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SUMMARY

Iransplants of genetically modified cell lines represent a valuable tool in neurobíology

and could be an altemative treatment foi neurodegeneíative disoideis Ihe cell Une

M213-2O was immoitalized using the tsA58 alíele of the SV40 large T antigen

(Gioidano, et al,., 1993; 1996) and latei üansfected with human GAD 67 cDNA using an

Epstein-Baír viius-based plasmid vector (Conejero-Goldberg, et al.., 2000), One of the

subclones isolated (clone 4), produces laige amounts of GABA foi extended peiiods of

tune when kept in cuitare (Conejero-Goldberg, et al.., 2000) and could be useful foi

intracerebral transplantation in epilepsy. The puipose of the piesent study was to

transplant clone 4 into the basolateial amygdala of male Spiaque-Dawley rats, and

evalúate the changes in GABA content at different time points as weü as the histological

appeaiance of the tiansplants, The fíist gioup of animáis received transplants of clone 4

(400,000/201), a gioup received üansplants of clone control M213-20, one gioup

leceived a sham tiansplant and anothei gioup served as an intact control The íesults

showed a significant inciease in GABA levéis in the amygdala of transplanted ratsonly

at 8-weeks aftei transplant. Histological analysis showed that the cells were present in

all cases and showed a healthy appearance At 12-weeks post tiansplant the

tiansplanted cells were localized not only in the amygdala but also along the external

capsule. These íesults show that genetically modified cells can be used to deliveí

molecules of interest into specific biain nuclei.



I. INTRODUCCIÓN

El aumento en la incidencia mundial de enfermedades neurodegeneiativas

aunado a la limitada capacidad del sistema nervioso central de regenerarse ha

impulsado a muchos investigadores a la búsqueda y desarrollo de nuevas modalidades

terapéuticas que puedan restaurar el funcionamiento normal del cerebro Dentro de

estos modelos se encuentran los transplantes de células, En la actualidad existe un

considerable número de estudios en modelos animales que demuestran la sobrevivencia

de los transplantes de tejidos neuronales, así como su integración al cerebro al que

fueron transplantados y su posible participación en la recuperación funcional después

de un daño cerebral (Koutouzis, I K, et al., 1994; Barry, D.l. et al,, 1989; Giordano, M.,

Hagenmeyer-Houser, S.H.. & Sanberg, P.R, 1988).,

Sin embargo el uso de transplantes como una herramienta clínica para el

tratamiento de enfermedades del sistema nervioso en humanos aún plantea múltiples

preguntas no sólo técnicas y científicas, sino de tipo ético, ya que la principal fuente de

tejido paia dichos injertos es el tejido fetal. Por esta razón es necesaria la búsqueda de

nuevas fuentes de tejido (Giordano, M, Takashima, H., Poltorak, M, Geller, H.M.. &

Freed, W.J.., 1996). Una de estas fuentes son las células provenientes de cultivo, que

incluso pueden ser modificadas genéticamente para producir sustancias de interés

En este trabajo se realizaron transplantes de una línea celular inmortalizada de

origen estriatal, M213-2O cl-4., Esta línea celular fue previamente inmortalizada

utilizando el alelo A58 del antígeno T grande del virus Simian 40 (SV40) (Giordano, M

et al.., 1993) Posteriormente fue transfectada con el cDNA del GAD67 humano

utilizando como vector el viius de Epstein Barí (Conejeio-Goldberg, C ei al.., 2000),. La

línea celular obtenida (M213-2O cl-4) tiene como propiedad la liberación de grandes

cantidades del neurotransmisor ácido y-aminobutírico (GABA). Alteraciones en los
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niveles normales de este neurotransmisor se relacionan con algunas enfermedades

neurodegenerativas como la epilepsia y la enfermedad de Huntington (Cooper, J.R.,

Bloom, FE & Roth, R.H., 1996)

Dada la importancia de este neuiotransmisor en el funcionamiento dei sistema

nervioso, el estudio del efecto de estas células al ser tiansplantadas y su integración al

tejido huésped dará información sobre su posible uso en algunas patologías. Es poi esto

que se realizó una caracterización tanto histológica como neuroquímica del transplante

Utilizando ratas albinas de la cepa Sprague - Dawley se hicieron ttansplantes bilaterales

de la clona M213-2O cl-4 en la amígdala basolateral A la par se realizaron transplantes

falsos y transplantes con células pertenecientes a una clona control que no contiene el

transgén del GAD67h, pero que posee las mismas características morfológicas y

estructurales (Giordano, M, et al.., 1993; Conejero-Goldberg, C, et al, 2000)., Se evaluó el

transplante tanto histológica como neuioquímicamente a tres diferentes tiempos

postransplante, con la finalidad de establecer cuando se integra el tiansplante al cerebro

huésped

Nuestros resultados indican que el transplante presenta una buena integíación,

comprobado por los análisis histológicos realizados, utilizando técnicas histoquímicas

como la de violeta de cresilo e inmunohistoquímicas con anticuerpos contra la Proteína

