticuerpos secundarios conjugados con compuestos fluorescentes,
solos 0 en combinacién. Finalmente, para la deteccidn nuclear, se lavaron las muestras con
PBS + 0.1% de BSA y se incubaron con 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI; Vector Labs). Para la
cuantificacién de la eficiencia de diferenciacion dopaminérgica, el nimero de somas TH
positivos fueron divididos por el nimero total de neuronas marcadas por el anticuerpo TUJ1
y multiplicado por 100. Para corroborar esto, también se realizd un analisis de correlacion
de Pearson de la co-localizacién de las marcas de TUJ1 y TH con el programa de analisis de
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imagenes FlJI, usando el paquete JACoP para obtener el porcentaje de co-localizacién (Bolte
and Cordeliéres, 2006; Dunn et al., 2011). El drea se determind por la intensidad de pixeles
en cada imagen. La sefial de TUJ1 fue establecida como el drea total y la seiial de TH fue
establecida como la variable. De esta forma, el porcentaje de la sefial de TH fue normalizado
usando el total de la sefial de TUJ1. Para las neuronas SEROTONINA positivas, el porcentaje
de neuronas marcado con los anticuerpos fue normalizado usando el numero total de
nucleos. Todas las sefiales fluorescentes fueron detectadas usando el microscopio confocal
Nikon A1R HD25 para detectar Alexa 488, Alexa 568, Alexa 647 y Hoechst 33258 excitando
con diferentes ldseres. Los anticuerpos primarios utilizados se muestran en la tabla
siguiente:

Tabla 3. Lista de anticuerpos usados en inmunocitoquimica.

Anticuerpo Hospedero Dilucién Marca
SOX2 Conejo 1:500 R&D Systems
OCT 3/4 Ratén 1:1000 BD Biosciences
TUuJ1 Raton 1:1000 Covance
TH Conejo 1:1000 Pel-Freez
FOXA2 Conejo 1:500 Millipore
LMX1B Conejo 1:200 Abcam
SEROTONIN Conejo 1:500 Sigma

Extraccion de RNA, sintesis de cDNA y RT-PCR cuantitativo. El acido ribonucleico (RNA, por
sus siglas del inglés Ribonucleic acid) fue aislado usando el RNeasy Mini Kit (QIAGEN) y
siguiendo las indicaciones del fabricante. El DNA complementario (cDNA) fue sintetizado
usando la transcriptasa reversa SuperScript Il Reverse Transcriptase (Thermo Fisher), con 2
ug de RNA total y usado para la amplificacion por medio de RT-PCR (Tag DNA Polymerasa,
Thermo Fisher). Para el andlisis cuantitativo (QPCR), se utilizé el iTag Universal SYBR Green
Supermix (Bio-Rad) y QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix (QIAGEN) en el equipo de
deteccion de gqPCR Real-Time PCR Detection System (CFX96; Bio-Rad). El gen Gapdh se
utilizd para normalizar los datos y la expresion relativa se calculd usando el método de AACr.
Las condiciones para la gPCR fueron las siguientes: 10 minutos a 95 °C, 35 ciclos de 15
segundos. Las secuencias de los primers utilizados para la cuantificacién de los niveles de
expresion fueron las siguientes: Oct4: Fwd, TTG GGC TAG AGA AGG ATG TGG TT; Rev, GGA
AAA GGG ACT GAG TAG AGT GTG G. For Sox2: Fwd, GCA CAT GAA CGG CTG GAG CAA CG;
Rev, TGC TGC GAG TAG GAC ATG CTG TAG G. For Th: Fwd, CCA CTG GAG GCT GTG GTATT;
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Rev, CCG GGT CTC TAA GTG GTG AA. For Foxa2: Fwd, CAG AAA AAG GCC TGA GGT G; Rey,
CAG CAT ACT TTA ACT CGC TG. For Gapdh: Fwd, CAT CAC TGC CAC CCA GAA GAC TG; Rey,
ATG CCA GTG AGCTTC CCG TTC AG.

Lesidon con 6-OHDA, prueba de rotacién inducida por apomorfina y prueba de conducta
no farmacoldgica. La lesidon con 6-OHDA fue realizada siguiendo protocolos previamente
reportados (Ungerstedt, 1968; Diaz-Martinez et al., 2013). Este modelo animal muestra
recuperacion conductual y bioquimica después del trasplante de NDas (Chung et al., 2002;
Rodriguez-Gémez et al., 2007).

Lesion unilateral con 6-OHDA. Las ratas fueron anestesiadas con sevoflorano (Sevorane
Abbott) a dosis de induccidn (3%) y 0.5% de mantenimiento en una mezcla de oxigeno al
95% y bidxido de carbono al 5%. Para minimizar el estrés, las ratas fueron minimamente
manipuladas y se mantuvieron con anestesia inhalada (0.5%-1.5% de sevoflorano).
Después, se realizd una desinfeccion del drea de incision con yodo, alcohol al 70% y yodo
nuevamente (este proceso se repitio dos veces mas). Las ratas fueron colocadas en el
equipo de cirugia estereotaxica Dual Digital Lab Standar (Stoelting), se realizd una incisién
en la linea media del craneo y se realizaron microinyecciones de 6-OHDA en el fasciculo
medial del cerebro anterior siguiendo las siguientes coordenadas estereotdxicas con
relacion a bregma: anteroposterior (AP), -1.0 mm; lateral (L), 1.5 mm; dorsoventral (DV), -
0.8 mm. Las microinyecciones se realizaron con el equipo automatizado de microinyeccién
Quintessential Stereotaxic Injector (Stoelting) de la siguiente forma: 12 ug de 6-OHDA
disueltos en 4 ul de solucion salina fisioldgica con 0.05% de acido ascorbico usando una
velocidad de 1 ul/minuto durante 4 minutos. Finalmente, se realizd el cierre quirurgico
colocando grapas quirurgicas de 9 mm (EZ Clips TM, Stoelting) y limpiando la zona de
incisiéon con yodo/alcohol. A todos los animales se les administré enrofloxacina (5 mg/kg;
Bayer) durante 3 dias para evitar infecciones y complicaciones post quirurgicas. Todos los
animales se mantuvieron en observacién y fueron monitoreados hasta su recuperacion.

Rotaciones inducidas con apomorfina (reto farmacoldgico). Cuatro semanas posteriores a
la lesidn unilateral con 6-OHDA, se les administré a las ratas 1 mg/kg de apomorfina (Sigma)
de forma subcutanea, para después ser colocadas en un equipo de actividad rotacional
(Roto-rat MED-RRS; Med Associates INC), el cual consta de un tazén de metal, un arnés para
la rata y un dispositivo electronico que contabiliza el nimero total de giros por hora. Los
animales con 350 o mas giros contralaterales al sitio de lesidon en una hora se consideraron
como animales lesionados.

