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RESUMEN.

Introduccién: La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas
prevalente. La muerte de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra, provoca una
disfuncion de los circuitos de los ganglios basales, lo que afecta el control motor. Se han utilizado
diferentes estrategias de terapia génica como tratamientos experimentales para la EP. CRISPR-Cas
es una herramienta exitosa de edicion de genes que puede modificar la transcripcion de genes y
puede usarse para activar la expresion de genes en regiones o células especificas del cerebro. Como
prueba de concepto para el tratamiento de la EP, utilizamos Sinergismo de activacion multiple de
genes (SAM), un sistema de activacion de genes CRISPR, para producir dopamina (DA) en
astrocitos en el cuerpo estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA. Una linea celular de astrocitos se
modificé para sintetizar tirosina hidroxilasa (TH), la tinica enzima de la que carecen estas células

para producir DA, y se prob6 por medio de un trasplante en un modelo de rata de la EP.

Metodologia: Se probaron diferentes secuencias guias de RNA (sgRNA) candidatas dentro de la
region del promotor de ¢4 de rata, y se determiné la expresion del gen ¢k enddgeno y la presencia
de la expresion de la proteina Th en la linea de células gliales C6 mediante RT-PCR, Western blot
y ensayos de inmunofluorescencia. Empleando pseudo-lentivirus, el complejo SAM y el sgRNA
se transfirieron a cultivos linea celular de astrocitos de rata, se determind la expresion génica y la
sintesis de proteina Th; asimismo, se determind la liberacion de DA al medio de cultivo. Luego,
los astrocitos modificados (que producen DA) se inyectaron en el cuerpo estriado de ratas
hemiparkinsonianas lesionadas con 6-OHDA. El comportamiento motor se evalué mediante una

prueba de cilindro, la prueba de rotacion inducida por anfetamina y la prueba de la viga inclinada.

Resultados: La expresion de Th en células gliales produce liberacion de DA al medio de cultivo
(11.78+6.358 nmol/pg de proteina). Ademas, también observamos una mejora del comportamiento
motor en las ratas lesionadas con 6-OHDA que recibieron astrocitos Th en comparacion con las
ratas lesionadas que recibieron astrocitos que no produjeron DA. Por otro lado, no hubo diferencias
entre el grupo implantado con astrocitos productores de Th frente al grupo sham (no lesionado) en

las pruebas de comportamiento motor.

Conclusion: La activacion enddgena de 4 por el sistema SAM puede producir una mejora motora
en el modelo de rata 6-OHDA que demostrd los beneficios del uso terapéutico de CRISPR en

enfermedades neurodegenerativas de etiologia no genética.



ABSTRACT.

Introduction: Parkinson's disease (PD) is the second most prevalent neurodegenerative disease.
The death of dopaminergic neurons of the substantia nigra, causes a dysfunction of the basal
ganglia circuits, which affects motor control. Different gene therapy strategies have been used as
experimental treatments for PD. CRISPR-Cas is a successful gene-editing tool that can modify
gene transcription and can be used to activate gene expression in specific brain regions or cells. As
a proof of concept for treating PD, we used Synergism activation multiple (SAM), a CRISPR gene
activation system, to produce Dopamine (DA) in astrocytes on the striatum of 6-OHDA-lesioned
rats. Astrocytes were modified to synthesize tyrosine hydroxylase (TH), the only enzyme these

cells lack to produce DA, and evaluated in a murine PD model.

Methodology: Different candidate SgRNAs within the rat th promotor region were tested, and the
expression of the endogenous th gene and the presence of the TH protein expression was
determined in the C6 glial cell line by RT-PCR, Western blot, and immunofluorescence assays.
Employing pseudo-lentivirus, the SAM complex, and the sgRNA were transferred into primary
cultures of rat astrocytes, and gene expression, and TH protein synthesis were determined;
furthermore, DA release into the culture medium was determined. Then, the modified astrocytes
(producing DA) were injected into the striatum of 6-OHDA hemiparkinsonian rats. Motor behavior
was evaluated by the cylinder test, amphetamine-induced rotation, and the inclined beam test.

Results: The expression of TH in glial cells produces DA release into the culture medium
(11.78+6.358 nmol/ug protein). Moreover, we observed motor behavior improvement in the 6-
OHDA lesioned rats that received TH-astrocytes compared to lesioned rats receiving astrocytes
that did not produce DA. On the other hand, there were no differences between the group implanted
with TH-producing astrocytes compared to the sham group (non-lesioned) in the motor behavior

tests.

Conclusion: Endogenous th activation by the SAM system can produce motor improvement in the
6-OHDA rat model that demonstrated the benefits of the therapeutic use of CRISPR on

neurogenerative diseases of non-genetic etiology.



INTRODUCCION.

1. ENFERMEDAD DE PARKINSON.

1.1. Concepto.
La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo cronico progresivo que se
caracteriza por una disfuncién motora que incluye los sintomas de bradicinesia, temblor en reposo
y dificultad al iniciar y terminar los movimientos (Hayes, 2019; Khan et al., 2019). Originalmente
fue descrita en 1817 por James Parkinson en un ensayo donde describia pacientes que presentaban

estos sintomas (Hayes, 2019).

El término “parkinsonismo” implica al sindrome clinico que incluye bradicinesia, rigidez, temblor
en reposo, marcha lenta con arrastre de los pies y pérdida del equilibrio. La causa mas comun de
parkinsonismo es la enfermedad de Parkinson, pero existen otras como el consumo de farmacos,
toxinas y enfermedades como la atrofia multiple sistémica (MSA) que producen un cuadro clinico

de parkinsonismo (Reich & Savitt, 2019).

1.2. Variantes de la enfermedad de Parkinson.

La enfermedad de Parkinson idiopatica presenta una etiologia compleja producida por multiples
posibles causas, teniendo un componente genético y de agentes ambientales, pero no uno definido
como causa Unica de la enfermedad. A nivel molecular, la enfermedad de Parkinson presenta a-
sinucleina mal plegada en agregados, disfuncion mitocondrial, impedimento de sistemas de
eliminacion de proteinas, neuroinflamacion y estrés oxidativo en las neuronas dopaminérgicas

(Jankovic & Tan, 2020).



El termino de Parkinson atipico es utilizado para describir un grupo de patologias
neurodegenerativas con sintomatologia parecida a la enfermedad de Parkinson; como lo son la
atrofia sistémica multiple, la parélisis supranuclear progresiva y la degeneracidon corticobasal

(Bhatia & Stamelou, 2017).

1.3. Epidemiologia.
La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas prevalente en el
mundo; alrededor de 6 millones de personas la padecen, y esta cifra va en aumento al incrementar
el namero de adultos mayores en la poblacion. La incidencia de EP va en un rango de 5 a 35 por
cada 100 000 habitantes, siendo hasta 10 veces mas la incidencia entre la sexta y novena década de

la vida (Simon et al., 2020).

En nuestro pais la incidencia anual en 2014 fue de 8.2 pacientes, en 2015 de 10.4, en 2016 de 11.4,
en 2017 de 12.7 y en 2018 de 10.8 por cada 100 000 habitantes. Se ha determinado un incremento
exponencial en la incidencia en México después de los 60 afios, llegando a valores de 65.9 por 100
000 habitantes en mayores de 65 afios. Estimaciones calculan que estos valores aumenten a 14.9

por 100 000 habitantes en 2023 en la poblacion en general (Martinez-Ramirez et al., 2020).

Al continuar incrementando la poblacion mayor de 60 afos, se espera que en las siguientes dos
décadas incremente de manera drastica la prevalencia de pacientes con EP; esto se verad

acompafiado con un incremento significativo de la carga econdmica y social (Simon et al., 2020).



1.4. Etiopatogenia de la enfermedad de Parkinson.
Las caracteristicas neuropatoldgicas de la EP son la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas
en la sustancia nigra pars compacta, junto con los agregados de a-sinucleina intraneuronales
llamados cuerpos de Lewy. Durante mucho tiempo se ha considerado, que cerca del 70% de las
neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra deben haber muerto, para que aparezcan los
sintomas clinicos caracteristicos de la EP (Fearnley & Lees, 1991). Las posibles afectaciones que

causan la muerte de las neuronas dopaminérgicas, se describen a continuacion:

1.4.1. Mutaciones en genes relacionados con EP.

La genética de la EP es compleja, existen modificaciones en la expresion de diversos genes que
contribuyen al desarrollo de la patologia, y pueden interactuar con otros factores genéticos y
ambientales para aumentar la probabilidad de desarrollar la enfermedad. Los estudios mas recientes
de asociacion de genoma ampliado han identificado mas de 70 sitios que pueden afectar el riesgo
de EP (Nalls et al., 2019). La mayoria de estos genes estan relacionados con los sistemas de
autofagia-lisosoma y con la inmunidad; las cuales son necesarias para poder eliminar agregados

proteicos como el caso de la a-sinucleina.

Entre los genes mutados encontrados en mayor frecuencia, se encuentra el gen SNCA (o-
sinucleina), el cual fue de los primeros genes asociados a la EP, la mutacion de este gen se asocia
a los agregados de a-sinucleina mal plegados; se considera una mutacion de alta penetrancia
(autosomica dominante). Los pacientes que presentan esta mutacion tienen un inicio temprano de
los sintomas de la EP entre los 40 y 50 afios, con sintomas motores tipicos de Parkinson; también

muestran una rapida progresion de la enfermedad (Polymeropoulos et al., 1997).
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Las mutaciones en el gen LRRK?2 (cinasa 2 de los repetidos ricos en leucina) son la principal causa
de enfermedad de Parkinson familiar. Estudios han identificado hasta 50 posibles mutaciones en
este gen que se asocian a formas familiares e idiopaticas de EP. Esta mutacion presenta baja
penetrancia en los individuos. Pacientes con mutaciones en este gen, presentan un cuadro clinico
tipico de EP, incluyendo sintomatologia no motora, presencia de cuerpos de Lewy y degeneracion

de neuronas dopaminérgicas (Simén-Sanchez et al., 2009).

El gen GBA (glucocerebrosidasa) codifica la proteina lisosomal que degrada a Ia
glucocerebrosidasa; mutaciones del gen GBA causan la enfermedad de Gaucher. Pacientes con esta
enfermedad desarrollan sintomas parkinsonianos, y tienen hasta diez veces mas riesgo de

desarrollar EP (Goker-Alpan et al., 2004).

La variedad de EP familiar que inicia a edades muy tempranas (alrededor de los 30 afos), que
muestra sintomas tipicos y/o atipicos, se conoce como EP juvenil. Esta variante se relaciona con
mutaciones en el gen Parkina, que presenta una herencia autosdémica recesiva. El gen Parkina
codifica a la ligasa E3 ubiquitina, la cual es un regulador clave para la degradacion proteica en el
proteasoma (Zhou et al., 2016). Los pacientes con esta mutacion tienen sintomas motores tipicos,
una progresion lenta de la enfermedad, distonia prominente, pérdida de neuronas dopaminérgicas,

pero sin sintomas no motores y ausencia de los cuerpos de Lewy (Van De Warrenburg et al., 2001).

Las mutaciones en el gen PINK! (cinasa 1 inducida por PTEN) y en el gen DJ-1 (Daisuke Junko-
1) causan enfermedades similares a las mutaciones del gen Parkina, con sintomas motores tipicos
que aparecen muy temprano, de progresion lenta y ausencia de sintomas no motores. Las proteinas
Parkina, PINK1 y DJ-1 pueden ejercer funciones neuroprotectoras en condiciones fisioldgicas, y
su pérdida parece desencadenar degeneracion de neuronas dopaminérgicas (Bonifati et al., 2003;

Valente et al., 2004).
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1.4.2. Disfuncion mitocondrial.

A través de la evaluacion con diferentes toxinas (rotenona, piridabeno, MPTP y fenpiroximato) que
inducen la inhibicion del complejo I mitocondrial en modelos de roedores, se ha podido observar
neurodegeneracion de neuronas dopaminérgicas; lo que sugiere un papel en la enfermedad de
Parkinson (Subramaniam & Chesselet, 2013). Alterar la cadena de transporte de electrones, causa
un incremento en la permeabilidad mitocondrial, que a su vez aumenta la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la actividad de la sintasa de 6xido nitrico en la mitocondria (Bose &

Beal, 2016).

Genes implicados en la patogénesis de la enfermedad de Parkinson familiar (Parkina, SNCA, DJ-
1, UCHL-1, LRRK?2, PINKI, NURRI, VPS35, y HtrA2) causan directa o indirectamente disfuncioén
mitocondrial. Por ejemplo, mutaciones en el gen de la Parkina causa una forma de Parkinson
juvenil. Parkina codifica a la ubiquitina proteasa ligasa (E3). En modelos de animales knockout
para el gen Parkina, se ha observado una disminucidon de proteinas encargadas de regular a los
complejos I y IV mitocondriales; produciendo un decremento de la actividad mitocondrial hasta

dafiar la integridad de la mitocondria (Bose & Beal, 2016).

Modelos en cultivos celulares de corteza cerebelar de rata con mutacion puntual del gen PINKI
(codifica a la proteina PARK6) muestran disminucion de la actividad mitocondrial, disminucion de
la sintesis de ATP y agregados de a-sinucleina (Liu et al., 2009). La a-sinucleina puede causar
disrupcion proteica mitocondrial en la EP. La a-sinucleina tiene una secuencia dominio terminal
que la dirige a la mitocondria (MTS), esta secuencia MTS se une con la translocasa del exterior de
la membrana mitocondrial (TOM) permitiendo la entrada de la a-sinucleina al espacio

intermembrana de la mitocondria. En este espacio intermembrana, el dominio MTS de la o-
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sinucleina se une con la translocasa de la membrana interna mitocondrial (TIM), llevando a la a-
sinucleina a la matriz mitocondrial. Se ha reportado la asociacién entre las concentraciones

crecientes de a-sinucleina con un aumento proporcional de las ROS (Di Maio et al., 2016).

1.4.3. a-sinucleina.
La a-sinucleina es una proteina compuesta de 140 aminoécidos, codificada por el gen SNCA. La a-
sinucleina tiene tres regiones; una region positivamente cargada en el extremo N terminal, una
region hidrofobica central y una region altamente 4cida en el extremo C terminal. Normalmente,
se encuentran dos formas de esta proteina en el citoplasma, en forma de mondmeros o tetrameros.
Mutaciones en la a-sinucleina pueden disminuir la concentracion de los tetrdmeros de a-sinucleina,
rompiendo el equilibrio de las dos formas; los mondmeros de la a-sinucleina son la forma soluble,
los cuales tienen la capacidad de romper membranas y causar la muerte celular (Danzer et al.,
2007). La a-sinucleina tiene un papel importante en la formacion y el trafico de vesiculas para el

transporte y liberacion de neurotransmisores en neuronas (Diao et al., 2013).

Numerosos estudios in vitro, modelos en animales y estudios post mortem de pacientes con la
enfermedad de Parkinson han demostrado el papel importante de los agregados de a-sinucleina

(cuerpos de Lewy) como signo patognomonico de la enfermedad (Farrer et al., 2004).