Acídica Glial Fibrilar (GfAP) y la Descaiboxilasa del Ácido Glutámico (GAD), Este

análisis también fue útil para demostrar que estas células, como ocurre con los

transplantes de células en suspensión, migraion a lo largo de la cápsula externa,

alejándose del sitio de inyección sin producir gliosis en el tejido huésped Esta migración

se observó sobre todo en los cortes de los cerebros de las ratas con un tiempo

postiansplante mayor I al vez esta sea una razón per la que el estudie neuroquímico del

transplante realizado en la amígdala disecada después del transplante, no reveló

diferencias significativas en el contenido de GABA en el grupo de ratas con un tiempo



postransplante de 12 semanas

La importancia de este trabajo reside en que es la primera vez que se evalúa in

vivo la producción de GABA por paite de un transplante de esta línea celular y que se

hace una descripción histológica detallada del mismo Esta evaluación es necesaria para

determinar si la estrategia usada en la producción de esta clona es la apropiada, de

manera que los tiansplantes de estas células modifiquen significativamente ei contenido

de GABA en el tejido cerebral sin producir alteraciones en el tejido huésped.,

1 T^!5 C



II. ANTECEDENTES

Los transplantes neuronales son una técnica quirúrgica que tienen una amplia

aplicación en la neurobiología moderna, ya que constituyen una poderosa herramienta

para el estudio de la función del celebro., Permitiendo evaluar los aspectos anatómicos y

funcionales durante el desarrollo como la diferenciación y regeneración de diferentes

sistemas neuronales, así como resaltar la importancia de estructuras o sistemas de

neurotransmisión en diversas funciones o patologías (Emerich, D.F., & Granholm, L..,

1998),

Aunque los transplantes de tejido neuronal han sido ensayados esporádicamente

en cerebros de mamíferos adultos desde el siglo XIX/ sólo en los años setenta se llevaron

a cabo bajo condiciones confiables El primer lepoite de transplantes neuronales data de

1890, en ese estudio Thompson realizó transplante de cortezas de gatos y peños, pero

no observó una buena sobrevivencia de los tejidos transplantados (Gash, D.M.., 1984;

Dunnet, S.B., 1998).

El primer experimento que demostró la sobrevivencia de los tejidos

transplantados fue el publicado por Elizabeth Hopkins Dunn (1917) (En: Gash, D.M,,,

1984)., Hopkins Dunn realizó transplantes de tejidos corticales fetales en el cerebro de

tatas y observó la sobrevivencia de los transplantes sólo en dos ocasiones Con base en

estos estudios se determinaron dos factores importantes que contribuyen a la

sobrevivencia del tejido, el uso de tejido fetal y la utilización de aloinjertos (transplante

donde el donador es de la misma especie) (Gash, D.M, 1984; Dunnet S.B.., 1998). El

tercer factor que interviene en la sobrevivencia del transplante se identificó tiempo

después: la importancia de seleccionar el lugai de la colocación deí transplante

permitiendo la lápida vascularización e incorporación del nuevo tejido Este tercer

factor puede explicar el éxito de los casos estudiados por Dunn, ya que estos



íransplantes se realizaron en el ventrículo lateral permitiendo el contacto con la gran

vascular ización del plexo coroideo

En 1940, Le Gros Clark en la Universidad de Oxford usando conejos de 15 a 20

días de gestación como fuente de tejido donante, realizó transplantes de porciones de

corteza y las implantó en el ventrículo lateral del cerebro de conejos de 6 semanas de

edad, Cuatro semanas después de la implantación realizó el análisis histológico y

encontró evidencia de que las células transplantadas continuaban creciendo y

diferenciándose,, Le Gros Clark realizó también en 1942, el primer transplante de médula

espinal en humanos (En: Gash, D.M., 1984),

Sin embargo, no es sino hasta la década de los setenta cuando se tuvo un mayor

desarrollo en el estudio de los transplantes en el SNC, En esta década tres grupos

independientes Olson y Malmfors (1970), Bjórklund y Stenevi (1971) y Das y Altman

(1971) publicaron sus procedimientos de transplantes en el sistema nervioso central en el

cerebro anterior, cerebelo, y en la cámara ocular anterior (En :Dunnet, S.B.., 1998) Al

final de esta década, Perlow y cois.. (1979) utilizaron un modelo animal de la enfermedad

de Parkinson y demostraron que el transplante de sustancia nigra fetal revierte las

anormalidades motoras de este modelo (En: Freed, W ]., 1993; Gash, D M.., 1984). En ese

mismo año Bjórklund y cois (1979) encontraron una disminución en la conducta de

rotación inducida por anfetamina gracias al transplante de sustancia nigra en cavidades

corticales.

Durante los últimos años la utilización de transplantes del SNC se ha convertido

en una técnica de amplia aplicación, incluso se plantean como una alternativa

terapéutica para enfermedades degenerativas del SNC como el mal de Paikinson.

Ignacio Madrazo y Rene Drucker-Colín (1986), llevaron a cabo los primeros transplantes

en humanos utilizando como fuente del transplante la glándula suprarrenal con



resultados positivos,, Estudios recientes han demostrado que estos transplantes son

capaces de sobrevivir poi largo tiempo en los pacientes, pero también sugieren que la

mejoría clínica derivada de la intervención quirúrgica es contrarrestada por la continua

pérdida de las neuronas dopaminérgicas del huésped (Brailowsky, $.,, 1998; Stein, D..G..,

Brailowsky, S & WiU, B, 1995), Recientemente Cutt Freed y cois, (Freed, C.R. et al,,

2001), realizaron transplantes bilaterales de tejido mesencefálico embrionario en el

putamen de pacientes que presentaban casos severos de Parkinson observando efectos

relativamente benéficos sólo en pacientes jóvenes.

