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Capítulo I 

Antecedentes 

La enfermedad de Parkinson (PD) es una enfermedad neurodegenerativa causada por la muerte 

de las neuronas dopaminérgicas (DA) de la substantia nigra y ha sido tratada por medio de 

terapias enfocadas en la administración de neuroprotectores basadas principalmente en el uso 

de terapia génica (Axelsen & Woldbye, 2018). En la terapia neuroprotectora se administran o 

expresan proteínas que retrasen la degeneración y la muerte de las células dopaminérgicas 

ejemplo de estas son las neurotrofinas como el factor neurotrófico derivado de la glia (GDNF), 

NRTN y Nurr (Axelsen & Woldbye, 2018; Björklund et al., 2009). 

El principal inconveniente es que logren atravesar la barrera hematoencefálica en este aspecto 

se sigue investigando sobre el uso de otras formas de envío de genes o proteínas hacia las DA 

por ejemplo proteínas acarreadoras (Gessler & Gao, 2016). 

Una de las terapias neuroprotectoras con potencial es Factor de Trefoil 1 (TFF1) el cuál es un 

péptido separable de 85 aminoácidos con 6 residuos de cisteína y con capacidad antioxidante, 

se expresa principalmente en el tracto gastrointestinal  donde inhibe la apoptosis de células 

gastrointestinales (Soutto et al., 2015). Ha sido reportada también la expresión de TFF1 durante 

el desarrollo de DA específicamente en posnatal 7 y posnatal 14 (Pia Jensen et al., 2013). Otro 

dato importante es que Forskolina y GDNF inducen la expresión de TFF1 en células 

dopaminérgicas, por lo tanto, podría tener efectos neuroprotectores y sobre el proceso de 

diferenciación a DA, por lo cual podría ser un candidato para terapia celular (Beitz, 2014; 

Björklund & Lindvall, 2017). 
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En la terapia celular se busca estimular la proliferación y diferenciación de los progenitores 

neuronales a DA maduras, en la cual no se ha dilucidado el efecto de TFF1 para diferenciarlas 

(Yasuhara et al., 2017). 

Las estrategias utilizadas en terapia celular son: 

• La transferencia in vivo en la que se obtienen células del mismo paciente, ejemplo 

fibroblastos, para reprogramarlos en células pluripotentes inducidas y diferenciarlas en 

DA, pero el componente genético de las células del individuo que incluye las mutaciones 

puede ser que produzca de nuevo la neurodegeneración una vez ya trasplantadas (Doi 

et al., 2020).  

• La segunda opción es la transferencia ex vivo con células madre cultivadas, diferenciarlas 

en DA y finalmente trasplantarlas al paciente, proceso conocido como transferencia ex 

vivo, por lo cual esta es la terapia celular más utilizada y propuesta (Politis & Lindvall, 

2012; Rivetti di Val Cervo et al., 2017). 

El trasplante celular de diversas fuentes (embrionarias o adultas) ha sido propuesto como terapia 

para los daños producidos en el sistema nervioso central (SNC), con resultados prometedores 

en ensayos preclínicos y clínicos, pero se busca aumentar la proliferación en cultivo celular, 

promover su diferenciación y mantener su viabilidad. 
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Planteamiento del problema 

La enfermedad de Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada 

principalmente por síntomas motores, signos de demencia, trastornos del sueño y disfunción 

autonómica (Beitz, 2014). La edad promedio de la aparición del Parkinson es aproximadamente 

a los 57 años, sin embargo, conforme aumenta la edad, aumenta la probabilidad de presentarlo, 

incluso se ha reportado un aumento de hasta 10% después de los 80 años (Politis & Lindvall, 

2012).  

La etiología no es del todo conocida, pero involucra factores genéticos y ambientales que 

conducen a la muerte de DA de la substantia nigra pars compacta, por lo que se produce una 

disminución de los niveles de dopamina en el cuerpo estriado resultando en un déficit de control 

motor (Samii et al., 2004). En los factores ambientales se ve afectada la termorregulación de las 

neuronas por el aumento de temperatura contribuyendo a los procesos de excitotoxicidad, estrés 

oxidativo y neuroinflamación (Bongioanni et al., 2021). Adicionalmente a la temperatura, la 

etiología del Parkinson se asocia a contaminantes representados por NO2 presentes en el aire 

con un porcentaje de relación de un 9% de riesgo debido a estos contaminantes, generando 

cuerpos de Lewis y aumento de las especies reactivas de nitrógeno (Ritz et al., 2016). 

Los tratamientos farmacológicos actuales, como los agonistas del receptor de dopamina y la 

Levodopa, así como la estimulación cerebral profunda, reducen los síntomas de forma transitoria 

pero no producen una reversión de la neurodegeneración, incluso el uso crónico de Levodopa 

agrava el proceso neurodegenerativo (Tarakad & Jankovic, 2017). En consecuencia, se ha 

propuesto el trasplante de células madre neurales (NSC), ya que tienen la capacidad de 

autorrenovarse y diferenciarse en DA, de este modo se busca reemplazar las DA perdidas y 

revertir el proceso neurodegenerativo (Björklund & Lindvall, 2017; Gonzalez et al., 2013; Wu et 

al., 2019).  
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El inconveniente que se afronta en la manipulación de las NSC es que los métodos que permiten 

incorporar ácidos nucleicos o genes a células progenitores neurales tienen baja eficiencia (Yang 

et al., 2003). 

Preguntas de investigación 

Las preguntas de investigación establecidas son las siguientes: 

• ¿TFF1 al estar en mayor expresión en la célula induce proliferación de la línea celular 

SH-SH5Y? 

• ¿La proteína fusión TFF1_Spike tendrá mayor efecto en la proliferación de la línea 

celular SH-SH5Y que la proteína TFF1 sola? 

Justificación 

Un potencial candidato para ser usado como tratamiento en lugar de la terapia celular o para su 

complementación es TFF1, ya que desencadena una neuroprotección (Pia Jensen et al., 2013). 

Por otro lado, se ha reportado que la expresión de ACE2 en NSC permite las células puedan ser 

infectadas por SARS-CoV-2, debido a que ACE2 interactúa con la proteína Spike de este virus 

para mediar su entrada a la célula (H. Zhang et al., 2020). Diversos autores mencionan que ACE2 

se expresa abundantemente en la substantia nigra pars compacta de individuos con enfermedad 

de Parkinson (Baig et al., 2020; Radzikowska et al., 2020).  

El propósito de la investigación es mejorar la eficacia en la manipulación de los cultivos celulares 

de progenitores neurales mediante el uso de proteínas fusión como Spike y TFF1 (Dai et al., 

2016). La intención es imitar el mecanismo de entrada del virus a la célula hospedero, de esta 

forma TFF1 podría ejercer un efecto neuroprotector dentro de la célula y desencadenar la 

diferenciación de la célula a DA. Para realizar lo anterior se propone como modelo de estudio a 

la línea celular SH-SH5Y, con lo cual resultados satisfactorios de aumento de la proliferación 



 

10 

 

celular ante 6-OHDA por la expresión de TFF1 demostraría su efecto como un neuroprotector 

con el objetivo de migrar los experimentos en líneas posteriores a la línea celular ReNCell. 

Por lo tanto, se busca determinar el efecto de la proteína TFF1, así como de la proteína fusión 

TFF1_Spike en la línea celular SH-SH5Y por ensayos de viabilidad celular MTT y cristal violeta 

para evaluar la respuesta de la proliferación celular. 

Alcances y limitaciones 

Dentro de los alcances se establece el posible rol de TFF1 con los resultados obtenidos, 

dilucidando su papel y estableciendo la parte básica para fundamentar el mecanismo molecular 

por el cual actúa. Un segundo alcance es que se abre un mayor campo en el uso de proteínas 

quiméricas o de fusión mejorando los sistemas de entrega de fármacos en las células. 
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Capítulo 2 Marco teórico 

2.1.- Enfermedad de Parkinson 

Una de las enfermedades neurodegenerativas complejas es la enfermedad de Parkinson 

(PD) la cual es progresiva y causa síntomas asociados a principalmente alteraciones del 

movimiento, tornándose lento, temblor de extremidades, pérdida de equilibrio y rigidez 

(Antony et al., 2013). En etapas avanzadas de PD ocurren alteraciones cognitivas, del 

sueño y de la memoria, con lo cual la enfermedad no tiene sólo síntomas físicos.  