La disfuncion del sistema lisosomal de degradacion de proteinas también puede estar implicada en
la acumulacién de a-sinucleina y la progresion en la enfermedad de Parkinson. Se ha demostrado
que el incremento de la concentracion de a-sinucleina a nivel intracelular en neuronas se asocia
con un aumento de la proteina de membrana asociada a lisosomas tipo 2A (LAMP-2A) y a la
proteina lisosomal afin al choque térmico (hsc70), componentes clave para mediar la autofagia. En
diversos estudios de inmunofluorescencia en neuronas dopaminérgicas se ha visto la colocacion de
la a-sinucleina con la proteina LAMP-2A (Mak et al., 2010).

13



Mutaciones genéticas relacionadas con la aparicion de agregados de a-sinucleina (mutacion en el
gen GBAI, mutaciones puntuales en A53T, A30P y E46K del gen SNCA) también se relaciona con
alteraciones del sistema de degradacion de proteinas por lisosomas (Rocha et al., 2018); en un
modelo de ratéon transgénico con la mutacion puntual en A53T se observa agregados de a-
sinucleina en astrocitos induciendo neurodegeneracion y alteraciones motores tempranas con una

rapida progresion a paralisis (Gu et al., 2010).

Por otro lado, genes que también se han asociado con la enfermedad de Parkinson como DNAJC6
(auxilina), SYNJI (sinaptojanina 1), SH3GL2 (endofilina Al), LRRK2, PRKN, y VPS35 se
relacionan con alteraciones en la endocitosis vesicular (SVE) lo que contribuye a la formacion de

agregados de a-sinucleina (Nguyen et al., 2019).

1.4.4. Vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas.
Las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta (SNpc) normalmente presentan
deficiencias en el sistema de endocitosis vesicular (SVE) y de la formacion de lisosomas (sistema
ubiquitina proteasoma). Como se ha mencionado anteriormente multiples alteraciones encontradas
en estas neuronas e incluso en astrocitos, se relacionan con la falla de estos sistemas. Sin embargo,
no es necesaria la presencia de estas mutaciones en las neuronas dopaminérgicas, para la aparicion
de la enfermedad. Una vulnerabilidad intrinseca de las neuronas dopaminérgicas, es la acumulacion
de dopamina (DA) en el interior de la neurona. La DA se encuentra guardada en vesiculas previo
a su liberacion dependiente de calcio en las terminales axdnicas, o incluso en el soma neuronal; las
concentraciones citoplasmaticas elevadas de a-sinucleina interfieren con las vesiculas de DA
(interaccion con sinaptojanina 1, proteina relacionada con la eliminacion de las vesiculas; causando

disfuncion de la vesicula), permitiendo que la DA se incremente en el citoplasma.
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Ademés, las neuronas dopaminérgicas presentan normalmente un metabolismo activo constante,
debido a la necesidad de mantener una arborizacion dendritica amplia y la produccidn constante de
DA para su liberacion; por lo que las neuronas dopaminérgicas producen grandes concentraciones
de especies reactivas de oxigeno (ROS), radicales de oxigeno y peroxido, sometiendo a las
neuronas a una alta tasa de estrés oxidativo constante (Dias et al., 2013). La DA citoplasmatica
puede interaccionar con las ROS llevando a la formacion de quinonas de DA (Jana et al., 2011).
También, la DA interacciona con la monoamina oxidasa (MAQO) en la membrana exterior de la
mitocondria produciendo peréxido de hidrogeno; lo que incrementa las ROS y en general, el estrés

oxidativo de la neurona (fig. 1) (Jana et al., 2011; Meiser et al., 2013).
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1.5. Fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson.

1.5.1. Ganglios basales.
Los sintomas motores tipicos de la enfermedad de Parkinson (EP) y algunas de sus caracteristicas
cognitivas y conductuales son causados por la pérdida de neuronas dopaminérgicas y sus
conexiones con el estriado, la pérdida permanente de la inervacion dopaminérgica detona cambios

estructurales y por ende de los circuitos neuronales (Surmeier, 2018).

El modelo clésico del control motriz incluye al sistema de los ganglios basales, de los cuales forma
parte el estriado. En el sistema de los ganglios basales, existen las neuronas espinosas medianas
(MSN) estriatales de dos poblaciones distintas; en la via directa y en la indirecta. Las MSN de la
via directa (AIMSN) expresan receptores de dopamina D1 y D5, acoplados a una proteina Gs y
proyectan directamente al globo palido interno y a la substancia nigra pars reticulata (GP1/SNr),
considerados los nticleos de salida de los ganglios basales. Por lo tanto, se cree que la activacion
de la via directa reduce la salida de los ganglios basales mientras inhabilita la inhibicion talamica,
estimulando el movimiento. Por el contrario, las MSN de la via indirecta (iIMSN) expresan
receptores de dopamina D2, D3 y D4 acoplados a una proteina Gi e indirectamente proyectan a la
salida de los ganglios basales a través del globo palido externo y el nicleo subtalamico (GPe y
STN). El talamo se inhibe y el movimiento se suprime cuando se activa esta via, aumentando la

salida de los ganglios basales (McGregor & Nelson, 2019).
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La DA modula a estas dos poblaciones de manera opuesta, provocando un aumento en la actividad
de dMSN y una disminucioén en la actividad de iMSN. En general, este balance de las dos vias tiene
como resultado permitir el movimiento al inhibir la inervacion GABAérgica del GPi hacia el
talamo. En la enfermedad de Parkinson, la ausencia de dopamina en el estriado causa una
disminucion significativa de la actividad de la via directa; causando un desbalance en la actividad
de los ganglios basales, que origina un aumento de la actividad de GPi/SNr dando una inhibicion
del tadlamo, disminuyendo su actividad glutamatérgica hacia la corteza; resultando en una

disminucion del movimiento (fig. 2) (McGregor & Nelson, 2019).

NORMAL Enfermedad de Parkinson
{ Cerebral cortex } 4 Cerebral cortex
Glu
+lGIu +$Glu +;Glu +‘Glu
o Striatum Striatum VA/VL
thalamus
{ D, W D, @ thalamus D, 02 ‘
sumulaloryn (inhibitory) GABA lory) (mhlb-tofy) _4GABA
= - vGABA
Gluj + $GABA P Glu )
M GPe ==/ STN .
SN GABA GABA .
PC | - lGABA v T GABA b T
GPi/SNpr el GPi/SNpr J
Glf To spinal cord + | To spinal cord
Y and brainstem and brainstem

Figura 2. Alteraciones de los ganglios basales en la enfermedad de Parkinson. En morado se presentan los nucleos con menor
actividad y en rojo con actividad aumentada.

1.5.2. Papel de los astrocitos en la enfermedad de Parkinson.

Los astrocitos son necesarios para preservar a las neuronas, mantienen la estructura y el
metabolismo del cerebro y controlan el flujo sanguineo, el transporte de agua y la transmision
sindptica (Sofroniew & Vinters, 2010). En particular, el factor neurotréfico derivado de la glia

(GDNF) es crucial para el crecimiento y la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas, es una
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de las muchas sustancias quimicas neurotréficas que son producidas por la glia (Leu-Fen. et al.,
1993). La barrera hematoencefalica, que se ha demostrado que estd comprometida en pacientes con
EP, también estd influenciada por los astrocitos (Gray & Woulfe, 2015). Ademas, los astrocitos
rodean el lugar donde la microglia inicia una respuesta inmunitaria, formando una barrera para

detener la propagacion de sefiales dafiinas hacia el tejido sano cercano (Sofroniew & Vinters, 2010).

Se han encontrado mutaciones en 17 genes diferentes relacionadas con el desarrollo de la EP.
Recientemente, al comparar el transcriptoma de varios subtipos de células cerebrales humanas y
de ratdon, muchos de los genes asociados con mutaciones monogénicas de EP, se presentan mutados

en astrocitos y neuronas simultaneamente, incluso superiores en astrocitos (Zhang et al., 2016).

Se ha observado inclusiones de a-sinucleina en astrocitos, teorizando que los astrocitos pueden
endocitar la a-sinucleina que proviene de las neuronas. Se ha propuesto, que lo hacen por medio
del receptor TLR4. Por otra parte, se ha descrito que la a-sinucleina endocitada se localiza en el
lisosoma, indicando que los astrocitos pueden estar involucrados en su eliminacion y

descomposicidn, con el fin de preservar un entorno favorable para las neuronas (Fellner et al.,

2013).

En cultivos primarios de astrocitos se ha demostrado que altas cantidades de a-sinucleina
extracelular provocan una respuesta inflamatoria dependiente de TLR4. Este efecto parece
depender de la concentracion, lo que puede ser crucial para comprender como se desarrolla la
enfermedad de Parkinson. La a-sinucleina puede ser endocitada y degradada por los astrocitos
cuando es producida por las neuronas, pero es posible que, si la concentracion de a-sinucleina
incrementan en el espacio extracelular por encima de un umbral determinado, desencadene una
respuesta inflamatoria y comience a surgir la enfermedad (Fellner et al., 2013; Klegeris et al.,
2006). Al mismo tiempo, es posible que cuando la a-sinucleina extracelular estd presente en altas
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concentraciones, los astrocitos endociten cantidades cada vez mayores, lo que provoca la
agregacion y la creacion de inclusiones de a-sinucleina. Esta acumulacién excesiva lleva al
astrocito a una desregulacion de la recaptura de glutamato y de la integridad de la barrera

hematoencefalica (por el canal de acuaporina 4) (Gu et al., 2010).

1.6. Cuadro clinico de la enfermedad de Parkinson.

La enfermedad de Parkinson se caracteriza por sintomas cardinales como la bradicinesia (lentitud
del movimiento con detencidn transitoria) acompanada de golpeteo frecuente con los dedos de
manos y pies. Otras manifestaciones de la bradicinesia se pueden observar durante el examen
clinico, que incluyen la micrografia, (voz hipofonica / suave), fascies similar a una mascara causada

por la disminucién del movimiento facial espontaneo y una velocidad de parpadeo mas lenta.

Los temblores en reposo de la enfermedad de Parkinson normalmente son lentos (4-6 Hz), de inicio
son asimétricos y frecuentemente comienzan en la extremidad superior distal, sin embargo, a veces

pueden comenzar en la extremidad inferior.

Las primeras modificaciones en la forma de andar se caracterizan por un aleteo de brazos acortado
asimétricamente, pero a medida que avanzan los cambios, la longitud de la zancada y la altura del
paso disminuyen, lo que le da a la forma de andar su caracteristica. Es posible que los pacientes ya
no puedan girar (o girar el cuerpo en su mismo eje), por lo que deben dar muchos pasos para dar

una vuelta completa (Waller et al., 2021).

La enfermedad de Parkinson tiene un periodo prodromico en donde se presentan sintomas no
motores como lo son datos de ansiedad y/o depresion; trastornos del suefio REM, disminucion del

olfato (anosmia), constipacion, disfuncion urinaria, hipotension ortostatica y excesiva somnolencia
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durante el dia. Estos sintomas ocurren afios antes de que el paciente presente sintomas motores

(Armstrong & Okun, 2020; Poewe et al., 2017).

1.7. Tratamiento de la enfermedad de Parkinson.

Existen una gran variedad de tratamientos farmacologicos para la EP y su sintomatologia tanto
motora como no motora (tabla 1); pero el farmaco de eleccion para la sintomatologia motora es la
levodopa, como tratamiento basado en la sustitucion de la dopamina en el estriado (Armstrong &
Okun, 2020). Otros farmacos como los inhibidores de la monoamino oxidasa B (MAO-B) o la
catecol-O-metiltransferasa (COMT), permiten en etapas tempranas de la enfermedad controlar la
sintomatologia motora, evitando la degradacion de la DA; pero conforme progresa la enfermedad
y continuan muriendo las neuronas dopaminérgicas, su efecto terapéutico es insuficiente, por lo
que los pacientes terminaran dependiendo de la levodopa para controlar los sintomas motores

(Poewe et al., 2017; You et al., 2018).

Neurotransmisor involucrado en la farmacoterapia.

inhibidores de la COMT
(entacapone).

colinesterasa
(rivastigmina).

intom: - - - - ——
Sintomas Dopamina Seotonina Norepinefrina  |Acetilcolina Otros
Levodopa con carbidopa, Anticolinergicos
agonistas dopaminergicos (fesoterodina,
Sintomas (pramipexaol), inhibidores darifenacina), .
motores de la MAO B (rasagilina) Inhibidores de la Amantadina.

Alteraciones

Inhibidores de la MAO B.

Inhibidores de la

Cognitivas colinesterasa.

- . . . Inhibidores de la
.. Quetiapina, Clozapina. |Primavanserina. .

Psicosis colinesterasa.

Inhibidores selectivos de la Antidepresivos
Depresion Agonistas recaptura de serotonina, de triciclicos
Ansiedad dopaminergicos. serotonina y noerepinefrina, (imipramina,
antidepresivos triciclicos. amitriptilina).

Tabla 1 Tratamiento farmacolégico de la enfermedad de Parkinson.




La levodopa es el precursor de la sintesis de DA, esta conversion se lleva a cabo por la enzima
descarboxilasa de aminoacidos aromadticos (AADC); la ventaja del uso de levodopa en
comparacion con la DA, es que la levodopa puede atravesar la barrera hematoencefalica y la DA
no, por lo que su administracion de manera sistémica es posible (Birkmayer & Hornykiewicz,

1961).

Un mecanismo potencialmente significativo en el efecto de la levodopa es que las neuronas no
dopaminérgicas, en particular las neuronas serotoninérgicas, expresan AADC y son, hasta cierto
punto, capaces de convertir la levodopa exdgena y absorber, almacenar y liberar dopamina (Carta

et al., 2007).

A medida que la EP avanza y un mayor nlimero de neuronas dopaminérgicas mueren, empiezan a
aparecer trastornos motores asociados a la administracion continua de levodopa. Esto sucede
debido a que el patron de disparo ténico normal en la transmision de dopamina nigroestriatal
cambia a un patrdn fésico, por la pérdida progresiva de las concentraciones de dopamina estriatal
causada por la degeneracion de las terminales dopaminérgicas y la dependencia de la dosificacion
intermitente con levodopa exogena. Este cambio altera los receptores postsinapticos con cambios
posteriores en genes, proteinas y neurotransmisores, lo que lleva a cambios en los circuitos motores

de los ganglios basales (Vijayakumar & Jankovic, 2016).