Actualmente la tecnología del transplante intracerebral ha cambiado

considerablemente, Su aplicación al tratamiento de los trastornos cerebrales en el

hombre plantea todavía múltiples preguntas técnicas, morales y éticas, ya que una de

sus fuentes es el uso de tejido fetal, poi lo que sería ideal contar con una fuente

alternativa de tejido para trasplantar (Giordano, M, et al.,, 1996). Entre las alternativas

que se han explorado está el uso de tejido porcino (Fink, J.S.. et al,, 2000) y el uso de

injertos de células modificadas genéticamente provenientes de cultivo y no de tejido

donador autólogo o fetal, ya que estos últimos contienen múltiples tipos celulares y

podría ser que algunas células establecieran conexiones aberrantes con el huésped o

inhibieran, por ejemplo, sistemas que deberían seguir activos (Brailowsky, S.., 1998;

Stein, D.G.et al., 1995)

La utilización de estirpes o líneas celulares cultivadas para transplantes

intracraneales tienen muchas ventajas entre las que podemos mencionar: 1) se pueden

caracterizar y manipular previamente al transplante; 2) se pueden producir en gran

cantidad con características muy específicas; 3) pueden ser utilizadas para múltiples

tianspiantes; en cada tiansplante, se emplea material casi idéntico, lo cual permite una

estandarización de los protocolos de un experimento a otro y 4) el uso de estas líneas

celulares no implica un problema importante de ética
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Poi último es importante decir que los transplantes no siempre pioducen efectos

benéficos, Existen reportes que indican anomalías fisiológicas o conductuales como

resultado de los injertos intracerebrales., Entre las desventajas reportadas están las

siguientes: a) obstrucción de la circulación del líquido cefalorraquídeo, produciendo

hidrocefalia; b) destrucción del tejido cerebral del receptor por compresión; c) efectos

tóxicos poi liberación excesiva de aminoácidos excitadores; d) alteraciones de la barrera

hematoencefálica generando el rechazo del injerto (Lewin, R, 1987) Además, como ya

se explicó debido a que los transplantes de tejido fetal contienen múltiples tipos

celulares pueden generarse conexiones aberrantes que inhiban sistemas en el huésped

que deberían estar activos, Pueden también formarse circuitos reverberantes excitadores

indeseables que puedan ser origen de crisis epilépticas debidas al injerto (Lewin, R.,

1987; Brailowsky, S, 1998),
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1. UTILIZACIÓN DE CULTIVOS CELULARES Y CÉLULAS
INMORTALIZADAS GENÉTICAMENTE MODIFICADAS PARA
TRANSPLANTES EN EL SNC

Como ya se mencionó anteriormente, los transplantes en el SNC constituyen una

podeíosa herramienta de investigación básica que ayuda al entendimiento de las

inter relaciones entre las células De igual manera son útiles en el estudio de la

diferenciación y regeneración de diferentes sistemas neuronales así como de algunos

aspectos anatómicos y funcionales en el desarrollo (Emerich, D.F. & Granholm, L,, 1998;

Koutouzis, I K et al., 1994), Sin embargo, el uso de transplantes de tejido fetal en la

clínica se ve complicado por cuestiones de tipo práctico, moral y legal, por lo que sería

ideal contar con una fuente alternativa de tejido para trasplantación En este sentido se

han desarrollado líneas celulares inmortalizadas que pueden servir como material para

transplantes Los avances en la biología celular y molecular han brindado la posibilidad

de diseñar diversos métodos por medio de los cuales se pueden alterar las características

de las células de origen neuxonal para que se puedan seguir dividiendo y seleccionar

aquellas con características deseables (Giordano, M, lakashima, H, Poltorak, M.,

Gefler, H.M. & Freed, W.J., 1994).,

Sin embargo, hay ciertos puntos importantes que deben ser tomados en cuenta en

el desarrollo de modelos de células genéticamente modificadas en el transplante

intracerebial. El primero es el nivel de expresión genética de la proteína de interés Este

debe ser suficiente para poder llevar a cabo el efecto fenotípico deseado y no causar

efectos tóxicos en el tejido huésped. El segundo punto es que la sobrevivencia de las

células implantadas depende de factores diversos como:

• Efectos de la infección viral con la que fueron modificadas las células

• Daño celular producido por las condiciones de cultivo,

• Mecanismos de implantación celular..

• Falta de una adecuada vascularización.

TESIS CON
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• La respuesta inmune del huésped hacia las células o hacia el producto del gen

que expresan estas células, (Gage, F.H, et al., 1990)

1.1. Estrategias para el desarrollo de líneas celulares utilizadas para transplantes.

Actualmente el desarrollo de la biología molecular y celular ha permitido a los

investigadores el expandir y desarrollar líneas celulares en cultivo así como refinar los

métodos usados para el ttansplante neural permitiendo una mejor legalización y

sobrevivencia del tcansplante..

En estudios de transplantes puede utilizarse tejido embrionario el cual se

transplanta directamente después de su disección y disgregación. Utilizando este mismo

tejido se pueden obtener líneas celulares inmortalizadas y modificadas genéticamente

para producir alguna sustancia química de interés y transplantarse posteriormente.