Prueba de ajuste de paso (reto no farmacoldgico). Esta prueba fue realizada siguiendo un
protocolo previamente reportado (Chung et al., 2002; Diaz-Martinez et al., 2013). La rata se
sostuvo con una mano por el abdomen levantando sus extremidades posteriores y después
se desplazé de forma frontal 90 cm sobre una superficie plana durante 5 segundos. El animal
solo puede apoyar una de las extremidades anteriores, de esta forma es posible manipular
con cual extremidad anterior se realizard el ensayo. Cada miembro anterior fue
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independientemente evaluado contando el nimero de pasos en la superficie plana. Se
realizaron cinco repeticiones con cada extremidad por rata. Los valores de la extremidad
lesionada fueron normalizados usando el nimero de pasos registrados de la extremidad no
lesionada (contralateral al sitio de lesidén) y representado en las graficas como el porcentaje
de uso de la extremidad lesionada con respecto a la extremidad no lesionada.

Trasplante de NDas diferenciadas de CTRL-ESC y GDNF-ESC. Todos los animales fueron
inmunosuprimidos diariamente con ciclosporina A (10 mg/kg, GelPharma), comenzando 24
horas antes del procedimiento quirdrgico. Las ratas hemiparkisonianas fueron
trasplantadas en el estriado dorsal con las neuronas TH positivas, diferenciadas de las lineas
CTRL-ESC y GDNF-ESC. La NDas de ambas lineas fueron disociadas a los dias 2-3 de la etapa
5 y resuspendidas en una densidad de 0.5x10° células viables en 3 pl de medio N2. Los
animales fueron anestesiados y preparados siguiendo el protocolo utilizado en la lesiéon con
6-OHDA. Una vez que se expuso bregma, se tomaron las siguientes coordenadas para el
trasplante en el estriado dorsal lesionado: AP, 0.0 mm; L, 3.0 mm; DV, se realizaron cuatro
depdsitos separados por 0.5 mm (de -5.5 mm a -4.0 mm). Finalmente, el inyector se retird
del sitio de trasplante después de 5 minutos para evitar que las células trasplantadas fueran
removidas por capilaridad y se procedié al cierre de la herida quirurgica siguiendo el
protocolo previamente mencionado en la lesién con 6-OHDA. En los animales Sham, se
realizé un depdsito de 3 pl de medio N2 usando las mismas coordenadas estereotaxicas.
Los animales fueron evaluados cada 2 semanas usando las pruebas farmacoldgicas y no
farmacoldgicas por un periodo de 14 semanas.

Microdialisis y cuantificacion de dopamina en el estriado. Los ensayos de microdialisis para
la deteccién de dopamina fueron realizados 14 semanas después del trasplante. El sitio de
deteccidén de dopamina fue la regidon del estriado dorsal en donde los animales recibieron
el trasplante con CTRL-ESC o GDNF-ESC o con la cirugia sham. Previos experimentos con las
membranas para dialisis utilizadas en este trabajo (4 mm) mostraron valores de
recuperacién de entre 15-20% para dopamina y para el acido 3-4 dihidroxifenilacético
(DOPAC, por sus siglas del inglés 3-4 dihydroxyphenylacetic acid). Las sondas fueron
perfundidas con fluido cerebroespinal artificial a una velocidad de 2 pul/min durante una
hora para estabilizar. Las fracciones fueron colectadas cada 12 min. Posteriormente, se
indujo una despolarizacidon quimica usando un medio isoosmético (100 mM de cloruro de
potasio) a través de la sonda en la fraccién niumero 4 para estimular la liberacidon de DA.
Una segunda estimulacion fue dada en la fraccién 9 mediante la perfusién de 30 uM de
anfetamina para estimular la liberacién de DA recapturada. Las monoaminas fueron
estabilizadas usando 0.1 N de acido perclérico, 0.02% de EDTA y 1% de etanol, ademas de
ser almacenadas en tubos de vidrio cubiertos para evitar la oxidacion. La cuantificacion fue
hecha mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, por sus siglas del inglés High
performance liquid chromatography), usando una columna de fase reversa (dC18, 3 um; 2.1
mm x 50 mm; Atlantis, Waters) acoplada a una pre-columna (Nova-Pack Waters), usando
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una fase movil conteniendo una soluciéon de 0.054 mM de EDTA; 4cido citrico, 50 mM vy
acido octasulfénico a 0.1 mM disuelto en agua mili-Q y mezclada con metanol en una
proporcion 97:3, respectivamente (pH = 2.9; tasa de flujo = 0.35 ml/min). La deteccidon de
dopamina y de DOPAC fue realizada por un detector electroquimico amperométrico de
canal Unico (Waters modelo 2465) a 450 mV con una temperatura de 30 °C. La
concentracidon de DA y DOPAC fue obtenida calculando la altura de los picos obtenidos en
las lecturas y comparadas con los picos generados por soluciones estandar de ambas
moléculas (concentraciones conocidas). Las concentraciones obtenidas no fueron
corregidas por la tasa de recuperacién de las sondas.

Conteo celular estereoldgico en cortes. Los animales fueron perfundidos con solucion
salina fisioldgica (NaCl al 0.9%) y, posteriormente, con PAF al 4% en PBS. Los cerebros fueron
recuperados y sometidos a una curva de sacarosa (10% 24 horas; 20% 24 horas; 30% 24
horas) para poder ser criopreservados integramente. Se realizaron rebanadas de 30 uM en
un criostato, seguido de un marcaje mediante inmunohistoquimica (ver seccién
“inmunocitoquimica”) con anticuerpos anti-TH y anti-BllI-tubulina para realizar el conteo de
las NDas. El conteo fue hecho en cada cinco cortes recuperados y el nimero de NDas fue
calculado multiplicando el nimero de neuronas TH positivas por rebanada por el niumero
de rebanadas que contenia células trasplantadas (Coggeshall and Lekan, 1996). Se calculd
la media del drea marcada de células TUJ1 positivas por mm?3de al menos 12 rebanadas.
Para calcular el porcentaje de células TH en cada rebanada, el nimero de NDas fuer
normalizado por el nimero de células TUJ1 positivas.