La PD es más frecuente en la población masculina, la incidencia que se ha reportado es 

de 200 casos por cada 100000 habitantes y 15 casos por cada 100000 habitantes con 

respecto a la incidencia anual (Tysnes & Storstein, 2017). 

Durante las manifestaciones clínicas de la PD, ocurre una disminución de la densidad de 

la substantita nigra pars compacta (SNpc) con respecto a pacientes sanos, esta 

despigmentación se ha relacionado con la perdida de las DA (Balestrino & Schapira, 

2020). 

 

Imagen 2.1.- Corte post-mortem del mesencéfalo de un paciente sano y de un paciente enfermo de PD. 

A) Se observa una mayor densidad de SNpc por la gran población de DA y concentración de 
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neuromelanina en paciente sano. B) Se observa una disminución de la densidad de SNpc por la pérdida 

de las DA y por lo tanto disminución de la neuromelanina  (Imagen tomada de Lima et al., 2012). 

2.1.1.- Etiología 

La etiología de la PD es desconocida, pero se asocia principalmente a la inducción de 

apoptosis de las DA de la SNpc por procesos de estrés oxidativo (ROS/RNS), 

acumulación de hierro, activación de la microglía, entre otros que son el resultado de 

combinación de ciertos factores (Capriotti & Terzakis, 2016). 

El riesgo de padecer PD aumenta con la presencia de algunos factores genéticos 

relacionados con mutaciones, y factores ambientales asociados al cambio climático, así 

como la exposición a compuestos tóxicos, que contribuye al aumento del riesgo de 

padecer la enfermedad (Simon et al., 2020).  

Dentro del factor genético se ha reportado que menos del 10% de los casos de PD es 

causado por mutaciones de genes asociados a esta enfermedad, ejemplos son α-

sinucleína, LRRK2, PARK2, PINK1, PARK7, ATP13A2 (Antony et al., 2013). Las 

mutaciones mencionadas anteriormente se presentan de forma Mendeliana, pueden ser 

dominantes (LRRK2) o recesivas (PARK2). 

Se ha reportado que la exposición a largo plazo de compuestos tóxicos afecta 

principalmente la actividad mitocondrial, en específico alterando la cadena 

transportadora de electrones, lo cual puede ocasionar PD, aunque falta mayor 

información sobre cómo los compuestos tóxicos inducen PD (Antony et al., 2013). 

Algunos ejemplos de compuestos tóxicos vinculados al aumento de riesgo de PD son los 
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pesticidas, solventes clorados y Partículas suspendidas totales en el ambiente (TSP) 

causadas por el tráfico (Goldman et al., 2012; Simon et al., 2020).  

2.1.2.- Substantia nigra pars compacta 

La SNpc es una región que contiene poblaciones de DA, las cuales al generar dopamina 

puede autooxidarse y generar un producto denominado neuromelanina que confiere el 

aspecto distinguible de la región (Smith & Masilamoni, 2010). La concentración de la 

neuromelanina es dependiente de la edad, alcanzando un punto máximo a una edad 

promedio de 60 años a la cual le sigue una disminución en la concentración. Una parte 

controversial es que la acumulación de la neuromelanina, a pesar de que este producto 

aumente conforme a la edad, contribuye a la pérdida de DA en SNpc (Vila 2019). 

Adicionalmente se puede encontrar una población pequeñamente significativa de 

interneuronas GABAérgicas. 

Las vías nigrostriatal y mesostriatal del mesencéfalo están conformadas por las regiones 

SNpc y ventral tegmental (VTA), a pesar de ser regiones vecinas se ha reportado que 

las DA de VTA tienen una mayor supervivencia y por lo tanto no se ve afectada dicha 

región, al contrario de la SNpc (Masi et al., 2015). 

La razón de que se vea más afectada la SNpc es por la actividad de los cuerpos de 

Lewys que ejercen un efecto patogénico por la electrofisiología de la región afectando a 

su vez las actividades post-sinápticas de las DA de la SNpc, puesto que en otros 

aspectos comparten características bioquímicas, biofísicas, metabólicas y moleculares 

(Urban et al., 2020). 



 

14 

 

2.1.3.- Neuronas dopaminérgicas y asociación a Parkinson 

Las DA de SNpc, se pueden clasificar de acuerdo con los grupos dorsal α, densocelular 

β y el ventral γ. Los grupos anteriormente mencionados conforman un complejo de 

neuronas ventrales de las cuales las dendritas son las encargadas de liberar la dopamina 

para suministrar la SNpc (Smith & Masilamoni, 2010). En el caso de las DA de la región 

VTA pueden coexpresar neuropéptidos como neurotensina y colecistoquinina (Perez-

Bonilla et al., 2020). 

Los cuerpos de Lewis son las proteínas se han estudiado ampliamente en el desarrollo 

de PD, las cuáles se depositan en las DA de las personas que padecen la enfermedad, 

encontrándose tanto en neuritas, así como en otras células neuronales en otros procesos 

neurodegenerativo (Khan et al., 2018). Los cuerpos de Lewis están conformados por α-

sinucleína, la cual al presentar mutaciones puede aumentar el riesgo de que se acumule 

en las DA afectando la función de la mitocondria, retículo endoplasmático y autofagia, 

por lo cual se puede inducir la PD (Gonzalez-Rodriguez et al., 2020). 

2.2.- Tratamientos 

La PD es un desafío con respecto al tratamiento, debido al error en el diagnóstico de la 

enfermedad o por sintomatología similar causada por algunos fármacos, por lo cual, 

según las estadísticas 10 a 20% de las personas sufren de PD (Jagadeesan et al., 2017).   

Algunos tratamientos van desde tratar sólo los síntomas, hasta aquellos que buscan 

ejercer una neuroregeneración, por lo que los enfoques utilizados para tratar la 

enfermedad deben ser personalizados (Armstrong & Okun, 2020). 
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La farmacoterapia es un abordaje que funciona en tiempos cortos de tratamiento, debido 

a que su efecto a largo plazo puede causar mayores fluctuaciones en los movimientos, 

por lo que no hay un tratamiento permanente contra PD y la única forma para disminuir 

los síntomas son la medicación y la cirugía, pero la respuesta a la enfermedad mejora 

cuando se trata en etapas tempranas (Zesiewicz et al., 2020). 

2.2.1.- Fármacos 

Dentro de los fármacos utilizados para el tratamiento de PD, el abordaje inicial fue con el 

uso de Levodopa, ya que permite que el paciente produzca su propia dopamina, aunque 

a largo plazo tiene efectos negativos resultando en movimientos descontrolados por PD 

(Olanow et al., 2009).  Los fármacos utilizados para PD se pueden dividir en las 

siguientes categorías: 

• Control y disminución de los síntomas de PD. 

• Incremento directo o indirecto de los niveles de dopamina. 

• Tratamiento de los síntomas no motores de PD. 

Los agentes anticolinérgicos son un ejemplo de fármaco utilizado para disminuir el 

síntoma de la rigidez, ya que actúa interfiriendo en la producción de acetilcolina (Uitti, 

2012). La Levodopa actúa cruzando la barrera hematoencefálica para inducir la 

secreción de dopamina por lo cual es un ejemplo de fármaco utilizado para aumentar 

directamente la producción de dopamina (Paoletti et al., 2020). Incluso hay fármacos 

administrados que no se tiene un conocimiento de su mecanismo molecular como la 

amantadina, pero ayudan a aliviar los síntomas y se puede recetar junto con Levodopa 

(Tönges et al., 2018). 
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2.2.2.- Terapia génica (neuroprotectora) 

Un tipo de tratamiento diferente para PD es la terapia génica, la cual puede ser por 

vectores virales o sistemas no virales, los primeros introducen material genético a las 

células blanco y el segundo tipo lo hace mediante métodos químicos físicos o químicos, 

un ejemplo es mediante liposomas (Hitti et al., 2019; Singh et al., 2007). Adicionalmente 

a este tipo de terapia se le denomina neuroprotectora cuando tiene como objetivo 

aumentar la supervivencia de las DA.  