Incluso se pueden realizar cultivos primarios a partir del tejido no embrionario, es decir

del animal adulto, como por ejemplo tejido cutáneo, y posteriormente transfectar este

cultivo primario con un vector que posea el gen de interés Después del análisis de la

expresión molecular del gen y su cuantiñeación, el tejido puede ser utilizado en

transplantes en el mismo individuo donador, disminuyendo la respuesta inmune hacia

el transplante y por tanto las drogas usadas para modular dicha respuesta (Schinstine,

M & Gage, F, 1993),

Existen diversas estrategias para generar las líneas celulares que pueden ser

utilizadas para transplantes, una de las cuales se mencionó anteriormente, en la que se

utiliza tejido embrionario a partir del cual se obtienen cultivos primarios Otra es el

cultivo y clonación de células tumorales, ejemplos de estos incluyen: la línea celular

PC12 derivada de feocromocitoma, la línea B16/C3 que proviene de melanoma murino,

la línea IMR-32 derivada de neuroblastoma humano y la línea celular C6 obtenida de un

TESIS CON
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tumor glial de lata (Wainer, B..H. & Helleí, A, 1992) Cada una de las líneas celulares

anteriormente mencionadas ya ha sido usada en estudios de transplantes cerebiales.

Otia manera, es producir híbridos a partir de la fusión de células primarias con células

tumorales, ejemplos de estas líneas son las derivadas de células mesencefálicas

embrionarias de ratón y la línea celular N18TG2 derivada de neuroblastoma-glioma

murino. Esta última estrategia tiene la desventaja de que las células tienen el potencial

de ser tumorales, Estrategias más recientes incluyen el uso de técnicas genéticas para

introducir un fragmento de DNA (cDNA) el cual codifica para una proteína, enzima o

algún factor de crecimiento, estas células pueden ser también inmortalizadas por la

incorporación de genes inmoitalizadores, como poi ejemplo el gen myc, el antígeno T

grande de polioma y el antígeno T grande del virus Simian 40 (SV40) (Cepko, C L., 1989;

Jat, P.S., Cepko, CL, Mulligan, R.C, & Sharp, P..A , 1986)., Un ejemplo de estas células

son las líneas celulares M213-2O cl-2 y M213-2O cl-4 producidas por Conejero, et al.

(2000), las cuales fueron previamente inmortalizadas por la incorporación del alelo

tsA58 del antígeno 1 grande del SV40 (Giordano, M et al., 1993; Giordano, M. et al.,

1996)

Actualmente las técnicas de transferencia genética han tenido un gran avance que

ha permitido desarrollar células genéticamente modificadas peía ser usadas como

pequeñas bombas biológicas de algunos factores terapéuticos. El criterio que debe ser

utilizado para el desarrollo adecuado de células transformadas se discute a continuación

(En: Thode, S, Raymon, H..K, & F.H, G, 1998)

El primer paso para el desarrollo de líneas celulares transformadas es la elección

del área del cerebro y la etapa embrionaria óptima a la cual se van a obtener las células

La capacidad de estas células primarias de dividirse es clave para él éxito de la

inmortalización debido a que existe una mayor facilidad de integración de los vectores,

sobre todo los virales, en estas condiciones (Giordano, M et ai, 1994) La tabla 1 muestra
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los diferentes tipos celulares que pueden ser utilizados para transplantes

El siguiente paso es la selección del gen o transgén o combinaciones de

transgenes más benéficos paia el modelo que se quieta utilizar,. Dichos tiansgenes seián

usados para la inmortalización y en algunos casos para introducir genes que confieran

propiedades extras a las células/ como el producir ciertas enzimas o proteínas. Los dos

genes más utilizados para la inmoitalización de estas líneas celulares son el v-myc y el

antígeno T grande del SV40 (Jat, P,S et al.., 1986).. La elección de los transgenes que

podemos introducir en estas líneas celulares se ha enfocado al estudio de enfermedades

neurodegenerativas como Parkinson, Huntington, Alzheimei o epilepsia, por lo que es

necesario elegir correctamente dicho transgén de acuerdo con las características

fisiopatológicas de la enfermedad Este transgén puede codificar para alguna enzima

clave que esté deficiente o alterada en dicha patología para ciertos factores tróficos o de

crecimiento entre otros (Thode, S. et al., 1998),,

Un punto importante en la generación de líneas celulares es la elección de los

vectores por los cuales se introducen los diferentes tipos de transgenes a dichas células.

Existen fundamentalmente dos técnicas para introducir transgenes en células: un

método biofísico o transfección y un método basado en la transducción por medio de

vectores virales (Figura 1) Los vectores para transfecciones biofísicas, sólo necesitan los

elementos necesarios para expresar el transgén insertado, La simplicidad de estos

vectores es una ventaja, pero estos métodos tienen una baja eficacia en la transferencia

genética, En contraste, los métodos que utilizan vectores virales (Tabla 2) (Wainer, B.H,

& Heller, A, 1992) tienen la ventaja de una alta eficacia de infección Estos sistemas de

vectores necesitan contener toda la información necesaria para producir la infección

viral además de los elementos tiansgénicos necesarios para la expresión del gen de

interés. Los vectores retrovirales fueron los que se desarrollaron primero y han sido

estudiados en gran detalle. Estos tienen la ventaja de una integración estable del ADN



proviral al genoma de las células huésped, haciéndolos apropiados para la transferencia

de genes en células en división También pueden infectar células que no están en

división pero su eficacia disminuye..

TABLA 1. Tipos celulares que pueden ser usados en transplantes Intiacerebrales
(Tomado de: Thode, S. et al, 1998).