Las discinesias son movimientos involuntarios, impredecibles y de contorsion de la cara, los
brazos, las piernas o el tronco, con frecuencia tienen una cualidad fluida, parecida a la de un baile,
pero también pueden provocar sacudidas rapidas o espasmos musculares lentos y prolongados;
estos normalmente suceden poco tiempo después de la administracion de la levodopa (Poewe et

al., 2017; You et al., 2018).
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Otro problema del uso de levodopa de manera continua, son efectos adversos como la aparicion de
trastornos del control de impulsos, que se definen como una falla para controlar o resistirse a
impulsos, deseos o tentacion a realizar acciones que pueden ser dafiinas a uno mismo o a otros
(Guze, 1995; You et al., 2018). En estos trastornos se encuentran desde compras compulsivas,
impulso para realizar apuestas, trastornos de alimentacion y sexuales; estudios han demostrado que
estos comportamientos aumentan cuando los pacientes estan en etapas avanzadas de la EP y con el
uso de levodopa (Voon et al., 2017). Aunque parte de los sintomas prodromicos de la EP se
encuentra los trastornos del sueiio REM, también se ha visto un aumento de estos trastornos en los

pacientes con tratamiento de levodopa (Fantini et al., 2015).

1.8. Otros tratamientos para la enfermedad de Parkinson.

1.8.1. Estimulacion cerebral profunda (DBS).
Una terapia complementaria llamada estimulacion cerebral profunda (DBS) puede ayudar a
disminuir algunos de los sintomas motores producidos por la administracion de levodopa en
pacientes con Parkinson en etapas tardias de la enfermedad. Reduce las discinesias y las
fluctuaciones motoras inducidas por levodopa en un 73% a 83%, asi como el deterioro motor en
un 33% a 67%. DBS emplea electrodos acoplados a un "generador de pulso implantable" que envia
estimulacion eléctrica a un area seleccionada del cerebro; el nucleo subtalamico (STN) es un

objetivo comun para DBS (Houeto et al., 2000; Kogan et al., 2019).

La DBS desincroniza las vias neuronales paralelas a lo largo de los rangos de frecuencia y controla
la descarga palidal excesiva. Pero, la teoria mas ampliamente aceptada es que la DBS reduce la
sincronizacion oscilatoria anormal a bajas frecuencias (13-35 Hz), lo que reduce los sintomas de la

EP. Si la DBS del nucleo subtalamico de alta frecuencia reduce los patrones de actividad
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anormalmente sincronizados en la banda, que son el sello distintivo de los pacientes con EP no

tratados, esto podria explicar la mejora en la funcién motora (Eusebio et al., 2012).

No todos los pacientes con EP son candidatos a este tratamiento; la eleccion del paciente adecuado
para la DBS puede resultar mas dificil debido a la heterogeneidad clinica de los casos especificos
de EP. La eleccion y la familiaridad con el centro quirurgico (otros aspectos a considerar son la
habilidad quirtrgica y la especializacion del neurocirujano), la prevalencia de discinesias y
distonias, la probabilidad de futuras comorbilidades cognitivas o psiquiatricas y la necesidad de
levodopa preoperatoria son factores que afectan la seleccion del paciente. Actualmente, no existen
datos objetivos inequivocos que sirvan como guia para la seleccion precisa de pacientes en la DBS
para EP, sin embargo, muchos médicos intentan personalizar la seleccion de criterios de DBS segtin

las necesidades especificas de cada paciente (Kogan et al., 2019).

1.8.2. Estimulacion magnética transcraneal (TMS).

La estimulacién magnética transcraneal (TMS) emplea la induccion electromagnética a través de
un campo magnético que cambia rapidamente para generar pequeias corrientes eléctricas que
estimulan la actividad en areas particulares o difusas del cerebro, y puede crear cambios en la
excitabilidad sindptica en la corteza cerebral; los cambios plasticos pueden ser duraderos, sobre
todo en la corteza motora y/o corteza suplementaria. Estas modificaciones de la conectividad
cortinal neuronal pueden causar la liberacion de dopamina desde los ganglios basales (Heumann et

al., 2014).
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La TMS se ha utilizado para tratar los efectos cronicos del uso de levodopa y el desarrollo de
discinesias. En protocolos donde se usa estimulacién magnética repetitiva transcraneal (rTMS) se
ha observado reduccion de la sintomatologia discinética, en donde frecuencias mayores de 5 Hz
induce mejorias en la excitabilidad de la corteza y frecuencias menores de 1 Hz pueden disminuirla
(Chen et al., 1997; Pascual-Leone et al., 1994). Otra variante de la TMS es la estimulacion de
disparos beta, la cual aplicada sobre el area motora M1 de la corteza, ha demostrado una mejoria

de la sintomatologia discinética y de larga duracion (Morgante et al., 2006).

En otro estudio se evalto la sintomatologia no motora de la enfermedad de Parkinson tratada con
la estimulacién magnética transcraneal repetitiva (rTMS) sobre el area motora M1, obteniendo
mejoria en el rendimiento motor y en la cognicidén, aunque un efecto menor en la cognicidon
comparado con la mejoria motora. La eficacia preliminar de la TMS sobre la depresion y la
cognicion, ha demostrado resultados prometedores en pacientes con la EP (Khedr et al., 2020). Aun
se desconoce si los cambios en la plasticidad y la neuromodulacion cortical seran permanentes
después de aplicar varias sesiones de TMS en pacientes con EP, pero un estudio pequefio indico

que la TMS puede mejorar la memoria de trabajo en pacientes con EP (Q. Zhang et al., 2020).

1.9. Modelos experimentales de la enfermedad de Parkinson.

1.9.1. Modelos basados en neurotoxinas.
Los modelos basados en neurotoxinas son los mas clédsicos y utilizados para probar terapias e
investigar mecanismos de la EP, ya que tiene la gran ventaja de ser mas sencillos de llevar a cabo.
De estos modelos los mas populares son el modelo basado en 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y el

de 1-metil, 4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (Dauer & Przedborski, 2003).

La 6-OHDA debe administrarse directamente en el parénquima cerebral ya que no puede atravesar

la barrera hematoencefalica. Los sitios de inyeccion son en el estriado y el haz del prosencéfalo
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medial (MFB). La autooxidacion rapida de 6-OHDA da como resultado la creacion de peroxido de
hidrogeno, radicales superdxidos, quinonas y radicales hidroxilo; las neuronas dopaminérgicas son
sensibles a las ROS, degenerando de forma retrégrada. Los signos y sintomas suelen ser graves y
persistentes, este modelo excluye la enfermedad relacionada con cuerpos de Lewy (Blandini et al.,

2007; Przedbroski et al., 1995).

La inyeccion de 6-OHDA se administra con mayor frecuencia de forma unilateral. Debido a que el
lado contralateral se usa como control del lado dafiado. Se evalia mediante la prueba de giros con
anfetamina (los animales giran hacia el lado de la lesion). Ademads, la lesion bilateral, es bien

conocida por causar afagia, adipsia y deterioro motor bilateral (Kin et al., 2019).

Modelos de primates no humanos y ratones de la EP, han sido inducidos por toxinas como MPTP,
una de las neurotoxinas mas conocidas que mata a las neuronas dopaminérgicas. Este modelo
surgié al observarse el efecto de la toxina en humanos, que desarrollaban sintomatologia
parkinsoniana severa posterior al contacto. MPTP es una molécula lipofilica que cruza rapidamente
la barrera hematoencefalica. Después de la inyeccion sistémica, la monoamino oxidasa B en los
astrocitos cambia el MPTP en MPDP+. Después de eso, se oxida a MPP+, un subproducto téxico
que las neuronas dopaminérgicas internalizan a través del transportador de dopamina.
Interrumpiendo el complejo I de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, el MPP+
provoca estrés oxidativo y una reduccion en la sintesis de ATP, causando la muerte de las neuronas

dopaminérgicas (Cui et al., 2009; Javitch et al., 1985).

Aunque los ratones son sensibles al envenenamiento por MPTP, el dafio producido por la toxina
puede ser reversible; en comparacion a los primates que presentan un dafio permanente. Pero, se
ha observado que mediante el desarrollo de un régimen croénico de MPTP, los ratones tratados con

MPTP se emplean como un modelo que es facil de usar, econdmico y altamente reproducible
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(Meredith & Rademacher, 2011). La neurodegeneracion rapida y temporal en el modelo de 6-
OHDA es una de sus deficiencias mds significativas. Sin embargo, este inconveniente podria no
aplicarse al modelo de MPTP, porque la muerte de las neuronas dopaminérgicas es progresiva y,

por lo tanto, los sintomas se desarrollan gradualmente (Bezard et al., 1999).

2. TERAPIA GENICA EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON.

2.1. Definicion de terapia génica.

La terapia génica es el proceso de tratar una enfermedad mediante la introduccion de material
genético, yasea ADN o ARN, en las células de los pacientes. Uno de los siguientes tres mecanismos
subyace a la accion del material genético transferido: (i) permitir la expresion del gen transferido,
(i1) prevenir la expresion de un gen objetivo o (iii) alterar un gen objetivo. Hace mas de 50 aios, la
idea de la terapia génica se propuso por primera vez como un medio para tratar los trastornos

monogénicos hereditarios (Friedmann & Roblin, 1972).

Ejemplos de tratamientos basados en terapia génica es en la atrofia muscular espinal tipo 1 (SMA1),
la cual es una enfermedad monogénica (mutacion del gen SMNI) que afecta a las motoneuronas;
los pacientes presentan disminucion del tono muscular y debilidad progresiva (Finkel et al., 2014).
Hoy en dia existen opciones de terapia génica en donde se remplaza el gen mutado con un vector
viral de un adenovirus asociado. Mendell y colaboradores realizaron la terapia en un grupo de 15
pacientes con la enfermedad, los pacientes han superado la expectativa promedio de vida y
presentando mejoria motora (Mendell et al., 2017). Este es un ejemplo de una terapia génica

exitosa, una simple aplicacion para una modificacion genética y resultados duraderos.
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2.2. Herramientas de edicion génica.
En la terapia génica, se han implantado una gran variedad de herramientas de edicion genética,
dentro de las cuales las més importantes son las nucleasas relacionadas con los dedos de zinc

(ZFNs), el efector similar al activador de la transcripcion (TALEN) y el sistema CRISPR-Cas.

Las ZFNs son una clase de endonucleasas que se han usado y modificado para producir rupturas
de doble cadena del ADN (DSB) en sitios especificos del genoma. Detectan secuencias de ADN
largas (de 12 a 40 pares de bases [pb]). Sin embargo, las nucleasas no se han utilizado mucho en la
edicion del genoma debido a sus pocos sitios de reconocimiento y al desafio de determinar su
orientacion precisa. Ademas, los cortes aleatorios producto de las ZFNs resultan en la reparacion
homologa (HDR) o heter6loga (NHEJ) de la doble cadena de ADN, o incluso un remplazo de una
secuencia completa para inactivar o activar un gen respectivamente. No obstante, se ha tratado
crear terapias basadas en esta herramienta, existe una edicion cruzada con los ZF para la mayoria
de los sitios gendmicos, ya que muchos dominios de ZF se encuentran adyacentes unos con otros,
por lo que una edicidn especifica se vuelve mas complicada. Por lo tanto, es necesario examinar
muchos dominios ZF para producir un par de modificaciones funcionales. Dentro de las ventajas
de los ZF es ser una herramienta de terapia génica prometedora debido a su pequeiio tamafio y
capacidad para incorporarse a virus adeno-asociados (AAV), que son vectores practicos y comunes

para la edicion de genes in vivo (Yin et al., 2017).

Las proteinas efectoras de tipo activador de la transcripcion (TALE) se encontraron en el patdogeno
vegetal bacteriano Xanthomonas y tienen dominios de union al ADN que son repeticiones de
residuos de 33 a 34 aminodcidos (Boch & Bonas, 2010). Una combinacion de motivos TALE
repetitivos con los RVD correctos puede unirse a una secuencia de ADN especifica. TALE, a

diferencia de los ZF, pueden reconocer y vincularse a sitios blanco sin interferir con ninguno de los
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dominios TALE individuales (Moscou & Bogdanove, 2009). Sin embargo, la recombinacion
homologa entre secuencias TALE repetidas dificulta la creacion de vectores que expresan los

arreglos TALE (Veres et al., 2014).

De las herramientas de edicion genética, la més nueva, eficiente y prometedora es el sistema
CRISPR/Cas, el cual se descubrié como un mecanismo de defensa bacteriano para proporcionar
inmunidad adquirida contra la insercion del genoma de los bacteridfagos (fagos). La mayoria de
los sistemas CRISPR/Cas que se utilizan para la edicion de genes son sistemas de clase 2, que solo
necesitan una endonucleasa de ADN, como Cas9 o Casl2a (Cpfl), para separar las cadenas del
ADN de bacteridofagos o plasmidos mientras son guiados por una secuencia de ARN (sgRNA). La
sgRNA y las Cas9 trabajan juntos en el sistema CRISPR/Cas9 para crear una RNAsa III que puede

editar el ADN de doble cadena (Jinek et al., 2012).

El complejo Cas9 se une al sitio objetivo, que es complementario a la region espaciadora del
sgRNA y tiene un motivo adyacente al protoespaciador (PAM). En general, diferentes secuencias
de PAM son reconocidas por varias proteinas Cas. Por ejemplo, la proteina Cas9 de Streptococcus
pyogenes (SpCas9) utilizada con frecuencia puede detectar una secuencia NGG en el extremo 3'
de la region del protoespaciador. Los dominios de endonucleasas similares a HNH y RuvC de Cas9

cortan las cadenas de ADN complementario y no complementario, respectivamente, después de
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unirse a una ubicacidon objetivo. El punto de escision se encuentra 3 pb corriente arriba de la

secuencia PAM y da como resultado dos extremos romos de ADN (fig.3) (Zetsche et al., 2015).

sgRNA

PAM

:
]

. Ruptura de doble cadena (DBS). ..
Reparacion heterologa. Reparacién homologa.
Disrupcion del gen de interés Correccion del gen de interés.
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Disrupcion del ADN. Disrupcion del ADN. ADN reparado.

Figura 3. Sistema CRISPR/Cas9. Componentes del sistema CRISPR/Cas9 y los dos tipos de reparaciones de la
doble cadena de ADN para la inactivacion o activacion de un gen especifico.

En general, la region distal de PAM puede tolerar los desajustes de la union entre el area del

espaciador de sgRNA y el sitio proximal al PAM (no es necesario que la sgRNA hibride

perfectamente para iniciar el primer cambio conformacional de las Cas). El desarrollo de un mejor

sistema CRISPR/Cas9 con una excelente especificidad de edicion, redujo considerablemente sus

efectos de sitios equivocados de reconocimiento. Debido al hecho de que las proteinas Cas9 tienen

dos dominios de endonucleasa, es posible alterar uno de estos dominios y producir una forma de

nickasa de Cas9 (nCas9). Cuando nCas9 se coexpresa con un par de sgRNA que se dirigen a las

hebras de ADN opuestas de un sitio objetivo, se puede utilizar para eliminar genes (Ran et al.,

2013).
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2.2.1. CRISPR de activacion (CRISPRa).