Un ejemplo de terapia neuroprotectora es el uso de neurterina (NRTN) que busca 

proteger las DA del mesencéfalo activando la vía de Nurr-1 pero en las fases clínica el 

efecto se observa a largo plazo y sólo en una pequeña diferencia a causa de que las 

células tienen un poco eficiencia de transfección (Singh et al., 2007; Sudhakar & 

Richardson, 2018). 

Incluso la terapia génica se puede combinar con la terapia celular, buscando mejorar la 

diferenciación de progenitores neurales a DA, así como incrementar la funcionalidad de 

estás neuronas. Un modo de hacerlo es por ejemplo con el uso del factor neurotrófico 

derivado de la glía (GDNF) que induce el brote de neuritas y reduce el comportamiento 

parkinsoniano (Axelsen & Woldbye, 2018; Hitti et al., 2019). 

2.2.3.- Terapia celular 

La terapia celular se centra en modificar genéticamente las células progenitoras para 

producir dopamina o incluso generar células como las DA para tratar PD. El reemplazar 

las DA dañadas por aquellas DA funcionales, promete ser una forma de mejor abordaje 

para la enfermedad debido a que puede alcanzar una completa restauración de la 
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capacidad funcional (Singh et al., 2007). La forma de tratamiento para reemplazamiento 

de DA funcionales puede ser: 

• in vivo: Consiste en la reprogramación de células pluripotentes inducidas 

obtenidas del paciente con el objetivo de diferenciarlas en DA. 

• ex vivo: La estrategia está basada en cultivo de células madre diferenciadas a DA 

para ser trasplantadas. 

En la terapia celular se trabaja con células madre embrionarias (ESCs) y las células 

madre-pluripotentes inducidas (IPSCs) con enfoques de trasplante alogénico (飛鳥, 

2019). Las células más prometedoras son las IPSCs por sus aplicaciones 

biotecnológicas, pero se busca aumentar experimentalmente la eficiencia de 

manipulación génica de dichas células (Yasuhara et al., 2017). 

2.3.- Proteína TFF1 

Trefoil Factor 1 (TFF1) es una proteína perteneciente a la familia de factores trefoil de 

las cuáles se continúa investigando sus funciones en diferentes tipos de células 

(Yamaguchi et al., 2018). TFF1 se considera una proteína pequeña de 84 aminoácidos, 

principalmente se le ha asociado a ejercer un efecto de protección gastrointestinal, por 

otro lado, en caso de una sobre expresión en el seno puede aumentar el riesgo de cáncer 

de mama, ya que se ha observa su alta expresión en esta patología (Soutto et al., 2014). 

Lo anterior dificulta un poco establecer un papel de TFF1, ya que puede funcionar como 

proteína supresora de tumores o como una oncoproteína dependiendo de la población 

celular, además de que los mecanismos por los cuales tiene estos efectos siguen sin ser 

elucidados. 
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 Tabla 2.1.- Metaanálisis del efecto de TFF1 en diferentes tipos de enfermedades y modelos de estudio. 

En la tabla se está remarcando que en modelos de líneas celulares gástricas TFF1 tiene un efecto 

apoptótico, el cual, en líneas celulares neurales, el efecto es inverso inhibiendo la apoptosis. 

 

El efecto de TFF1 es variable de acuerdo con el tipo celular, por ejemplo, en células 

gástricas el efecto de TFF1 es apoptótico en células cancerígenas, es decir funciona 

como proteína supresora de tumores, en cambio en células neurales aumenta la 

supervivencia de las células, esto también ocurre en células de cáncer de seno, por lo 

ENFERMEDAD MODELO DE 
ESTUDIO 

NIVEL DE 
EXPRESIÓ

N DE TFF1 

TÉCNICA 
UTILIZADA 

EFECTO DE 
EXPRESIÓN 

DE TFF1 

REFERENCIAS 

Enfermedad de 
Parkinson 

Ratas Wistar Alta 
expresión 
en 

substantia 
nigra 

Inmunohistoquími
ca 

Inmunofluorescen

cia 

Análisis semi-
cuantitativo 

Diferenciación 
de IPSCs a DA 

(Pia Jensen et al., 
2013) 

Neurodegeneració

n 

Ratas 

129S2/SvHsd 
C57BL/6JOlaH
sd 

Alta 

expresión 

qRT-PCR Reduce 

proliferación 
celular y la 
apoptosis. 

(Hinz et al., 2004) 

Neurodegeneració

n 

Fetos de ratas 

Wistar 

Alta 

expresión 

Inmunohistoquími

ca 

Supervivencia 

de neuronas 
DA 

(Jensen et al., 

2015a) 

Cáncer gastrico Línea celular 
AGS humana 

Alta 
expresión 

Western Blot Inducción de 
apoptosis por 

TP53 

(Soutto et al., 
2014) 

Cáncer 
gastrointestinal 

Línea celular 
AGS 

Alta 
expresión 

Western Blot Promueve 
cambios tipo 
Transición 

Epitelio-
Mesénquima 
(EMT). 

(Romano et al., 
2018) 

Cáncer de mama MCF-7 

MDA-MB-231 

Alta 

expresión 

Western Blot Estimulación 

de la migración 

(Prest et al., 

2002a) 
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cual tiene un efecto de oncoproteína (Hinz et al., 2004; Prest et al., 2002b; Romano et 

al., 2018; Soutto et al., 2014). 

2.3.2.- Efecto de TFF1 sobre el Sistema Nervioso Central 

En el Sistema Nervioso Central (SNC) se ha reportado que TFF1 funciona como un 

neuropéptido, un ejemplo es que genera un efecto positivo en la diferenciación de células 

progenitoras neurales a DA (Jensen et al., 2015). Las células que expresan una mayor 

cantidad de TFF1 son los astrocitos, de hecho, se plantea que son las encargadas de 

sintetizarlos para las progenitoras neurales y desencadenar la diferenciación (Pia Jensen 

et al., 2013). 

En cerebros de ratas adultas la expresión de TFF1 se vuelve uniforme, pero se ha 

reportado una mayor expresión cuando en los embriones se empieza  a desarrollar el 

SNC, y se regula conforme avanza el proceso, estabilizándo su expresión en la etapa 

adulta, la concentración máxima del mRNA de TFF1 en el hipocampo se alcanza 

después de nacer (Belovari et al., 2015).  En los experimentos reportados se ha evaluado 

e investigado el efecto de TFF1, pero falta entender el papel que desempeña y las vías 

en las que participa (Hoffmann & Jagla, 2002; Pia Jensen et al., 2013). 

 

2.4.- SARS-CoV-2 y la capacidad de infección a células neurales 

El coronavirus 2 del síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) es un virus de 

RNA monocatenario de sentido positivo, perteneciente a la familia de los Coronavirus y 

causante de la enfermedad COVID-19 (Ludwig & Zarbock, 2020). COVID-19 es una 
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enfermedad de alta importancia debido a los estragos ocasionados en los años 2020 a 

2021, puesto que escalo a pandemia. 

COVID-19 es una enfermedad caracterizada por síntomas respiratorios como dificultad 

para respirar, pero también síntomas asociados al SNC, destacando dolor de cabeza, 

anosmia, confusión, encefalopatías y ageusia (B.-Z. Zhang et al., 2020). Debido a lo 

anterior, se realizó investigación sobre la capacidad de infección a células del SNC 

centrada en la interacción de la proteína Spike (S) y la enzima convertidora de 

angiotensina 2, ya que es la proteína de unión que permite la entrada al virus (H. Zhang 

et al., 2020). 

No sólo las células de sistema respiratorio expresan ACE2, también lo hacen las células 

del SNC como organoides cerebrales, incluso las DA (Baig et al., 2020). La diferencia 

radica en el efecto que tiene en cada grupo celular siendo por ejemplos las IPSC 

permisivas a la entrada del virus SARS-CoV-2 (B.-Z. Zhang et al., 2020) 

2.4.1.- Proteína Spike 

La proteína S es una glicoproteína debido a que presenta 22 sitios de glicosilación 

asociados al fragmento N-terminal y mide alrededor de 1273 aminoácidos (J. Zhang et 

al., 2021). Es considerada una proteína fusión de clase I y está conformada por dos 

subunidades S1 la cual se encarga de hacer eficiente la unión al receptor ACE2 y S2 

facilitar la unión de la membrana viral con la de la célula hospedero (Satarker & 

Nampoothiri, 2020). Adicionalmente, la proteína S funciona como parte estructural de la 

envoltura de SARS-CoV-2 
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La proteína S es exitosa debido a la capacidad que tiene para unirse a ACE2 y 

posteriormente reclutar una proteína de corte TMPRSS2 para entrar vía endocitosis a la 

célula pasando por varios cambios conformacionales que facilitan la unión de la 

membrana viral y la membrana de la célula hospedero (Bosch et al., 2003) Además 

contiene diferentes dominios como el dominio de unión al receptor (RBD), dominio de 

unión a motivos (RBM), repetición háptica 1 y 2, dominio transmembranal y 

citoplasmático (Satarker & Nampoothiri, 2020). 