Tipo celular Observaciones
Células no neuronales primarías
Fibroblastos

Mioblastos

Astrocitos

Células neuronales primarias
Adrenales

Embrionarias

Fácil manipulación in vitro; pueden ser derivadas
del mismo huésped (tejido autólogo); sobreviven al
transplante; el problema es la expresión del
transgén a largo plazo debido a la baja regulación
de la transcripción
Fácil manipulación in vitro sólo si provienen de
células fetales Pueden sobrevivir al transplante.
Fácil manipulación in vitro; sobreviven al
transplante; se dispersan después de realizar el
injerto,.

Pueden derivarse de tejido autólogo; pobre
sobrevivencia después del transplante
Buena sobrevivencia después del transplante;
forman contactos funcionales con el tejido del
huésped.

Los vectores basados en adenovüus, virus adeno-asociados (AAV) o herpes virus

son más convenientes para la infección de células postmitóticas, El vector viral AAV

(Viius asociado a adenoviius), es un buen candidato para su uso en terapéutica, ya que

hasta el momento no se conocen efectos patogénicos de este viius en humanos, además

de que puede integrarse en sitios específicos del genoma de la célula huésped,,

Desafortunadamente para el uso de los vectores AAV, su eficacia es baja en la infección

de células que no están en mitosis. Varios vectores adenovirales han sido usados paia el

desarrollo de células in vivo que codifican para tirosina hidroxüasa (TH),, Esta enzima es
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útil en modelos de la enfermedad de Parkinson que se basan en la lesión de las células

dopaminéigicas con 6-OHDA; el faansplante de células que codifican para TH ha dado

buenos resultados, poi ejemplo se ha obseivado una disminución de la conducta de giro

inducida poi apomorfina después de 1-2 semanas de la inyección de las células

(Horellou, R et al, 1990; Gage, F.H. et al.., 1990) Uno de los problemas con estos

vectores es que la presencia de secuencias del virus tipo silvestre en el huésped, puede

desencadenar una xeplicación patogénica emergente de partículas virales vía

recombinación con las secuencias del virus usado como vector (Thode, S et al.., 1998),,

Esto sólo ha sido posible al reemplazar algunos genes adenovirales y así evitar una

respuesta inmunológica del huésped.

33 °C

Disociación retrovirales
mecánica

39.5 °C

Selección, diferenciación y
caracterizació
J i
caracterización
Jr i \
W- ^ Ai

j
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G

•

Incubación con Siembra y
Partículas Tratamiento con

Expansión de
las colonias

aisladas
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/

Separación de las
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FIGURA 1. Procedimiento para la generación de líneas celulares inmortalizadas para su
uso en transplantes (Tomado de: Gioidano, M et al,, 1994)..
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Los vectores basados en el virus Herpes-simplex (HSV) también pueden infectai

células neuronales y no neuronales y expresar los tiansgenes funcionales Pero al igual

que con los vectores adenovirales, se han observado efectos de citotoxkidad y una

respuesta inmune poi parte del huésped; este es uno de los problemas que tiene que sei

resuelto antes de usai estos vectores virales en el desarrollo de técnicas terapéuticas

(Thode, S e t a l , 1998)

El virus de Epstein-Barr es también utilizado como un vector viral episomal. Este

vector posee una replicación extraeromosomal en la célula, y mantiene su expresión por

laigos periodos de tiempo siendo útil para estudios de expresión de genes clonados y

terapia genica (Mizuguchi, H.., Hosono, I. & Hayakawa, T, 2000), Una línea celular que

fue tiansfectada con este vector viral es la M213-2O cl-4 y cl-2 (Conejero-Goldberg, C et

al.,, 2000), En esta línea celular se utilizó este vectoi para la expresión del cDNA del

GAD67K

Recientemente se ha reportado el desarrollo de vectores virales utilizando

lentivirus, como lo es el virus de inmunodeficiencia humana (HIV por sus siglas en

inglés) La utilización de este vector excluye el problema de la presencia de secuencias

virales del tipo silvestre en el huésped que pueden generar una respuesta inmune y

efectos patológicos. Este vector representa una de las mas complejas formas de

retrovirus que puede infectar y transducirse de manera estable tanto en células en

división (mitóticas) como en células diferenciadas (no mitóticas) Pero aún este sistema

retroviral debe set ampliamente estudiado debido al riesgo que conlleva el trabajar con

el virus del HIV (Naldini, L. et al, 1996),

Uno de los puntos más importantes en el desarrollo de líneas celulares

genéticamente transformadas para transplantes, es la regulación de la expresión del

transgén, para poder obtener una expresión estable a largo plazo y mantener los niveles

18
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adecuados del gen de interés, ya que existen reportes que indican que en muchas

ocasiones er. las líneas celulares transfectadas la expresión del tiansgén ya no sea la

apropiada poi una baja en la regulación de su transcripción (Snyder, EX et al,, 1992;