Los primeros estudios para disefar la proteina Cas9 identificaron numerosos residuos de catalisis
de ADN que, cuando se alteran, producen variantes de la proteina que ain son capaces de unirse al
ADN, pero carecen de actividad de nucleasa. Estas variantes de Cas9 (dCas9) sin actividad de
nucleasa, inactivadas o muertas pueden fusionarse posteriormente con dominios efectores
transactivadores, lo que permite a los usuarios guiar con precision una determinada actividad
funcional a cualquier sitio arbitrario del genoma. Varios grupos de investigacion han desarrollado
recientemente formas que brindan a la dCas9 la capacidad de inducir la expresion génica, con
dCas9-VP64 sirviendo como el primer activador y el estdndar contra el cual, se miden de forma

rutinaria los activadores de segunda generacion posteriores (Chavez et al., 2016).

Los sistemas de CRISPRa pueden activar la transcripcion directamente de un gen, afectar la
conformacion de la cromatina permitiendo la lectura y pueden reclutar otros activadores
transcripcionales y/o epigenéticos en el sitio objetivo. Hay al menos tres tipos de sistemas
CRISPRa, estos pueden dividirse en: dependiente de una proteina transactivadora fusionada a la
dCas9, a una proteina acoplada a la sgRNA o un sistema CRISPRa combinado en donde la dCas9

y la sgRNA traen unidas o fusionadas proteinas transactivadoras.

El primer sistema de activacion de genes fue el dCas9-VP64, en el cual la Cas9 inactivada se
encuentra fusionada con la proteina VP64, la cual son cuatro copias de la proteina viral 16 del virus
Herpes simplex. Con este sistema también se pudo lograr la multiple activacion de genes por
primera vez con un sistema basado en CRISPR, demostrando una activacion especifica (Maeder et

al., 2013; Perez-Pinera et al., 2013).
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El dominio de transactivaciéon VP64 aumenta la acetilacion de histonas y atrae el componente p300
del complejo activador. En un estudio, en cultivo primario de fibroblastos de ratén se transformé
directamente en células neuronales inducidas funcionales, mediante la activacion de genes
enddgenos de los factores de transcripcion neuronal de raton Brn2, Ascll y Mytl! (factores BAM).
En ese estudio, también se determind que una elevacion inmediata y continua de la expresion
génica endogena de estos marcadores, iba acompanada de un aumento de los marcadores

epigenéticamente activos H3K27ac y H3K4me3 (Balboa et al., 2015; Black et al., 2016).

Los genes pueden activarse alterando directamente los estados epigenéticos en la region
potenciadora utilizando el dCas9 fusionado con un modificador epigenético. A diferencia de los
sistemas de proteina de fusion del factor de transcripcion activador de dCas9, la proteina de fusion
dCas9-modificador epigenético, modifica directamente las marcas epigenéticas especificas en
ubicaciones especificas, en contraste con los dominios activadores utilizados en factores
transcripcionales disefiados anteriormente como VP64, que actian como andamios para reclutar
multiples componentes del complejo de preiniciacion, incluidos factores transcripcionales y

epigenéticos.

Se puede realizar la activacion de genes en células humanas por medio de la fusion de la dCas9
con la proteina acetiltransferasa p300 (dCas9-p300). La p300 es una enzima altamente conservada
involucrada en una variedad de funciones celulares, entre las cuales, servir como proteina
transactivadora (reclutadora de la polimerasa). Se ha probado el efecto del sistema CRISPR-
dCas9/p300, encontrandose que la proteina de fusion dCas9/p300 cataliza la acetilacion de la
histona H3 lisina 27 en sus ubicaciones objetivo, pudiendo activar la transcripcion de genes como
ILIRN, MYOD y OCT4 de manera especifica y solida a partir de promotores y potenciadores con

la sgRNA (Hilton et al., 2015).
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Otro sistema de CRISPRa con modificaciones epigenéticas, es el CRISPR de sinergismo de
activacion multiple (SAM), el cual se compone de la dCas9 fusionada con la proteina VP64, y una
secuencia guia de ARN con un triple bucle, que permite la unién de un complejo transactivador
MPH (incluye las proteinas transactivadoras HSF1 y p65) (fig.4) (Konermann et al., 2015; Y. Zhang
et al., 2015). Estos componentes permiten la desacetilacion del genoma y la transcripcion robusta
de los genes de interés. SAM permite activar multiples genes lo que se ha comprobado con altos
niveles de transcripcion, de manera robusta y continua (Konermann et al., 2015); en un estudio en
fibroblastos se desdiferenciaron a células troncales pluripotentes (iPSCs) por medio de SAM
activando los genes OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC, por medio de pseudolentivirus (Xiong et al.,

2016).

MPH
complejo

sgRNA

ADN LU/
dCas9 #
ol

Figura 4. Complejo CRISPR SAM.

En otro estudio se utiliz6 SAM para activar el gen de la follistatina (Fst) que su sobreexpresion
induce el incremento de la masa muscular, en un modelo de ratdn transgénico de distrofia muscular,
teniendo crecimiento de fibras musculares en los miembros anteriores (Liao et al., 2017). En
general, el sistema SAM y Suntag (otro sistema de CRISPR de activacion basado en la proteina
p300 fusionada con la dCas9) presentan las mas altas tasas de transcripcion de genes en un estudio

donde se compararon varios sistemas de CRISPRa en células HEK293T (Chavez et al., 2016).
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2.2.2. CRISPR de inactivacion (CRISPRi).

El CRISPRI es el utilizado para inactivar un gen, tiene dos vertientes, una que funciona como el
CRISPR clasico inicial que se describi6 anteriormente, y la segunda que es por medio de una Cas9
cataliticamente inactivada (dCas9) sin actividad endonucleolitica. En donde los dominios de
nucleasa similar a RuvC (D10A) y HNH (H840A) de dCas9 se ven afectados por dos mutaciones
puntuales, agregando una proteina represora que permite el bloqueo de la transcripcién de un gen
activo (Jinek et al., 2012). CRISPRIi permite el silenciamiento de ARN codificantes y la buisqueda
de areas reguladoras codificantes sin tener los efectos secundarios dafinos de Cas9 provocados por
roturas de doble cadena de ADN. Sin embargo, en comparacion con el Cas9 activo, CRISPRIi es
mas susceptible de guiar la seleccion de ARN (sgRNA), y el silenciamiento génico suele ser

insuficiente (Gilbert et al., 2014).

Dentro de las opciones de CRISPRIi, se encuentra la dCas9 fusionada con Kriippel (KRAB) un
represor transcripcional, el cual ha demostrado tener las més grandes tasas de interferencia génica
al crear bibliotecas de sgRNA mejoradas y unir varios dominios represores a dCas9, estas

dificultades se han superado en gran medida (Alerasool et al., 2020).
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El dominio KRAB de KOX1 (ZFN10) se usa en casi todos los métodos, posiblemente porque fue
el primer KRAB7 funcionalmente descrito (Margolin et al., 1994). En una revision sistematica, se
evaluo una construccion bipartita de la proteina 2 de union a metil-CpG (MeCP2) acoplada a KOX1
KRAB. En numerosas pruebas, el represor KOX1 KRAB-MeCP2-dCas9 funcion6 mejor que
KOX1 KRAB-dCas9, lo que demuestra la posibilidad de ajustar la actividad represiva de las

fusiones dCas9 (Yeo et al., 2018).

KRAB-MeCP2

LEELERRELE (VA

Figura 5. Complejo CRISPR KRAB.

2.3. Terapia génica en la enfermedad de Parkinson.

2.3.1. Terapias no modificantes de la enfermedad de Parkinson.

2.3.1.1.  Descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (AADC).

La enzima AADC forma parte en la sintesis de dopamina, convirtiendo la levodopa en dopamina.
Estudios en raton han mostrado que la sobreexpresion de AADC en el estriado mejora los sintomas
parkinsonianos (W. Y. Lee et al., 2006; Sanchez-Pernaute et al., 2001; Sanftner et al., 2006). Este
acercamiento se llevo a un modelo de primates no humanos (NHP) que reveld una menor necesidad
de medicacion con levodopa, asi como una mejoria en la funcidon motora sin medicacion (Forsayeth

et al., 2006).
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Posteriormente en el 2008, se realiz6 el primer estudio clinico de fase 1 con expresion de AADC
inducida por AAV?2 bilateral en el putamen de pacientes con enfermedad de Parkinson gravemente
afectados. Se encontr6 una pequefia mejora en la escala unificada de calificacion de la enfermedad
de Parkinson (UPDRS) y, lo que es mas importante, ningiin efecto nocivo de la sobreexpresion de
AADC mediada por AAV en las personas. Ademas, los estudios de fase 1 lograron los mismos
hallazgos sobre la reduccion de la sintomatologia en pacientes en estado OFF, asi como una
reduccioén general de la UPDRS y una tendencia hacia una menor demanda de levodopa (S.

Muramatsu et al., 2010).

El estudio de seguimiento de esta investigacion de fase 1 en pacientes, revel6 un claro aumento en
las puntuaciones UPDRS, asi como una modesta disminucion en la actividad del ligando AADC
18Fluoro-L-m-tyrosine. Ambos fueron, sin embargo, significativamente mas altos que la linea de
base. El estudio atribuye la caida a la degradacion continua de las neuronas dopaminérgicas no
transfectadas, pero aun funcionales (Christine et al., 2009). Aunque la terapia AADC parece ser
eficaz, no es adecuada como tratamiento independiente debido a la necesidad constante de L-DOPA

exodgena.

2.3.1.2.  Tirosina hidroxilasa (TH).

En una investigacion preliminar, ratas lesionadas con 6-OHDA que recibieron AAV-TH en el
cuerpo estriado, mostraron una mejora en el comportamiento motor (Kaplitt et al., 1994). Para
probar esta estrategia, se inyectd una mezcla de AAV-TH y AAV-AADC en el cuerpo estriado de
monos verdes. Sin embargo, en comparacion con los controles que recibieron inyecciones de un
vector vacio, no pudieron identificar ningin efecto conductual del tratamiento. Sin embargo,

notaron un aumento en la produccion de DA estriatal. Debido a las diminutas dosis de vector
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inyectadas, es posible que la ausencia de beneficio clinico en su investigacién se deba a una

restauracion subclinica de los niveles de dopamina (During et al., 1998).

La enzima Th necesita a su cofactor tetrahidrobiopterina (BH4), a su vez, la sintesis de este cofactor
es llevada por la enzima GTP ciclohidroxilasa 1 (GCH). La expresion de las tres enzimas (AADC,
Th y GCH) ha sido el foco principal de la investigacion sobre la restauracion del sistema
dopaminérgico. Las tres enzimas combinadas son demasiado grandes para caber en un solo genoma
de AAV, por lo que para la entrega de los tres genes se utilizé un pseudolentivirus (LV). Otras
estrategias que se utilizaron, fueron el uso de multiples virus adeno-asociados (un virus por cada
gen) o por lipofeccion directa; que tiene una mayor capacidad de expresion transgénica. Los
estudios en roedores muestran, que la aplicacion de esta terapia es efectiva para disminuir el
fenotipo parkinsoniano y son bien tolerados (Azzouz et al., 2002; Fan et al., 2001; Imaoka et al.,

1998; Shen et al., 2000; Sun et al., 2004).

Las primeras investigaciones en primates no humanos con vectores AAV demostraron la
sobreexpresion de Th, AADC y GCH en el estriado, que no presentaba reaccion inflamatoria ni
efectos adversos, pero teniendo falta de efecto clinico (Muramatsu et al., 2002). Afios mas tarde,
otro estudio aumento la titulacion viral en monos tratados con MPTP, y se demostr6 un aumento
significativo en la produccion de dopamina, asi como un rescate del fenotipo parkinsoniano, con

un efecto persistente a los 15 afios de seguimiento en un mono (Sehara et al., 2017).

Otro acercamiento de esta terapéutica, es utilizar especificamente los astrocitos como células
blanco para liberar la dopamina en el estriado afectado, esto se debe a que el astrocito presenta la
enzima AADC (Juorio et al., 1993; Tsai & Lee, 1996; Ugrumov, 2009). Adicionalmente, los
astrocitos tienen la capacidad de convertir la levodopa a dopamina y liberarla en el medio (Juorio

et al., 1993). Por lo que la inica enzima que necesita para poder sintetizar dopamina es la Th. Para
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esto, se usé el promotor especifico de astrocitos gfa2, con el fin que el transgén humano de Th solo
se pueda expresar en estas células. En ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA se realiz6 una
lipofeccion directa en el estriado y en otro estudio una infeccion con retrovirus, observandose en
ambos estudios, una mejoria motora al disminuir el porcentaje de giros ipsilaterales en comparacion

al grupo control de la lesion (Cortez et al., 2000; Segovia et al., 1998).

En el modelo de primate no humano lesionado con MPTP, se utilizaron estos vectores
administrados por lipofeccion directa en el estriado, para la expresion astrocitaria de Th, mostrando
también mejoria motora significativa en la prueba de HALLWAY y manteniendo la expresion de

Th del transgén humano (Campos-Romo et al., 2012).

2.3.1.3. Descarboxilasa de acido glutdmico (GAD).

La descarboxilasa del acido glutdmico (GAD) es la enzima que cataliza la produccion de GABA.
En una investigacion preliminar, se demostrd6 que la sobreexpresion de GAD en el ntcleo
subtalamico en un modelo de rata con enfermedad de Parkinson, era bien tolerada y capaz de
reducir los sintomas motores parkinsonianos, ademas de mostrar un efecto neuroprotector de las
neuronas dopaminérgicas (Luo et al., 2002). Desafortunadamente, un ensayo posterior con ratas,

obtuvo mejores resultados motores, pero no el efecto neuroprotector (B. Lee et al., 2005).

En un estudio, se administr6 AAV2-GAD en el estriado de primates no humanos lesionados con
MPTP, pero en las evaluaciones, no se observaron mejoras en la calificacion UPDRS (Emborg et
al., 2007). Sin embargo, los estudios clinicos de fase 1, demostraron una mejora persistente
sustancial en las puntuaciones de UPDRS tanto en el estado ON como OFF, y no identificaron
efectos secundarios asociados con la terapia (Kaplitt et al., 2007). Un ensayo clinico de fase 2,

basado en el perfil de seguridad, demostré que AAV-GAD es una terapia eficaz para la EP, con una
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reduccion sustancial en la puntuacion UPDRS a seis meses después de la transfeccion, en

comparacion con los pacientes que se sometieron a una cirugia simulada (LeWitt et al., 2011).

2.3.2. Terapias modificadoras de la enfermedad de Parkinson.

2.3.2.1.  Factor neurotrdfico derivado de la glia (GDNF).

En modelos de EP inducidos por toxinas, se ha demostrado que la administracion directa de GDNF
en la substancia nigra y en el estriado estimula la aparicion de neuritas y disminuye la conducta
motora parkinsoniana (Collier & Sortwell, 1999). Estudios de terapia génica con GDNF, han
llegado a ensayos clinicos fase 1 (hasta tener que repetirse estos ensayos) sin tener resultados
favorables para avanzar a la fase 2. Se ha sugerido, que las cantidades insuficientes de neuronas
dopaminérgicas residuales pueden ser la causa de la ineficacia de GDNF. La inyeccion de AAV-
GDNF en el putamen, es segura y eficaz para tratar la conducta motora en modelos

hemiparkinsonianos de rata (Gill et al., 2003; Patel et al., 2005).