2.4.2.- Expresión de ACE2 en IPSCs y neuronas dopaminérgicas 

SARS-CoV-2 tiene la capacidad de infectar diferentes órganos a causa del tropismo que 

tiene, pero se está investigando su neurotropismo por la expresión de ACE2 en células 

del SNC (B.-Z. Zhang et al., 2020). En modelos experimentales se ha reportado que el 

virus tiene la capacidad de infectar cultivos monocapa de neuronas y astrocitos (J. Zhang 

et al., 2021). 

Las IPSCs son utilizadas para el tratamiento de PD expresan ACE2, por lo tanto, también 

son permisivas a la entrada de SARS-CoV-2 (Ohnuki & Takahashi, 2015). Por su parte 

las DA son afectadas por SARS-CoV-2 al grado de entrar en un grado de senescencia 

por la infección, aunque las vías y modelos faltan por ser elucidados (Han et al., 2021). 

Un último estudio ha reporta que la infección por SARS-CoV-2 establece el efecto de 

senescencia e inducir PD mediante el papel de Receptor Toll-Like 4 (TLR) los cuales 

regulan la actividad inmune innata y la respuesta inflamatoria mediante la síntesis de 

citocinas (Conte, 2021). 
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Capítulo 3 Objetivos 

Objetivo general 

Determinar el efecto de TFF1 sobre la proliferación de la línea celular SH-SH5Y por las 

técnicas de tinción de cristal violeta y MTT para analizar su efecto neuroprotector para 

mejorar la eficacia de manipulación génica en tratamientos ex vivo de la enfermedad de 

Parkinson. 

Objetivos específicos 

• Caracterizar los vectores de expresión pCMV3_TFF1_His8x y pcDNA3_SARS-

CoV-2_S_RBD_His8x. 

• Evaluar el efecto de las proteínas recombinantes TFF1 y Spike sobre la 

viabilidad celular (MTT). 

• Determinar por análisis bioinformáticos posibles blancos de la proteína TFF1. 

• Modelar molecularmente a la proteína fusión TFF1_Spike y realizar el docking 

molecular correspondiente. 
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Capítulo 4 Materiales y métodos 

Cepas bacterianas y manipulación de DNA 

Las bacterias competentes usadas fueron de la cepa DH5α de E. coli cultivadas en medio 

Luria-Bertani (LB) a 37°C. El crecimiento bacteriano fue detectado por 

espectrofotometría a una densidad óptica de 600 (OD600). Las bacterias competentes se 

transformaron con los plásmidos de pCMV3_TFF1_His8x (Sino Biological Inc., 

Chesterbrook, Pensilvania), pcDNA3_SARS-CoV-2_S_RBD_His8x (Addgene, 

Watertown, Massachusetts), se utilizaron 50 µg/ml de kanamicina para el primer 

plásmido y 100 µg/ml de ampicilina para el segundo plásmido (Aune & Aachmann, 2009). 

Posteriormente se realizó el aislamiento de las colonias de bacterias transformadas en 

placas de agar LB con los antibióticos de selección de cada plásmido . Los plásmidos 

recombinantes se extrajeron por ZR-Plasmid Miniprep-Classic (400 RX ZYMO 

RESEARCH, USA, Luisiana) y se incubaron con las enzimas de restricción BamHI, SpeI, 

EcoRV e HindI para la obtención de un perfil de restricción en un gel de agarosa al 0.8%.  

Expresión de las proteínas recombinantes en línea celular C6 

La línea celular C6 fue cultivada en medio DMEM-F12 (Gibco Invitrogen Corp, Gran 

Island, Nueva York) suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%, antibiótico 

antimicótico 1X (Thermo Scientific, San José, California) y L-glutamina 1x (Thermo 

Scientific, San José, California) en placas 100x21 mm de cultivo celular (Gibco Invitrogen 

Corp, Gran Island, Nueva York), se consideró el crecimiento de una placa por cada grupo 

establecido a transfectar con los plásmidos con lipofectamina 3000 (Thermo Scientific, 

San José, California), los cuáles fueron: control; sólo lipofectamina; lipofectamina y 

pCMV3_TFF1_His8x (Sino Biological Inc., Chesterbrook, Pensilvania); lipofectamina y 
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pcDNA3_SARS-CoV-2_S_RBD_His8x (Addgene, Watertown, Massachusetts); 

lipofectamina. La transfección fue realizada de acuerdo con el protocolo marcado por el 

proveedor utilizando 10 ng del plásmido respectivo por placa, 20 µl del reactivo p3000TM 

y 10 µl del reactivo de la lipofectamina 3000TM el medio de mantenimiento durante la 

transfección será Opti-MEM (Gibco Invitrogen Corp, Gran Island, Nueva York) y 

cambiado a las 5 horas por medio DMEM-F12 de mantenimiento por 72 horas, los medios 

durante este proceso no se desecharon, se almacenaron debido a que pueden tener 

cierta concentración de las proteínas recombinantes. Las células cultivadas posteriores 

a las 72 horas se recolectaron utilizando Buffer de lisis de células animales (Bio Basic 

Inc., Markham, Canadá) con 1 ml del buffer para cada placa siguiendo el protocolo de 

preparación de la extracción (Shen et al., 2008). Una vez recolectados los medios de 

transfección y de mantenimiento, así como las células, se corrió un SDS-PAGE con un 

stacking gel del 5% y un gel de separación al 15% para visualizar las bandas de las 

proteínas recombinantes esperadas con tinción de azul de Comassie, seguida de 

desteñimiento por ácido acético al 10% para su caracterización. 

Ensayos de viabilidad celular 

El ensayo utiliza el reactivo 3-(4,5-dimethyithiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetra-zolium bromide 

(MTT), el cual está basado en la determinación de la actividad redox celular por la 

transformación de MTT a su forma soluble formazán lo cual puede reflejar el número de 

células viables (Y. Li et al., 2021). Las células se cultivaron en placas de 24 pozos 

sembrando 10000 células por pozo durante 2 días hasta alcanzar una confluencia mayor 

al 80%, contemplando los grupos de transfección por lipofectamina 3000 (Thermo 

Scientific, San Jose, California) de manera transitoria de los plásmidos 
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pCMV3_TFF1_His8x (Sino Biological Inc., Chesterbrook, Pensilvania), pcDNA3_SARS-

CoV-2_S_RBD_His8x (Addgene, Watertown, Massachusetts). La transfección fue 

realizada utilizando 2 µg de plásmido por pozo, 2 µl del reactivo p3000TM y 7.5 µl del 

reactivo de la lipofectamina 3000TM siguiendo el protocolo marcado por el proveedor, 

utilizando medio Opti-MEM (Gibco Invitrogen Corp, Gran Island, Nueva York). Se cultivó 

por 3 días con medio de mantenimiento y se añadió al medio MTT. Las células se 

incubarán con 125 µg/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) por 2 horas a 37°C. El medio 

fue desechado y el formazan producto de la actividad celular, se disolvió en dimetil 

sulfóxido (DMSO) y fue cuantificado por espectrofotometría a 570 nm. 

Tinción de cristal violeta. 