Onifei, S.M., White, LA, Whittemore, S.R & Holets, V..R, 1993). Los niveles

transgénicos pueden ser regulados de diferentes maneras: la eficacia de la vía de

transcripción, estabilidad del ARN, eficiencia de la traducción y estabilidad de la

proteína transgénica. Uno de los puntos más importantes en la regulación que tienen

influencia sobre los niveles de la proteína codificada es el sistema de promotor usado

para expresar el transgén,,

Los promotores pueden ser agrupados en vaiias categorías como se observa en la

Tabla 3. Los promotores virales generalmente permiten la expresión de altos niveles en

las células mitóticas, peio pueden ser desactivados en células que ya no se dividen

después del transplante., Poi el contrario, se pueden tenei promotores derivados de los

genes constitutivos de las células huésped (housekeeping genes) que se expresan a bajos

niveles en todos los tipos celulares y en todos los estadios del ciclo celular Otra

categoría de promotores son aquellos que son tejido-específicos y que sólo permiten la

regulación de la expresión del gen transfectado en un cierto tipo de células Además se

pueden tener sistemas de regulación de expresión formados por la combinación de

diferentes promotores y potenciadores (enhancers) La elección del promotor óptimo

para el sistema que se quiera estudiar es crucial para asegurar la producción de niveles

biológicos relevantes del transgén así como asegurar su expresión a largo plazo después

del transplante,,
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TABLA 2,. Técnicas utilizadas paia introducir ti a ns genes en células destinadas para
transplante (En: Ihode, S. et al,, 1998).

Técnica Obseivación: Ventajas/Desventajas

Modelos Biofísicos

Fosfato de Calcio

Liposomas

Transferencia de genes mediado por
receptores

Inyección directa de DNA

Bombardeo de partículas

Electropor ación

Vectores Virales

Reboviius

MoMLV»
HIV'

Adenovinis

AAV<

HSVd

Epstein-Baii

Iransfección de tipos celulares no neuronales in vitro; baja
eficacia
Transfección de tipos celulares no neurales in vitro e in vivo;
baja eficacia; el vector persiste como episoma no integrado en
vivo
Baja inmunogenicidad; posibilidad de transferir grandes
fragmentos de ADN; puede sei utilizado en tejidos
específicos; baja eficacia debido a la degradación de ADN
Expresión sólo encontrada en células de músculo esquelético
in vivo; el vector persiste como episoma no integrado,
Baja eficacia, usada en diferentes tejidos; tipos celulares
neurales y no neurales; el vector persiste como episoma no
integrado
Aplicación de pequeños pulsos eléctxicos de alto voltaje a
células animales o vegetales formado poros nanométricos en
la membrana plasmática permitiendo la entrada del ADN a
transferir. Da lugar a líneas celulares que poseen una o muy
pocas copias integradas del ADN transferido

Alta eficacia; integración al azar en el genoma de la célula
huésped
Infección sólo de células mitóticas
Infección tanto en células que se están dividiendo como en
aquellas que no lo están; la desventaja son los problemas en
el manejo de este vector
Alta eficacia; infección tanto en células que se están
dividiendo como en aquellas que no lo están; persiste de
manera episomal no integrada; reacciones inmunes debidas
al virus cuando las células son transplantadas
Baja eficacia; infección tanto en células que se están
dividiendo como en aquellas que no lo están; interacción al
azar en el genoma de la célula huésped
Aiía eficacia; persiste como episoma no integrado; reacciones
inmunes; problemas de seguridad en el manejo de este
vector.
Vectoi episomal con repHcadónexUacromosómica, mantiene
su expresión por largos períodos y muy utilizado para el
estudio de la expresión de genes clonadas y terapia génica

a MoMLV, Virus Moloney de leucemia murina
b HIV, Virus de Inmunodeficiencia Humana

c AAV, Virus Adeno-asociado
d HSV, Virus Herpes-simplex
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TABLA 3. Sistemas de Promotores usados para la regulación de la expiesión
ftansgénica (Eiu Thode, S. et al.., 1998),

Promotor Observaciones: Ventajas/Desventajas
Virales

LXRa Forma parte del vector retroviral; altos niveles de expresión in vitro;
expresión a largo plazo después del transplante es deficiente

CMVb Altos niveles de expresión in vitro; expresión a largo plazo después del
transplante es deficiente,

SV40c Altos niveles de expresión in vitro; expresión a largo plazo después del
transplante es deficiente

HSV-TKd Altos niveles de expresión in vitro
Housekeeping genes

p-Acuna Niveles intermedios de expresión in vitro
PGKe expresión a largo plazo en bajos niveles después del transplante
DHPRf Bajos niveles de expresión in vitro expresión a largo plazo en bajos

niveles después del transplante
I ejido-específicos

Preproencefalina Específico solo para cierto tejido neurona!; expresión a largo plazo in
vivo

p-Globina Específico de células linfáticas; bajos niveles de expresión in vitro
GFAP (gaf2) Específico de astrocitos, utilizado para la expresión de genes de interés

en estas células.
Compuestos

LPV8/SV40 Niveles de expresión intermedio in vitro
MCKh/CMV Bajos niveles de expresión in vitro; expresión a bajos niveles pero a

largo plazo después del transplante
TetO/CMV expresión en altos niveles in vitro; necesita un transactivador de

tetraciclina; expresión a largo plazo después del transplante
a LTR, Vims Moloney de la leucemia nuiiina,
b CMV, Citomegalovirus gen de expresión temprana
c SV40, Simian vñus, región de expresión temprana 40
<* HSV-TK, Viius Herpes-simplex-timidina cinasa
e PGK, Fosfoglicerato cinasa
f DHFR, Dihidrofolato reductasa
g LVP, Papovaviius linfático
h MCK, Creatin cinasa urusculai
» Tét O, operadyi de tettauclina
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Uno de los genes más estudiados paia controlar la actividad del gen transfectado

