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Resumen

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo que afecta al
sistema dopaminérgico (DAérgico). La terapia de reemplazo celular es una alternativa
prometedora destinada a reconstruir la citoarquitectura de las regiones cerebrales
afectadas en dicha enfermedad y ha sido abordada ampliamente tanto en modelos
animales como en ensayos clinicos, como una opcién para recuperar la funcién que
se ha perdido en la EP; sin embargo, aun no se han explorado enfoques
experimentales con células obtenidas del Sistema Nervioso Entérico (SNE). Por esta
razon, en el presente estudio establecimos las condiciones del implante de células de
este sistema. Al establecer las condiciones de trasplante adecuadas, encontramos que
las células troncales entéricas (ENSCs) expresaron marcadores de troncalidad; y una
vez que fueron implantadas en una regién dafiada, tuvieron la capacidad de
mantenerse y diferenciarse hacia un linaje neuronal y DAérgico durante los primeros
10 dias post-implante. Nuestros resultados sugieren que las ENSCs tienen potencial
para poder mantenerse, proliferar, diferenciarse y restaurar tejido dafado, por lo que
puede ser un buen modelo para el estudio de eventos neurodegenerativos a nivel

central.

Palabras clave. Enfermedad de Parkinson, 6-OHDA, Sistema Nervioso Entérico,

Neuroesferas, Diferenciacion, Dopamina.



Abstract

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder that affects the
dopaminergic system. Cell replacement therapy is a promising alternative aimed at
reconstructing the cytoarchitecture of the brain regions affected in this disease.
DAergic cell replacement therapy has been widely addressed in both animal models
and clinical trials, as a strategy to regain lost function in PD; however, experimental
approaches with cells obtained from the Enteric Nervous System (ENS) have not
yet been explored. By establishing the appropriate conditions, we found that enteric
stem cells (ENSCs) expressed stem markers, and that once they were implanted in
a damaged region, they had the ability to maintain and differentiate into a neuronal
and DAergic lineage during the first 10 days after implantation. Our results suggest
that ENSCs have great potential to maintain, proliferate, differentiate and restore
damaged tissue, so it can be a good model for studying neurodegenerative events

at the central level.

Keywords. Parkinson’s disease, 6-OHDA, Enteric Nervous System, Neurospheres,

Differentiation, Dopamine.
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1. Introduccidn

En 1817 James Parkinson describié un sindrome caracterizado por alteraciones
motoras, como la dificultad para iniciar movimientos y lentitud en los mismos, temblor
de las extremidades durante el reposo y rigidez muscular, al cual llamé Enfermedad
de Parkinson (EP) (Blum, Torch et al.,, 2001, Fahn, 2015). Dicho desorden se
caracteriza por la pérdida lenta y progresiva de células dopaminérgicas (NDA) en la
sustancia negra pars compacta (SNcp) y la reduccion de dopamina (DA) estriatal
(Hornikiewicz, 1966, Damier et al., 1999). La farmacoterapia para la EP tiene un efecto
estrictamente sintomatico (Ferreira et al., 2013), y hasta ahora ningun farmaco ha
demostrado tener un efecto curativo o neuroprotector en los ensayos clinicos
(Meissner et al., 2011). Los pacientes que presentan la EP inicialmente responden al
tratamiento con levodopa (LeWitt 2015) y otros tratamientos a base de anticolinérgicos,
agonistas dopaminérgicos (Crispo et al., 2016, Tran et al., 2015), inhibidores de la
MAO e inhibidores de la COMT (Cacabelos, 2017), mejorando la sintomatologia
motora. Sin embargo, el tratamiento a largo plazo reduce la eficacia de los farmacos
empleados, generando complicaciones motoras (Kaakkola, 2000). Estas limitaciones
han llevado al desarrollo de nuevos tratamientos alternativos para restaurar y regular
la neurotransmision dopaminérgica (DAérgica) a través de la terapia de reemplazo de
células DAergicas. Este y otros enfoques no serian factibles sin modelos
experimentales que permitan evaluar la condicion patoldgica, sus sintomas y los
mecanismos de la enfermedad. Uno de estos modelos animales es producido por la

inyeccion intracerebral de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) a ratas (Ungerstedt 1968;


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=LeWitt%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25449210
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crispo%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26939130
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cacabelos%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28273839

Cenci et al., 2002; Blesa et al., 2014). Después de que esta neurotoxina se inyecta en
el cuerpo estriado de la rata o en la SNpc, la transmision DAérgica funcional se altera,
mostrando caracteristicas bioquimicas, moleculares y patoldgicas de la EP (Cheon et
al., 2012).

El sistema nervioso tiene una capacidad limitada de auto reparacion/regeneracion, y
dicha capacidad esté restringida a ciertas regiones del cerebro adulto; por esta razon,
existe un interés creciente en encontrar métodos para reparar el sistema nervioso
mediante el uso de medicina regenerativa y técnicas de reemplazo celular (Ma et al.,
2010; Politis et al., 2010; Bergmann et al., 2015). Especialmente cuando existe una
pérdida sustancial de células, lo que conduce a un impacto clinico grave, como es el
caso de las enfermedades neurodegenerativas en las que hay pérdida de células
neuronales; por lo tanto, la utilizacion de células troncales (SC, por sus siglas en inglés,
Stem Cells) podria ser una alternativa para este tipo de padecimientos, debido a que
pueden reemplazar la poblacion de células neuronales perdidas durante eventos
neurodegenerativos, lo que lleva a trastornos como la EP.

Se sabe que las SC tienen la capacidad de autorreplicarse y que, en condiciones
apropiadas, o mediante sefiales especificas del microambiente, pueden diferenciarse
en linajes celulares con fenotipos y funciones especializadas, como las células
neuronales y la glia (Schafer et al., 2009; Azan et al., 2011; Joseph et al., 2011). Las
SC adultas también se encuentran en la mayoria de los tejidos, incluidos los del SNE
(SNE) (Hotta et al., 2013), el sistema nervioso central, el apéndice (Hagl et al., 2013)
y el pancreas (Seaberg et al., 2004; Smukler et al., 2011), entre otros. Diferentes

estudios han sugerido que las SC pueden diferenciarse a células especializadas (Jiang



et al., 2002; Herzog et al., 2003; Avetisyan et al., 2015). Una caracteristica de las SC
es cambiar su propio fenotipo en respuesta a cambios en el microambiente donde se
desarrollan, y esta propiedad se conoce como plasticidad (Sanchez-Ramos et al.,
2000; Zuk et al., 2002). Debido a las muchas propiedades que caracterizan a las SC,
su uso para el disefio de nuevos enfoques terapéuticos esta llamando la atencion.
Principalmente las células troncales del SNE (ENSCs, por sus siglas en inglés, Enteric
Neural Stem Cells), debido a la capacidad que tienen para desarrollar un fenotipo
DAérgico (Parra-Cid et al., 2014). Ademas, la relevancia de estos enfoques se ve
reforzada por su potencial para desarrollar terapias de reemplazo celular autélogas.
Sin embargo, antes de que estos enfoques se exploren y se desarrollen a detalle, es
importante establecer las condiciones apropiadas para que las ENSCs desarrollen su

plasticidad y validen su capacidad restauradora a nivel experimental.

2. Antecedentes

2.1 Enfermedad de Parkinson (EP)

La EP es un trastorno neurodegenerativo que se caracteriza por la pérdida lenta y
progresiva de las NDA de la SNpc, lo que genera una gradual disminucién de los
niveles de DA en el estriado (revisado por Hornykiewicz, 1966). Desde el punto de
vista patolégico la EP se caracteriza por la presencia de cumulos de proteinas
degeneradas en el citoplasma celular, llamados cuerpos de Lewy (Hawkes, 2010).
Esta &rea envia sus proyecciones a larga distancia hacia el putamen (cuerpo estriado),

presentandose una disminucion en los niveles de DA en dicho nucleo (Kordower et al.,



2013; Parish y Arenas, 2007). Estos nucleos del cerebro son la principal via de
regulacion de la funcion motora; por lo tanto, la pérdida de estas células y de los
niveles de DA estriatal generan sintomas asociados al déficit motor como las
bradicinesias, acinesias, rigidez, trastornos de la marcha, y cambios posturales
(Galvan, 2008). En relacion a su etiologia, se ha propuesto que existen mutaciones

genéticas que pueden contribuir a un mayor riesgo para la EP (Cheon et al., 2012).

2.1.1 Epidemiologia de la Enfermedad de Parkinson

La EP es una neuropatia degenerativa muy coman que afecta a alrededor de 10
millones de personas en el mundo, y su prevalencia se incrementa con el
envejecimiento de la poblacién (Pringsheim, 2014). Se estima que la EP se presenta
entre el 1y 2% de la poblacién mayor de 60 afios de edad a nivel mundial (De Rijk et
al., 2000; Weintraub et al., 2008). De acuerdo al conteo de poblacion y vivienda
realizado en 2005 por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), el 8.1%
de la poblacién en México se encuentra en este grupo de edad, lo que implicaria una
prevalencia aproximada de 83,000 a 166,600 personas con EP en México (Mayela et
al., 2011). La EP es considerada la segunda patologia neurodegenerativa en
frecuencia a nivel mundial, sélo después de la enfermedad de Alzheimer (Willis AW,
2013; Schapira AH, 2013). En la actualidad, en México no se cuenta con estudios

epidemioldgicos acerca de la prevalencia o incidencia de la enfermedad.



2.1.2 Fisiopatologia de los ganglios basales

Los GB son un grupo de nucleos subcorticales conformados por el neoestriado
(caudado y putamen), el nacleo subtalamico (STN), la sustancia negra (SNc y SNr), el
globo palido tanto su segmento interno (GPi) como el externo (GPe). La organizacién
de los ganglios basales (GB) es basicamente dual: considera, por una parte, el estriado
como el principal nucleo de entrada de los GB, y por otra, al segmento interno del globo
palido (GPi) y a la parte reticular de la sustancia negra (SNpr) como los nucleos de
salida, que ejercen una accion inhibitoria GABAérgica sobre los nicleos ventrales del
talamo. Entre estos nucleos se ecuentran dos sistemas de proyeccion denominados
via directa y via indirecta. La via directa proyecta monosinapticamente a los ndcleos
de salida como lo son el GPi y la SNpr, y la via indirecta, polisinaptica, proyecta a la
porcion externa del globo palido (GPe), que envia eferencias también GABAérgicas al
nucleo subtaldmico (NST), que a su vez proyecta a los nacleos de salida por medio de
sinapsis glutamatérgicas. En el estriado, la DA modula los efectos glutamatérgicos de
la proyeccién cortical y ejerce un efecto dual: excitatorio, a través de los receptores
D1 de la via directa, e inhibitorio, a través de los receptores D2 de la via indirecta (Albin
y Young 1989; Cepeda et al., 1993). Se piensa que el efecto neto sobre el control del
movimiento de estos circuitos se podria contraponer: la estimulacion de las células de
la via directa resulta en una inhibicion de los nucleos de salida (facilitando el
movimiento), y la estimulacion de la via indirecta lleva a la inhibicion del GPe,
desinhibicion del NST y excitacion de los nucleos de salida (inhibiendo los movimientos

no deseados) (Alexander et al., 1990; DeLong, 1990; Obeso et al., 1997). En la EP,



este modelo considera que la deplecion dopaminérgica tiene como consecuencia la
reduccion de la inhibicién de la via indirecta, que conduce a una sobre inhibicién del
GPe, una desinhibicion del NST y un incremento en la excitacion de los nucleos de
salida, cuya inhibicion por la via directa se habria visto reducida. El resultado final es
un exceso de activacion de los nucleos de salida, acompafiado de un exceso de
inhibicién de los sistemas motores, lo cual da lugar a la bradicinesia. Para el estado
discinético el cual puede presentarse con el tratamiento de L-Dopa a largo plazo, se
propone un exceso de inhibicion de las células de la via indirecta que conllevaria una
desinhibicion de las proyecciones del GPe al NST, resultando en la sobreinhibicion de
éste. La reduccioén de la actividad excitatoria del NST sobre los nulcleos eferentes de
los GB ocasionaria la hipoactividad de estos, que reduciria sus efectos inhibitorios

sobre el talamo, lo cual a su vez, sobreestimularia las areas motoras de la corteza.