Andlisis estadistico. Los datos se muestran como el promedio * SEM. Todos los
experimentos fueron realizados al menos por duplicado. Las comparaciones estadisticas se
identificaron mediante ANOVA de una via o por un andlisis t-student. Las comparaciones
multiples se realizaron por ANOVA de dos vias seguidas por un analisis post hoc dado por la
prueba de Dunn, con un valor de F=0.00001. El software GraphPad Pris version 8.0 fue
utilizado para realizar todos los analisis de calculo de probabilidad. En todos los analisis, la
significancia estadistica fue establecida como valor de p<0.05.
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XI. RESULTADOS

10.1 La sobrexpresion de GDNF en la linea GDNF-CTRL no afecta el protocolo de
diferenciacion.

Antes de realizar el proceso de diferenciacion, las lineas celulares CTRL-ESC y GDNF-ESC
fueron mantenidas en cultivo por 24 horas con puromicina para mantener los cultivos
unicamente con las poblaciones que contengan las construcciones pLVX-EF1o-IRES-Puro y
pLVX-EF1a-GDNF-IRES-Puro respectivamente. Con la finalidad de saber si la transduccién
del vector control o con el cDNA del GDFN humano afecta el estado de pluripotencia de las
mESCs, las células fueron cultivadas por 48 horas y se realizaron inmunotinciones para los
marcadores asociados a pluripotencia OCT4 y SOX2. Las células CTRL-ESC y GDNF-ESC
presentaron células doble positivas para ambos marcadores (Figura 1a). La proteina NANOG
también fue analizada mostrando un patrén nuclear (datos no mostrados); ademas, por
medio de RT-PCR cuantitativa, se midieron los niveles de expresién de RNA mensajero
(mRNA, por sus siglas del inglés messenger RNA) de los genes Oct4, Sox2 y Nanog. Los
niveles de expresiéon de ambas lineas celulares fueron comparados con los niveles de
expresion de la linea parental R1 mESC, sin observar cambios en ninguno de los genes
(Figura 1b), lo cual sugiere que el estado de pluripotencia no se ve afectado.
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Figura 1. Los marcadores de pluripotencia no se ven afectados en las lineas CTRL- y GDNF-ESC antes
de la diferenciacion dopaminérgica. En a) se observan las inmunotinciones para los marcadores
asociados a pluripotencia OCT4 y SOX2 en las lineas CTRL-ESC (panel superior) y GDNF-ESC (panel
inferior), mostrando una alta proporcion de células doble positivas en ambas lineas celulares. Barra
de escala = 100 um. Imdagenes representativas de 5 experimentos independientes. En b) RT-qPCR
para los factores de transcripcion Oct4, Sox2 y Nanog en ambas lineas. La normalizacién fue
realizada usando la expresion de Gapdh. La linea R1 ESC fue usada como una referencia. Datos de
cuatro experimentos independientes.

Después de establecer que la linea GDNF-ESC mostraba la expresién normal de los
marcadores asociados a pluripotencia, se inici6 la diferenciacién a neuronas
dopaminérgicas usando un método previamente descrito (Lee et al., 2000), el cual consiste
en un protocolo de 5 etapas (Figura 2a). Para conocer si la expresién y liberacidén sostenida
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de GDNF puede ser detectada durante este protocolo de diferenciacion, el medio
condicionado de ambas lineas se colectd y se sometid a un ensayo ELISA. La concentracion
de GDNF fue significativamente mayor en la linea GDNF-ESC comparada con la linea CTRL-
ESC en todas las etapas de diferenciacion (Figura 2b). Si bien la linea control también mostré
liberacion al medio de este factor, la diferencia entre esta y la linea transgénica fue cien
veces mayor en todas las etapas. El GNDF necesita de dos receptores para llevar a cabo su
funcién como factor neurotréfico, el primero es el GFRal y el segundo es el co-receptor
Ret. Por esta razon, se midieron los niveles de expresidn de los genes que codifican a estos
receptores durante las cinco etapas de diferenciacidon. En ambas lineas celulares se detecté
la expresion del mMRNA de ambos receptores durante las cinco etapas de diferenciacion. No
se encontraron diferencias significativas entre la linea CTRL-ESC y GDNF-ESC; sin embargo,
se encontraron algunas diferencias entre las etapas, siendo de particular notoriedad las
etapas 4y 5, enlacual la expresion de estos transcritos fue incrementada significativamente
comparada con las otras etapas (Figura 2c). En resumen, estos resultados demuestran que
el GDNF estd siendo secretado y que sus receptores estan siendo expresados, sugiriendo
que la diferenciacién de mESC a NDas podria ser estimulada por este factor neurotroéfico.
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Figura 2. El GDNF es liberado al medio y sus receptores son expresados durante las diferentes etapas
de la diferenciacidn. En a) se muestra un esquema del protocolo de diferenciacidn utilizado en este
trabajo. En b), determinacion de os niveles de GDNF mediante ELISA en el medio condicionado de
24 horas de las lineas CTRL-ESCy GDNF-ESC durante las cinco etapas de diferenciacién. *** p <0.001
vs. CTRL-ESC. En c), RT-gPCR mostrando los niveles de mRNA de los receptores de GDNF Gfral y Ret
durante el proceso de diferenciaciéon de las lineas CTRL-ESC y GDNF-ESC. Los valores fueron
normalizados usando los niveles de expresion de Gapdh. Se utilizd comparacién multiple por t-
student con u valor significativo de p <0.05, siendo *p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <0.001y ****p <
0.0001; n = 4 experimentos independientes.