En un estudio, utilizaron el enfoque de transfeccion de neurotensina-polyplex para inducir la
sobreexpresion de GDNF por medio de un promotor sensible a la tetraciclina, modulando la
expresion de GDNF en células dopaminérgicas como alternativa a la administracion de vectores

virales, teniendo resultados prometedores en un modelo de rata (Espadas-Alvarez et al., 2017).

En otra investigacion, se usaron monos ancianos y tratados con MPTP para evaluar los efectos
antiparkinsonianos de la sobreexpresion de GDNF mediada por vectores virales en neuronas
dopaminérgicas del cerebro medio, con hallazgos alentadores. Pero, otro ensayo en primates no
humanos, destaco serias preocupaciones de seguridad, ya que los monos rhesus parkinsonianos que
recibieron inyecciones bilaterales de AAV GDNF en la sustancia negra, no exhibieron ninguna
mejora motora, sino que sufrieron una pérdida de peso considerable (Ai et al., 2003; Grondin et al.,

2002; Maswood et al., 2002).
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2.3.2.2.  Factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF).

El BDNF interactia predominantemente con el receptor de cinasa B relacionada con la
tropomiosina (TrkB). Es un miembro de la familia de factores de crecimiento de las neurotrofinas
(Patapoutian & Reichardt, 2001). Se ha demostrado que ayuda a las neuronas a sobrevivir y protege
a las neuronas dopaminérgicas de insultos (Ding et al., 2011; Hyman et al., 1991). Se ha descubierto
que los niveles de BDNF nativo, son mds bajos en la sustancia negra de los pacientes con EP (Parain
etal., 1999), y se inducen sintomas parkinsonianos en ratas cuando se inhibe la expresion de BDNF

en la sustancia negra (Porritt et al., 2005).

Después de su inyeccion intraventricular, el BDNF puede estimular la neurogénesis en ratas, lo que
puede compensar la pérdida de células en la EP. A ratas con lesiones parciales de 6-OHDA, se les
inyecto en la sustancia negra un vector AAV para expresion de BDNF. Aunque los giros inducidos
por anfetamina se redujeron y la actividad locomotora general aument6 en las ratas tratados con

BDNF, no hubo indicios de neuroproteccion (Klein et al., 1999).

Otro estudio compar6 los efectos de BDNF y GDNF en un modelo de rata con lesion unilateral de
6-OHDA y se descubri6 que el GDNF era mas efectivo que el BDNF para proteger el sistema
neuronal y aliviar los sintomas de Parkinson. Ademdas, no hubo diferencia estadisticamente
significativa en el comportamiento de las ratas tratadas con HSV1-GDNF solo y las ratas tratadas
con HSV1-GDNF mas HSV1-BDNF, lo que indica que GDNF es una opcion preferible de
tratamiento (Sun et al., 2005). Antes de que la terapia con BDNF pueda continuar con las
investigaciones en primates no humanos, también se deben tener en cuenta las estimaciones de las

posibles consecuencias a largo plazo de niveles mas altos de BDNF, ya que un estudio anterior
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indico, problemas de seguridad con respecto a la elevacion de los niveles de BDNF en el cuerpo

estriado (Lapchak et al., 1993).

2.3.2.3.  Neurturina (NTN).

La neurturina (NTN) es un homologo funcional y estructural del GDNF que se ha demostrado que
se une a los receptores GFR2 y GFR1 (Cik et al., 2000). En los primates no humanos que recibieron
una infusion de AAV2-NTN, 4 dias después de la inyeccion de MPTP en el cuerpo estriado y la
sustancia negra, se examino el potencial de la neurturina para servir como agente neuroprotector,
comparable al del GDNF (Kordower et al., 2006). Junto con la evidencia histologica de inervacion
dopaminérgica nigroestriatal continua, se produjo una recuperacion gradual de la funcidon que

comenzd 4 meses después de la infusion y duro hasta la finalizacion del ensayo (10 meses).

Se han hecho estudios fase I y fase Il administrando AAV2-NTN en el putamen. En el ensayo
clinico fase I, se evaluaron dos grupos de dosificacion (dosis baja y dosis alta), doce pacientes
recibieron infusiones bilaterales de AAV2-NTN en el putamen. Los pacientes mostraron una
mejora sustancial en su puntuacion motora UPDRS seis meses después de la infusion (una
reduccion del 27.9 % en el grupo de dosis baja y un aumento del 51.2 % en el grupo de dosis alta),

sin efectos secundarios importantes (Marks et al., 2008).

En el ensayo clinico fase II, se llevo a cabo cirugia simulada a doble ciego durante 12 meses de
duracion, que utilizé los mismos pardmetros que el ensayo clinico de fase I, con la inscripcion de
34 pacientes. A los 12 meses después de la infusion del AAV2-NTN, no se encontr6é mejoria clinica

estadisticamente significativa en comparacion al grupo placebo (Marks et al., 2010).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa mdas frecuente en
México y en el mundo, su evolucion causa una disminucion de la calidad de vida hasta llevar a los
pacientes a la incapacidad de llevar una vida independiente. El estandar de oro de tratamiento de
la enfermedad, desde hace mas de 5 décadas, es la levodopa, pero al ser un tratamiento que presenta
efectos adversos y complicaciones motoras, no puede ser usado de manera permanente. Existen
terapias coadyuvantes y alternativas a la levodopa. Sin embargo, ninguna ha demostrado ser
superior a esta. La terapia génica ha tenido resultados prometedores hasta llegar a ensayos clinicos,
y en la actualidad, se han desarrollados nuevas herramientas de edicion genémica que se pueden

aplicar a la terapia génica de enfermedades neurodegenerativas.

PREGUNTA DE INVESTIGACION.

(Existirdn cambios motores y moleculares tras el trasplante de astrocitos modificados con SAM,
para inducir la expresion endogena de tirosina hidroxilasa (¢4) en el modelo hemiparkinsoniano de

rata provocado con 6-OHDA?
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HIPOTESIS.

Habra mejoria motora, expresion de Th y liberacion de dopamina, en el modelo hemiparkinsoniano
de 6-OHDA en rata, tras el trasplante en el estriado de astrocitos modificados con SAM en los que

se inducen la expresion endogena de gen de la tirosina hidroxilasa (z4).

JUSTIFICACION.

El desarrollo de una prueba de concepto de terapia génica para la EP basada en un sistema de
CRISPRa, nos permitird evaluar a CRISPR como un coadyuvante para esta clase de tratamientos,
y crear una plataforma de terapia génica para su aplicacion en patologias neurodegenerativas cuyo
origen no necesariamente sea monogénico. Asimismo, valorar los efectos que tiene este sistema

en un modelo de rata hemiparkinsoniano, no solo a nivel celular.
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OBJETIVOS.

e Objetivo General.

Determinar el efecto del trasplante de astrocitos modificados para inducir la expresion endogena

del gen de la tirosina hidroxilasa (z4) con SAM en el modelo hemiparkinsoniano de rata con 6-

OHDA.

e Objetivos Particulares.

. Identificar la secuencia guia que induzca el nivel de transcripcion mas alto del gen de

tirosina hidroxilasa (¢4) con el sistema SAM (CRISPR-dCas9).

Determinar los niveles de expresion de Th y liberacion de dopamina en la linea C6 de
origen glial como prueba de concepto con la th sgRNA seleccionada y el sistema SAM.
Determinar los niveles de expresion de Th y la liberacion de dopamina en un cultivo de
astrocitos primario de rata que expresen el sistema SAM y la th sgRNA (AST TH).
Determinar el efecto del trasplante de AST TH en el estriado en la conducta motora de
ratas hemiparkinsoniano con 6-OHDA.

Determinar la expresion de Th y el contenido de dopamina en el estriado de las ratas
trasplantadas evaluadas en la conducta motora.

Analizar la distribuciéon de los AST TH trasplantados en el estriado de ratas

hemiparkinsonianas con 6-OHDA.
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MATERIALES Y METODOS.

Secuencia y clonacion. Los plasmidos lentiSAMv2 y lentiMPH v2 (un obsequio de Feng Zhang
Addgene #75112 y #89308) se usaron para la activacion de CRISPR-Cas9. Analizamos la region
promotora del gen th de rata, 1000-1200 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion, en
busca de regiones PAM. Obtuvimos ~ 20 secuencias que se evaluaron mediante el analisis BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para verificar que no haya otros sitios que coincidan en

el genoma de la rata (Rattus Norvegicus). Ademas, la region promotora th, también se evalud con
el software E-CRISP, CRISPRESSO2, CHOPCHOP y Benchling para seleccionar las secuencias
candidatas por puntaje de especificidad, puntaje de anotacion, puntaje de eficiencia, puntaje de
desajuste y nimero de aciertos. Finalmente, elegimos 13 candidatos de sgRNA, que se evaluaron
en busca de sitios equivocados de union en el genoma utilizando la herramienta BLAST. Las
secuencias de ARN de guia unica (sgRNA), se clonaron en el vector lentiSAM v2, empleando el
protocolo Golden Gate, usando BsmBI (Thermo Fisher Scientific cat. No. IVGNO0136) para la
restriccion de plasmidos, t4 PNK (NEB, n.° de cat. M0201) para hibridacion de oligo y t7 ligasa
(NEB, n.° de cat. M0318) para clonacion (Konermann et al., 2015). La region de sgRNA de
clonacion se amplifico6 mediante PCR utilizando primers especificos. Los productos de PCR
amplificados se purificaron utilizando el kit Sap-Exo. (Jena Bioscience, Cat. No. PP-218L,
Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos purificados se secuenciaron
mediante secuenciacion automatica en un ABI PRISM 3100 con el kit de secuenciacion de ciclo

BigDye Terminator v3.1 (n° de catdlogo 4337458, Biosystems, EE. UU.).

Cultivo de células. Las células HEK293T/17 (ATCC CRL-11268) se mantuvieron en medio

DMEM alto en glucosa (Gibco, cat. no. 12800-017) con suplemento de piruvato y con 10 % de
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suero fetal bovino (FBS) (Gibco, cat. no. 16000-044) y penicilina/estreptomicina al 1% (Thermo
Fisher Scientific cat. no. 15140122). Las células se incubaron a 37 °C, 5 % de CO2 'y 95 % de
humedad. Se realizaron pasajes de las células cada dos dias en una proporcién de 1:6 o 1:5
utilizando Tripsina 1x (Sigma, n°® de catalogo 59428C). La linea celular de glioblastoma de rata C6
(ATCC CCL-107) se mantuvo en medio F12 DMEM (Gibco, n.° de cat. 12500-062) con L-
glutamina y piruvato suplementado con suero fetal bovino al 10 % (Gibco, n.° de cat. 16000- 044)
y penicilina/estreptomicina al 1 % (Thermo Fisher Scientific, n® de cat. 15140122), incubados a 37
°C, 5 % de CO2 y 95 % de humedad, se realizaron pasajes cada dos dias en una proporcién de 1:6
o 1: 5 usando Tripsina 1x (Sigma, cat. no. 59428C). Las células CTX-TNA2, una linea no
tumorigénica de astrocitos primarios obtenida de la corteza cerebral de rata (ATCC CRL-20006), se
mantuvieron en medio DMEM con alto contenido de glucosa (Gibco, n.® de cat. 12800-017) con
suplemento de piruvato y con 10 % de suero fetal bovino (Gibco, n° de cat. 16000-044) y
penicilina/estreptomicina al 1% (Thermo Fisher Scientific, n® de cat. 15140122). Las células se
incubaron a 37 °C, 5 % de CO2 y 95 % de humedad, se realizaron pasajes cada dos dias en una

proporcidon de 1:6 o 1:5 utilizando Tripsina 1x (Sigma, n°® de catalogo 59428C).

Transfeccion de células C6. Las células C6 se transfectaron con Lipofectamina 3000 (Thermo
Fisher Scientific, n° de catdlogo L3000-15). El sistema SAM con cada sgRNA se probo en células
C6 sembradas en placas de Petri de 60 mm; para cada secuencia, las células se sembraron a una
confluencia de ~ 40 % (~ 1.2 x 10° células) el dia anterior y se transfectaron 0.5 pgr de ADN
plasmidico durante la noche anterior con 1.5 ml de medio sin suero y el medio se cambi¢ al dia

siguiente con medio fresco con FBS al 10 %.

Produccion de lentivirus e infeccion celular. Un dia antes de la transfeccion, se sembraron células

HEK293T a confluencia de ~50% (~4.4 x 10° células) en placas de Petri de 100 mm. Las células
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se transfectaron al dia siguiente a una confluencia de ~70-80% (~6.6 x 10° células). Para cada placa
de Petri, se transfectaron 3 pg de cada uno de los siguientes plasmidos utilizando 24 pL de
Lipofectamina 3000 (Thermo Fisher Scientific, n.® de cat. L3000-15) y 24 uL. de P3000 Enhancer
(Thermo Fisher Scientific, n.° de cat. L3000-15): pMD2.G (Addgene 12259); pMDLg/pRRE
(Addgene 12251) y pRSV-Rev (Addgene 12253). Las células se transfectaron con 8 ml de DMEM
alto en glucosa (Gibco 12800-017) sin suero fetal bovino y 12 horas después de la transfeccion, se
cambi6 el medio por medio de mantenimiento completo. El sobrenadante se cosecho6 48 hrs después
de la transfeccion y se centrifugd a 1200 rpm para eliminar los restos y las células muertas. Luego,
el sobrenadante con virus se dividio en alicuotas y se almacen¢ a -80 °C. Se infectaron diferentes
lineas celulares con un titulo viral de 3 en 1.5 ml de pseudolentivirus con el sistema SAM, y se
incubd durante la noche; luego, se retir6 el medio y se aplicé medio nuevo completo; después de
48 horas, las células se procesaron para la extraccion de ARN y proteinas. Se construyeron curvas
de resistencia para blasticidina S HCI (10 pg/ml, Thermo Fisher Scientific, n.° de cat. A1113903)
e higromicina B (300 pg/ml, Sigma n.° de cat. H3274), y las células se seleccionaron por su
resistencia a los antibidticos. Después de 24 horas de infeccion, se aplicaron medios nuevos que

contenian los antibidticos y las células se mantuvieron bajo seleccion de antibidticos.