2.1.3 Neurotransmision dopaminérgica

Las células cuyos somas se encuentran en la SNpc y proyectan sus axones hacia
el estriado dan origen a la via dopaminérgica nigroestriatal (Figura 1). El area donde
se ubican estas células se denomina A9y, junto con las areas A8, A10 y A12, forman
parte del conjunto de vias dopaminérgicas centrales. Como se describid previamente,
la via nigroestriatal regula la funcibn motora mientras que las vias mesocortical,
mesolimbica y tuberoinfundibular modulan funciones cognitivas, emocionales y
neuroenddcrinas, respectivamente (Lindvall y Bjorland, 1983). El grupo de células A9

presenta caracteristicas particulares que permiten diferenciarlas del resto de las
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células adyacentes (A8 y A10). Son células voluminosas, de aproximadamente 33

micrometros (um) de diametro, con largas dendritas que se extienden por la SNpc y

por la parte dorsal de la SNpr.

Enfermedad de

A. Normal B. Parkinson
Caudado
TN
Putamen
Via ;
*Nigroestriatal =1

interrumpida

Figura 1. Via nigroestriatal. En la Enfermedad de Parkinson se ve afectada la via nigroestriatal, ya que
existe muerte de NDA en la SNpc y una disminucién de los niveles de DA en el estriado, por lo que la
via nigroestriatal se ve interrumpida, generando alteraciones motoras (modificada de

http://www.ictusyalzheimer.com/parkinson-y-parkinsonismos/enfermedad-de-parkinson).
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2.1.4 Biosintesis y catabolismo de la dopamina

La DA pertenece al grupo de las catecolaminas y se caracteriza por tener un anillo
bencénico con dos hidroxilos; de este se obtendran las diferentes catecolaminas como
la DA, adrenalina y noradrenalina. La biosintesis de la DA se lleva a cabo en las
terminaciones nerviosas DAérgicas, donde se encuentra una alta concentracion de la
enzima responsable de su sintesis, la Tirosina Hidoxilasa (TH), y de la descarboxilasa
de aminoéacidos aromaticos (DOPA descarboxilasa) (Freund et al., 1984). La sintesis
de la DA inicia a partir de la L-tirosina, un aminoacido esencial, el cual tiene un anillo
bencénico. Por accion de la TH, la L-tirosina se hidroxila formando un hidroxilo (OH")
mas, que se une al anillo bencénico para formar la L-3,4-hidroxi-fenil-alanina (L-Dopa)
y, posteriormente, la L-Dopa es descarboxilada por la enzima DOPA descarboxilasa.
Es decir, elimina un grupo carboxilo, dando como resultado a la DA. La degradacion
de la DA se lleva a cabo cuando ésta es recapturada y convertida por la enzima
monoamino-oxidasa A (MAO-A) y la Catecol-orto-metil transferasa (COMT) en el
interior de la terminal nerviosa para generar los principales metabolitos de
degradacion, como el acido 4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y el acido homovalinico
(HVA), mientras que la DA no capturada por la terminal DAérgica es convertida a HVA

por la accién secuencial de la COMT y MAO-A (Qi et al., 2008; Figura 2).
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Figura 2. Biosintesis y catabolismo de la DA. Se muestran las enzimas participantes y metabolitos
formados en la via de biosintesis y catabolismo de la DA.

2.1.5 El modelo de 6-OHDA en el estudio de la EP

La EP se considera el segundo trastorno neurodegenerativo crénico mas frecuente a
nivel mundial, y no existe una terapia efectiva para esta enfermedad hasta el momento,
por lo que es necesaria la busqueda de tratamientos alternativos; sin embargo, para
lograr esto, es necesario entender a detalle su etiologia, el mecanismo por el cual se
lleva a cabo la neurodegeneracion, asi como el origen de la disfuncién neuronal. Para
entender estos aspectos, se han propuesto modelos experimentales que evidencian la

patologia, los sintomas y los mecanismos patogénicos inherentes a esta enfermedad.
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Los modelos mas utilizados a nivel experimental hasta ahora son los producidos por
6-hidroxidopamina (6-OHDA) y la 1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6 tetrahidropiridina (MPTP),
dos potentes neurotoxinas, siendo la primera endogena y la segunda exégena. El
modelo de 6-OHDA en rata es, por mucho, el mas ampliamente utilizado en la
investigacion de la EP, ya que es un modelo experimental especifico en la
degeneracion de NDA. Una vez que esta neurotoxina es inyectada en el cerebro de
los animales, se presentan modificaciones estructurales y funcionales de la trasmision
dopaminérgica que son caracteristicas de la EP (Schober A, 2004). Su efecto toxico
se debe principalmente al estrés oxidativo que genera, la disfuncion mitocondrial y
procesos de apoptosis de las NDA (Mu et al., 2009). Estos procesos dan como
resultado la pérdida de NDA en la SNpc y una consecuente disminucion de los niveles
de DA en el cuerpo estriado (Dauer y Przedborski, 2003). Este modelo ademas tiene
la caracteristica de reproducir los principales sintomas de la EP, tales como la acinesia,
el desequilibrio postural, el temblor y las discinesias (Cenci et al., 2002). El efecto
toxico de la 6-OHDA esta dado por el paso de esta neurotoxina de la membrana celular
a través de transportadores dopaminérgicos y su posterior acumulaciéon en el citosol
de la célula, en donde se oxida facilmente, generando especies reactivas de oxigeno

(ERO) y citotoxicidad (Blum et al., 2001; ver Figura 3).
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Figura 3. Modelo neurotoxico de 6-OHDA. Mecanismo de accion de la 6-OHDA en la NDA.
Transportador de dopamina (TDA); Oxido de hierro (Fe*?); lon calcio (Ca*?); Peréxido de Hidrégeno
(H2032); Hidroxilo (OH™); Dopamina (DA); Trifosfato de adenosina (ATP). (Modificado de Blum et al.,
2001).

Cuando la 6-OHDA es inyectada en la SNpc, se produce una lesién completa y rapida;
la degeneracion de NDA se lleva a cabo 12 h antes de una pérdida de las terminales
estriatales, y a este tipo de lesién se le conoce como anter6grada. En contraste,
cuando la 6-OHDA se inyecta en el estriado, se produce una lesion lenta y progresiva,
dafando parcialmente la via nigroestriatal en un periodo de hasta tres semanas
(Przedborski et al., 1995), por lo que a este tipo de lesion se le conoce como
retrébgrada. Dicha lesion es muy utilizada debido a que ofrece algunas ventajas: 1) la

lesion es lenta y progresiva, 2) el estriado es una estructura de gran tamaifo, esto
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facilita la inyecciébn mediante cirugia estereotaxica, 3) la degeneracién neuronal es
secundaria a la lesion de terminales DAérgicas nigroestriatales, 4) representa un

modelo de EP en un estadio inicial.

.2.1.6 Farmacoterapia tradicional en la EP

Actualmente la farmacoterapia para la EP esta enfocada en restaurar los niveles de
DA estriatal. El farmaco de eleccion ampliamente utilizado es la L-Dopa, el cual es
considerado un precursor de la DA, asi como la busqueda de bloqueadores de la
recaptura de DA, potenciando su liberacibn como lo es el caso de la amantadina
(LeWitt PA, 2015). Otra parte de la farmacoterapia se enfoca en la busqueda de
farmacos que puedan prevenir, retardar o paliar la aparicion se los sintomas motores
como consecuencia del desbalance neuroquimico, y cuyo objetivo es el mantenimiento
de este, mediante la busqueda de inhibidores del catabolismo de la DA como lo es la
entacapona para la COMT vy la selegilina como inhibidor de la MAO (Rodriguez y
Ferreira, 2014; Muller y Mohr, 2019). Si bien este tipo de farmacoterapia provee un
beneficio en las primeras etapas de la enfermedad, con el tiempo cada uno de estos
tratamientos tiene efectos secundarios, disminuyendo su potencia y causando
fluctuaciones motoras de “encendido y apagado”, asi como la aparicion de discinesias,
por lo que estos tratamientos no modifican a la EP a largo plazo (Parish y Arenas,
2007). La farmacoterapia con L-DOPA ha sido una alternativa de eleccion en el

tratamiento de la EP desde hace 50 afos; sin embargo, sus efectos secundarios a
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largo plazo han sugerido la necesidad de nuevas propuestas como tratamientos

alternativos para la restauracion y regulacion de la neurotransmisién DAérgica.

2.1.7 Terapia de reemplazo celular

La terapia de reemplazo celular DAérgico ha sido abordada ampliamente tanto en
modelos animales como en ensayos clinicos como un esfuerzo para recuperar la
funcion que se ha perdido en la EP. Las células mas empleadas en la terapia de

reemplazo son las células troncales (SC).

2.2 Células troncales

Las SC se definen de acuerdo a criterios funcionales, ya que este tipo de células no
poseen caracteristicas morfolégicas que puedan distinguirlas del resto de las células
del tejido al que pertenecen. Con base en esto, las SC son células inmaduras, no
diferenciadas, con una alta capacidad de autoreplicacion, que pueden diferenciarse en
uno o mas tipos de células especializadas con funciones especificas en el organismo
(Mayani, 2003; Figura 4). La autoreplicacién es un concepto importante para poder
entender la definicion de SC, esto debido a que en el momento en que las SC se
dividen, por lo menos una de las dos células resultantes conserva la totalidad de las

caracteristicas de la célula original (Figura 4)
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Figura 4. Caracteristicas de una célula troncal. Son células con capacidad de multiplicarse a través
de divisiones simétricas y de autorrenovarse/diferenciarse tras procesos de division asimétrica.