es el alelo tsA58 sensible a la temperatura del antígeno T giande SV40 (tsA58)., La

expresión de éste muíante confiere a las células la capacidad de prolifeíai cuando se

mantienen a una temperatura de 33°C, pero cuando son incubadas a una temperatura

mayor (39°C) dejan de proliferar, Estas células, pueden mantenerse en constante

proliferación en cultivos celulares a temperaturas bajas, pero después del transplante

podrían diferenciarse y desarrollarse en neuronas maduras en el cerebro adulto,,

Whittemore et al (1991) han mostrado que células neuronales embrionarias

inmortalizadas pueden desarrollar un complejo fenotipo neuronal que es en parte

determinado por el área del cerebro al cual se va transplantar independientemente del

áiea de la que originalmente deriven.

Finalmente, las células que fueron modificadas deben ser seleccionadas y

caracterizadas, Para esto el vector de inmortalización acariea un gen de resistencia a un

cierto fármaco, como lo es el gen de resistencia a neomicina/ seleccionándolas de toda la

población celular,, Una vez que se seleccionaron las células modificadas, éstas pueden

ser posteriormente clonadas para producir sustancias específicas, como

neurotransmisores o factores tróficos en grandes cantidades, usando los vectores antes

mencionados. Existen diferentes técnicas inmunohistoquímicas, que nos permiten

caracterizar las clonas obtenidas (Giordano, M et al., 1996).

De particular interés es la línea celular M213-2O de origen estriatal obtenida a

partir de cultivos primarios de estriado de ratas Spraguc - Dawley (día embrionario 14),

que fue inmortalizada usando el Alelo A58 sensible a temperatura del antígeno T

grande del SV40, en presencia de polibreno; se usó la línea celular empacadora y-2 para

la implicación del vector previa a la transíecciórv, La línea M213-2O tiene propiedades

GABAérgicas comprobadas por su inmunoreactividad a GAD, por recaptura de GABA

y por la síntesis de dicho neurotransmisor. Son positivas para la proteína asociada a
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inicrotubulina-2 (MAP-2), un marcador primario neuronal, y negativas para vimentina y

poseen una morfología multipolar (Giordano, M.. et al., 1993) En estudios previos se

encontió que estas células muestran un mínimo potencial tumorogénico en transplantes

(Giordano, M. et ai, 1996)

Estas mismas células fueron posteriormente transfectadas con el cDNA del

glutamato desearboxiiasa (GAD67) humano usando como vector un plásmido episomal

basado en el virus de Epstein-Barr Una de las clonas resultantes (M210-2O cl-4),

presentó una alta expresión de la GAD transgénica, una mayor síntesis de GABA y

experimentan apoptosis en respuesta a fármacos anticancerígenos (Conejeio-Goldberg,

C et al.., 2000), Estas células son potencialmente útiles en modelos donde existe

deficiencia del neuiottansmisor GABA, como lo son en modelos experimentales de

enfermedades neurodegenerativas como la Epilepsia, o la enfermedad de Huntington

entreoirás

1.2. Células nemorales troncales (Neuial Stem Cells) y transplantes

Los recientes avances en la tecnología de células troncales nos han

proporcionado una nueva herramienta para la generación de líneas celulares que

pueden ser utilizadas en procesos de regeneración y transplantes, Su uso actualmente

no se limita a trabajos de laboratorio. Tejido cultivado de piel, hueso y cartílago están

siendo probados en investigación clínica y podrán ser utilizados como tratamiento en

pocos años (Heath, C. A,, 2000)

De igual manera se han desarrollado células neuronaies troncales generando un

gran interés por su potencial aplicación terapéutica en el SNG. Estas células pueden ser

aisladas de tejido en desarrollo e incluso en el sistema nervioso central de animales

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

23



adultos y ser posterioimente expandidos en cultivo manteniendo su capacidad de

diferenciarse en una gran variedad de fenotipos celulares (Chandran, S, & Svendsen,

C.N., 2000; Gage, F..H, 2000).,

Se define como célula neuional troncal aquella célula que tiene la potencialidad

de regenerarse a sí misma y además diferenciarse en neuronas, astrocitos y

oligodendrodtos por medio de una división asimétrica, (figura 2) (Gage, F.H., 2000;

McKay, R,, 1997)., Sin embargo, las células troncales neuiales pueden también derivarse

de células más primitivas y tener la capacidad de generar no sólo células neuiales sino

también generar células de otros tejidos, Existen diferentes clases de células troncales en

mamíferos con diferentes capacidades de diferenciación: a) totipotenciales, son aquellas

que al ser implantadas en útero da lugar a un organismo completo, su fuente es el

cigoto; b) pluripotendales, su fuente es el blastocisto, tiene la capacidad de regenerarse y

ademas diferenciarse en células multipotenciales, son usadas también en la generación

de animales transgénicos; c) multipotenciales, con alta capacidad en diferenciarse en

células progenituras, su fuente principal son tejido embrionario o tejido neuronal adulto

y médula ósea

En el sistema nervioso embrionario se han encontrado células troncales en la

corteza cerebral, estriado, hipocampo y médula espinal,, En el cerebro adulto existen

dos áreas de donde se han aislado células troncales identificadas utilizando técnicas con

infección retroviral o usando timidina marcada radiactivamente o bromodeoxiuridina