RT-PCR. Las c¢lulas se sembraron en placas de 60 mm y se cultivaron hasta un 90% de
confluencia (~2.8 x 10° células) antes de la RT-PCR. El ARN total se extrajo utilizando el reactivo
Trizol (Invitrogen, n° de cat. 15596026). La cuantificacion y la pureza del ARN se evaluaron
mediante analisis espectrofotométrico utilizando el instrumento Nanodrop (Thermo Fisher
Scientific, n® de catalogo 13-400-525). Se us6 ADNasa I (Sigma, n° de cat. AMPD1) para degradar
el ADN. El ADNc se sintetizo utilizando M-MLV (Invitrogen, n.° de catalogo 28025-013), ANTP

100 mM (Invitrogen, n.° de catalogo 10297-018) y oligo dT (T4 Oligo Oligo dT 18-mer).
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La RT-PCR se realiz6 con polimerasa Taq Kappa (Sigma, n.° de cat. BK1004), dNTP (Invitrogen,
n.° de cat. 10297-018), agua destilada libre de DNasa/RNasa UltraPure™ (Invitrogen, n.° de cat.
10977015) y se utilizaron los siguientes primers: para th (fw 'GGAGAGCTCCTGCACTCCCC'
rev 'GGCATAGTTCCTGAGCTTG"), para f-actina (fw "TCACGCACGATTTCCCTCTCAG' rev
'TGGCACCACCCTTCTACA"), para dCas9 (fw ‘GCACATACCACGATCTGCTG’ rev
‘CGCTTCAGCTGCTTCATCAC’) y para ms2 (fw 'GGGATGGTGACAGTGGCTCC' rev
'GGACCTCCACCTTGATGGTATAC"). Los primers fueron sintetizados por Sigma-Aldrich.
Utilizamos las siguientes temperaturas para los ensayos de PCR: 94 °C para la desnaturalizacion,

57 °C para la alineacion y 72 °C para el paso de extension con un termociclador T100 Bio-Rad.

Western Blot. La extraccion de proteinas de células o tejidos se realizo utilizando una solucion de
lisis que contenia un coctel de inhibidores de proteasas (Complete, Roche Diagnostics, n® de
catalogo 04574834001). La proteina total (25 pg) se cargd para cada muestra para su separacion
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (8 %) y se transfiri6 a membranas de
nitrocelulosa (BioRad; n.° de cat. 1620115). Las membranas se bloquearon con leche descremada
al 5 % diluida en solucion salina con Tris (como buffer) que contenia Tween-20 al 0,1 % (TBST)
durante una hora y se incubaron en presencia de anti-Th (Abcam, ab112 monoclonal, 1:1000), o
anti-Th F-11 (Santa Cruz Technology, sc-25269 monoclonal, 1:1000), o anti-Th ab152 (Millipore,
monoclonal, 1:1000), anti-Glial Fibrillary Acidic Protein (DAKO Z0334, policlonal, 1 :2000), anti-
beta-actina-peroxidasa (Sigma A3854, monoclonal, 1:25000). Las proteinas se revelaron usando
anticuerpos secundarios anti-raton y anti-conejo acoplados a peroxidasa (Jackson
ImmunoResearch), usando el kit Western Lightning Plus-ECL (PerkinElmer; Waltham, MA). Las
imagenes se capturaron digitalmente con el instrumento FUSION SOLO S (Vilbert Smart
imagining). Los autorradiografias se analizaron por densitometria utilizando el software Image J®

(NIH).
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Inmunofluorescencia. Células C6 y astrocitos se sembraron en cubreobjetos (~80 % de
confluencia en una placa de Petri de 60 mm, ~2.5 x 10° células), se fijaron con paraformaldehido
al 4 % y/o metanol frio, se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con 0.2 % Triton X -
100/PBS/1% BSA durante 30 min a temperatura ambiente. Las células se incubaron usando un
anticuerpo monoclonal primario contra anti-Th (Abcam ab112, monoclonal) en células C6 y anti-
Glial Fibrillary Acidic Protein (DAKO Z0334, policlonal) y anti-Th F-11 (Santa Cruz Technology
sc-25269, monoclonal) en astrocitos durante 12 hrs. Los cubreobjetos se lavaron con 2% Triton X-
100/PBS y se incubaron con los anticuerpos secundarios apropiados, Alexa Fluor 594 burro anti-
raton IgG (H+L) (Invitrogen A21203) y Alexa Fluor 488 burro anti-conejo IgG (H+ L) (Invitrogen

A21206). Los nucleos se contrastaron utilizando DAPI con Vectashield (Vector Laboratories).

Animales experimentales. Se utilizaron ratas Wistar macho que pesaban ~200 g al inicio del
experimento. Las ratas se alojaron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 hrs con libre acceso a comida
y agua a ~25 °C, con una humedad relativa de 40 a 60 %. Todos los estudios con animales se
realizaron de acuerdo con la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio (National
Research Council (U.S.), Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals. & Institute for Laboratory Animal Research (U.S.), 2011), adoptada por los
Institutos Nacionales de Salud de EE. UU. y la Norma Oficial NOM-062-Z0O0-1999,
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Las
ratas se mantuvieron y manipularon de acuerdo con las directrices del Comité de Cuidado de
Animales del Cinvestav, haciendo todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento y la cantidad
de animales utilizados. Se siguieron los principios de las 3R (Reemplazo, Reduccion y

Refinamiento) para garantizar un punto final humanitario.
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Inmunofluorescencia de cortes de estriado. Las ratas se sacrificaron diez semanas después del
trasplante de astrocitos o del tratamiento simulado (sham), con una sobredosis de pentobarbital
sodico (200 mg/kg i.p.) y se perfundieron transcardiacamente con solucion salina seguida de
paraformaldehido (PFA) al 4 % en solucion buffer con fosfato (PBS). Los cerebros se diseccionaron
y se fijaron en PFA a 4 °C durante 24 hrs y luego se crioprotegieron en sacarosa al 10 %/PBS
durante 24 hrs, sacarosa al 20 %/PBS durante 24 hrs y sacarosa al 30 %/PBS durante 24 hrs
adicionales a 4°C. Las secciones coronales congeladas de 35 um de espesor se cortaron en un
micrétomo deslizante (Leica Microsystems), se recogieron en 2% PFA/PBS y se almacenaron a 4

°C hasta su procesamiento.

Las secciones de cerebro elegidas para el analisis del cuerpo estriado se incubaron en
condiciones de flotacion libre en 0.2% Triton X-100/PBS durante 30 min y se bloquearon durante
30 min en BSA al 1 % en 0.2% Triton X-100/PBS a temperatura ambiente. Luego, las secciones se
incubaron durante la noche con el anticuerpo primario contra la proteina acida fibrilar glial (Dako
70334, polyclonal, 1:500) y anti-Th (Sigma T1299, monoclonal, 1:200) diluidos en 0.02% Triton
X-100/0,1 % BSA/PBS. Para la deteccion de anticuerpos primarios, las secciones se enjuagaron
con 0.02%Triton X-100/PBS y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 anti-mouse IgG (H+L) A21203 y Alexa Fluor 488 anti-
rabbit IgG (H+L) A21206 diluido en la misma solucion que el anticuerpo primario. Los nucleos se

contrastaron usando 4',6-diamino-2-fenildol (DAPI) con Vectashield (Vector Laboratories).

Inmunohistoquimica de cortes de estriado. La inmunohistoquimica se realiz6 utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-tirosina hidroxilasa Th (1:400, Abcam ab112), un anticuerpo de conejo
contra la proteina 4cida fibrilar glial (Dako Z0334, policlonal, 1:500) y una IgG anti-conejo

biotinilada (H+L) (1:100; Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE. UU.). La tincion
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inmunohistoquimica se desarroll6 utilizando el complejo avidina-biotina-peroxidasa (1:10; ABC
Kit; Vector Laboratories) y DAB (Sigma). El marcaje inmunohistoquimico se observd con un

microscopio Olympus BX53 y las imagenes se digitalizaron.

Microscopia confocal. Las imagenes con triple etiqueta se obtuvieron usando un microscopio de
escaneo laser confocal (Leica TCS-SP8) en el modo XYZ (Z-stacks) usando un objetivo 63X
(inmersioén en aceite). Se usaron las siguientes configuraciones de filtros de emision/laser de
excitacion para los diversos cromoforos: se uso un laser de argon para el Alexa Fluor 488, con una
excitacion maxima a 490 nm y una emision en el rango de 505 a 530 nm; se utilizé un laser He-Ne
para Alexa Fluor 594 con una excitacion maxima a 543 nm y una emision en el rango de 568 a 615
nm; y se uso un laser UV para revelar DAPI con una excitacion maxima a 456 nm y una emision
en el rango de 410 a 480 nm, usando la adquisicion secuencial de canales de longitud de onda
separados para reducir la interferencia entre canales. Luego, los cortes en Z (3 o 4 cortes opticos)
se convirtieron en una imagen de proyeccion tridimensional utilizando el software Leica LAS AF

lite.

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Se cortaron rebanadas de cerebro, de 100 um
de espesor, utilizando un microtomo Leica (RM2125 RTS) en solucioén de Krebs-Henseleit enfriada
con hielo. Inmediatamente, se disecaron secciones del cuerpo estriado izquierdo y derecho, se
recolectaron en un tubo Eppendorf ambar de 1.5 ml con solucién de PBS estéril a 4°C (100 ul) y
50 pl de acido perclorico 0.1 N, el tejido se homogeneiz6 manualmente, sénico y ultracentrifugo,
el sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de 0.22 pm (Millipore GSWP04700) para analizar DA
y DOPAC (Cruz-Trujillo et al., 2013; M. J. Gu et al., 2016). Las muestras del medio de cultivo se
recolectaron en un tubo Eppendorf &mbar de 1.5 ml con 50 pl de acido perclérico 0,1 N por 950 ul

de medio, las muestras se agitaron con un vortex durante un minuto y se ultracentrifugaron, el
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sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de 0.22 um (Millipore GSWP04700) para determinar
DAy DOPAC. Brevemente, los niveles de dopamina se determinaron usando un método de HPLC
con deteccion electroquimica como se describié anteriormente (Cruz-Trujillo et al., 2013;
Guerrero-Cézares et al., 2007). La separacién de dopamina y DOPAC se realizd utilizando una
columna microbore dC-18 (Atlantis, 2,1 x 150 mm, Waters Co.). La fase movil fue: buffer 97%,
NaCl 135 mg/l; acido citrico 10.5 mg/l; EDTA 20 mg/l; OSA 20 mg/l; metanol al 3%, pH 2,9
ajustado con NaOH. El flujo fue de 0.3 ml/min a 30°C. El sistema de deteccion electroquimica fue
de Waters Co. acoplado a un electrodo de carbon vitreo (VT-03, Antec Leyden). El potencial de

oxidacién fue de p380 mV frente al electrodo de referencia de plata/cloruro de plata (ISSAC).

Cirugia estereotaxica con 6-OHDA unilateral. Las ratas se anestesiaron con Ketamina 75 mg/kg
y Xilazina 5 mg/kg i.p; colocado en un marco estereotdxico David Kopf e inyectado
unilateralmente con 6-hidroxidopamina (6-OHDA de Sigma, n° de cat. H4381); 1.6 pg/ ul de
solucion salina que contiene 0.1 % de acido ascorbico en el haz del prosencéfalo medial en las
coordenadas (AP —1,8; ML 2,4; DV —7 mm) en relacién con Bregma segun el atlas de cerebro de
rata de Paxinos y Watson (Paxinos et al., 1997), y se administraron 5 pl a razén de 1 pl por minuto.
Para prevenir el dano de las neuronas noradrenérgicas, las ratas se trataron previamente con
desipramina (10 mg/kg i.p.) 40 minutos antes de la cirugia. Doce dias después de la lesion de 6-
OHDA, se seleccionaron las ratas que mostraban diez o mas giros ipsilaterales/min durante 30 min
después de la inyeccion de anfetamina (Hudson et al., 1993). Se usé como control un grupo de
ratas con lesiones simuladas con el procedimiento quirdrgico, pero sin lesion estereotaxica o
administracion de 6-OHDA. Llamamos lado lesionado al lado derecho que recibi6 6-OHDA y
como lado intacto al lado izquierdo que no recibio lesion estereotaxica y administracion de 6-

OHDA.
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Trasplante de astrocitos. Se anestesiaron ratas hemiparkinsonianas (~300 g) con
ketamina/xilazina (75/5 mg/kg i.p.) y se colocaron en un marco estereotdxico David Kopf y
recibieron 20,000 astrocitos en cada uno de los dos sitios del cuerpo estriado lesionado: anterior
(AP 1.9; ML 2.2; DV -5 mm) y posterior (AP 0.9; ML 3.0; DV -4 mm) con respecto a Bregma
segun el atlas cerebral de Paxinos (Paxinos et al., 1997). Los astrocitos (AST) y los astrocitos que
expresan Th (AST-TH) se tripsinizaron a partir de placas de Petri de 60 mm con una confluencia
del 90 %, se contaron y se concentraron inmediatamente 20,000 células en 3-4 ul de medio de
cultivo sin suero para usar en el procedimiento de trasplante (Song et al., 2017). Las ratas con

lesiones simuladas no recibieron trasplantes.

Lesién - )
derecha con J— % /
6-OHDA f
en el Trasplante de

Fasciculo astrocitos en el 1

prosencefiiico estriado derecho

-2 Semanas
Prueba de la

Prueba de la viga anfetamina

Prueba d inclinada
el | 9 semanas Eutanasia
giros de la después del HPLC
anfetamina trasplante we
o - -1 Semana Prueba IE
del
) cilindro
Ratas Wistar
200 gramos Medicion
Basal
Entrenamiento 7 Inicio Pruebas de comportamiento motor Termino
L L L
] Il L] L] :
4 Semanas 10 Semanas

Figura 6. Linea del tiempo de las evaluaciones de conducta en los animales trasplantados.

Pruebas de conducta motora. Las ratas se entrenaron durante dos semanas antes de la lesion con
6-OHDA. Dos semanas después de la lesion de 6-OHDA, se trasplantaron astrocitos y AST-TH en
el estriado de los sujetos experimentales. Las ratas trasplantadas se evaluaron durante las siguientes

nueve semanas. Las ratas experimentales y de control se sacrificaron diez semanas después de la
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lesion para obtener tejido estriatal para HPLC, inmunofluorescencia y ensayos de Western Blot

(figura 6).

Prueba de giros inducida por anfetamina. A las ratas se les administré anfetamina (8 mg/kg i.p.
Sigma, n.° de cat. NMID420D) y se analiz6 el comportamiento de giros ipsilateral; el nimero de
vueltas por minuto fue medido y registrado durante 30 min, 15 min después de la administracion

peritoneal de la anfetamina (Bjorklund & Dunnett, 2019).

Prueba del cilindro. La prueba se realizd de la siguiente manera: las ratas se colocaron
individualmente dentro de un cilindro acrilico (didmetro: 22 cm; altura: 26 cm) con un espejo detras
en un angulo de 45° para permitir una vision de 360°. Las ratas se grabaron en video durante 5 min
después de que tocaron por primera vez las paredes del cilindro con cada extremidad anterior. Las
puntuaciones se calcularon mediante la relacion de asimetria: derecha-izquierda/ (derecha +
izquierda + ambas). Las puntuaciones en el indice de asimetria de las extremidades anteriores

oscilan entre -1 y 1 (Landers et al., 2014; Su et al., 2018).