2.2.1 SC durante el desarrollo.

Durante el desarrollo embrionario de los mamiferos, se generan diversos tipos de
SC, la primera SC es el huevo fertilizado o cigoto, ésta se considera como célula
troncal totipotencial, la cual es capaz de generar tanto al embrion como a las
estructuras que no formaran parte de él, pero que son fundamentales para su
desarrollo, por ejemplo, la placenta, saco vitelino y el cordén umbilical. Conforme
avanza el desarrollo, el embrion alcanza el estadio llamado blastocisto, en el que cada
una de las células que forma parte de la masa interna es capaz de formar células de

cualquier tejido del organismo; a este tipo de células se les conoce como células
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trocales pluripotenciales o células troncales embrionarias. Estas se caracterizan por la
falta de capacidad para formar las estructuras extraembrionarias. A partir de estas
células se generan las células multipotentes, capaces de dar origen a precursores
neurales, también multipotentes, que generaran células o células gliales (astrocitos y
oligodendrocitos) (Homem et al., 2015; Becker, 2017; Navarro et al., 2018). Las
células multipotentes tienen como caracteristica principal la plasticidad de
diferenciacion que excede a su tejido de origen. El término de plasticidad se refiere a
la capacidad de una SC de un tejido especifico para dar origen a células de otros
tejidos (Hayashi y Surani 2009). El desarrollo de una célula a lo largo de un linaje
puede ser representado como un proceso lineal, con un incremento gradual en la
especializacion, una pérdida en la diferenciacion y en la capacidad proliferativa hasta
llegar a un fenotipo terminal (Ulloa y Briscoe, 2007). La regulacion final del proceso
depende de estimulos que reciben las células, ya sean mediadores solubles,
interacciones celulares o matriz extracelular, lo que constituye el nicho de las células
troncales neuronales (NSCs por sus siglas en inglés, Neural Stem Cells) (Riguelme et
al., 2008). En el caso de las células de linaje neural se ha demostrado la existencia de
poblaciones intermedias que se describen en la Figura 5. Las SC son la primera
poblacion del linaje; posteriormente se genera una célula precursora que posee el
mismo potencial que la SC, pero que no posee la capacidad de autoreplicarse, y esta
poblacion se conoce como progenitora de amplificacién transitoria (PAT) multipotente.
Estas células poseen la mayor parte de los marcadores presentes en las SC, teniendo

una tasa de proliferacion alta. Posteriormente se generan células progenitoras

19



(glioblasto y neuroblasto), las cuales estan comprometidas para diferenciarse hacia un

linaje especializado (Ming y Song, 2011).
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Figura 5. Multipotencialidad de las células troncales neuronales. Las SC son células capaces de
generar neuroblastos y gliobastos, los cuales pueden producir células, astrocitos y oligodendrocitos, es
decir, todos los tipos celulares de estirpe neural. En la imagen se muestran las proteinas de cada fase

de diferenciacion.
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2.2.2 Neurogénesis en el cerebro adulto

En varias especies, durante la etapa postnatal y a lo largo de toda la vida, se ha
demostrado que continlan generandose nuevas células. Las areas neurogénicas
incluyen a la zona subventricular (ZSV) (Habela et al., 2020), el bulbo olfatorio (BO)
(Lim y Alvarez-Buylla, 2016) y el hipocampo (Kempermann et al., 2015; Pallotto y
Deprez, 2014). Sin embargo, existe evidencia de que el estriado (Dayer et al., 2005) e
incluso la SNpc (Zhao et al., 2003) podrian ser zonas neurogénicas. El desarrollo del
sistema nervioso central termina en etapas tempranas postnatales y, a partir de ese
momento, los circuitos neuronales se fortalecen mediante la plasticidad sinaptica; es
decir, formandose nuevas conexiones. Existe una progresion de la expresion de
marcadores inmaduros a maduros, que estéa relacionado con los cambios morfologicos
en las SC (ver Figura 6). Las SC (células tipo 1) tienen caracteristicas de glia radial y
propiedades astrociticas, por lo que en esta etapa se puede encontrar la expresion de
GFAP (proteina &cida fibrilar glial) (Seri et al., 2001). También se expresa nestina en
un 5% de las divisiones celulares, (Alvarez-Buylla et al., 2001; Filippov et al., 2003;
Kronenberg et al., 2003). Las células de tipo 1 se dividen asimétricamente; la
morfologia durante la fase M del ciclo celular sugiere que la célula hija que se genera
de la célula tipo 1 también expresa nestina y dicha célula es nombrada célula de tipo
2 (Fukuda et al., 2003). Las células de tipo 2 y 3 son células progenitoras que se
amplifican transitoriamente en un linaje neuronal. Las células de tipo 2 son negativas
a GFAP y altamente proliferativas (Filippov et al., 2003). En esta etapa se presentan

dos subtipos de células que pueden expresar nestina y doble cortina (DCX)
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(Kempermann et al., 2018). Las células de tipo 3 son positivas a DCX y son altamente
proliferativas; se considera que esta etapa es determinante para la diferenciacion
neuronal, ya que se forman los neuroblastos, por lo que se presentan importantes
cambios morfoldgicos. Este tipo de células expresan la forma polisilada de la molécula
de adhesion neuronal (PSA-NCAM). En la siguiente etapa se encuentran las células
recién formadas, las células inmaduras y las células granulares maduras que
expresan marcadores post-mitéticos como la calretinina, que posteriormente se

intercambia por calbidina (Brandt et al., 2003), al igual que NeuN (Steiner et al., 2004).
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Figura 6. Cascada de diferenciacion neuronal. Se muestra las diferentes etapas para la
diferenciacion neuronal y los marcadores que se expresan en cada una de las etapas (Modificado de
Kempermann et al., 2004; Eisch et al., 2008; Cardozo, 2015).
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2.2.3 Reemplazo celular dopaminérgico

En general, la terapia de reemplazo celular en la EP consiste en implantar NDA
provenientes de diferentes fuentes de células donantes, como son las células troncales
neurales fetales, las células troncales pluripotentes (que incluyen a las células
embrionarias -ESC- y a las células pluripotentes inducibles -iPSC), las células
troncales neurales autdlogas y las células troncales neurales mesenquimales (Grealish
et al., 2014; Wernig et al., 2008; Wakeman et al., 2017;) En el caso del implante de las
células neurales fetales, se ha descrito que existen problemas éticos debido a la fuente
de obtencion y posibles problemas de histocompatibilidad, siendo esto una limitante
importante, ademas de ser una fuente insostenible, ya que cada paciente con la EP
requiere del tejido de hasta siete fetos para tener una respuesta clinica aceptable
(Winkler et al., 2005). Debido a esto, la investigacion se ha enfocado en proponer a las
ESC y las iPSC como fuente de obtencion de células, que tiene como ventaja ser una
fuente de células ilimitadas. Se ha demostrado que la terapia de reemplazo mediante
células fetales de mesencéfalo ventral (CMV) puede llegar a ser beneficiosa para los
pacientes con EP (Ma et al.,, 2010; Pollitis et al., 2010), por lo que estas células
troncales embrionarias humanas son consideradas como una fuente de obtencion
opcional (Kirkeby et al., 2012; Xi et al., 2012); sin embargo, la disponibilidad de tejido
fetal es muy restringida. Las NDA del CMV se derivan durante el desarrollo embrionario
(Ono et al., 2007), y se sabe que existen diferentes factores de transcripcion y factores
de crecimiento que son determinantes para la diferenciacion de células DAérgicas,

como son Sonic hedgehog (Shh), factor de crecimiento fibroblastico 8a (FGF8a) y
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Wntl (Hynes, 1995; Cooper et al., 2010). Sin embargo, se ha demostrado en ensayos
clinicos que el implante de este tipo de células puede causar discinesias debido a la
contaminacion de células; es decir, a una poblacién de células serotonérgicas que se
implantan con las células DAérgicas (Carlssonet al., 2007; Politis et al., 2010). Por otra
parte, la obtencion de una cantidad suficiente de células para poder ser implantadas
no es facil, ademas de que la integracién y la supervivencia de estas células es minima
(Hagell et al., 2002). Por lo tanto, es determinante eliminar a las células no deseadas
de la poblacion donante. Otro punto a considerar es el momento en el cual esta
poblacién de células es implantada; es decir, se tiene que tomar en cuenta la etapa de
diferenciacion al momento del implante para garantizar la supervivencia de las NDA.
En relacion con las ESC, se pueden obtener del mesencéfalo humano con técnicas de
seleccion y mediante el cultivo de células precursoras neuronales apropiadas (Cho et
al., 2008). Cuando estas células han sido implantadas en modelos animales, la
recuperacion funcional ha sido de forma parcial, ya que aun no se ha demostrado la
liberacion de DA in vivo Otra gran desventaja que presenta este tipo de células es que
producen tumores (Roy et al., 2006). Otra de las estrategias que se ha propuesto para
el trasplante dopaminérgico en pacientes con la EP es el trasplante de iPSC. Estas
células se han propuesto como una fuente prometedora, ya que constituyen una fuente
autdloga de células dopaminérgicas, por lo que éstas no generan implicaciones éticas
ni inmunoldgicas. Estas células se obtienen de fibroblastos provenientes del mismo
paciente (Takahashi et al., 2007) que son manipulados genéticamente, aunque su
funcionalidad y su capacidad de formar conexiones sinapticas Unicamente se ha

demostrado a nivel experimental (Wernig et al., 2008). En la tabla 1 se muestran
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ejemplos de las fuentes de obtencidn de células dopaminérgicas y los resultados mas

relevantes obtenidos a nivel experimental utilizando los dos principales modelos de

lesidbn DAérgica y las dos regiones de implante mas estudiadas.

Tabla. 1. Fuentes de obtencidn de células dopaminérgicas.

Fuente de Modelo Resultado Referencia
obtencion
Células Implante 5 meses pos-implante se generan
troncales intraestriatal  en | células DAérgicas con fenotipo A9.
neurales MV | rata lesionada con | El implante generé células DAérgicas
(hVM1) 6-OHDA maduras. Moreno et al., 2012
Disminuyé la conducta de giro y
mejor6 el rendimiento cognitivo
Células Implante Las células del implante
troncales intraestriatal sobrevivieron a largo plazo vy
embrionarias | en ratas atimicas | restauraron la neurotransmision _
humanas y DAérgica in vivo Grealish et al., 2014
(hESC Sprague-Dawley | Fueron capaces de inervar a larga
lesionadas con distancia.
6-OHDA El crecimiento axonal cumplié los
requisitos para uso en humanos.
Células Implante El implante sobrevivid, inervé y
Troncales intraestriatal en mantuvo el fenotipo DAérgico.
pluripotentes | rata lesionada Se encontr6 una re inervacion
inducidas con 6-OHDA y estriatal tanto en roedores como en | Wakeman etal., 2017
(iPSC-mDA) | lesién con MPTP | monos.
en primates 6 meses pos-implante se mostré una
no humanos recuperacion en los déficits motores
Células Implante Se encontré una recuperacién de los
Troncales intranigral de | niveles de DA
Entéricas ENSCs en rata | Se reportd una recuperacion parcial Parra et al,, 2014
(ENSCs) lesionada con de movimientos motores finos
6-OHDA

Ejemplos de diferentes fuentes de obtencién de células que pueden diferenciarse hacia un linaje
DAérgico, y modelos mas utilizados y sitios de implante DAérgico.
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2.3 El SNE como fuente de obtencidén de células troncales

2.3.1 Desarrollo del SNE y su importancia

Las neuronas y las células gliales del SNE derivan de la cresta neural; mientras estan
migrando, las células de la cresta neural son morfol6gicamente indistinguibles de las
células mesenquimales a través de las cuales migran (Young et al.,, 2000). En
embriones de pollo se demostré que la ablacién de la cresta neural a nivel vagal
(somitas 1-7) dio como resultado la ausencia de células entéricas en todo el intestino,
demostrando que la cresta neural a nivel vagal es la Unica fuente de células que dara
origen al SNE (Yntema y Hammond, 1954). Posteriormente, Burns y cols. (2001)
demostraron que las células de la cresta neural vagal (Figura 7A) adyacente a las
somitas 1-7 (Figura 7B) son la mayor fuente de células troncales entéricas (ENSCs,
por sus siglas en inglés, Enteric Neural Stem Cells) y que las células de la cresta neural
del nivel sacro (Figura 7A) contribuyen al SNE principalmente en el intestino distal (Le
Douarin y Teillet, 1973). Las poblaciones pre migratorias y migrantes de células de la
cresta neural contienen mayoritariamente células multipotentes y se encuentran

presentes en el intestino adulto (Kruger et al., 2002).
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vagal crest sacral crest