10.2 El GDNF genera mas NDas que son mas resistentes a 6-OHDA.

Una vez que se confirmdé que el GDNF era liberado al medio y que podria tener actividad
bioldgica en las mESC, las NDas fueron derivadas de las lineas CTRL-ESC y GDNF-ESC. La
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etapa 5 del protocolo de diferenciacion representa la determinacién de las NDas, en donde
las neuronas que expresan la proteina B-lll tubulina, detectada por el anticuerpo TUJ1,
empiezan a expresar TH, la enzima limitante en la produccién de dopamina. Las neuronas
postmitdticas fueron evaluadas para este marcador. Se observd un incremento
estadisticamente significativo en el numero de células TH positivas en la linea GDNF-ESC
cuando fueron comparadas con la linea control CTRL-ESC (Figuras 3a,b). El incremento en
la diferenciacién dopaminérgica en la linea GDNF-ESC se confirmdé midiendo el porcentaje
del area marcada por TH, relativo al marcaje de TUJ1: CTRL-ESC = 21.6 + 2.9%; GDNF-ESC =
36.8 £ 1.2%, mostrando una diferencia estadisticamente significativa después de un analisis
t-test paraunan =6 (p <0.01). Otros marcadores ventrales mesencefalicos también fueron
analizados: FOXA2, LMX1B, GIRK2 y Calbindina, mostrando diferencias estadisticamente
significativas en la linea GNDF-ESC cuando se comparé con la linea CTRL-ESC (Figura 3c);
ademas, mediante RT-qPCR, también se analizaron los niveles de expresion de los genes Th,
Foxa2 y Lmxla mostrando resultados similares a lo observado en los conteos celulares
(Figura 3d).
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Figura 3. El GDNF incrementa la diferenciacion dopaminérgica. En a), se muestran
inmunocitoquimicas para los marcadores TH y TUJ1 a los 20 dias de diferenciacion de las células
GNDF-ESC o CTRL-ESC. En b), cuantificacion de NDas, calculado como [numero total de somas TH
positivos/niimero total de somas TUJ1*]x100, para representar el porcentaje en cultivos de 20 dias,
mostrando un incremento significativo de neuronas TH* en las células GDNF-ESC comparadas con el
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control. En c), se muestra la cuantificacion de los marcadores de mesencéfalo ventral LMX1B,
FOXA2., el marcador de NDas del tipo A9 GIRK2 y Calbindina (CALB), combinados con TUJ1 o la
proteina asociada a microtubulos 2 (MAP2). En d), la expresion normalizada de mRNA de genes
relevantes para la diferenciacion dopaminérgica al dia 20. Los datos fueron normalizados con la
expresion de Gapdh; los resultados de cuatro experimentos independientes. *p <0.05; *** p < 0.001
y *¥*** < 0.0001. Barra de escala = 100 pum.

Otros efectos de la sobreexpresién de GDNF fueron observados en otras etapas de
diferenciacion, como el aumento de tamafio de los EBs en la linea GDNF-ESC cuando eran
comparados con los EBs de la linea CTRL-ESC (Figura 4a,b), tres dias después de iniciar la
etapa; ademads, durante la etapa 3, se observé una mayor velocidad de migracién de las
células NESTINA positivas fuera del EB en la linea GDNF-ESC (Figura 4c,d) dos dias después
de iniciar la etapa. Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de GNDF aumenta la
eficiencia de diferenciacion a NDas mediante diferentes mecanismos en las etapas
tempranas de diferenciacién.
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Figura 4. Efectos del GDNF en otras etapas de la diferenciacion dopaminérgica. En a), EBs formados
de las lineas CTRL-ESC y GDNF en el dia 3 de la etapa 2 del protocolo de diferenciacién. Barra de
escala = 1 mm. En b), cuantificacién del diametro de los EBs en milimetros, mostrando un
incremento significativo del tamafio de los EBs en las células GDNF-ESC comparadas con el control;
datos de 5 experimentos independientes. **** p < 0.0001. En c), se muestran imagenes
representativas de las células NESTINA positivas migrando fuera del EB en el segundo dia de la etapa
3 de diferenciacion. En d), la cuantificacidn de la distancia recorrida por las células NESTINA* fuera
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del EB. Las células GNDF-ESC mostraron una diferencia significativa en la distancia recorrida fuera
del EB en comparacién con las células CTRL-ESC. Barra de escala = 100 pum. Resultados de 3
experimentos independientes. **** p < 0.0001.

Para comprobar que el GDNF transgénico tenia un efecto neurotréfico en las NDas
diferenciadas de mESC, las células fueron sometidas a un reto téxico con la neurotoxina
dopaminérgica 6-OHDA. Los cultivos diferenciados de 20 dias fueron tratados con vehiculo
o con 200 uM de 6-OHDA por dos horas, para 24 horas después ser evaluadas mediante
inmunocitoquimica. En la linea CTRL-ESC, la 6-OHDA causé una disminucién significativa del
numero de células TH positivas, sobreviviendo Unicamente el 27%, relativo al vehiculo de
incubacién. En contraste, las células GDNF-ESC fueron significativamente menos sensibles
a esta toxina, ya que se encontro que el 48% de las células TH positivas habia sobrevivido,
relativo al vehiculo (Figura 5a,b). Esta neuroprotecciéon también fue observada por el
incremento significativo del porcentaje de drea TH positiva, normalizada por TUJ1: CTRL-
ESC con 6-OHDA = 9.0 £ 1.5%; GDNF-ESC con 6-OHDA = 54.2 + 6.6%; n = 4, p < 0.0001.
Sumados, estos resultados muestran que el GDNF transgénico incrementa la proporciéon de
NDas y confiere resistencia ante un reto citotdxico por 6-OHDA.
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Figura 5. La sobreexpresion de GDNF promueve la supervivencia de las neuronas TH positivas
después del reto con 6-OHDA. En a), inmunocitoquimica para los marcadores TUJ1 y TH después de
laincubacién con vehiculo por 24 horas (paneles superiores) y después del tratamiento con 6-OHDA
(paneles inferiores). Notar que las células GDNF-ESC tienen una mayor proporcion de NDas en el
vehiculo y después de la 6-OHDA cuando son comparadas con las células CTRL-ESC. En b),
cuantificacidon del porcentaje de células TH positivas a los 20 dias de diferenciacién, relativo al
tratamiento con vehiculo de CTRL-ESC, el cual es considerado el 100%. Los resultados son de cuatro
experimentos independientes. **** p < 0.0001. Barra de escala = 100 um.

10.3 El trasplante de las NDas derivadas de mESC en el estriado promueve
recuperacion conductual en ratas hemiparkinsonianas.

La funcionalidad de las NDas diferenciadas in vitro puede ser medida por el trasplante
intraestriatal en ratas lesionadas con 6-OHDA. Para investigar si estas lineas transgénicas
podian inducir una recuperacién conductual en ratas hemiparkinsonianas, se llevé a cabo
un protocolo de lesidon unilateral con 6-OHDA, seguido de pruebas conductuales
farmacoldgicas y no farmacoldgicas, para posteriormente realizar el trasplante de las NDas,
llevar a cabo una evaluacién conductual y una evaluacién bioquimica mediante HPLC v,
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finalmente, un analisis de inmunohistoquimica para detectar las células trasplantadas en el
estriado (Figura 6a).