Prueba de la viga inclinada. Los animales fueron entrenados durante tres dias para caminar sobre
vigas de 2 m de largo desde la plataforma de partida hasta una jaula en la parte superior; a los
animales se les presentd un estimulo negativo en la base con una lampara de luz amarilla y una
galleta de azicar como recompensa en la jaula oscura. Las vigas estaban inclinadas a 15°; Se
utilizaron dos vigas diferentes con anchos de 24 y 18 mm. Los animales fueron probados para la
medida basal cuatro dias después del inicio del entrenamiento y antes de la lesion de 6-OHDA.
Para la prueba se registrd el tiempo que les tomd a los animales caminar desde la base de la viga
hasta la jaula al final del recorrido. Solo se seleccionaron en el experimento los animales que
completaron la prueba en menos de 120 s durante la determinacion basal (Drucker-Colin & Garcia-
Hernandez, 1991).
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Distribucién de astrocitos trasplantados: Tres ratas Wistar lesionadas con 6-OHDA fueron
trasplantadas con AST-TH y diez semanas después de la implantacion fueron sacrificadas, y se
obtuvieron secciones coronales del cuerpo estriado (~35 pm) desde AP +1.60 mm hasta -0.92 mm.
Las secciones se tifieron para GFAP, Th y se contrastaron con DAPI para revelar los ntcleos. Las
coordenadas estimadas se establecieron utilizando el atlas de cerebro de rata de Paxinos y Watson
(Paxinos et al., 1997). Determinamos el numero de células GFAP+/TH+ de tres campos

independientes de cada corte estriatal de tres ratas.

Analisis estadistico. Los resultados se expresan como media + SD (n =4). El tamafio de la muestra
se calculo con el software G*Power (Faul et al., 2007).Se utilizé un tamano del efecto grande.
Utilizamos el sofiware GraphPad version 8.0 para analizar los datos. Evaluamos la distribucion de
datos con la prueba de Shapiro-Wilk. La determinacién de dopamina por HPLC se analizé con la
prueba ANOVA de Brown-Forsythe y la prueba ANOVA de Welch con un procedimiento de
aumento lineal de dos etapas de la prueba de Benjamini, Krieger y Yekutieli como post hoc. La
relacion DOPAC/DA y la comparacion de la densitometria Th se analizaron mediante ANOVA de
una via y la prueba de comparaciones multiples de Tukey como post hoc. p < 0.05 se considerd

estadisticamente significativo.

Para las pruebas de comportamiento se utilizaron cuatro animales por grupo, luego de aplicar los
criterios de inclusion en base a los resultados de la prueba de entrenamiento, los animales fueron
aleatorizados en cada grupo. Los datos de los grupos obtenidos fueron sometidos a un ciego. Los
datos de la prueba de rotacion inducida por anfetamina se analizaron con un ANOVA de dos vias
con la prueba post hoc de comparaciones multiples de Sidak. Los datos de la asimetria de
colocacion de las extremidades anteriores y la prueba de la viga inclinada (24 y 18 mm) se

analizaron con ANOVA de medidas repetidas y la prueba post hoc de comparaciéon multiple de
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Tukey. p< 0.05 se considerd estadisticamente significativo, se estimo la varianza entre los grupos

comparados y fue similar.
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RESULTADOS.

1. [Identificacion la secuencia guia que induzca el nivel de transcripcion mas alto del gen
de la tirosina hidroxilasa (Th) con el sistema SAM (CRISPR-dCas9).

Se obtuvieron 13 sgRNA para el gen de ¢4 de rata, se clonaron individualmente en el vector SAM
v2 (Addgene # 75112). Para probar las secuencias seleccionadas, las células C6 fueron
transfectadas transitoriamente con el sistema SAM con cada Th sgRNA, se realiz6 RT-PCR para
determinar la expresion de ARNm de #4; seleccionando solamente las secuencias que dieron
positivo al mensajero. Después, de las secuencias seleccionadas se evaluo la expresion de proteina
inducida por cada sgRNA transfectadas. Los resultados de la expresion de la proteina Th de las
sgRNA se muestran en la figura 7. Observandose, que la secuencia guia TH4 induce mayor
expresion de proteina en comparacion con el resto de secuencias; ademas que las células C6 sin

sistema CRISPR ni sgRNA no expresan Th.
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Figura 7. Western Blot de las sgRNA probadas en células C6.
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2. Determinacion los niveles de expresion de Th y liberacion de dopamina en la linea
celular C6 como prueba de concepto con la th sgRNA y el sistema SAM.

Se utilizdo RT-PCR para evaluar los niveles del ARN mensajero para th en células C6 transfectadas
con la secuencia guia seleccionada para th (TH4 sgRNA), como control positivo se emple6 el
estriado de rata. No se encontr6 expresion de ARN mensajero en células C6 control o en aquellas
transfectadas con el sistema SAM sin sgRNA (Figura 8A, carril 2 y 3), la expresion solo se observo
en células C6 transfectadas con el SAM completo y la secuencia guia para th (Figura 8A, carril 4).
Ademas, también se determino la expresion de la proteina Th en las células transfectadas con C6
usando dos anticuerpos monoclonales (Abcam 112 y Santa Cruz Technologies F-11). En la Figura
8B, se muestra el WB de células C6 transfectadas con el sistema SAM junto con sgRNA de th, se
puede observar que solo estas células expresan Th (Figura 8B, carriles 2 a 4), en cambio no se
encontro expresion de Th en control (células C6 en el carril 1) o células C6 transfectadas sin sgRNA

(carril 5). Como control positivo para la expresion de Th, usamos proteina de estriado de rata (carril
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Figura 8. Expresion de Th en las células C6. A) RT-PCR para el mensajero de th, dCas9, ms2 y actina. carril 1 control
H>O0, carril 2 - células C6, carril 3 - células C6 transfectadas con el sistema SAM y carril 4 - células C6 transfectadas
con el sgRNA de TH4. B) Western Blot para Th y actina. Carril 1 - Células C6, carril 2 a 4 - C6 TH4 (muestras diferentes),
carril 5 - C6 SAM y carril 6 — Muestra de estriado de rata.
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En células C6 transfectadas y seleccionadas con blasticidina e higromicina, se detectd produccion
de dopamina. La doble seleccion de antibidticos se aplico para garantizar que todos los elementos
del sistema SAM y el sgRNA seleccionado se expresaran de manera estable. La figura 9, muestra
que la linea celular estable C6 que expresa Th secreté dopamina al medio de cultivo, pero no se

pudo detectar dopamina en las células C6 control (no es detectable a menos de 2 uM).
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Figura 9. Contenido de dopamina en el medio de las células C6 por HPLC.

La figura 10 muestra la expresion de Th por inmunofluorescencia en células C6 transfectadas con
el sistema SAM con o sin la th sgRNA. En las células que expresan el mensajero de ¢4 se observa
marcaje rojo positivo para Th, a diferencia de las células C6 que no expresan el mensajero. Estos
datos demuestran que el sistema SAM-TH puede activar la expresion del gen th endogeno en
células de origen glial e inducir la sintesis de una proteina activa capaz de producir y liberar DA al

medio extracelular.
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Barra de escala igual a 20 um

Figura 10. Expresion de Th en la linea celular C6 por inmunofluorescencia. Imdgenes tomadas por microscopio de
epifluorescencia.

3. Determinacion los niveles de expresion de Th y liberacion de dopamina en un cultivo de
astrocitos primario de rata que expresen el sistema SAM y la th sgRNA (AST TH).

Se infect6 una linea celular de astrocitos corticales con el complejo p-Lenti SAM TH y MPHv2, y
se realizo la doble seleccion con blasticidina e higromicina. Después de la seleccion, se extrajo
ARN vy proteina. La Figura 11 A muestra la expresion del gen th y del ARNm de dCas9 y ms2 en
astrocitos infectados segiin lo evaluado por RT-PCR. No se detecta ARNm de th, dCas9 o ms2 en
células de astrocitos (Figura 11 A, carril 2), pero se expres6 el ARNm de ¢4 en astrocitos infectados
con el sistema completo (Figura 11 A, carril 3); de ahora en adelante se reconocerd esta linea celular
como AST-TH. También se determiné la expresion de la proteina Th en astrocitos infectados
usando un anticuerpo monoclonal contra Th (Abcam 112). En la Figura 11 B, se muestra el Western
blot de la proteina Th de las células AST-TH, y se puede observar que estas células expresan Th
(Figura 11 B, carril 2). Como se esperaba, no se detect6 ninguna sefial para Th en los astrocitos
control (carril 1). Como control positivo, se usé la misma cantidad de proteina del estriado de rata

(25 pg, carril 3).
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Figura 11. Expresion de Th en astrocitos. A) RT-PCR para el mensajero de th, dCas9, ms2 y actina. Carril 1- H>O, carril
2- astrocitos, carril 3- AST TH. B) Western Blot para Th y actina. Carril 1: astrocitos, carril 2: AST TH y carril 3:
estriado de rata

La figura 12 muestra el contenido de dopamina en el medio de cultivo de astrocitos, se observa que
la linea celular estable que expresa AST-TH liberé dopamina al medio de cultivo, pero no se detecto

dopamina en el medio de cultivo de astrocitos control.
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Figura 12. Contenido de dopamina en el medio de astrocitos por HPLC.
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En la figura 13 se muestra la inmunofluorescencia para Th y el marcador de astrocitos GFAP en
c¢lulas AST-TH y en astrocitos. Puede verse que las células AST-TH presentan doble marcaje para

Th y GFAP; por el contrario, los astrocitos control no expresan la proteina Th y solamente GFAP.

ASTROCITOS

ASTROCITOS TH

Figura 13. Expresion de Th en la linea celular de astrocitos por inmunofluorescencia. Imagenes tomadas por microscopio
confocal. DAPI para los nucleos en azul, GFAP marcaje en verde y Th marcaje en rojo. Barras en blanco indican 30 um.

4. Determinacion del efecto motor del trasplante de AST TH en el estriado en un modelo
hemiparkinsoniano con 6-OHDA en rata.

La figura 14 presenta un incremento significativo en los giros ipsilaterales de las ratas que

recibieron astrocitos no modificados en comparacion con las que recibieron las células AST-TH.

Las ratas sham mostraron un comportamiento de giro insignificante que no cambid durante el

transcurso del experimento.
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Figura 14. Prueba de giros ipsilaterales con anfetamina de los grupos evaluados. Prueba de ANOVA de dos vias
con post hoc de Sidak. n=4, * p<0.05.

Se aplico la prueba del cilindro a los tres grupos antes de la lesion para determinar el indice de
asimetria basal. Se puede observar que antes de la lesion, las ratas no mostraron diferencias
significativas en la asimetria de colocacion de las extremidades anteriores (Figura 15). De hecho,
los valores en los tres grupos fueron inferiores a 0.5, lo que indica poca o ninguna asimetria en el
uso de las extremidades anteriores. A la semana cuatro después del trasplante, las ratas tratadas con
astrocitos control mostraron un incremento del indice de asimetria sobre los valores de las ratas
sham y trasplantadas con AST-TH. Este valor aumenta significativamente por encima de 0.5 a la
octava semana posterior al trasplante, mientras que permanece por debajo de 0.5 en los otros dos
grupos, lo que indica que el trasplante de células AST-TH evita incrementos en el indice de

asimetria.
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Figura 15. Prueba de asimetria de los miembros anteriores (prueba del cilindro) de los grupos evaluados. Prueba
de ANOVA de medidas repetidas con prueba post hoc de Tukey. n=4, *p<0.05.
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La figura 16 muestra los resultados de las evaluaciones de la prueba de la viga inclinada con dos
diferentes medidas de ancho, realizadas cada semana después del trasplante (semana 1 a 8). En la
viga de 24 mm de ancho, el grupo trasplantado con AST-TH muestra un tiempo similar para escalar
la viga en comparacion con el grupo sham. Por el contrario, el grupo trasplantado con astrocitos
aumento el tiempo necesario para escalar. En la viga de 18 mm de ancho, no se observan diferencias
en el tiempo que tardaron las ratas en subir la viga para el grupo sham y el AST-TH. Sin embargo,
las ratas que recibieron solo astrocitos aumentaron las puntuaciones de tiempo y fueron
estadisticamente diferentes de los otros dos grupos. Estos datos indican que el implante de células

AST-TH disminuye el desequilibrio motor y la asimetria de las ratas lesionadas con 6-OHDA.

Prueba de la Viga Inclinada Prueba de la Viga Inclinada
24 mm 18 mm

*

* -o- Sham
& B6-OHDA + Astrocitos
-« 6-OHDA + AST TH

Segundos
Segundos

T T T T T T T 7T O —T—TTT T T T T
Basal1 2 3 4 5 6 7 8 Basal1 2 3 4 5 6 7 8

Semanas Semanas

Figura 16. Prueba de la viga inclinada en los grupos evaluados. Prueba de ANOVA de medidas repetidas con prueba post hoc de
Tukey. n=4, *p<0.05.
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5. Determinacion la expresion de Th y el contenido de dopamina en el estriado de las ratas

trasplantadas evaluadas en la conducta motora.

La figura 17 muestra que no hubo diferencias en el contenido de dopamina en el lado intacto

(izquierdo) de ninguno de los grupos; sin embargo, en el derecho, no encontramos dopamina

detectable en las ratas que recibieron solo astrocitos, mientras que hay un nivel claramente

detectable de dopamina en el estriado trasplantado con AST-TH, que corresponde al 14.42% en

relacion al contenido de dopamina del grupo sham. Al no poderse detectar dopamina en el grupo

que recibid solo astrocitos, no se puede realizar un andlisis estadistico para comparar los grupos

trasplantados.
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Figura 17. Contenido de dopamina en la region del estriado de los grupos evaluados. Prueba de ANOVA de una via

con post hoc de Tukey. n=4, *p<0.05, **p<0.01.
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Posteriormente, se evalu6 el recambio de dopamina con DOPAC en el estriado (figura 18). En el
estriado intacto (izquierdo), los valores de recambio fueron similares en todos los grupos. Por el
contrario, no se puede determinar el recambio en el grupo trasplantado de astrocitos de control en
el lado lesionado (derecho). No obstante, el recambio en el grupo de AST-TH muestra valores que
no son diferentes del grupo sham, lo que sugiere un metabolismo acelerado de dopamina en el

estriado trasplantado con AST-TH.
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Figura 18. Recambio DOPAC/DA en el estriado de los grupos evaluados. Prueba de ANOVA de una via con post hoc de
Tukey. n=4, *p<0.05.

Ademas, se evalud si las células AST-TH atn expresaban la proteina Th en el estriado
trasplantado. La figura 19 muestra la expresion de Th determinada por analisis de Western Blot de
los homogenados de los tres grupos de animales evaluados. Se puede observar que los
homogenados de estriado de todas las ratas expresan la proteina Th en el lado intacto (izquierdo) y
que solo en los grupos sham y AST-TH se detectd Th en el lado derecho. El analisis densitométrico

de la expresion de Th usando el anticuerpo ab112 indica que en el lado intacto de los astrocitos

65



control y los grupos AST-TH, se produce un incremento de la expresion de Th. En el lado lesionado

del grupo AST-TH, hay una recuperacion de la expresion de Th comparable al grupo sham.
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Figura 19. Densitometria de Th en el estriado intacto y lesionado de los grupos evaluados. Prueba de ANOVA de una via con
post hoc de Tukey. n=4, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Los numeros arriba de los Western Blot indican el numero de rata al
cual le pertenecen, R y L indican el lado del estriado evaluado, derecho e izquierdo respectivamente.