Intestino
anterior

Intestino
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Figura 7. Ruta migratoria y diferenciacién de las células troncales entéricas derivadas de cresta
neural. Se muestran secciones de un embrién de ratén (E10.5). A) Se muestran las ENSCs positivas a
p75 (rojo) vagales y del sacro que migran desde el tubo neural hacia el intestino; las flechas en blanco
muestran la ruta migratoria para la formacion del intestino anterior y posterior. B) En el esquema se
observa como las células de cresta neural vagal (flecha roja) invaden el intestino anterior y migran en
direccidn caudal hacia intestino medio y distal. Los puntos rojos representan la migracion de las ENSCs.
Las células de la cresta neural sacra contribuyen a la formacién del colon (Modificado de Nagy y
Goldstein, 2017).
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Por esta razon, el SNE es considerado una fuente de obtencion de células troncales
con caracteristicas multipontentes y con potencial de troncalidad. Es por ello que en la
ultima década diversos grupos de investigacion se han enfocado en el estudio de este
modelo, demostrando su capacidad de plasticidad y reparacion en tejido dafiado. Hagl
y cols. (2013) mostraron evidencias de la neurogénesis en el SNE humano adulto
obteniendo células progenitoras a partir de apéndice. Implantaron ésas células en
forma de neuroesferas (NSs por sus siglas en inglés) en cortes de cerebro de rata in
vitro, lo cual dio como resultado la formacion de redes de células gliales, neuronas y
fibras de interconexién, demostrando que el SNE tiene potencial como fuente de
células troncales neurales autdlogas. Posteriormente, Hotta y cols. (2013)
demostraron que al implantar NSs generadas a partir de células derivadas de la cresta
neural intestinal fetal y postnatal en el colon de ratones postnatales, las células
derivadas de las NSs migraron, proliferaron y generaron neuronas y células gliales
similares al colon receptor. Las células derivadas del implante mostraron
caracteristicas morfolégicas, neuroquimicas y electrofisiolégicas similares a las de las
células entéricas; con estos resultados demostraron que las células progenitoras
neurales entéricas trasplantadas tienen la capacidad de generar células funcionales
en el intestino postnatal. Finalmente, en un trabajo previo de nuestro grupo,
demostramos que el implante de ENSCs en ratas lesionadas con 6-OHDA en SNpc
también puede ser funcional, ya que se encontré una recuperacion de los metabolitos
DAérgicos y una recuperacion parcial de la conducta motora (Parra et al., 2014). Estos
hallazgos demuestran que el implante de células troncales neuronales entéricas puede

generar células funcionales en diferentes sitios y modelos de lesion. Por lo que la
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utilizacion de estas células podria ser una alternativa como fuente de obtencion y
terapia de reemplazo celular para enfermedades neurodegenerativas y neuropatias

entéricas.

3. Justificacion

La farmacoterapia con L-DOPA ha sido una alternativa de eleccion en el tratamiento
de la EP; sin embargo, sus efectos secundarios a largo plazo han sugerido la
necesidad de nuevas propuestas como tratamientos alternativos para la restauracion
y regulacion de la neurotrasmisién DAérgica. La utilizacion de las ENSCs para reparar
tejido con una pérdida parcial o completa de células es una herramienta prometedora
para la restauracion del SNE. Existe la necesidad de reparar al sistema nervioso
central mediante una terapia que pueda ayudar a la recuperacion funcional en las
areas en donde también existe pérdida de células, como ocurre en la EP. Por lo tanto,
es necesario establecer las condiciones necesarias a corto plazo para demostrar que
las ENSCs son capaces de ser implantadas exitosamente y restaurar a posteriori el

tejido dafado.

4. Pregunta de investigacion

¢El implante de las células progenitoras neuronales entéricas en SNpc sera
funcionalmente capaz de mantenerse Yy diferenciarse en linaje neuronal y

dopaminérgico en la SNpc dafiada?
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5. Hipotesis

Dado que se ha demostrado que las ENSCs tienen propiedades de auto-renovacion
y multipotencialidad, las ENSCs seran funcionalmente viables al ser implantadas en la
SNpc y tendran la capacidad de mantenerse, diferenciarse y reconstituir el tejido

dafiado por 6-OHDA en la SNpc.

6. Objetivo General

Demostrar que el implante de ENSCs en la SNpc, es funcional y estructuralmente
capaz de reconstituir el tejido dafiado de la SNpc en un modelo de rata lesionada con

con 6-OHDA.

6.1 Objetivos particulares

1. Caracterizar a las ENSCs con marcadores de troncalidad

2. Analizar los cambios morfolégicos en la SNpc post implante.

3. Examinar si las células implantadas se mantienen y se diferencian a un linaje
neuronal y DAérgico

4. Evaluar si el implante de las ENSCs reconstituye el tejido dafiado.
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7. Material y Métodos

7.1 Reactivos

La 6-OHDA, apomorfina, parafina, violeta de crésilo, hematoxilina de Harris, etanol,
glicina, poli-L-lisina, dispasa tipo I, colagenasa tipo XI, DNAsa |, Hoechst, TESPA,
paraformaldehido y el anticuerpo monoclonal anti-MAP-2 (proteina asociada a
microtubulos 2, (M3696) fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. (St Louis, MO,
USA). El BrdU (bromodesoxiuridina; In Situ Cell Proliferation Kit FLUOS,
11810740001) fue comprado a Roche (Basilea, Switzerland). EI CFSE (éster de
succinimidil-carboxifluoresceina, Cell Labeling Kit, ab-113853), FITC (Isotiocianato de
fluoresceina), Rojo Texas Yy el anticuerpo policlonal anti-GFAP (Proteina acidica
fibrilar glial, ab-16997), anticuerpo policlonal anti-Sox-2, (ab-97959) y anticuerpo
monoclonal anti-Nestina (ab-22035) fueron comprados a Abcam (Cambridge, UK). El
anticuerpo anti-TH (Tirosina hidroxilasa) y el anticuerpo monoclonal Anti-DAT
(transportador de dopamina, sc-32258.) fue obtenido de Santa Cruz Biotechnology
(Dallas, TX, USA, sc-14007) y Solucion salina tamponada con fosfato (PBS), solucion
Hank’s y el acido ascorbico fueron obtenidos de Gibco (Themo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). El Kit LIVE/DEAD™ Viability/Cytotoxicity Kit (L3224) se compro
a Invitrogen Molecular Probes (Themo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). El
FluoroCareMountant fue obtenido de Biocare Medical (Pacheco, CA, USA). Todas las
soluciones requeridas se prepararon utilizando agua desionizada de un sistema Milli-

RQ (Millipore, MA).
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7.2 Animales de experimentacion

Se utilizaron 21 ratas macho de la cepa Wistar de 7-8 semanas de edad, con un peso
de 290-300 g al comienzo del experimento, las cuales fueron alojadas en el bioterio
del Instituto Nacional de Rehabilitacion-LGII en cajas individuales con agua y alimento
ad libitum. Para los cultivos celulares se utilizaron camadas de ratas Wistar recién
nacidas (1 dia de edad; n=60). Las camadas fueron mantenidas junto a su madre en
jaulas de acrilico, con cama de aserrin, agua y alimento ad libitum. Todos los animales
se mantuvieron con un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 h y a una temperatura de 21-
24°C. El uso y manejo de los animales se realiz6 bajo la norma oficial mexicana NOM-
062-Z00-1999, siguiendo las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio. Todo el protocolo experimental fue aprobado por
el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del

Instituto Nacional de Rehabilitacion-LGII (Proyecto INR-19/14).
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7.3 Diseflo experimental general

La Figura 8 resume el disefio experimental de todo el estudio.

5 dias
de cultivo
b . .z
,,@&rz’? Caracterizacion: Detgrmlnz.a'aon de la: ENSCs/CFSE
z}?, > & Sox-2 Proliferacion(BrdU) _ . s
&F == LT Viabilidad (Calceina) AGUIEY inyeccion
? Nestina la /7 =1y intranigral
I GFAP : ! ~ P (n=6)
I MAP-2 I
Obtencién de {
Cultivo en suspensién : 5dias 10 dias
-5 dias I I
30 dias l i
Post lesion V_ d
CondL.Jcta = \\ Sacrificio de los animales
de giro (< - ! l l
(n=18) eSS
Implante
intranigral Caracterizacion
Inyeccidn Lesion (n=9) post-implante
intraestriatal  intraestriatal (n=3/ grupo)
de acido Con ‘
ascorbico 6-OHDA Nissl, MAP-2, TH, DAT.
(n=6) (n=12)

Figura 8. Esquema del disefio experimental. Las ENSCs en suspension se obtuvieron 5 dias antes
del implante y se caracterizaron fenotipicamente. Las ratas adultas se lesionaron intraestriatalmente
con vehiculo y/o con 6-hidroxidopamina (6-OHDA). El efecto toxico de 6-OHDA fue validado en el dia
28 posterior a la lesion a través de la prueba de conducta de giro, después de la administracion de
apomorfina (APO, 1 mg/kg, s.c.). Las ENSCs marcadas con CFSE se rastrearon en un experimento de
implante paralelo. Para fines de restauracién, las ENSCs se implantaron en la SNpc (3x10° células/2L)
3 dias después de que se realizé la prueba conductual. Los animales fueron sacrificados a los 5y 10
dias post-implante (DPI) en grupos de tres ratas por grupo. El andlisis morfologico se realiz6 para cada
grupo (Nissl), y los implantes se caracterizaron con marcadores neuronales (MAP-2) y DAérgicos (DAT
y TH).
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7.4 Cultivo celular, marcaje y caracterizacion

7.4.1 Aislamiento y cultivo en suspension de ENSCs

Se utilizaron ratas neonatas de la cepa Wistar de 1 dia de edad (n=12 ratas por cultivo).
Los animales fueron sacrificados por decapitacion. Con un hisopo se limpié el dorso del
animal con yodo/alcohol 50/50, se realizd un corte en forma de “V” en la zona del peritoneo
con tijeras rectas, cortando piel y musculo para que el intestino quede expuesto. Se extrajo
el yeyuno (Belkind et al., 2013); con la ayuda de unas pinzas de relojero y un microscopio
estereoscopico (Stemi 2000, Zeizz) se separaron mecanicamente las dos capas mucosa-
submucosa y el plexo mientérico, y se colocaron en una caja de petri de vidrio estéril.
Unicamente se recolect6 el plexo mientérico, transfiriéndolo a un tubo de 15 ml con PBS
y antibiético al 10% en frio. En una campana de flujo laminar y en condiciones estériles,
el plexo mientérico fue lavado con PBS/antibiodtico al 10%. Posteriormente se fragmento
mecanicamente para ser procesado mediante digestidbn enzimatica con una combinacién
de Dispasa tipo | (0.1mg/ml), Colagenasa tipo XI (750 U/ml) y DNasa | (10mg/ml), en
agitacién constante durante 20 minutos a 37°C (Suarez et al., 2004). Con una pipeta
Pasteur de vidrio previamente humedecida con la enzima, se transfirié el tejido a un tubo
de 1.5 ml que contenia 500 ul de enzima de digestion. Posteriormente en el mismo tubo
se realizd una dispersion mecanica con unas tijeras rectas (1 a 2 minutos y lo mas
fragmentado posible), se transfirié a un tubo de 15 ml (Corning) y se agregaron 2.5 ml de
enzima (previamente calentada a 37° C) para tener un volumen final de 3 ml de enzima,

y todo se dejo en agitacion constante (215 rpm a 37°C por 15 minutos). Posteriormente,
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se realiz6 una dispersién mecénica de la suspension celular, haciéndola pasar por una
pipeta Pasteur, y después por puntas de diferentes didmetros (200 y 1000 pl), y se
centrifugé a 1200 rpm durante 4 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron dos
lavados con medio basal NeuroCult, y la suspensién celular se hizo pasar a través de un
colador celular con malla de nylon de 40um de poro; entonces se realizé el conteo celular
mediante exclusion de azul tripano y se sembraron las células a una densidad de 7x10°
células/ml en cajas individuales de baja adherencia (Corning) con medio de proliferacion
para células troncales que contenia medio NeuroCult con 10% de medio de proliferacion
suplementado con heparina al 0.0002%, EGF (20 ng/mL), bFGF (10 ng/mL) y
antibiético/antimicotico al 0.1%. Las colonias flotantes se mantuvieron por 5 dias a 37°C

y 5% de CO: (Figura 9).