Con la finalidad de medir la recuperacién conductual de las ratas hemiparkinsonianas se
usaron las pruebas de rotaciones inducidas por apomorfinay el ajuste de paso. Se considerd
una lesidn exitosa cuando los animales presentaba una asimetria rotacional inducida por
apomorfina de mas de 350 giros contralaterales al sitio de lesién en una hora vy, para la
prueba de ajuste de paso, se considerd a un animal lesionado cuando el uso de la pata
contralateral al sitio de lesion fue menor al 30%. Las ratas lesionadas fueron trasplantadas
con 5x10° células de obtenidas de cultivos en diferenciacion (dia 18) de las lineas CTRL-ESC
o0 GDNF-ESC; ademas, a otro grupo de ratas se les realizé el mismo procedimiento quirdrgico
inyectdandoles medio N2 (grupo sham). Los valores basales en la prueba de rotaciones
inducidas por apomorfina previo a el trasplante fueron: 526 + 142 giros/hora para el grupo
de animales sham; 546 + 164 giros/hora para el grupo de animales CTRL-ESC; 570 + 180
giros/hora para los animales GDNF-ESC. Para la prueba de ajuste de paso los valores basales
fueron: 14.34 + 10.24% para el grupo de animales sham; 11.78 + 6.5% para el grupo de
animales CTRL-ESC; 10.37 + 4.1% para el grupo de animales GDNF-ESC. Los trasplantes de
las células CTRL-ESC o GDNF-ESC mostraron una recuperacion significativa en la prueba de
rotaciones (Figura 6b) a partir de la semana 4 post-trasplante y se mantuvo hasta la semana
14 (2 £ 2.49 giros/hora CTRL-ESC; 1.6 * 0.6 giros/hora GDNF-ESC). En la prueba de ajuste de
paso se observo una correccidn de la asimetria en el uso de la pata delantera (Figura 6¢) en
las ratas trasplantadas con las células CTRLR-ESC (40 + 7.1%) o GDNF-ESC (36.2 + 5.1%). No
se observé recuperacién conductual en las ratas con procedimiento sham en ninguna de las
dos pruebas.
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Figura 6. Evaluacion conductual de las ratas hemiparkinsonianas después del trasplante. En a), un
esquema del protocolo de los experimentos in vivo. En b), rotaciones inducidas por apomorfina en
los animales recibiendo los tratamientos Sham, CTRL-ESC o GDNF-ESC y seguidos por 14 semanas
post-trasplante. En c), prueba de ajuste de pasos. Se muestra una recuperacion significativa del uso
de la extremidad anterior en los animales trasplantados cuando se comparan con los animales
Sham. La linea punteada representa el % de uso de la extremidad delantera de un animal no
lesionado. *p < 0.05 vs CTRL-ESC; #p < 0.05 vs GDNF-ESC. El niimero de animales en cada grupo fue:
8 para Sham, 7 para ESC-ESCy 7 para GDNF-ESC.

10.4 El trasplante de NDas promueve la liberacion de DA en el estriado.

Para correlacionar la recuperacion conductual con la liberacidén de DA en el estriado de los
animales trasplantados, se midieron los niveles de DA en esta regién por medio de
microdidlisis y dos estimulaciones farmacolégicas aplicadas a través de la canula: (A) una
despolarizacion inducida por iones de K* (medio isoosmético con 100 mM de KCl) y (B)
administracion de 30 puM de anfetamina, la cual induce la liberacion de DA via el
transportador de DA. Como control, los lados no lesionados de los animales mostraron un
incremento significativo de liberacion de DA, comparado con los niveles basales; ademas,
se observé una acumulacién significativa de DA después de la aplicaciéon de anfetamina a
través de la membrana de dialisis (Figura 7a). De manera que los trasplantes intraestriatales
de NDas derivadas de las células CTRL-ESC y GDNF-ESC, también mostraron liberacién de
DA después de la estimulacidn con alto K* y anfetamina en el estriado in vivo, relacionado
con los datos de conducta. Por el contrario, los lados lesionadas de las ratas Sham no
mostraron un incremento significativo de DA (Figura 7a,b).
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Figura 7. Cuantificacidn de DA liberada in vivo en animales lesionados y trasplantados con CTRL-ESC
y GDNF-ESC, 14 semanas después del trasplante. En a), concentraciones de DA medidas por
microdialisis y deteccién por HPLC en condiciones basales (fracciones 1-3), después medio
isoosmético con 100 mM KCI (fraccidn 4) y, finalmente, 30 uM de anfetamina (fraccidn 9) en los
lados lesionados y no lesionados de animales sham vy trasplantados. En b), amplificacién de los
niveles de DA mostrados en el panel a) para los lados lesionados en animales trasplantados con
CTRL-ESC, GDNF-ESC 0 Sham; n = 5; **** p < 0.0001 vs fraccién 3 u 8 en CTRL-ESC y #*##p < 0.0001
vs fraccion 3 u 8 en GDNF-ESC.

10.5 Distribucidon de las NDas derivadas de CTRL-ESC Y GDNF-ESC después del
trasplante.

Con el propdsito de probar si el GDNF es capaz de promover la supervivencia de las NDas,
se analizé el numero de células TH positivas en el estriado trasplantado de los animales
mediante conteos estereoldgicos. Las neuronas generadas de las lineas CTRL-ESC y GDNF-
ESC se integraron y sobrevivieron en el estriado de los animales trasplantados, 14 semanas
después del trasplante. De forma interesante, el volumen del trasplante de las células
GDNF-ESC fue significativamente mayor cuando fue comparado con las células CTRL-ESC
(Figura 8a,b) y el numero total de células TUJ1 positivas se incrementé (Figura 8c,d). El
numero total de NDas en el estriado, proveniente de los animales trasplantados con células
GDNF-ESC fue significativamente mayor (Figura 8e). Ademas, el porcentaje de células que
expresaban el marcador dopaminérgico TH en los trasplantes con NDas derivadas de lalinea
GDNF-ESC fue significativamente mayor comparado con las NDas de las células control
(Figura 8f), indicando que el GDNF puede promover la supervivencia de NDas después del
trasplante. Estos resultados fueron confirmados midiendo el porcentaje de drea marcado
por TH en ambos grupos: CTRL-ESC = 16.2 + 0.8% vs. GDNF-ESC = 22.7 + 1.0 (p < 0.001
después de una comparaciéon con t-test; n = 7). No se observaron somas de células TUJ1 o
TH positivas en los animales con el tratamiento Sham (datos no mostrados).
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Figura 8. Trasplante de NDas derivadas CTRL-ESC y GDNF-ES en el estriado de animales lesionados.
En a) inmunohisotquimica para TUJ1 en el estriado de animales trasplantados a las 14 semanas
después del trasplante. Barra de escala = 100 um. En b) cuantificacion del volumen del trasplante
medido después de la inmunotincion de TUJ1 en 12 rebanadas para ambos grupos. En c),
Inmunohisoquimica para TUJ1y TH en el estriado de los animales trasplantados. Los trasplantes con
GDNF-ESC muestran un aumento en el nimero de células TH positivas. Barra de escala = 100 um.
En los paneles superiores se muestra una amplificacién del drea punteada en los paneles superiores.
Barra de escala = 35 um. En d), se muestra la cuantificacién del ndmero total de células UTJ1
positivas en las células CTRL-ESC y GDNF-ESC. En d), cuantificacion del numero total de células TUJ1
positivas en los trasplantes con CTRL-ESC y GDNF-ESC. En e), cuantificaciéon del nimero total de
células TH positivas en los trasplantes con CTRL-ESC y GDNF-ESC. En f), cuantificacidn del porcentaje
de neuronas TH positivas en el estriado de los animales trasplantados, calculado de la siguiente
forma: [nimero total de somas TH positivos/nimero total de somas TUJ1 positivos]x100. Los
resultados mostrados son de 7 animales trasplantados para CTRL-ESC y 7 animales trasplantados
para GDNF-ESC. *p < 0.05; **** p < 0.0001.
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XI1. DISCUSION