La tinción de cristal violeta es útil realizar ensayos de viabilidad celular debido a la unión 

del violeta de metilo con el ADN (Feoktistova et al., 2016). Las células se cultivaron en 

placas de 96 pozos sembrando 1000 células por pozo durante 2 días hasta alcanzar una 

confluencia mayor al 80%, contemplando los grupos de transfección por lipofectamina 

3000 (Thermo Scientific, San Jose, California) de manera transitoria de los plásmidos 

pCMV3_TFF1_His8x (Sino Biological Inc., Chesterbrook, Pensilvania), pcDNA3_SARS-

CoV-2_S_RBD_His8x (Addgene, Watertown, Massachusetts). La transfección fue 

realizada utilizando 100 ng de plásmido por pozo, 0.2 µl del reactivo p3000TM y 0.75 µl 

del reactivo de la lipofectamina 3000TM siguiendo el protocolo marcado por el proveedor, 

utilizando medio Opti-MEM (Gibco Invitrogen Corp, Gran Island, Nueva York). Se 

cultivaron por 3 días con medio de mantenimiento y se realizó la tinción por cristal violeta. 

Las células se fijaron con paraformaldehido al 10% incubando de 10-20 minutos, se 

lavaron con agua corriente en el grifo evitando que el agua cayera directamente en las 
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células, se eliminó el agua. Se añadieron 50 ul de cristal violeta al 0.5% y se incubaron 

2 minutos, se realizaron 3 lavados con agua como en el procedimiento anterior. Se dejo 

secar y se realizaron toma de fotografías en microscopio invertido a un objetivo de 40x. 

Análisis estadístico 

Se utilizó el software GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc., San Diego, California) 

para todos los análisis estadísticos y diseño de gráficas. Los datos de variables de un 

grupo fueron analizados siguiendo un ANOVA de una vía utilizando comparaciones 

múltiples de Tukey y para aquellos con variables de dos grupos se utilizará 

comparaciones múltiples de Bonferroni. El factor de varianza en el ANOVA de una vía 

fue realizado por la comparación de grupos y para aquellos de dos vías se realizó con 

las concentraciones y la comparación de los grupos. El nivel de significancia utilizado se 

dejó en p <0.001. 

Molecular docking de TFF1_Spike 

Se realizó la selección de las secuencias de las proteínas TFF1 con 83 aminoácidos y 

parte parcial de Spike que comprende al dominio RBD de 212 aminoácidos para la fusión 

y modelamiento se utilizó Modeller (Ben Webb, USA, California).  La dinámica molecular 

fue realizada por comandos de Python en Modeller (Ben Webb, USA, California) en un 

supercomputador de la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla capaz de soportar 

la cantidad de datos generados. El análisis del Docking Molecular se hizo en el servidor 

de ZDOCK (ZDOCK Team Bioinformatics, USA, Boston), adicionalmente se analizó la 

interacción de la proteína fusión recombinante en The Eukaryotic Linear Motif resource 

for Functional Sites in Proteins (Oxford University, USA, Oxford) (Jin Li et al., 2019). 
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Capítulo 4 Resultados 

4.1.- Purificación del plásmido pTFF1_His8x y el plásmido pcDNA3_SARS-CoV-

2_S_RBD_His8x de bacterias DH5α transformadas. 

Se realizaron los perfiles de restricción de los plásmidos pTFF1_His8x y pcDNA3_SARS-

CoV-2_S_RBD_His8x para corroborar que se hubiera realizado una transformación 

exitosa de las bacterias DH5α por choque térmico, para esto se realizó extracción de los 

plásmidos por lisis alcalina, los cortes de restricción de los plásmidos respectivos se 

observan en la Imagen 4.1.1 y 4.1.2. En los perfiles de restricción realizados en gel de 

agarosa al 1% se tienen las bandas de tamaño deseado confirmando la transformación 

de las bacterias para proceder a cultivarlas para Maxiprep.  

En el plásmido pTFF1_His8x se generan dos bandas una de 1641 pb y la segunda de 

4632 con cortes de las enzimas SpeI y ClaI que al sumarse genera el tamaño total de 

6273 pb correspondiente al plásmido utilizado. 

  

A) B) 
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Imagen 4.1.1.- A) Representación gráfica del pTFF1_His8x con un marcador de selección de resistencia a 

Kanamicina, región promotora y tag de Histidina. B) Perfil de restricción del plásmido pTFF1 en el cual se 

genera dos bandas la primera de 4632 pb y la segunda de 1641 pb, al realizar cortes con la enzima de 

restricción SpeI y ClaI. Las enzimas KpnI, SpeI, ClaI y EcoRV por separado sólo linearizan el plásmido.  

Las bandas del plásmido pcDNA3_SARS-CoV-2_S_RBD_His8x  que se generan son de 

1062 pb y 4969 pb al cortarse con NdeI y BamHI con un total de 6031 pb, al contrario de 

cuando se utiliza SpeI y BamHI con 1467 pb y 4564 pb que representa al plásmido de 

6031 pb. La distinción anterior se realizó debido a que se tenía también el plásmido, pero 

en lµgar de tag de His8x está unido a una proteína verde fluorescente. 

  

Imagen 4.1.2.- A) Representación gráfica del pcDNA3_SARS-CoV-2_S_RBD_His8x con un marcador de 

selección de resistencia a ampicilina, región promotora y tag de Histidina. B) Perfil de restricción del 

plásmido pTFF1 en el cual se genera dos bandas la primera de 1062 pb  al realizar corte con NdeI y BamHI 

y la segunda banda de comprobación es de 1467 pb al realizar corte con SpeI y BamHI.  

A) B) 
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Las bacterias DH5α transformadas con los plásmidos pTFF1_His8x y pcDNA3_SARS-

CoV-2_S_RBD_His8x una vez crecidas en su respectivo caldo LB en matraz de 500 ml 

para maxiprep, se extajeron los respectivos plásmidos obteniendo una concentración de 

346 ng/ul del plásmido que contiene a TFF1 y 256 ng/ul del plásmido que contiene a 

Spike en 151 ng/ ul suficiente para realizar los experimentos de transfección (Aune & 

Aachmann, 2009). 

4.2.- Caracterización de la proteína recombinante TFF1 

                                          

Imagen 4.2.1.- A) Toma en microscopio 40x de la línea celular C6 para la expresión de las proteínas 

recombinantes TFF1 y Spike. B) Electroforesis de SDS-PAGE para caracterización de TFF1 en la que se 

visualiza el dímero de TFF1 en el medio de cultivo de la línea celular transfectada C6. 

Se realizó la estandarización de la técnica de transfección con las células C6 con los 

plásmidos que contienen a TFF1, para posteriormente realizar los experimentos con la 

línea celular SH-SH5Y, esto debido a que la cinética de crecimiento de las SH-SH5Y es 

A) 
B) 
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un 75% menor a la de C6. Para lo anterior se realizó la transfección de las células y se 

obtuvo el medio de cultivo, así como las células con la finalidad de extraer proteínas. Las 

proteínas se corrieron en un gel de SDS-PAGE al 18%, tanto del medio de cultivo, así 

como del producto de la lisis celular, en las condiciones de transfección con pTFF1_His8x 

se presenta la banda de la formación del dímero de TFF1 con 15 kDa a comparación del 

control (Imagen 4.2.1 sección B), de esta forma se demuestra que se esta expresando 

la proteína posteriormente a la transfección a comparación del control (P. Jensen et al., 

2015). 

4.3.- Efecto de la transfección de la línea celular SH-SH5Y con los plásmidos 

pcDNA3_SARS-CoV-2_S_RBD_His8x  y pTFF1_His8x por tinción de cristal 

violeta. 

La evidencia fotográfica se obtuvo con un microscopio invertido a un objetivo de 40x por 

la técnica de cristal violeta (Imagen 4.3.1) en la línea celular SH-SH5Y, en la cual se 

observa que en las condiciones de transfección con el plásmido pTFF1-His8x, así como 

en la ausencia de transfección con el plásmido mencionado, el número de células 

disminuye conforme aumenta la concentración de 6-OHDA, el cuál es un compuesto 

neurotóxico.  

Al expresar las células TFF1 por transfección con lipofectamina el número de células 

observables en el microscopio es mayor un 32% entre la condición sin 6-OHDA con 

expresión de TFF1 a comparación del control. En las condiciones posteriores (50, 75 y 

100 µM se tiene un aumento del 24-28% de número de células con la expresión de TFF1 
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los valores de porcentaje se obtuvieron de ImageJ, lo cual indica que TFF1 está 

aumentando la proliferación celular de la línea SH-SH5Y (Offenburger et al., 2018). 