Figura 9. Cultivo de NSs en suspension. La micrografia muestra NSs después de 5 dias de cultivo,
provenientes de plexo mientérico de ratas neonatas de 1 dia de edad.
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7.4.2 Determinacion de la viabilidad celular de las ENSCs

La viabilidad celular se evalué después de 5 dias de cultivo utilizando el ensayo de
muerte/vida con el kit comercial LIVE/DEAD™ Viability/Cytotoxicity, de acuerdo con las
especificaciones establecidas por el fabricante. Este método se basa en la determinacion
de células vivas (color verde) indicada por la actividad de la esterasa intracelular
(Calceina-AM), y de las células muertas indicada por la incorporacion de homodimero de
etidio-1 (EthD-1) al perder la integridad de la membrana plasmatica (en color rojo). Se
tomaron 3 ml del cultivo en suspension, el cual fue centrifugado a 1200 rpm por 4 minutos;
posteriormente se retird el sobrenadante cuidando el pellet, se agregd 1 ml de solucién
Hank’s, y se incubo por 10 min a 37°C, se agreg6 Calceina-AM (1uM) y el homodimero
de etidio-1 (2 uM, EthD-1), y estos fueron incubados por 45 min a 37°C y centrifugados a
1200 rpm por 4 min. Se retiré el sobrenadante y se lavaron con PBS pH 7.4; el pellet fue
resuspendido en 1 ml de PBS y analizado en un microscopio de fluorescencia (Axio
Observer Al, Carl Zeiss). Se tomaron imagenes de cinco campos al azar, y las células

vivas y muertas fueron analizadas con el Software AxionVision.

7.4.3 Determinacion de la proliferacion celular (BrdU) de las ENSCs

Después de 5 dias de cultivo, se obtuvo una suspension celular con 2x10° células/ml a
las cuales se le adiciond una solucion de marcaje con BrdU (10 puM, Kit FLUOS), dejando
incubar las células por 60 min a 37°C y CO2 5%. Se centrifug0 y se retir6 el sobrenadante,

se disgrego el pellet para hacer un lavado con 1 ml de medio Neurocult y nuevamente se
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disgrego el pellet; en un portaobjetos tratado con Poli-L-Lisina se depositaron 10 pl de
suspension celular para hacer un frotis, el cual se dej6 secar a temperatura ambiente.
Posteriormente, las células fueron fijadas con etanol 70%/glicina 50 mM, pH=2 durante 45
minutos a temperatura ambiente, se hicieron 2 lavados con PBS, se retir6 el exceso y se
dejo secar. Posteriormente, se agrego el volumen necesario de HCI 4M por 20 minutos a
temperatura ambiente, se hicieron 3 lavados de 5 minutos con PBS y se agregdé 50 ul de
Anti-BrdU FLUQOS; se dej6 incubar por 45 minutos a 37°C en camara himeda y se hicieron
tres lavados. Finalmente se agreg6 el volumen necesario de Hoechst [dilucion 1:1000],
dejando actuar por 1 minuto. Entonces se retir6 y se agregé PBS. Se analizaron las
muestras en un microscopio de fluorescencia (Axio Observer Al, Carl Zeiss) en un rango
de 488 nm de exitacion y 515 nm de emision. Se tomaron cinco campos al azar y las

imagenes fueron analizadas con el Software Axion Vision.

7.5 Denervacion dopaminérgica con 6-OHDA

Las ratas fueron anestesiadas con Ketamina/Xilacina (70mg/kg y 5mg/kg
respectivamente), via i.p. Las ratas se asignaron al azar y en la primera cirugia se
formaron dos grupos experimentales: el grupo Sham (n=6) y el grupo lesionado con 6-
OHDA (n=12). Para la denervacion dopaminérgica, se inyectd 6-OHDA en el estriado
dorsal, utilizando un aparato estereotaxico (Stoelting) con las siguientes coordenadas:
antero posterior (AP) -1.0 mm de bregma, lateral (L) -3.2 mm a la linea media, y dorso
ventral (DV) -5.0 con respecto a la dura madre segun el atlas de Paxinos y Watson (1998).

Al grupo Sham se le administré 2 ul de acido ascorbico al 0.01% (vehiculo de la 6-OHDA),
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mientras que al grupo lesionado se le administré 2 pul de 6-OHDA (10 pg/ul) disuelta en
acido ascérbico al 0.01%. La inyeccion fue realizada a través de una micro-jeringa del10
pl (Hamilton) a una velocidad de 0.5 pl/min, se dejo la aguja in situ durante 5 minutos, y
posteriormente la canula fue retirada. Después de la cirugia, todos los animales fueron
colocados en un colchén térmico y mantenidos a 37°C para minimizar la hipotermia hasta
Su recuperacion total, y posteriormente se les administré un tratamiento preventivo de
Meglumina 2.5mg/kg v.o (analgésico) y Enrofloxacina 10mg/kg v.i. (antibiético) por tres
dias. A los 30 dias post-lesion se realizé la evaluacion de la denervacion dopaminérgica
mediante la conducta de giro, administrando 1mg/kg de apomorfina (APO) via s.c; las
ratas lesionadas con 6-OHDA que tuvieron mas de 8 giros/min fueron consideradas para

la segunda cirugia.

7.6 Pellets y tincibn con hematoxilina y eosina (H&E) en

células cultivadas

Para poder realizar las IF, fue necesario formar un pellet de NSs incluidas en agarosa al
2%. Del cultivo en suspensiéon se tomo la totalidad del sobrenadante y se centrifug6 a 12
rpm por 5 min, se retiré el sobrenadante, y el boton de NSs se transfirié a un tubo de 600
pl, el cual nuevamente fue centrifugado a 1200 rpm por 5 min para retirar el sobrenadante.
El boton celular fue resuspendido en 2 pl de azul tripano para identificar a las NSs, y
nuevamente fue centrifugado a 1200 rpm. A este botébn de NSs se le agrego
cuidadosamente 100 pl de agarosa tibia y se dejo gelificar. Posteriormente, fue fijado en

PFA 4% por 30 min a 20°C y procesado para incluirlo en parafina de acuerdo con el
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procedimiento establecido; una vez incluido en parafina, se realizaron cortes de 7 um que
fueron adheridos en portaobjetos tratados con TESPA. Los cortes fueron desparafinados
y rehidratados en alcoholes graduales, posteriormente fueron tefiidos con Hematoxilina y
diferenciados con alcohol acido al 1%, después del lavado a chorro de agua por 5 minutos,
las laminillas se pasaron a una solucion saturada de carbonato de litio hasta obtener un
color azul, se realiz6 un lavado a chorro de agua por 10 minutos, las laminillas se pasaron
a etanol al 80%, posteriormente se realiz6 una contratincion sumergiendo las laminillas 2
veces en eosina, finalmente se hicieron pasar por alcoholes graduales para ser montados

con resina.

7.7 Marcaje por inmunofluorescencia (IF) en células cultivadas

Los cortes fueron desparafinados y rehidratados en alcoholes graduales, se incubaron
durante toda la noche a 4°C con los siguientes anticuerpos primarios: anticuerpo policlonal
de conejo anti-GFAP [dilucion 1:500], anticuerpo policlonal de conejo anti-Sox-2
[dilucion1:500], anticuerpo monoclonal de raton anti-Nestina [dilucién 1:500], y anticuerpo
monoclonal de raton anti-MAP-2 [dilucion 1:500]. Después de 24 horas, las muestras se
lavaron y se incubaron durante 2 horas a 37°C con el correspondiente anticuerpo
secundario, FITC anti-conejo de cabra (IgC) fluorescente [dilucién 1:1000] o Rojo Texas
anti-raton IgM de conejo [dilucién 1:1000]. Los nucleos se tifieron con Hoechst [dilucion
1:1000] y se cubrieron con medio de montaje acuoso. Todas las preparaciones se
analizaron con un microscopio de epifluorescencia Imager Axiostar Al (Carl Zeiss). Las

imagenes se tomaron con una camara AxioCamHRc y se procesaron con el software de
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vision REL.4.8 Axio. En cuanto a la inmunofluorescencia, las imadgenes se convirtieron a
escala de grises y el porcentaje de &rea etiquetada y nimero de células para los diferentes
marcadores se analizé con el software ImageJ 1.48v, teniendo en cuenta el area total de

la micrografia.

7.8 Marcaje de las ENSCs pre-implante

Para demostrar que las ENSCs se implantaron en la SNpc, se utilizé el kit CFSE-Cell
Labeling, de acuerdo con las especificaciones establecidas por el fabricante. Este método
se basa en tefiir a las células con 5(6)-Carboxyfluorescein N-hydroxysuccinimidyl ester
(CFSE), un pro-tinte permeable, pero no fluorescente, en donde las estereasas
intracelulares rompen los grupos acetato, dando como resultado la molécula
carboxifluoresceina verde fluorescente impermeable a la membrana. El grupo éster de
succinimidilo reacciona indiscriminadamente con aminas libres intracelulares para generar
conjugaciones covalentes de colorante-proteina. A los 5 dias de cultivo, se tomaron 3 ml
del cultivo en suspension, el cual fue centrifugado a 1200 rpm por 4 min. Posteriormente
se retir6 el sobrenadante cuidando el pellet, se agregaron 500 ul de CFSE (10 uM) con
PBS y se incub6 por 15 minutos a 37°C. Posteriormente se agregaron 500 ul de medio de
cultivo de proliferacion durante 5 minutos, y nuevamente se centrifugd a 1200 rpm por 4
minutos. Se retir6 el sobrenadante, el pellet se resuspendi6 en 200 pl de medio
proliferacion, y se mantuvo a 37°C y 5% CO2, hasta el momento en que las células fueron

implantadas en la SNpc.
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7.8.1 Implante de las ENSCs marcadas con CFSE

Un grupo de ratas Wistar adultas (n=6) fue anestesiado con Ketamina/Xilacina
(70mg/kg/5mg/kq) via i.p. El pellet de las ENSCs marcadas con CFSE fue inyectado en la
SNpc bajo las siguientes coordenadas: AP= 5.3 mm de bregma, L=-2.2 mm de la linea
media y DV= -6.9 con respecto a la dura madre (Paxinos and Watson, 1998). Las ratas
fueron divididas en dos grupos: el primer grupo (n=3) fue sacrificado a los 3 dias post

implante y el segundo grupo (n=3) fue sacrificado a los 5 dias post implante.