Este trabajo se describe un efecto positivo de la secrecion continua de GNDF en la
diferenciacién de NDas del cerebro medio y, ademas, un efecto neurotréfico autdcrino
cuando las células transgénicas eran expuestas a 6-OHDA. Las NDas derivadas de GDNF-ESC
fueron trasplantadas en ratas lesionadas e indujeron una recuperacion conductual, asi
como liberacidon de dopamina en el estriado, similar a las lineas CTRL-ESC, pero con un
incremento en el nimero de NDas supervivientes en el estriado, indicando que la liberacién
continua de GDNF no causa efectos no deseados y promueve la supervivencia de NDas
después del trasplante.

En este trabajo, hemos caracterizado una linea de mESC que expresan y liberan de
forma constitutiva GDNF, un fuerte factor neurotréfico que promueve la supervivencia y
maduracion de NDas (Lin et al., 1993; Sauer et al., 1995; Akerud et al., 2001). Esta linea
celular que secreta GNDF, se diferencia de forma mas eficiente a NDas en comparacién con
la linea control CTRL-ESC. A pesar de que estas células en su estadio pluripotente expresan
los receptores a GDNF, en nuestros experimentos, los factores asociados a pluripotencia
tales como Oct4, Sox2 y Nanog no fueron alterados, sugiriendo que las células permanecen
en un estado pluripotente. Es bien sabido que el GDNF es un fuerte inductor de la
proliferacién y diferenciacién del sistema nervioso entérico y de los precursores del ganglio
parasimpatico in vivo (Enomoto et al., 2000; Rossi et al., 2000; Airaksinen and Saarma, 2002;
Gianino, 2003; Cortés et al., 2016); sin embargo, su rol en la diferenciaciéon temprana de
NDas diferenciadas de mESC in vitro no es claro aun. La ventaja de este modelo de
diferenciacién es que se pueden separar las etapas y estudiarlas de manera independiente
para analizar los posibles efectos de induccién que tendria el GDNF durante el protocolo.
Durante la etapa dos, por ejemplo, comienza un proceso de proliferacion y especificacién
de linaje promovido por la formacién de agregados celulares conocidos como EBs. Estas
estructuras son generadas de forma muy sencilla, removiendo las células del medio que las
mantiene en estado pluripotente y cultivdndolas en suspensidon en placas no adherentes,
generando EBs con diferentes formas y tamafios. De forma interesante, durante la
formacidn de los EBs, el tamafio de los agregados celulares aumentd significativamente en
las células que expresaban el GDNF. Es sabido que el tamafio de los EBs tiene un impacto
en los linajes que se generan, debido a los cambios en la sefializaciéon mediados por las
fuerzas mecanicas o expresidn de receptores de membrana (Hwang et al., 2009b; Livigni et
al., 2009; Brickman and Serup, 2017) sugiriendo que el GDNF podria tener un impacto en la
generacién o proliferacién de los precursores neurales al alterar el tamafio de los EBs.
Asociado a esto, el niumero de células NESTINA positivas migrando fuera del EB durante los
primeros dos dias de la etapa 3, fue significativamente mayor en GDNF-ESC, esto podria
sugerir que el GDNF puede tener un impacto positivo no solo en la supervivencia sino que
estaria induciendo un compromiso neural dopaminérgico desde la etapa de precursores, tal
como se ha visto en otro tipos neuronales como las motoneuronas (Lamas et al., 2014;
Cortés et al.,, 2016, 2017) y con otros factores de crecimiento en el cerebro medio en
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desarrollo (Engele, 1998). La poblacidn celular que es responsiva a GDNF en los EBs y el
mecanismo activado por este factor neurotrdfico permanecen ain como preguntas abiertas
que requieren otros experimentos para ser resueltas. Sin embargo, se sabe que este efecto
de induccién es causado por el GDNF ya que al agregar GDNF recombinante en lineas
control, seguido de un tratamiento con anticuerpos anti-GDNF, la actividad de este factor
se ve abolida en motoneuronas (Cortés et al.,, 2016). Este efecto de afiadir GDNF
recombinante podria ser sustituido o cambiado por la adicion de medio condicionado de
las células que expresan el GDNF de forma constitutiva a células CTLR-ESC para observar si
los efectos del incremento de NDas, el cambio en el tamafio de los EBs y el aumento de Ia
migracion se producen en esta linea control, por lo cual seria un interesante experimento a
realizar.