 

 

Imagen 4.3.1- A) El gradiente de concentración de 6-OHDA permite establecer un efecto de daño 

neurogenetivo, el cuál es muy marcado al aumentar la concentración. Al expresar TFF1 en la línea celular 

SH-SH5Y se observa un aumento de la proliferación celular con respecto al control. Adicionalmente las 

células al expresar TFF1 en las condiciones con concentraciones de 6-OHDA, se observa una disminución 

en la muerte celular, ejerciendo TFF1 un efecto neuroprotector. B) Gráfica de barras de ensayos de 

A) 

B) 
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proliferación celular en las condiciones de tratamiento de modelos inducidos de 6-OHDA y aumento de la 

expresión de TFF1 por conteo celular. 

4.4.- Efecto de la Transfección de la línea celular SH-SH5Y con los plásmidos 

pcDNA3_SARS-CoV-2_S_RBD_His8x y pTFF1_His8x en la proliferación celular 

por la técnica MTT  

La técnica de cristal violeta demarca que hay un mayor número de células en las 

condiciones en las que se expresa TFF1, por lo que se necesita corroborar con la técnica 

de MTT para evaluar el efecto de su expresión en la proliferación celular de la línea SH-

SH5Y. El efecto de la expresión de Spike en la línea celular SH-SH5Y también fue 

evaluado para predecir la respuesta celular ante el uso de la proteína fusión TFF1_Spike.  

En los grupos de tratamiento la adición de 6-OHDA induce una disminución de la 

proliferación celular de acuerdo con la concentración utilizada. El aumento de la 

expresión de TFF1 en la línea celular SH-SH5Y induce un aumento en la proliferación 

celular con una diferencia del 16% con una significancia de p<0.001 por ANOVA de una 

vía entre grupos de tratamiento (Imagen 4.4.1). En la condición de 100 µM de 6-OHDA 

cuando hay un aumento en la expresión de TFF1 se contrarresta el efecto del compuesto 

neurotóxico por un 30.34% de diferencia contra el grupo de solo 100 µM 6-OHDA con 

una significancia de p<0.001. 

La combinación del uso de 6-OHDA y la expresión de Spike sin el aumento de la 

expresión de TFF1 disminuye la proliferación celular, por otro lado, el aumentar la 

expresión de TFF1 no contrarresta el efecto citotóxico generado por 6-OHDA y la 

expresión de Spike (Imagen 4.4.1) (F. Li et al., 2021; Marchbank et al., 1998). 
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TFF1 - - - + + + - - - + + + 

Spike - - - - - - + + + + + + 

6-OHDA 50 µM - + - - + - - + - - + - 

6 OHDA 100 µM - - + - - + - - + - - + 

 

Imagen 4.4.1.- Efecto de la expresión de TFF1 y Spike, así como de la concentración de 6-OHDA en 

combinación de los tratamientos. Se observa que al aumentar la concentración de 6-OHDA disminuye la 

proliferación celular. La expresión de TFF1 induce un aumento en la proliferación celular en un 16% a 

comparación del control con una diferencia significativa de p<0.001 (*). La combinación de la expresión 

de Spike y 6-OHDA induce una menor proliferación celular, aunque se esté expresando TFF1 a 

comparación de los demás grupos. 
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TFF1 - - - + + + 

6-OHDA 50 µM - + - - + - 

6 OHDA 100 µM - - + - - + 

Imagen 4.4.2.- Efecto de la expresión de TFF1 en concentración de 50 y 100 µM de 6-OHDA. Se observa 

que al aumentar la concentración de 6-OHDA disminuye la proliferación celular. La expresión de TFF1 

induce un aumento en la proliferación celular en un 16% a comparación del control con una diferencia 

significativa de p<0.001 (*).  Adicionalmente se observa que, aunque se aumente la concentración de 6-

OHDA, hay una neuroprotección por parte de TFF1 manteniendo la misma proliferación celular entre el 

grupo +TFF1 – Spike + 50 µM de 6-OHDA y el grupo +TFF1 – Spike + 100 µM de 6-OHDA y el grupo. 

El aumento de la expresión de TFF1 en la línea celular SH-SH5Y, permite que en 

condiciones neurotóxicas similares a las de un Modelo de PD se restablezca la 

proliferación celular a un 98% a pesar de estar en una concentración de 100 µM de 6-

OHDA, a comparación de cuando no se aumenta la expresión y con una concentración 
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de 100 µM de 6-OHDA en la cual se tiene una proliferación celular del 68% con una 

diferencia significativa de p<0.001. 

4.5.- Molecular Docking de la proteína TFF1_Spike, así como posibles 

interacciones obtenidas por bioinformática. 

La unión de la proteína TFF1 y Spike generó una proteína fusión de 295 aminoácidos en 

un modelo in silico generado por Modeller. Se realizó el modelado molecular mediante la 

generación de 10 posibles estructuras de la cual se seleccionó la de mayor estabilidad 

mediante comandos de Python enfocados en una comparativa de las estructuras. La 

estructura que se obtuvo se encuentra en el archivo “Proteína fusión TFF1_Spike” dentro 

de los archivos adicionales del trabajo. La estructura visualizada en el programa Modeller 

se encuentra en la Imagen 4.5.1, observando el extremo de la proteína TFF1 y el de la 

proteína Spike. 

 

Imagen 4.5.1.- Estructura de la proteína fusión TFF1_Spike generada en el programa Modeller, de la cual 

se trabajó por tener una mayor estabilidad entre todas las estructuras generadas visualizada en Discovery 

Studio Visualizer (VMD). 
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La dinámica molecular permitió obtener el comportamiento de la estabilidad de la 

proteína TFF1_Spike en una caja de agua contemplado 4986 frames, los cuales fueron 

realizados en el supercomputador de la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla 

capaz de soportar la cantidad de datos generados (Imagen 4.5.2). Los datos que se 

generaron de la estabilidad de la proteína se graficaron contra la desviación de la raíz 

cuadrada media del coeficiente de energía (RMSD) (Imagen 4.5.3). La gráfica de los 

valores RMSD a través del tiempo de la TFF1_Spike permite establecer las fluctuaciones 

hasta predecir un equilibrio en 5.46 Å, adicionalmente se observa que se mantiene dentro 

del rango de 5 a 7 Å en la simulación (Jin Li et al., 2019). 

 

Imagen 4.5.2.- Modelo de la proteína fusión TFF1_Spike con mayor punto de equilibrio en una caja de 

agua para evaluar la estabilidad de la molécula visualizado en VMD. 
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Imagen 4.5.3.- Modelo de dinámica molecular de la proteína fusión TFF1_Spike con mayor punto de 

equilibrio en una caja de agua para evaluar la estabilidad de la molécula. 

En The Eukaryotic Linear Motif resource for Functional Sites in Proteins se determinó 

que hay una interacción con la proteína TRAF2 la cual se une debido al motivo PPEE de 

consenso ubicado en la proteína fusión. Una segunda interacción es con la proteína 

TRAF6 debido al sitio de unión VPPEEECEF que presenta TFF1_Spike. El análisis 

muestra que hay un sitio de fosforilación de quinasa dirigido por prolina en PGVTPSQ, 

lo cual es importante en la vía de las MAPK. Los motivos encontrados en la proteína 

TFF1_Spike, el nombre del motivo y su función se encuentran resumidos en la Tabla 

4.5.1. 
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Imagen 4.5.4.- Representación de los motivos encontrados de interacción en The Eukaryotic Linear Motif  

resource for Functional Sites in Proteins de la proteína TFF1_Spike. PPEE Sitio de interacción TRAF2. 

VPPEEECEF sitio de interacción TRAF6. PGVTPSQ Sitio de fosforilación quinasa dirig ido por prolina. 

 

Tabla 4.5.1.- Tabla de los motivos LIG_TRAF2_1, LIG_TRAF6 y MOD_ProDkin_1 encontrados en la proteína 

fusión TFF1_Spike, así como la función correspondiente a cada secuencia de aminoácidos.  
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Capítulo 5 Discusión de resultados 

5.1.- Caracterización de la proteína TFF1 en la línea celular C6. 