7.9 Implante de las ENSCs en la SNpc

Después de 30 dias post-lesion con 6-OHDA, los animales se anestesiaron con
Ketamina/Xilacina (70mg/kg y 5mg/kg) via i.p. Se realizd una segunda cirugia esterotaxica
para el implante de las ENSCs en la SNpc a una densidad de 3x10° células/2 ul. Las
células se centrifugaron a 1200 rpm por 4 minutos, el pellet se resuspendié en 2 pl de
medio de proliferacion suplementado (StemCell) y se mantuvieron a 37°C y 5% de CO:
hasta el momento del implante. Al grupo sham se le administro el vehiculo celular (n=3).
El grupo de 6-OHDA fue dividido en dos grupos: al primer grupo (n=3) se le inyecto el
vehiculo celular, mientras que al segundo grupo se le inyectaron las células (n=6). Los
tratamientos se inyectaron en la SNpc bajo las coordenadas: AP=5.3 mm de bregma, L=-
2.2 mm de la linea media y DV= -6.9 mm con respecto a la dura madre (Paxinos and

Watson, 1998).
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7.10 Analisis histolégico

Las ratas fueron sacrificadas a los 3 y 5 dias después de haber implantado las células
marcadas con CFSE, y a los 5 y 10 dias post implante (DPI). Los animales fueron
anestesiados con pentobarbital (43 mg/Kg) y se perfundieron via intracardiaca con PBS
(pH=7.4), y posteriormente con PFA al 4%, ambos en frio. Se retiraron los cerebros, se
fijaron en PFA al 4% por 24 h a 4°C, y se deshidrataron e incluyeron en parafina. Se
realizaron cortes histoldgicos de 7 um de espesor con un microtomo (LeicaRM 2125RT),
tomando el area de la zona anterior de aproximadamente entre -4.30 a -6.3 mm para la
SNpc a partir de bregma. Las estimaciones se realizaron en 3 animales por tratamiento

en 4 secciones por animal.

7.10.1 Tincion de Nissl

Los cortes histoldgicos de los diferentes grupos fueron desparafinados y rehidratados
en alcoholes graduales. Para la tincion de Nissl, las laminillas se tifieron con violeta de
cresilo durante 20 minutos, se lavaron con agua bidestilada 2 veces, y se deshidrataron
con alcoholes graduales para ser montados con resina. En las células normales se
identifico la presencia de sustancia de Nissl en el citoplasma, cromatina suelta y nucléolos
prominentes. Las células dafiadas fueron identificadas por la pérdida de sustancia de

Nissl, cavitacion alrededor del nucleo, y por la presencia de nucleos picnéticos.
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7.10.2 Inmunohistoquimica para TH

Para la identificacién de TH, se agregd6 buffer de citratos 10 mM durante 20 minutos,
seguida de una solucion de metanol 10% con peroxido 3% /TBS por 30 minutos para
inhibir la peroxidasa enddgena, y se realizaron 3 lavados con TBS 0.1%. El bloqueo se
realizd con suero de cabra (kit Vectastain ABC ELITE, PK6200) durante 20 minutos.
Posteriormente se realizaron 3 lavados con TBS 0.1%, se agreg6 el anticuerpo primario
TH [dilucion 1:300] toda la noche a 4°C, se realizaron 2 lavados con TBS al 0.1%, y se
agrego el anticuerpo secundario biotinilado [dilucion 1:100] (kit Vectastain ABC ELITE).
La preparacion se incubo por 2 horas a 37°C, se realizaron dos lavados con TBS 0.1%, y
se adicioné el conjugado de estreptavidina-peroxidasa (kit Vectastain ABC ELITE).
Posteriormente, se incubo por 30 minutos a temperatura ambiente, se realizaron 3 lavados
con TBS 0.1%, y los cortes fueron revelados con DAB (3,3'-diaminobencidina). Se realizo
una contratincion con hematoxilina de Harris, y las preparaciones se deshidrataron y
montaron con resina. Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio estereoscopico
Discovery. v20 (Carl Zeiss). Se tomaron fotografias a un aumento de 20x con un
microscopio Imager Axiostar Al (Carl Zeiss). Las tinciones se realizaron por triplicado para

cada grupo experimental.
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7.11 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron con la media + error estandar (S.E.M). Todos los datos
fueron analizados estadisticamente por una prueba de Kruskal-Wallis seguida por la
prueba de U de Mann-Whitney. La prueba “t” de Student se utilizé para comparar el grupo
de 6-OHDA de manera pareada con el grupo sham. Todos los procedimientos analiticos
se realizaron utilizando el programa estadistico GraphPad Prism v7. Las diferencias de

p<0.05 se consideraron como estadisticamente significativas.

8. Resultados

8.1 Corte de neuroesferas

Con la finalidad de verificar que las NSs se encontraban contendas en el pellet para
iniciar las IF, se realiz6 la tincién de H&E, en donde su puede ver los agregados celulares
de diferentes tamafios que corresponde a un cultivo de 5 dias, se puede observar en color

azul los nucleos (Figura 10).
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Figura 10. Neuroesferas tefiidas con H&E. Se muestran las NSs de 5 dias de cultivo que fueron incluidas
en parafina y cortadas a 7 um de espesor.

8.2 Las ENSCs en cultivo expresan marcadores de troncalidad

Las ENSCs del plexo mientérico de rata post-natal se analizaron en el dia 5 de cultivo.
Se observaron diferentes agregados celulares en suspensiéon (Figura 11A). Lo cual
demostré que: 1) las ENSCs expresan las caracteristicas de las células troncales, 2)
son viables y 3) proliferan en el implante. La viabilidad de las ENSCs previo al implante
se determiné con la prueba de calceina. Los grupos de células viables, que se tifieron
en verde, mostraron un porcentaje de viabilidad celular de 87% * 3%, frente a un
porcentaje en células no viables (en rojo) de 13% * 4%, con una diferencia significativa
(p <0.05) entre ambos grupos (Figura 11B). Las ENSCs también demostraron ser
proliferativas mediante la incorporacion de BrdU al ADN (en verde) (Figura 11C). El

porcentaje de células positivas para BrdU fue de 77% = 2% en comparacién con los
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agregados totales tefiidos con Hoechst (azul), lo que indica que el ADN recién
sintetizado esta presente en la mayoria de las ENSCs (Figura 11E). Para confirmar
gue las ENSCs expresan las caracteristicas de las células troncales, se evaluo el
numero de células positivas a diferentes marcadores especificos de células troncales
(Figura 11D). Los siguientes marcadores se determinaron como porcentaje de células
positivas del total (células marcadas con Hoechst): GFAP positivo (41% * 2%; p <0.01),
Sox-2 (81% = 2%; p <0.01), Nestin (42% + 2%; p <0,01) y MAP-2 (73% % 2%), todos

diferentes de Hoechst (Figura 11F).
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Figura 11. Caracterizaciéon de las ENSCs de ratas post natales en cultivo. A) La micrografia muestra
un cultivo en suspension de 5 dias de ENSCs provenientes del plexo mientérico; B) Células vivas
tefiidas con calceina (verde) y células muertas positivas para el homodimero de etidio-1(rojo).C)
incorporacion de BrdU (verde) en las NSs, indica el ADN recién sintetizado después de 5 dias de cultivo.
Los ndcleos se tifieron con Hoechst (azul); D) porcentaje de ENSCs positivas para BrdU de las células
totales; E) secuencia de micrografias que muestran ENSCs positivas a diferentes marcadores de
troncalidad (GFAP, SOX-2, Nestina y MAP-2; F) La grafica muestra el porcentaje de células positivas a
marcadores de troncalidad *p<0,01 diferente de Hoechst.
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8.3 Analisis histoldgico

Para evaluar la extension del dafio neuronal causados por la 6-OHDA y los cambios
morfolégicos por el implante de las ENSCs, se evalud la tincion de Nissl en la SNpc de
ratas sometidas al modelo de lesién retrograda y de ratas con el implante de ENSCs
intranigrales. Para el primer caso, se observé una atrofia y degeneracion lenta y
progresiva de las neuronas DAérgicas de la SNpc observadas 30 dias después de la
inyeccidn intraestriatal de la neurotoxina, que corresponde a una degeneracion neuronal
retrograda secundaria a la lesion terminal nigroestriatal DAérgica. Segun los reportes de
la literatura, este modelo representa una etapa temprana de la EP (Sauer y Oertel, 1994;
Przedborski et al., 1995), y se representa en la Figura 12A. Al inducir una degeneracion
DAérgica en la SNpc, fue posible observar que las células vy fibras positivas para TH estan
ausentes en la region dorsal de la SNpc ipsilateral a la lesion (Figura 12C), en
comparacion con el grupo sham (Figura 12B), donde las fibras se observan claramente.
La Figura 12D muestra el sitio de la lesion mecanica donde se implantaron las ENSCs
(micrografia izquierda). Se incluye una ampliacion de este sitio (micrografia derecha,
Figura 12D). Cabe sefialar que las imagenes incluyen tanto el sitio de la lesiéon, como el
area adyacente al implante, aunque el andlisis histolégico e histoquimico detallado
considero solo el area adyacente del implante en la SNpc. Se analiz6 el nUmero de células

tefiidas en el area adyacente de 3 animales por tratamiento y 4 secciones por animal.
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Figura 12. Pérdida de células DAérgicas e implantes ENSC en la SNpc. A) La inyeccion unilateral
de 6-OHDA estriatal genera un modelo retrégrado de denervacion DAérgica. El modelo esta
esquematizado y muestra el sitio de la lesion en el cuerpo estriado y el sitio donde se implantaron los
ENSCs en la SNpc; B) tincion con TH en la SNpc de una rata Sham representativa que muestra el tracto
DAérgico intacto (células y fibras) en ambas areas nigrales (izquierda y derecha) en gris oscuro; C)
ausencia de un tracto TH positivo en la SNpc derecho (lado ipsilateral de la lesién 6-OHDA), en
comparacion con el tracto intacto del lado izquierdo (contralateral a la lesion 6-OHDA); D) sitio de
implante ENSCs en la SNpc; la micrografia izquierda muestra una vista general del corte del cerebro,
mientras que el panel derecho muestra una ampliacién del sitio del implante y las areas adyacentes
tomadas de la imagen original de la izquierda. Para fines analiticos, solo se consideraron las areas
adyacentes (asteriscos).
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El area perteneciente a la SNpc se delimito para considerar solo aquellas células que
se ubicaron dentro de esta region (Figura 13A; 20x). En el momento del analisis, el
namero de células para el grupo Sham fue de 18 = 1, mientras que solo se contaron 9
+ 1 células en el grupo 6-OHDA (p<0,0001; diferente de Sham). Para los grupos 5y
10-DPI, el nimero de células tefidas fue de 15+ 1y 17 + 1, respectivamente (p<0,001
y p<0,0001), siendo diferente del grupo 6-OHDA (Figura 13B). Las diferencias
morfologicas neuronales encontradas entre cada grupo experimental se detalla en la

Figura 14.
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Figura 13. Cambios morfolégicos en la SNpc de ratas lesionadas con 6-OHDA. En A) las células
picnéticas y la desorganizacion de los neuropilos se observan en la SNpc del grupo lesionado con 6-
OHDA, en contraste con las células bien conservadas del neuropilo en el grupo Sham. Las células en
la SNpc disminuyen por el efecto retrégrado de la lesion estriatal de 6-OHDA en comparacion con el
grupo Sham. Se pueden ver células neuronales en la SNpc a los 5y 10 dias posteriores al implante. En
B) El nimero de células neuronales (pigmentadas) en la SNpc de animales simulados se compara con
el de los grupos 6-OHDA, 5y 10 DPI. ****p<0.0001, diferente de Sham +++p<0.001 y ++++p<0.0001,
diferente de 6-OHDA.
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Figura 14. Detalles de la morfologia neuronal en la SNpc. La imagen muestra diferentes detalles
morfoldgicos neuronales encontrados en la SNpc de todos los grupos experimentales. A) Células
neuronales con soma bien conservado, citoesqueleto y nudcleo integral, asi como reticulo
endoplasmatico pigmentado en el grupo Sham; B) Contraccién nuclear y condensacién de cromatina
en respuesta a la lesion retrégrada de 6-OHDA (punta de flecha roja), acompafiada de desorganizacion
neuronal (punta de flecha negra) y neuropilo; C) Células neuronales con soma, citoesqueleto y ndcleos
integros, acompafiadas de un pequefio soma alargado, con un citoplasma intensamente pigmentado
(flecha roja) en la SNpc del grupo 5-DPI.