La mayoria de los protocolos de diferenciacion de células pluripotentes a linajes
dopaminérgicos incluyen GDNF como parte de la suplementacién del medio, especialmente
en las etapas finales para aumentar la supervivencia de las células TH positivas, ademas de
algunos otros factores como BDNF o neurotrofinas (Lee et al., 2000; Kriks et al., 2011;
Kirkeby et al., 2017). Para este trabajo, el GDNF autocrino fue el Unico factor neurotréfico
utilizado en la parte final de la diferenciacién, por lo que los efectos de maduracion y
supervivencia se pueden asociar Unicamente a esta molécula. Las células que expresaron
GDNF durante todo el protocolo de diferenciacién mostraron un incremento en el nimero
de células TH positivas vs. la linea CTRL-ESC. De hecho, otros marcadores mesencefalicos
importantes para la especificacion a NDas también se incrementaron, tales como LMX1a,
LMX1b y FOXA2 (Engele, 1998; Kittappa et al., 2007; Gale and Li, 2008; Hegarty et al., 2013).
En el cerebro medio hay dos poblaciones dopaminérgicas: las neuronas del area tegmental
ventral (VTA) las cuales expresan calbindina y las que se encuentran en la SNpc positivas
para el marcador Girk2, el cual es un canal rectificador de potasio regulado por proteinas G
(Inanobe et al., 1999; Neuhoff et al., 2002; Roeper, 2013). Se midieron las proporciones de
células calbindina positivas y GIRK2 positivas y se encontré que el nUmero de ambos tipos
dopaminérgicos se incrementd significativamente, indicando que ambos tipos celulares se
ven influenciados por el efecto neurotrofico de esta molécula. Esto es debido a que ambos
tipos celulares poseen los receptores a GDNF y llevan a cabo los mismos mecanismos de
sefializacion (Treanor et al., 1996; Trupp et al., 1997; Wang et al., 2010). Como se reportd
previamente, el GDNF puede proveer sefiales de supervivencia a diferentes nichos de
neuronas como simpatéticas, entéricas, motoras y otras neuronas catecolinérgicas, tales
como las noradrenérgicas (Lin et al., 1993; Coulpier and Ibafiez, 2004; Pascual et al., 2008;
Cortés et al., 2016; Ito and Enomoto, 2016; Enterria-Morales et al., 2020b, 2020a). De forma
interesante, la proporciéon de neuronas serotoninérgicas diferenciadas no cambié en las
células GDNF-ESC (datos no mostrados). Esto sugiere que el GDNF puede incrementar el
numero de NDas derivadas de ESC promoviendo la supervivencia, pero también teniendo
un efecto como un inductor de diferenciacién y maduracién dopaminérgica.
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Las NDas diferenciadas de las células GDNF-ESC fueron mds resistentes al reto
citotoxico con 6-OHDA in vitro, como era de esperarse debido al efecto neuroprotector del
GDNF descrito previamente (Lin et al., 1993; Sauer et al., 1995; Meka et al., 2015; Drinkut
et al., 2016). Sin embargo, este efecto solo se habia observado cuando el GDNF
recombinante era agregado al medio (Meyer et al., 2001) o cuando las NDas era co-
cultivadas con células que secretaban este factor neurotréfico (Akerud et al., 2001), pero
no cuando la misma poblacidn celular estaba produciendo el GDNF. Este tipo de sistemas
podria generar un efecto autocrino en NDas diferenciadas, incrementando la supervivencia
celular in vitro o in vivo, especialmente después del trasplante en modelos animales de la
EP, en donde la adicién de GDNF a las neuronas trasplantadas que no expresaran este factor
seria complicado (Zurn et al., 2001). Usando este método de expresidn autocrina se evitaria
usar métodos que requieran un co-trasplante alogénico o métodos de expresion mediado
por virus, tales como el sistema AAV2 (Kells et al., 2012b; Tenenbaum and Humbert-Claude,
2017) que podrian generar efectos contraproducentes a largo plazo. Algunos trabajos
recientes han mostrado que el co-trasplante de NDas con sistemas que secretan GDNF de
forma constitutiva (Gantner et al., 2020) o regulada (Perez-Bouza et al., 2017b; Widmer,
2018) pueden promover una recuperacién conductual en modelos animales de la EP; sin
embargo, como se menciond anteriormente, ninguno de estos sistemas expresa el GDNF
de forma autocrina y se requiere de otro tipo celular para expresar el factor neurotréfico,
tales como células mesenquimales, mioblastos o una infusion directa de GDNF (Yurek, 1998;
Wyse et al., 2014).

La pérdida de DA en el estriado resulta en la pérdida de la funcién motora, lo que
produce un respuesta patoldgica como el temblor en reposo, rigidez muscular, bradicinesia
e inestabilidad en la postura en los pacientes con EP (Dauer and Przedborski, 2003).
Actualmente, la suplementacién farmacoldgica de DA es la estrategia mds usada para
reducir los sintomas de la EP. El trasplante de NDas se ha utilizado ampliamente en modelos
animales de la EP y en algunas pruebas clinicas (Kordower et al., 1995a, 2017; Piccini et al.,
1999). El protocolo mds utilizado consiste en el trasplante ectépico de NDas saludables en
el estriado de pacientes con la EP; sin embargo, esta técnica no ha arrojado resultados
satisfactorios en las pruebas clinicas por muchas razones, una de ellas es el niumero de
neuronas que sobreviven después del trasplante y el nimero de neuritas que se extienden
dentro de los mismos (Bjorklund and Lindvall, 2000; Brundin et al., 2010). Por esta razén
han emergido nuevas estrategias que se enfocan en prevenir la pérdida progresiva de las
neuronas en etapas tempranas de la enfermedad usando factores neurotréficos como
herramienta terapéutica (Axelsen and Woldbye, 2018; Nasrolahi et al., 2018; Gouel et al.,
2019b; Wang et al., 2020a). Aun con esto, los métodos terapéuticos usando GDNF han
mostrado limitaciones serias, por ejemplo, el GDNF no es capaz de atravesar la barrera
hematoencefdlica, por lo que su administracién debe de ser localizada ya sea en el estriado
(Bilang-Bleuel et al., 1997; Kirik et al., 2000), en la SNpc (Choi-Lundberg et al., 1997;
Bensadoun et al., 2000) o en ambos sitios (Kirik et al., 2000; Kordower et al., 2000); ademas,
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en pruebas clinicas de ensayos a doble ciego, los pacientes que recibieron tratamiento con
GDNF no mostraron mejoria en los sintomas motores (Whone et al., 20193, 2019b).

Por esta razén, en este trabajo se utilizé la terapia de remplazo celular y la
administracion de GDNF de forma combinada para comprobar la supervivencia de las NDas
de ratas hemiparkinsonianas trasplantadas. Por trabajos anteriores, se sabe que la
inyeccion de 6-OHDA resulta en una pérdida aguda y severa de NDas de la SNpc dando
como resultado un déficit conductual medido por rotaciones inducidas por apomorfina
(Ungerstedt, 1968; Ungerstedt and Arbuthnott, 1970). En este trabajo se demostré que el
trasplante de NDas derivadas de ESC que expresan GDNF de forma constitutiva puede
promover una recuperacién conductual en animales que fueron previamente lesionados
con 6-OHDA, medido tanto por una prueba farmacoldgica como por una no farmacoldgica.
Es de llamar la atencidn que no se observaron diferencias en el tiempo de recuperacion
entre las células control y las que expresaban GDNF. Segun lo reportado, el trasplante de
NDas derivadas de ESC en el estriado dorsal promueve la recuperaciéon conductual después
de 4 semanas después del trasplante de células provenientes de ratén y 12 semanas para
células provenientes de humanos (Chung et al., 2002; Kim et al., 2002; Kriks et al., 2011;
Diaz-Martinez et al., 2013; Kirkeby et al., 2017; Gantner et al.,, 2020). Un resultado
interesante fue que la expresion continua de GDNF en el trasplante no promovié un
crecimiento celular descontrolado, pues el aspecto del trasplante en ambas lineas celulares
fue similar, aunque el volumen en los trasplantes GDNF-ESC fue mayor.