En un primer abordaje realizamos la expresión de TFF1 en la línea celular de glioma C6 

a fin de usar a dichas células como productoras de dicha proteína recombinante y para 

su caracterización, ya que en otras líneas celulares de cáncer se ha observado que la 

expresión de TFF1 induce muerte celular, siendo las C6 resistentes a múltiples 

tratamientos y con una elevada tasa de proliferación llegamos a la conclusión que quizás 

dicho efecto no sería tan drástico. TFF1 es una proteína que se puede encontrar en forma 

monomérica de 9.15 kDa o dimerizado de 19.3 kDa observada en la Imagen 4.2.1 

(Cys58), la forma dimérica ha sido reportada por Marchbank T., et. al (1998) en un en la 

línea celular HT29 (Cheng et al., 2015; Marchbank et al., 1998).  En el presente trabajo 

realizamos un SDS-PAGE del medio condicionado es decir del medio de células 

productoras de TFF1 e identificamos la forma dimerizada siendo necesario en 

experimentos posteriores su cuantificación de TFF por ensayo de ELISA a fin de 

determinar la cantidad presente en el medio de cultivo. De manera interesante 

encontramos que TFF1 disminuye la viabilidad de las células de glioma C6 siendo 

congruente con los reportado por Weise A. y Dunker N. (2013) en las líneas celulares 

RBL-13, RBL-30, RB383. 

5.3.- Efecto de TFF1 en la proliferación celular de la línea celular SH-SH5Y. 

El ensayo de MTT que la sola sobreexpresión de TFF1 induce un aumento en la 

proliferación celular de SH-SH5Y (Imagen 4.4.1). En estudios de células de carcinoma 

de mama realizado por Amiry N., et al., (2009) se ha reportado el aumento de la 
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oncogenicidad del tumor, es decir un aumento en la proliferación celular, así como un 

aumento en la capacidad de migración e invasión, el silenciamiento de TFF1 genera una 

regresión del carcinoma mamario (Amiry et al., 2009). Por otro lado, las células de 

retinoblastoma al sobreexpresar TFF1 tienen una menor tasa de proliferación debido al 

aumento de inhibidores de las ciclinas dependientes de cinasa (CDK), esto indica que 

dependiendo del tipo de célula, TFF1 puede inducir la proliferación celular o disminuirla 

(Weise & Dünker, 2012).  

Bossenmeyer P., et al (2002) han asociado a TFF1 con la diferenciación de las células 

gastrointestinales por afectar la transición de la fase G1-S y reducir la apoptosis, por lo 

tanto, las expectativas de que TFF1 aumenta la eficiencia de diferenciación de neuronas 

progenitoras a DA es prometedora, sumado al efecto de inducción de la proliferación 

(Bossenmeyer-Pourié et al., 2002). Ante ello hay que indagar a profundidad el efecto 

sobre las células neuronales en diferentes contexto ya que se ha reportado que la 

ausencia de la expresión de TFF1 contribuye a desarrollar cáncer de estómago, lo cual 

sugiere que su expresión podría estar asociada con contrarrestar el desarrollo de cáncer 

gastrointestinal por inflamación crónica persistente (Katoh, 2003). Adicionalmente 

encontramos que en la línea celular C6 se observa una disminución de la proliferación 

celular al ser transfectada con el plásmido pTFF1_His8x, esto está en congruencia con 

los resultados reportados por Busch M., et al (2017) en el que la sobreexpresión de TFF1 

disminuye el potencial tumoral de líneas celulares de retinoblastoma por la regulación la 

señalización p53/caspasa y mir-18a (Busch et al., 2017; Feoktistova et al., 2016). La línea 

celular C6 es un tipo de línea celular de un glioblastoma multiforme muy agresivo y con 

mal pronóstico, por lo que la expresión de TFF1 disminuye la agresividad del tumor, así 
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mismo la línea celular C6 es un estándar de oro para el estudio de neuro-oncología 

(Giakoumettis et al., 2018). 

5.2.- La expresión de TFF1 reduce el daño por 6-OHDA en la línea celular SH-

SH5Y. 

El uso de la técnica de cristal violeta en la línea celular SH-SH5Y permite observar una 

disminución en el daño por 6-OHDA al inducir una alta expresión de TFF1 por la 

transfección de dichas células. El gradiente de 0 µM,50 µM,75 µM y 100 µM de 6-OHDA 

muestra un efecto citotóxico mayor conforme aumenta la concentración del fármaco, esto 

debido a que es una neurotoxina capaz de inducir estrés oxidativo en las células del SNC 

(Offenburger et al., 2018). Tingting L., et al (2022) reporta que TFF1 promueve la 

neuroprotección mediante la regulación de la expresión de FOXA1 ante un modelo 

inducido por 6-OHDA. FOXA1 es una proteína que promueve la supervivencia de 

neuronas dopaminérgicas (Pristerà et al., 2015).  

En la imagen 4.4.2 en el experimento de MTT se observa que hay un efecto en la  

proliferación celular sin 6-OHDA y un aumento de expresión de TFF1, por lo que habría 

que discernir si tiene un efecto neuroprotector al disminuir la apoptosis, inducción de la 

proliferación celular o los ambos procesos mencionados (Amiry et al., 2009; Weise & 

Dünker, 2012). El mecanismo por el cual actúa TFF1 no ha sido descrito sin embargo se 

ha reportado que es scavenger de ROS (Znalesniak et al., 2016).  Por lo tanto quizás 

dicho efecto podría ser el mecanismo por el cual actúa para contrarrestar los niveles de 

ROS inducidos por la 6-OHDA. Por otro lado, si el contexto celular es fundamental para 

la acción de TFF1 sería fundamental realizar experimentos con células neuronales 
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diferenciadas por ejemplo con cAMP puesto se ha reportado que la expresión de TFF1 

puede ser inducida por la actividad de la forscolina, un fármaco que activa la enzima 

adenil ciclasa e incrementa los niveles de cAMP, lo cuál sería interesante para evaluar 

como tratamiento coadyuvante o un elemento adicional en la manipulación de modelos 

ex vivo de terapia celular para PD puesto que las DA expresan una mayor cantidad de 

TFF1 para neuroprotección (P. Jensen et al., 2015). 

 

5.4.- Inducción de apoptosis e inflamación por la proteína Spike 

El efecto de Spike en la Imagen 4.4.1 sobre la disminución de la proliferación celular 

puede estar asociado a que la proteína promueve la inflamación y apoptosis a través de 

la autofagia por inhibición de la señalización PI3K/AKT/mTOR encargada de regular el 

ciclo celular y asociada a procesos de quiescencia y proliferación, por lo que habría que 

evaluar si es un buen candidato a estar fusionado con la proteína TFF1, ya que en las 

condiciones de transfección realizadas se observa que TFF1 no logra contrarrestar el 

efecto combinado de Spike y 6-OHDA (F. Li et al., 2021). Con este último resultado 

debemos evaluar en futuros experimentos los mecanismos implicados con profundidad. 

5.5.- Análisis de la estabilidad de la proteína fusión TFF1_Spike 

Siguiendo en la propuesta de realizar una proteína fusión se realizó el diseño in-silico de 

TFF1_Spike y no centramos en determinar la estructura con mayor estabilidad en una 

caja de agua (Imagen 4.5.2). El desarrollo fue in silico, por lo que los resultados in vitro 

ayudarían a proponer si la unión de Spike a TFF1 permite su entrada de manera 
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endosomal y posteriormente le permite llevar a cabo su función neuroprotectora, o por lo 

contrario Spike ejerce la inducción de la apoptosis y la inflamación como se observó en 

los experimentos de MTT de la imagen 4.4.1, en los que la combinación de la expresión 

de Spike y TFF1 no contrarresta el efecto de 6-OHDA (Y. Zhang et al., 2019). 

Los valores RMSD determinados en la Imagen 4.5.3 no fueron los esperados, a pesar 

de tener un punto de equilibro, se busca que tengan un menor valor y sean constantes, 

es decir que la proteína fusión alcance el equilibrio en un menor tiempo (Lohning et al., 

2017). 