La Figura 20 muestra la expresion de Th y GFAP en el cuerpo estriado intacto y lesionado de ratas
que recibieron astrocitos y AST TH. En el grupo de trasplante de astrocitos no modificados solo se
observa sefal de Th en el lado intacto, y la sefial de GFAP se puede observar marcaje en ambos
lados, pero sin colocalizacion de ambas sefales. En el grupo trasplantado con los AST TH, se puede
observar que en ambos lados (intacto y lesionado) hay marcaje para Th, pero en el lado lesionado
(derecho) este marcaje colocaliza con el marcaje de los astrocitos con GFAP. Asimismo, se puede
observar marcaje de GFAP en ambos estriados, pero solo en el lado lesionado hay astrocitos con el

doble marcaje de Th y GFAP.
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Figura 20. Expresion de Th y GFAP en el estriado de los grupos trasplantados con astrocitos. Imagenes tomadas con microscopia
confocal. DAPI para los nucleos en azul, GFAP marcaje en verde y Th marcaje en rojo. Barras representan 30um.

La figura 21 muestra la reconstruccion en Z de un astrocito que expresa tanto GFAP como Th del

lado lesionado (derecho) del grupo AST TH de la figura 20.

Figura 21. Corte en Z por microscopia confocal de los AST TH en el estriado trasplantado. DAPI para los niicleos en azul, GFAP
marcaje en verde y Th marcaje en rojo. Barra representa a 20 um.
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6. Anadlisis de la distribucion de los AST TH trasplantados en el estriado de ratas hemi-
parkinsonianas con 6-OHDA.
Finalmente, la figura 22 muestra la distribucion de las células AST-TH dentro del estriado lesionado

de una serie de cortes coronales que van desde AP +1.60 mm a -0.92 mm, marcaje para Th y con

AP: 1.60 mm DV: -4 mm 0.90 mm DV: -4 mm AP: 0.60 mm DV: -5 mm

AP: 0.20 mm DV: -5 mm AP: -0.92 mm DV: -5 mm

DAPI para revelar los nucleos.

Figura 22. Distribucion de los AST TH a diferentes niveles del estriado. Imagenes de microscopia confocal. DAPI para
nucleos en azul y Th en rojo. Barras de escala igual a 30 um.

La media de células Th positivas de los tres sujetos, a lo largo de las coordenadas estereotéaxicas,
se muestra en la figura 23. Los AST TH se pueden encontrar ampliamente distribuidas dentro del

estriado, aunque con una mayor concentracion en los puntos del trasplante.
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Figura 23. Media de astrocitos con doble marcaje de Th/GFAP en el estriado lesionado del grupo trasplantado con AST TH,

en secuencia con diferentes niveles del estriado.
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DISCUSION.

Este trabajo es una prueba de concepto que utiliz6 un sistema CRISPR-Cas9 para tratar una
enfermedad neurodegenerativa. La estrategia de este proyecto se basa en que la expresion de Th
induce la sintesis de DA en los astrocitos ya que es la unica enzima ausente en estas células para
completar la ruta biosintética para producir DA (Juorio et al., 1993). Anteriormente, habiamos
demostrado que la transferencia del gen t4 a los astrocitos provoca la expresion de la enzima y la
recuperacion motora tanto en ratas como en un modelo de primates no humanos de EP (Campos-
Romo A et al., 2012; Cortez et al., 2000; Guerrero-Cazares et al., 2007; Segovia et al., 1998),
demostrando asi, que los astrocitos que expresan Th, pueden inducir la recuperacion del
comportamiento en diferentes modelos animales de EP. En el presente trabajo, utilizamos un
enfoque nuevo y diferente: la activacion del gen 4 del astrocito enddégeno. SAM induce niveles
transcripcionales mas altos que otros sistemas de transferencia de transgenes (métodos retrovirales
y lentivirales), e incluso cuando se compara con otros sistemas de activacion CRISPR (Chavez et
al., 2016); es muy especifico, no altera el genoma ni causa rotura de la doble cadena de ADN

(DSB), y la modificacion epigenética es posiblemente reversible (Zhang et al., 2015).

Ademés, los pseudolentivirus de tercera generacion (p-lenti) son un sistema de administracion
de genes eficiente y seguro para obtener lineas celulares estables que expresen SAM. También, el
sistema lentiviral permite la entrega de multiples sgRNAs obteniendo potencialmente la activacion
de varios genes dentro de la misma célula. Por Gltimo, estos virus son autoinactivables y menos
inmunogénicos que los métodos anteriores de transferencia de genes virales, por lo que es uno de
los métodos mas seguros para ser utilizado en protocolos de terapia génica (Gandara et al., 2018;

Zufterey et al., 1998).
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Empleando el complejo cotranscripcional SAM, activamos la expresion del gen th endogeno en
células de origen glial, células de glioma C6 y astrocitos de rata, los cuales sintetizaron la proteina,
produjeron y liberaron DA al medio. Igualmente, cuando los astrocitos primarios modificados por
SAM productores de DA se trasplantaron en un modelo de EP en rata, pudieron revertir los
comportamientos motores inducidos por la lesion de 6-OHDA (Fig. 14-16). La mejoria motora es
atribuible a la DA producida por los astrocitos que expresan su gen th endogeno, ya que no se

observé ninguna mejoria conductual cuando se implantaron astrocitos que no activaban el gen.

También demostramos la expresion del gen th en astrocitos mediante doble marcaje con el
marcador glial GFAP y Th. Ademas, la proteina tirosina hidroxilasa solo se detect6 en el estriado
lesionado de ratas implantadas con astrocitos productores de Th (AST TH), que también contenian
cantidades significativas de dopamina, que estaba ausente en las ratas lesionadas que recibieron
astrocitos control y no expresaron el gen th. Todos estos datos demuestran que es posible inducir
la expresion del gen th endogeno de los astrocitos, con un sistema de activacion CRISPR e inducir

una mejora conductual en un modelo animal de EP.

Los niveles de DA en el estriado lesionado de las ratas que recibieron AST-TH fueron mas bajos
que los de los animales sham (no lesionados). Existe una amplia variacion en la literatura en cuanto
a la cantidad de DA necesaria para inducir la recuperacion conductual después de lesiones
estriatales, que puede estar alrededor del 11% en relacion con las de ratas normales (Carder et al.,
1989; Gundlach & Beart, 1982). Por lo tanto, los niveles reportados en este trabajo (14.42%) estan
dentro del rango descrito anteriormente para inducir la recuperacion de la conducta motora. El
efecto inducido por concentraciones mas bajas de DA probablemente se deba al aumento de la vida
extracelular de la DA, probablemente causado por una menor recaptacion de DA, a su vez, causada

por una reduccion de los transportadores de DA en el lado lesionado y la hipersensibilidad de los
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receptores de DA (Cragg et al.,, 2000; Schwarting & Huston, 1996; Ungerstedt, 1971).
Consideramos que la produccion de DA podria incrementarse implantando mads astrocitos
productores de DA en las ratas lesionadas. Elegimos la primera semana después de la lesion de 6-
OHDA para seleccionar los animales en funcidon de su comportamiento de giro, ya que una semana
después de la lesion, la degeneracion dopaminérgica es suficiente para inducir el deterioro motor,
sin embargo, el daino completo se observa entre la tercera y cuarta semanas posterior a la lesion

(Labandeira-Garcia JL et al., 1996; Sauer & Oertel, 1994; Zuch et al., 2000).

Varios argumentos respaldan el uso de los astrocitos como plataforma para producir dopamina y
otras moléculas que pueden afectar el desarrollo y el tratamiento de la EP, como BDNF y GDNF,
que pueden ayudar a preservar las pocas neuronas dopaminérgicas restantes y mejorar el
metabolismo de la dopamina en el cuerpo estriado (Allen et al., 2013; Kirik et al., 2017). Estudios
previos demostraron que la astrogliosis esta presente en el sitio de la lesion en el modelo
hemiparkinsoniano de 6-OHDA, en otros modelos animales y en evaluaciones post mortem de
pacientes con EP, en donde han encontrado inflamacion en el estriado afectado, especificamente
astrogliosis (Choi et al., 2018; Tansey & Romero-Ramos, 2019). En la figura 20, en los sitios
lesionados de ambos grupos podemos observar astrogliosis, pero no en el lado intacto, esto indica
que el implante de astrocitos tanto en el grupo lesionado como en el trasplantado tienen la misma
respuesta glial. La astrogliosis y los aumentos de la expresion de GFAP se han reportado en trabajos
previos después de la lesion con 6-OHDA en evaluaciones a corto y largo plazo (Batassini et al.,

2015; Nomura et al., 2000).

Los astrocitos pueden solo sintetizar DA a partir de levodopa y liberarla al medio. Sin embargo, si
se expresa la enzima Th, los astrocitos modificados son capaces de tomar el aminoécido tirosina

para producir y liberar DA (Horellou et al., 1990; Juorio et al., 1993). Asimismo, los astrocitos
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poseen mecanismos de recaptura de DA para regular los niveles de DA extracelular, expresan DAT
(que recicla la dopamina de vuelta a la célula) y COMT/MAO (que metaboliza la dopamina)
(Asanuma et al., 2014). Por todo ello, los astrocitos son una excelente opcion para expresar Th y
regular los niveles de DA en los ganglios basales. Elegimos la linea de astrocitos de rata CTX-
TNAZ2 porque la doble seleccion con antibidticos necesaria para crear una linea celular estable que
exprese el complejo SAM requiere varios pasajes celulares. Esta linea de astrocitos no es
tumorigénica (CTX TNA2, 2022), y no encontramos datos de rechazo por el huésped. Observamos
(Fig. 22) la distribucion de células en el cuerpo estriado lesionado nueve semanas después de la
implantacion. Las células parecian sanas y con una amplia distribucion en el tejido, que parece

seguir un gradiente desde los sitios de inyeccion (fig. 23).

El modelo hemiparkinsoniano de 6-OHDA, es una representacioén de la EP en etapa tardia, ya
que provoca la muerte unilateral de las neuronas dopaminérgicas, por lo que en un hemisferio se
agota la DA. Las ratas lesionadas presentan desequilibrio y asimetria motora, ya que la falta de DA
induce una pérdida del control motor del lado lesionado (Truong et al., 2006). En nuestro estudio,
queriamos determinar si la DA liberada por las células AST-TH, podria corregir el desequilibrio y
la asimetria inducidos por la lesion de 6-OHDA. Para determinar las alteraciones motoras inducidas
por el implante se utiliz6 una prueba farmacoldgica, la prueba de giros inducida por anfetamina, la
cual valora la liberacion de dopamina de las terminales nigroestriatales del lado intacto y la
sensibilidad de los receptores DA postsinapticos. La prueba de la anfetamina nos permite evaluar
la mejora de la asimetria motora inducida por el trasplante, como se ha mostrado anteriormente

(Abrous et al., 1993; Corkrum et al., 2020; Torres & Dunnett, 2007).

Para evaluar otros aspectos del comportamiento motor que pueden mejorar los trasplantes,

decidimos realizar una prueba espontanea (prueba del cilindro) y una prueba que requiere

73



entrenamiento (prueba de la viga inclinada). La prueba del cilindro evalia la asimetria y la funcion
sensorio-motora que presentan las ratas lesionadas, y la prueba de la viga inclinada es una
evaluacion del equilibrio sensorio-motor y del desempefio motor. Las ratas que recibieron AST-TH
mostraron una mejora en todas las pruebas, lo que demuestra que los astrocitos modificados con

SAM, son capaces de expresar su gen th endogeno, son funcionales en un modelo in vivo de EP.

Elegimos el sistema SAM como un primer enfoque de un experimento de prueba de concepto
porque es robusto, estable y tiene una alta capacidad para activar genes endogenos en células de
mamiferos (Zhang et al., 2015), activacion transcripcional de genes multiples (Konermann et al.,
2015) y la generacion de iPSC de fibroblastos humanos (Xiong et al., 2016). Por otra parte, las
c¢lulas modificadas con SAM se han utilizado en un modelo de ratén con sindrome metabolico
con buenos resultados (Wang et al., 2020). Esto indica que SAM se puede utilizar para reprogramar
otras células de mamiferos, ademas de los astrocitos, y quizas también transferir directamente el

sistema SAM a los astrocitos cerebrales endogenos, sin necesidad de implantar células externas.

El rompimiento de ADN de doble cadena (DSB) ocurre cuando se usa CRISPR, lo que provoca
mutaciones que podrian transformar las células y alterar la expresion génica (Fu et al., 2013; Hsu
et al., 2013; Leibowitz et al., 2021; Nahmad et al., 2022; Zuccaro et al., 2020). Sin embargo, el
sistema SAM no causa DSB y por lo tanto, no presenta este tipo de problema. La respuesta inmune
del huésped a las proteinas Cas puede ser una preocupacion (Tang et al., 2022), pero como han
demostrado otros estudios, la mejora de los sistemas CRISPR-Cas menos inmunogénicos y de
mayor fidelidad, junto con sistemas de administracion nuevos, mas especificos y seguros, pueden
superar los problemas antes mencionados asociados con el uso de CRISPR-Cas para la terapia

(Bravo et al., 2022; Chen et al., 2017; Kleinstiver et al., 2016).
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CONCLUSION.

En resumen, mostramos un trabajo de prueba de concepto que demuestra la capacidad funcional
de los astrocitos que expresan el gen th endogeno para producir DA, e inducir una mejoria del
comportamiento motor en un modelo experimental de EP en ratas. Por lo tanto, esta prueba de
concepto demuestra que un sistema CRISPR de activacion, puede utilizarse como terapia génica
para enfermedades neurodegenerativas que tienen un componente multifactorial y no solamente

monogénico.

PERSPECTIVAS.

e Este mismo enfoque se puede mejorar logrando la expresion de otras proteinas que pueden
proteger las neuronas, como factores neurotréficos como BDNF y GDNF que pueden
incrementar el metabolismo de la DA en el cuerpo estriado (Grondin & Gash, 1998; Jin,
2020), y utilizando diferentes tipos de células como células iPSC para mejorar la
integracion de las células dentro de los circuitos neuronales de los ganglios basales.

e Este sistema también puede mejorar utilizando nuevos sistemas de entrega de genes in sifu,
para descartar el uso de trasplante y utilizar un método mas seguro.

e El abordaje terapéutico utilizado puede mejorarse mediante el uso de inhibidores
farmacologicos de la COMT y de la MAO-B para aumentar los niveles de DA en el espacio

extracelular.
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