El trasplante de NDas diferenciadas de mESC o hESC pueden incrementar los niveles
de DA en el estriado trasplantado de animales lesionados sin la necesidad de una
sobreexpresién de GDNF (Piccini et al., 1999; Rodriguez-Gémez et al., 2007; Diaz-Martinez
et al., 2013), sin llegar a alcanzar los niveles basales de los lados no lesionados. En este
trabajo, se esperaba que los niveles de DA en el estriado se incrementaran en los animales
trasplantados con GDNF-ESC comparado con los animales trasplantados con las células
control. De forma interesante, los niveles de DA en el estriado de los animales trasplantados
fueron mayores cuando se compararon con los animales sham, pero no se observo ninguna
diferencia significativa entre los trasplantes con CTRL-ESC y GDNF-ESC. Es sabido que el
GDNF es un fuerte regulador de la excitabilidad en NDas (Yang et al., 2001) y un regulador
de la sintesis de DA, incrementando la liberacién mediante dos mecanismos: la inhibicidon
de canales de K*, promoviendo la despolarizacién de las neuronas y entrada de Ca2* (Hebert
etal., 1996; Bourque and Trudeau, 2000; Yang et al., 2001) o por la reduccion de la actividad
de DAT (Airavaara et al., 2004; Boger et al., 2007; Littrell et al., 2012; Barroso-Chinea et al.,
2016). Es de llamar la atencidn que en la mayoria de estos trabajos mencionan que el GDNF
promueve la expresion de DA a la alta, sin embargo, en algunos otros trabajos la expresion
sostenida de GDNF induce una regulacion a la baja de DA, alterando los niveles de mRNA
de TH como mecanismo compensatorio y, por lo tanto, una notable disminucién de la
actividad dopaminérgica (Georgievska et al., 2002; Yang et al., 2009; Barroso-Chinea et al.,
2016; Chtarto et al., 2016; Tenenbaum and Humbert-Claude, 2017). Es por esta razén que
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la concentracion y expresion del GDNF deberia ser idealmente regulada en trabajos futuros
para evitar mecanismos compensatorios no deseados y prevenir la desregulacién de
liberacién de DA en trasplante de NDas derivadas de ESC.

En este trabajo también se demostré que la expresion sostenida de GDNF
incrementa el niumero de neuronas TH positivas después del trasplante de NDas derivadas
de ESC. Desafortunadamente, este incremento no mostré mejora en el tiempo de
recuperacién ni incremento de la DA liberada en el estriado, mostrando que la expresién
sostenida de este factor neurotroéfico no altera los efectos positivos del trasplante de NDas.
Se ha propuesto que la integracidn y supervivencia de las NDas en el tejido hospedero es
fundamental para la recuperacion conductual (Brundin et al., 2000); sin embargo, los
resultados obtenidos en este trabajo mostraron que, tanto los trasplantes con células CTR-
ESC y GDNF-ESC, promovian una recuperacion conductual similar en los test farmacoldgicos
y no farmacoldgicos, sugiriendo que el nimero de NDas en el trasplante de las células CTRL-
ESC es suficiente para mejorar la conducta y la liberacién de dopamina en los animales
lesionados.

Algunos trabajos recientes han propuesto que la supervivencia celular inducida por
GDNF no es necesariamente la clave para mejorar los sintomas motores, si no que son el
crecimiento axonal y la formacion de espinas dendriticas las dos caracteristicas necesarias
para una mejor recuperacion (Clavreul et al., 2006; Grealish et al., 2014; Perez-Bouza et al.,
2017a). Ademas, Gantner y colaboradores demostraron que el momento en el que el GDNF
es administrado durante el trasplante determina qué tan eficiente sera el crecimiento
axonal y larecuperacion conductual en las pruebas no farmacolégicas (Gantner et al., 2020).
En este trabajo no se analizé de forma cuantitativa el crecimiento axonal, sin embargo, no
se observaron somas o axones muy alejados de la zona de trasplante. De forma interesante,
si se observo que el volumen del trasplante fue mayor, lo que podria indicar que hay una
mayor poblacién de NDas con prolongaciones, pero que estas se mantienen dentro del sitio
del trasplante y no se extienden hacia otras regiones del estriado. Esto podria estar asociado
al efecto conocido como “efecto de tienda de dulces” o “candy store effect” (Santosa et al.,
2013; Marquardt et al., 2015), en donde los axones Unicamente crecen hacia donde se
encuentra la mayor concentracién de GDNF.

En resumen, este trabajo permiti6 mostrar evidencia de que: (1) el GDNF
transgénico no afecta la pluripotencia de las células mESC; (2) los efectos positivos de la
expresion y liberacion constitutiva de GDNF en la diferenciacién dopaminérgica in vitro; (3)
las GDNF-ESC son menos sensibles a la accién citotéxica de la 6-OHDA; (4) después del
trasplante, tanto la linea CTRL-ESC como la linea GDNF-ESC inducen una recuperacion
conductual y en los niveles de DA liberada en el estriado lesionado de las ratas
hemiparkinsonianas; (5) el GDNF incrementa las supervivencia de las NDas derivadas de
células GDNF-ESC en modelos de la EP usando roedores. A pesar de que las células CTRL-
ESC puede promover una recuperacion conductual en animales lesionados después de
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recibir un trasplante, el nUmero de células TH positivas es menor que en los trasplantes
usando las células GDNF-ESC. Esta diferencia en el numero de células no tiene un efecto
qgue favorezca las pruebas de conducta ni la liberacion de DA medida por HPLC. Estos
resultados sugieren que se necesita una mejor estrategia para administrar el GDNF en los
trasplantes de NDas. Una de estas estrategias es el uso de sistema de expresién regulada
mediada por tetraciclinas, el cual ha probado ser efectivo en ESC tanto de humano como
de raton (Marquardt et al., 2015; T. Das et al., 2016; Guo et al., 2017; Bara et al., 2018; Ge
et al., 2018).
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