Las proteínas TRAF2 y TRAF6 tienen interacción molecular con la proteína TFF1_Spike 

de acuerdo con los dominios encontrados en The Eukaryotic Linear Motif resource for 

Functional Sites in Proteins (Tabla 4.5.1). Los factores asociados a los receptores del 

factor de necrosis tumoral (TRAF) participan en la ubiquitinización de proteínas, un paso 

importante en el marcaje de proteínas para degradación del proteosoma, pero se ha 

reportado que tienen influencia en vías de señalización por los cambios dinámicos que 

tienen dichas proteínas (Jie Li et al., 2019). Por otro lado, el tener el dominio de unión a 

TRAF2 puede asociarse al efecto neuroprotector de TFF1, puesto que TRAF2 es una 

proteína que ejerce protección contra la necroptosis un tipo de muerte celular 

programada que presenta características de apoptsis y morfología de necrosis (Jie Li et 

al., 2019). Por su parte TRAF6, se ha asociado a enfermedades del SNC por lo que 

dilucidar el mecanismo de interacción de TRAF6 y TFF1 sería importante para evitar 

procesos de neurodegeneración en las células sobreexpresadas con TFF1, así como la 

competencia entre TRAF2 y TRAF6 para unirse con TFF1, ya que TRAF2 tiene un efecto 

positivo en las células del SNC (Dou et al., 2018).  La interacción con TRAF6 explicaría 
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la regresión tumoral de líneas celulares de cáncer gástrico, ya que TRAF6 funciona como 

un supresor de tumores por tener como blanco a la proteína c-Myc un factor de 

transcripción que regula positivamente genes asociados a la proliferación celular  (Dou 

et al., 2018).  

El sitio de fosforilación de quinasa dirigida por prolina encontrado en TFF1 distingue su 

participación en los mecanismos de señalización, ya que indica que en algún punto, TFF1 

sufre un cambio conformacional y de esta forma su actividad puede ser regulada (Lu et 

al., 2002). Este dominio se ha reportado en el transportador de dopamina, permitiendo 

que sea blanco de múltiples cinasas para su regulación (Gorentla et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

45 

 

Capítulo 6 Conclusiones 

Los resultados de MTT y cristal violeta en la línea celular SH-SH5Y permiten determinar 

que TFF1 induce la proliferación celular y en modelos inducidos por 6-OHDA un efecto 

neuroprotector, lo que da pie a que en líneas futuras de investigación se mejore la 

eficacia de la manipulación génica en tratamientos ex vivo de PD. 

El estudio de TFF1 es amplio, ya que en líneas celulares de Retinoblastoma disminuye 

la tasa de proliferación mientras que en SH-SH5Y las aumenta, evaluar qué proteínas 

están silenciadas o aumentadas en cada línea celular permitiría entender la ruta de TFF1 

para poder utilizarla de la mejor manera en la terapia génica (Romano et al., 2018; Soutto 

et al., 2015). Una forma en la que disminuye la tasa de proliferación es debido a que 

afecta la transición de la fase G1-S, pero la interacción que realiza para regularlo positiva 

o negativamente aún no está claro (Bossenmeyer-Pourié et al., 2002). 

La proteína Spike induce inflamación y apoptosis en la línea celular SH-SH5Y, 

posteriormente convendría evaluar el efecto que tiene en líneas celulares progenitoras 

para determinar si puede ser utilizado en el diseño de la proteína TFF1_Spike o se debe 

cambiar de enfoque, ya que TFF1 no logra contrarrestar el efecto de 6-OHDA en conjunto 

con Spike (Y. Zhang et al., 2019). 

El diseño de la proteína fusión se mejorará para obtener modelos conformacionales con 

menor valor de RMSD y por lo tanto mayor estabilidad. Por otro lado, cada modelo 

obtenido debe ser estudiado en cuestión de las interacciones que tiene, es decir si tiene 

actividad con las proteínas TRAF2 y TRAF6, ya que al modificar el modelo podría 

obstruirse el acceso a estos dominios (Dou et al., 2018; Jie Li et al., 2019). 
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Perspectivas 

TFF1 es una proteína que participa en la protección de daño inducido por 6-OHDA, y 

también participa en la inducción de la proliferación, un análisis proteómico y de 

microarrays permitiría analizar las interacciones que hay de TFF1, es decir proteínas que 

están en alta y baja concentración en el modelo de inducción de 6-OHDA, así como en 

controles debido a que induce proliferación en modelos sólo con tratamiento de TFF1 

(Belovari et al., 2015; Cuevas-Fernández et al., 2019; Harel & Lupski, 2018). 

En los microarreglos que podrían realizarse en futuras investigaciones, la expresión de 

FOXA1 debería ser analizada para confirmar las propiedades dopaminérgicas y de 

supervivencia neuronal en modelos inducidos por 6-OHDA (Offenburger et al., 2018; 

Wang et al., 2020; Yang et al., 2003). Adicionalmente, se debería estudiar cual es el 

efecto directo de TFF1, así como la actividad que ejerce en mayor proporción: 

neuroprotección o inducción de la proliferación celular. 

En líneas posteriores se evaluará el efecto de TRAF2 solo o en conjunto con TFF1 como 

neuroprotector. Posteriormente realizar el estudio de TRAF6 serviría para saber si 

funciona como un tratamiento que evite la neurodegeneración en combinación con TFF1 

y TRAF6 en modelos de neuronas dopaminérgicas diferenciadas a partir de células 

progenitoras neurales (Dou et al., 2018; Jie Li et al., 2019; Wang et al., 2020). 
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1.- Cotejo de distinciones y méritos académicos. 

Premios  

2do lugar en la modalidad cartel otorgado por la Sociedad Mexicana de Biotecnología y 
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Congresos 
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cartel con el tema “Análisis de los perfiles de expresión de los miRNAs asociados al 

diagnóstico temprano y metástasis de cáncer de mama tipo luminal” (2021). 

2do Congreso Internacional de NanoBioingeniería, participación en modalidad cartel con 

el tema “Análisis de los perfiles de expresión de los miRNAs asociados al diagnóstico 

temprano y metástasis de cáncer de mama tipo luminal” (2021). 

Programa de doble grado 

Se realizó un doble grado en convenio de la Universidad Popular Autónoma del Estado 

de Puebla del programa Maestría en Biotecnología, así como de la Universidad de Jaén 

del programa Maestría en Biotecnología y Biomedicina. 
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neuronal differentiation and myelination: in vitro and in vivo studies. Biometals 35, 395–

427 (2022). https://doi.org/10.1007/s10534-022-00380-x 
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Glosario 

A 

ANOVA Análisis de la varianza. 

Azul de Comassie 
Tinción utilizada en el revelado de proteínas debido a que no 

interf iere con la movilidad electroforética de las proteínas. 

B 

Bradford 
Técnica colorimétrica utilizada para la cuantif icación de 

proteínas. 

C 

Clonación Inserción de un gen blanco a un ADN circular. 

Cristal violeta 

Método simple para detectar la adherencia mantenida de las 

células es la tinción con colorante cristal violeta, el cual 

interactúa con las proteínas y el ADN. 

D 

Dominios 

Regiones de la secuencia aminoacídica de las proteínas que 

son capaces de interactuar con otras moléculas. 

E 

EGF Factor de crecimiento epidermal. 
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ELISA 
Técnica de enzimoinmunoanálisis de adsorción usada para la 

detección de antígenos o anticuerpos. 

Espectrofotometría 
Técnica analítica que permite determinar la concentración de 

un compuesto en solución. 

F 

FGF Factor de crecimiento de f ibroblastos. 

I 

Inmunocitoquímica 

Localización microscópica de las proteínas presentes en los 

tejidos o células. 

M 

Molecular Docking 

Método que predice la conformación preferida de una 

molécula al estar unida con otra. 

MTT 

Técnica utilizada para determinar la actividad redox celular, un 

indicador de muerte celular en un ensayo colorimétrico. 

L 

LB Caldo Luria-Bertani. 

O 

OD600 Densidad Óptica a lectura de 600 nm. 
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P 

Perfil de restricción 
Es la obtención de bandas de tamaño conocido de un 

plásmido por medio de enzimas de restricción. 

S 

SDS-PAGE Técnica utilizada para separación de proteínas por movilidad 

electroforética. 

SFB Suero fetal bovino. 

T 

TFF1 Trefoil Factor 1. 

TNF Factor de necrosis tumoral. 

TRAF2 Factor 2 asociado al receptor de TNF. 

TRAF6 Factor 6 asociado al receptor de TNF. 

Transfección por lipofectamina 
Inserción de material genético exógeno por medio de 

liposomas. 

Transformación bacteriana 

Alteración genética de una bacteria competente resultante de 

la absorción directa, incorporación y expresión del material 

genético exógeno. 

U 

USA Estados Unidos de América 
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