8.3.1 El implante de las ENSCs permanece en la SNpc y modifica su

morfologia

Para demostrar que el implante ENSCs permanecié en la SNpc y puede adaptar su
morfologia al microambiente local, las células se marcaron con CFSE antes del
implante, y luego se siguieron durante 3y 5 dias en animales no lesionados. El marcaje
con CFSE también se us6 para determinar la viabilidad celular. La Figura 15A muestra
que las ENSCs permanecieron cerca del sitio del implante a 3 DPI, sin cambiar su
morfologia original. EI marcaje también mostré que los ENSCs implantados eran
viables a 3 DPI. El seguimiento de las células marcadas con CFSE a 5 DPI muestra
gue las células desarrollaron cambios morfologicos, presumiblemente como una
respuesta adaptativa al entorno nigral (Figura 15B). También se observé que, aunque

con una marca menos intensa, posiblemente debido a la pérdida de sefial fluorescente,
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los restos (pequefios granulos verdes) de CFSE (indicado por flechas blancas)
permanecieron en el citoplasma, lo que indica que estas células corresponden con las
ENSCs implantadas. Las ampliaciones del campo a 5 DPI se muestran en el panel
inferior (Figura 15 B). La cuantificacion de las células CFSC + Hoechst positivas se
comparo con el total de células marcadas con Hoechst, mostrando que alrededor del
11% del total de células presentes en la region nigral correspondia a células

implantadas.
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A) CFSE /

B) CFSE/

Figura 15. Las ENSCs implantados permanecen en la SNpc y cambian su morfologia. En un
ensayo independiente, las ENSCs se tifieron previamente con CFSE antes del implante, y se les dio
seguimiento durante 3 y 5 dias en la SNpc de ratas no lesionadas. A) Se observa un grupo de ENSCs
tefiido con CFSC a 3 DPI, que muestra que las células permanecieron cerca del sitio del implante y son
viables; B) Las ENSCs marcadas mostraron cambios morfoldégicos que podrian corresponder a
modificaciones adaptativas; estas células todavia mostraban el marcador CFSE a 5 DPI, lo que indica
que estas células se diferencian y permanecen en el sitio de implante (escala de la barra 20 um). En el
panel inferior, se muestra un aumento (zoom digital) de las células implantadas de B).

54



8.4 La expresion de MAP-2 incrementdo en la SNpc de ratas

implantadas con ENSCs

Se cuantificd la expresion y el numero de células inmunoreactivas a MAP-2, que
denotan la presencia de células neuronales para cada grupo experimental (Figura 16).
La inmunoreactividad positiva contra MAP-2 (evidenciada como marcaje verde
alrededor de los nucleos azules) se mostré en las células de los grupos Sham, 5y 10
DPI, pero solo moderadamente en el grupo 6-OHDA (Figura 16A). En la Figura 16B,
el nimero de células positivas para MAP-2 para el grupo 6-OHDA (3 £ 0.3 por campo)
disminuyo significativamente (p <0.001) en comparacién con el grupo Sham (10 = 0.3).
Se encontré un aumento en el niumero de células neuronales positivas para MAP-2 en

los grupos 5y 10 DPI (5 £ 1y 7 £ 1, respectivamente), con respecto al grupo 6-OHDA.
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Figura 16. Las células inmunopositivas a MAP-2 prevalecen en la SNpc de ratas implantadas con
ENSCs. Los cortes de tejido obtenidos de los diferentes grupos experimentales se inmunotifieron contra
la proteina neuronal MAP-2 (verde); el Hoechst (azul) se utiliz6 para contrastar los nicleos. A)
Micrografia que muestra que las células tomadas del cultivo original estan presentes y permanecen en
el tejido nigral a 5 DPI; B) Las micrografias muestran células positivas a MAP-2 (Sham, 5y 10 DPI) del
area adyacente al sitio del implante en la SNpc (escala de la barra 50 um); C) El grafico muestra el
porcentaje de é&rea tefiida para células inmunoreactivas a MAP-2 en la SNpc de los diferentes
tratamientos experimentales. ***p<0.001, diferente del grupo Sham.
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8.5 La expresion de DAT incrementd6 en la SNpc de ratas implantadas
con ENSCs

Cuando se evaluoé la expresion de DAT en los grupos implantados, se encontraron
células inmunoreactivas a DAT en el area adyacente al implante (SNpc) en cortes de
los diferentes grupos experimentales. En los grupos Sham, 5 y 10 DPI, se encontrd
intracelularmente y en la membrana la presencia de DAT (Figura 17A). Se hall6 una
expresion moderada de DAT en las células restantes del grupo 6-OHDA. El nimero
de células positivas a DAT por campo (Figura 17B) del grupo de 6-OHDA (3 £ 0.5)
disminuy6 (p<0.001) en comparacion con el grupo Sham (7 + 1). Para los grupos 5y
10 DPI, el numero de células positivas a DAT aument6 en comparacién con el grupo

6-OHDA (6 + 0.5y 5 + 1).
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Figura 17. La SNpc de animales implantados con ENSCs expresa DAT. Las muestras de tejido se
inmunotifieron para DAT (verde) y los nlcleos con Hoechst (azul). A) Las células adyacentes al implante
gque expresaban DAT eran prominentes en los grupos Sham, 5y 10 DPI, y moderadas y difusas en el
grupo 6-OHDA,; B) El grafico muestra el nUmero de células positivas a DAT por campo en los diferentes
grupos experimentales. **p<0.001, diferente de Sham; +p<0.05 y ++p<0.001, diferente de 6-OHDA.
Escala de la barra 50 pm.

58



8.6 Las ENSCs implantadas incrementan la expresion de TH en la
SNpc

Se evalud la inmunoreactividad a TH y el recuento celular en la SNpc en los
diferentes cortes de los grupos experimentales (Figura 18). Se observaron cuerpos
celulares de tamafo mediano con bifurcaciones dendriticas -caracteristicas de las
células DAérgicas- (Figura 18A, ver detalles en los recuadros). También se determiné
el porcentaje de area marcada para TH (Figura 18B). La inmunoreactividad basal
(grupo Sham) fue de 92% + 8%, mientras que el valor de la inmunoreactividad para el
grupo 6-OHDA fue de alrededor de 35% £ 9%, siendo significativamente menor
(p<0.001) que el grupo Sham. Cuando se analiz6 el porcentaje de area positiva a TH
para los grupos de implantes, se encontr6 un aumento significativo de p<0.05 y

p<0.001 para 5y 10 DPI (84% + 5% y 90% * 4%, respectivamente).
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Figura 18. Las ENSCs implantadas aumentan la expresién de TH en la SNpc. A) Las micrografias
muestran células inmunoreactivas a TH (marrdn) en la SNpc de ratas Sham, 6-OHDA, 5 y 10 DPI; B)
El grafico muestra el porcentaje de &rea positiva a TH para cada grupo experimental. ** p<0.001,
diferente de Sham; +p<0.05y ++ p<0.001, diferente de 6-OHDA.
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9. Discusion

Este trabajo es el primero en investigar la eficacia del implante de ENSCs en la SNpc
en un modelo neurotéxico retrogrado producido por la inyeccién intraestriatal de 6-
OHDA a ratas. Se evaluaron los cambios morfoldgicos y neuroquimicos a 5y 10 DPI
para evaluar la viabilidad de las ENSCs implantadas en los animales lesionados. En
términos generales, nuestros resultados proporcionan evidencia de supervivencia,
proliferacion y diferenciacion de estas células después de su implante. Varios estudios
han confirmado la presencia de las SC y progenitoras multipotenciales adultas en el
SNE, tanto en condiciones in vitro como in vivo, a traveés de la presencia de diferentes
marcadores expresados a diferentes edades de los individuos. Young y cols. (2003)
mostraron que aproximadamente entre el 5y el 10% de los marcadores, incluidos
PGP9.5 y S100b, que son especificos para las células neuronales y gliales
respectivamente, se expresan en los ganglios linfaticos mientéricos post-natales del
intestino delgado y grueso en el dia cero de nacimiento. La evidencia previa ha
demostrado que el nicho de las SCs en el SNE se encuentra entre el plexo mientérico
y la capa muscular longitudinal del intestino, y que, cuando se estimula el receptor 5-
HT4 (el subtipo de receptor de serotonina que regula la secrecion y la motilidad
gastrointestinal) la supervivencia de las células entéricas, el proceso neurogénico y la
expresion de marcadores de precursores neuronales y factores de transcripcion
(incluidos Sox-10, Nestina y PHOX2B) aumentan, mientras que la apoptosis celular
disminuye (Liu et al., 2009), lo que demuestra la presencia de neurogénesis entérica

en adultos.
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En este contexto, el cultivo de ENSCs a partir del plexo mientérico de rata postnatal
nos permitié obtener NSs que expresaban marcadores de troncalidad (GFAP, Sox-2,
Nestina y MAP-2). Estos resultados son consistentes con lo sugerido por Kempermann
y cols. (2004) con respecto a la expresion de diferentes marcadores que son
caracteristicos de las células neuronales en varias etapas de diferenciacion. La
expresion de GFAP y Sox-2 en nuestros experimentos sugiere que las ENSCs estan
en proceso de diferenciacion, ya que la expresion de esta proteina glial denota la
presencia de SCs, mientras que la expresion de Nestina sugiere que parte de las
ENSCs se estan diferenciando tempranamente (escenario de células neuronales).
Nuestros resultados también mostraron un aumento en la expresién de Sox-2, un
factor de transcripcion que es esencial para el mantenimiento, la diferenciacion y la
proliferacion de ENSCs en la etapa adulta. A su vez, la mayor expresion de MAP-2
sugiere que las ENSCs implantadas estan comprometidas con un linaje neuronal
maduro. En conjunto, estos hallazgos son consistentes con los resultados reportados
por Hagl y cols. (2013), quienes demostraron que el co-cultivo de las NSs entéricas
expresa marcadores de células troncales, tales como Nestina, Nanog, Sox-2 y Oct4,
asi como marcadores de células diferenciadas y maduras, incluidas la B-tubulina Il 'y
TH. En este contexto, nuestros resultados también sugieren que el SNE aloja células
troncales/progenitoras que pueden dar lugar a subtipos neuronales y gliales, lo que
convierte a este sistema en una fuente y herramienta valiosa para obtener células que

podrian diferenciarse en linajes especializados.
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Nuestra hipétesis se validé al confirmar que las células cultivadas expresaron
marcadores de células troncales, que son viables y que pueden proliferar una vez que
estas son implantadas en la SNpc. Al principio, se supuso que, una vez implantadas,
las ENSCs encontrarian las condiciones adecuadas en el nicho para permanecer,
sobrevivir y diferenciarse en un linaje neuronal DAérgico. Esta consideracion se basa
en la evidencia que muestra que, a pesar de que un insulto téxico inducido por 6-OHDA
puede afectar el sistema DAérgico en la SNpc, el nicho aun contiene factores
neurotréficos y de transcripcion necesarios para estimular la supervivencia, y los
procesos de proliferacion y diferenciacion (Chauhan et al., 2001). Esta caracteristica,
junto con las propiedades intrinsecas de las células implantadas, constituye un fuerte
apoyo para el disefio futuro de terapias basadas en el reemplazo celular en areas
cerebrales dafiadas. Sin embargo, aun hay varios problemas que resolver para esta
estrategia, el mas importante es como realizar la inyeccion de las células con factores
neurotroficos necesarios para mejorar su establecimiento funcional y su viabilidad a
largo plazo durante el implante. Este tema necesita mas investigacion en el modelo
estudiado en este trabajo.

Por otro lado, en este estudio se utiliz6 un modelo toxico retrogrado. Este modelo
implica la induccion de una lesion DAérgica lenta y progresiva similar a la observada
en la EP temprana. La evidente pérdida de células y fibras TH positivas, junto con la
presencia de células picnéticas y la disminucion de las células pigmentadas de la
SNpc, proporcionan evidencia del dafio progresivo causado por 6-OHDA en el modelo
toxico; sin embargo, en la SNpc, no todas las células DAérgicas se ven afectadas por

6-OHDA, ya que hay una subpoblacion en el area dorsal de esta region que expresa
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proteinas que se unen al calcio, como la calrretinina y la calbidina. Estas proteinas
ayudan a prevenir la acumulacion de calcio intracelular, evitando posteriormente la
excitotoxicidad del glutamato y la neurotoxicidad de la 6-OHDA (Nemoto et al., 1999;
Tsuboi et al., 2000). Por esta razén, elegimos dicha &rea como el sitio del implante, ya
gue consideramos que este remanente de células es necesario para establecer la
interaccién con las células implantadas, y esta interaccidn podria reclutar las acciones
de citocinas, quimiocinas y morfégenos, enriqueciendo asi el nicho (Morrison y
Spradling, 2008). Por lo tanto, planteamos también la hipétesis de que el contenido
enriquecido del nicho contribuye a facilitar la adaptacion de las ENSCs implantadas, al
menos durante los primeros 5 a 10 dias posteriores al implante. En apoyo a esta
consideracion, en nuestro estudio, cuando se realizé un andlisis morfoldgico, se
encontré un aumento en el numero de células en el area adyacente al sitio del implante
a los 5y 10 dias posteriores al implante. Por lo tanto, es probable que las ENSCs se
implantaran en un nicho apropiado, de modo que pudieran diferenciar, migrar y ocupar
un area adyacente al sitio del implante, donde encontraron las condiciones necesarias
para seguir un patron de diferenciacion en la etapa terminal celular. Esto fue
corroborado por el marcaje con CFSE y el seguimiento adicional de ENSCs después
de 5 dias posteriores al implante, lo que demostré la integracion de las células con
remanentes de CFSE en la SNpc y su expresion de un fenotipo neuronal. Ademas, en
funcion de las caracteristicas morfolégicas observadas para estas células, se puede
suponer que, a pesar de que ya estan comprometidas con un linaje neuronal, estas
células aun permanecen en un proceso de diferenciacion temprana. En este punto, era

evidente, de acuerdo con nuestros resultados morfolégicos, que las condiciones del
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implante eran apropiadas. Sin embargo, el fenotipo neuronal basado en caracteristicas
bioquimicas era necesario para respaldar nuestras observaciones. Por lo tanto, se
determind la expresion de MAP-2, DAT y TH. La expresion de MAP-2 aumentd
después de 10 DPI, lo que sugiere que las ENSCs pueden diferenciarse previamente
en células neuronales durante dicho periodo. Este hallazgo indica que estas células
conservan sus propiedades multipotentes en un entorno similar al de su origen, lo que
significa que el SNE comparte condiciones ambientales con la SNpc. En este sentido,
nuestros resultados son consistentes con los reportados por Zhang Yy cols. (2003),
quienes mostraron que las células de la zona subventricular (SVZ) implantadas en el
estriado adulto se diferencian en interneuronas, lo que demuestra que las células que
se implantan incluso en un microambiente diferente al de su origen pueden
diferenciarse hacia un linaje neuronal si encuentran condiciones apropiadas.

Cuando se evaluo la inmunoreactividad contra dos marcadores dopaminérgicos, DAT
y TH, para mostrar resultados funcionales de las células implantadas, se encontré una
poblacion de células positivas para estos marcadores, |0 que sugiere que las células
implantadas y parcialmente diferenciadas son aparentemente funcionales, al menos
durante los primeros 10 DPI. Estos hallazgos contrastaron con el escenario esperado
producido por la unica lesién con 6-OHDA, donde se encontraron fibras denervadas
inmunoreactivas a TH en el cuerpo estriado y una marcada degeneracion de las
neuronas DAérgicas en la SNpc. Se ha informado que una dosis Unica de 6-OHDA en
el cuerpo estriado conduce a una reduccion del 80% en la inervacion estriatal, y a una
pérdida del 90% de la poblacién DAérgica (Blum et al., 2001; Saito et al., 2007). Al

considerar en conjunto la inmunoreactividad contra TH y la expresion de DAT a5y 10
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DPI en los grupos implantados, es probable suponer que las ENSCs se diferencien en
un linaje DAérgico. Las ENSCs derivan de la cresta neural durante el desarrollo
embrionario, por lo que comparten el mismo origen que las células del SNC vy, por lo
tanto, mantienen su potencial para diferenciarse en células DAérgicas especificas en
la SNpc. Estos resultados coinciden con lo reportado por Hagl y cols. (2013), quienes
mostraron que las ENSCs del apéndice humano migran y se diferencian hacia células
positivas para TH y B-tubulina 1l después de 4 dias de cultivo, cuando se cultivan en
la capa cortical del cerebro de la rata. Sus resultados también demostraron el potencial
del SNE como fuente autdloga de células troncales neurales. De igual manera, el
reporte mostrd que las condiciones apropiadas son esenciales para que las ENSCs se
adapten, diferencien y permanezcan funcionales, una vez implantadas en un
microambiente similar al que provienen (Almond et al., 2007).

Finalmente, en apoyo adicional a los prometedores resultados de este estudio, se
han propuesto diferentes fuentes de células DAérgicas para implantes, incluyendo
células fetales del mesencéfalo ventral (CMV), células troncales embrionarias (ESC) y
células pluripotentes inducibles (iPSC), entre otros (Fjodorova et al., 2017; Chang et
al., 2012; Takahashi et al., 2007). Sin embargo, este tipo de fuentes e implantes
presentan desventajas en comparacion con las ENSCs, como diversas implicaciones
éticas para su adquisicion, la disponibilidad restringida de tejido fetal, la contaminacién
celular frecuente (mezcla de células de otros linajes) o incluso la formacion de
teratomas (Brederlau et al., 2006; Chang et al., 2012). A este respecto, aqui hemos

demostrado que la fuente de produccién de ENSCs es viable, no hay restriccion en la
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obtencién de las células, por lo que el SNE puede considerarse como una fuente

adecuada para obtener células autdlogas para reparacion del sistema DAérgico.

10. Conclusién

El SNE es una fuente valiosa de células que pueden diferenciarse a corto plazo en
células con fenotipo neuronal DAérgico. Este estudio mostrd, por primera vez, que bajo
condiciones adecuadas para el cultivo e implante de las ENSCs en la SNpc de ratas
lesionadas con 6-OHDA, las células pueden sobrevivir, diferenciarse y proliferar a corto
plazo, demostrandolo mediante la caracterizacion y fenotipificacion DAérgica, lo que
apoya el concepto de que las ENSCs se diferenciaron hacia un fenotipo esperado
para reemplazar las células de la SNpc que fueron dafiadas por una lesion neurotoxica,

similar a las observadas en los trastornos neurodegenerativos, como lo es la EP.
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11. Perspectivas

En el presente estudio establecimos, de manera detallada, las condiciones del
implante, de tal forma que estamos haciendo una contribucién sélida y original, no solo
a través de diferentes resultados evaluados para validar este modelo, sino también a
través del uso de un modelo neurotdxico y condiciones de implante méas controlados.
Por lo tanto, bajo nuestra perspectiva, el presente estudio representa la base para
comenzar estudios a largo plazo que prueben la terapia de reemplazo en el modelo
retrégrado de degeneracion nigrostriatal en un modelo de la EP. Debido a esto, es
necesario demostrar, mediante la determinacién de los metabolitos DAérgicos y la
expresion de marcadores DAérgicos mas especificos, que estas células pueden

también reconstituir la funcion neuronal de la SNpc a largo plazo.
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Abstract: Backgromnd: Parkimon s Dhisease (PI) 13 2 common nenrod sgenerative dsonder affecting
the dopaminergic (D Aergic) system. Replucement therapy is a promising alternative aimed ai recm-
simcting ihe cyimarchitecture of affecied hrain regions in PD. Experimental approaches, such as the
reqil acement of DA ergic newroms with cells obtined from the Enjeric Mervous System (ENS) has yet
o e exploned.

Mbjiective:r To establish and characierize a cell replacement simtegy with ENS Cells (ENSCs) m 2 PD
madel in rs.

Methods: Smoe ENSCs can develop mature DAergio phenoiypes, here we ouliured i fferentiated
cells from the my ic plexis of newbam mats, estatblishing that they exhibil multipotential charc-
feristics. These cellk were characterized and further implmied m the Substonfio nigra pams compacia
{SMpc) of aduli rais previously lesioned by a retrograde degen erative model pmd.nmd by mirasiriatal
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Bacaved: Decarehar I, 019 mjection of &-Hydrxydapamine (§-0HDA)L DAegic loers. weTs in imgil o validaie
:ﬁ_‘;ﬂ""‘;.‘,&ﬁ their viahility and possible differentiation once implanied.
o Resules: Cell cultures were viahle, exhibiied stem cell f and d pariialby undiffe
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uniil the time of implant. The retograde lesion induced by 6-0HDA produced DAsrgic denervation,
reducing the mumber af fhem and cells in the SMpo. Implantation of EMSCs in the SMpo of 6-0HDA-
lesioned rais was iracked afier 5 and 10 days posi-implant. During that time, the mplni moreased se-
leciive neuromal and DAergic markems, Including Microiubule-Associated Protein 2 (MAP-2), Dapa-
mine Transparier (DA T), and Tyrosine Hydnoxylase (TH)

Comclusion: Our novel remiis suggest that ENSCs possess a differen fiating,, proliferative and restor-
ftive pojential thai may offer therapeutic modalities to afiermale newndegenerative evenis with the n-
hereni demise of DA ergic neunms.

Keywords: Replacement iherapy, stem cells, 6-hydroxydopamine, enteric nervous system, Parkinson's disease, dopaminergic
markers.
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1L INTRODUCTHON

Parkinson's Disease (FD) is a neurodegenerative disorder
with well-known neurochemical alterations and neuropatho-
logical festures. PDis considerad the second most frequendy
expresed chronic neurodegenerative disorder worldwide [1,
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