(BrdU) por técnicas irununohistoquímicas (Lundberg, C, Martínez-Serrano, A..,

Cattaneo, E,, McKay, R.D.G. & Bjórklund, A,,, 1997; Sigal S.H., Brill, S, Fiorino, AS,, &

Reíd, L.M, 1992; Shihabuddin, L.S., Palmer, ID, & Gage, F.H., 1999) Una de ellas es la

zona subgianuíar del giro dentado del hipocampo y la otra es la zona subventricuiar

(SVZ) (Shihabuddin, L,S. et al, 1999; Temple, S. & Alvarez-Buylla, A,,, 1999; Svendsen,

C.N.. & Smith, A..G, 1999) Aún no se conoce la fundón de las células troncales en el
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sistema nervioso central del adulto/ se ha sugerido que estas células son vestigios

evolutivos de organismos más primitivos, en los cuales los órganos y tejidos tienen la

capacidad de regenerarse y sobrevivir teniendo ventajas adaptativas en un ambiente

inhóspito., Otra alternativa que se ha sugerido es que para el SNC es importante tener

una capacidad limitada de regeneración pata desarrollar sus funciones normales como

el aprendizaje y la memoria Es posible que la regeneración local de nuevas neuronas en

algunas estructuras cerebrales pueda participar en la formación e integración de la

memoria (Gage, F.H., 2000; Shors, I.J.. et al., 2001),,

Se pueden obtener cultivos de células troncales para su estudio in vitro, o incluso

para diferenciarlas y usarlas en diversos modelos experimentales., El primer paso es la

disección del área anatómica cerebral ya sea de tejido embrionaiio o adulto., Dicho tejido

es disgregado y expuesto a altas concentraciones de mitógenos como el factor de

crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2), el factor de crecimiento epideimal (EGF) (Villa/

A, Snydei; E.Y., Vescovi, A., & Martínez-Serrano, A., 2000; Gage, F.H, 2000). Cuando ya

se tiene establecido el cultivo es necesario identificar las células troncales, para esto se

han utilizado algunos marcadores específicos como lo es la nestina La nestina es un

filamento intermedio y es la principal proteína del citoesqueleto en las células

precursoras neuronales en el sistema nervioso central y sólo se expresa en ciertas etapas

del desarrollo/ ya que cuando la célula ya se ha diferenciado la expresión de esta

proteína baja drásticamente (Cattaneo, E & McKay, R, 1991; McKay, R,, 1997)., También

la presencia de t*IX?2 y ciclina, las cuales juegan un papel central en la regulación del

crecimiento celular' tienen una expresión similar a la nestina en el desarrollo de las

células cerebrales (Cattaneo, E. & McKay, R., 1991),
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Después de la selección, purificación y proliferación de las células troncales

puede inducirse la diferenciación con mitógenos específicos o por exposición a otros

factores que induzcan los diferentes linajes,, tas líneas resultantes son analizadas

inmunohistoquímicamente utilizando anticuerpos dirigidos contra antígenos específicos

para los diferentes tipos celulares, astrocitos, oligodendrocitos y neuronas (Gage, F.H,

2000; Rouget, P,, Bert, M., Borde, I., & Eviard, C.., 1992),, El uso de estas células en cultivo

tiene diversas aplicaciones como: a) el ser utilizadas para la identificación de factores

inductivos y mediadores en la neurogénesis; b) el ser utilizadas en modelos de

neuiodegeneración in vitro; c) el ser empleadas en el desarrollo de nuevos fármacos: d)

útiles en terapia génica ex vivo, entre otias (Svendsen, C.N.. & Smith, A..G, 1999),,

Actualmente muchos estudios se han enfocado al estudio de estas células en

vertebrados, para caracterizar su potencial in vivo al utilizarlas como fuente para

transplantes (Gaiano, N,. & Fishell, G,, 1998),, Estas células pueden ser estudiadas en

transplantes cerebrales bajo tres diversas condiciones experimentales: en animales en

desarrollo, en el cerebro adulto intacto y en el cerebro lesionado. En el cerebro en

desarrollo, se han utilizado para probar la capacidad de estas células para desarrollarse

en los diferentes tipos celulares neurales no solo a nivel central, sino también observar

su migración e integración en el sistema nervioso periférico (Gage, £ H,, 2000; Renfranz.

P.J., Cunningham, M.G.. & McKay, R.D, 1991).

Existen reportes de ttansplantes en cerebro adulto que indican que estas células

troncales pueden diferenciarse en células neuronales y glía dependiendo del ambiente

local (en cuanto a factores tróficos) así como de la región anatómica donde fueron

transplantadas, Es decir estas células troncales se diferenciarán sobre todo en células

neuronales si se transplantan en los sitios neurogénícos, como hipocampo y SVZ, pero al

ser transplantadas en sitios no neuronales la proporción de diferenciación en células

neuronales es muy baja o sólo se diferenciarán en células guales (Gage, F.H.., 2000;
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Renfianz, PJ. et al.., 1991; Fricker, R,A. et al., 1999; Svendsen, C.N. eí al.., 1997; Suhonen,

J.O., Peterson, D..A.., Ray, J, & Gage, ? H, 1996; Lundbeig, C, et al.., 1997),, Sin embaigo

existen también estudios sobie la integración y diferenciación neuronal en transplantes

de células troncales humanas en el estriado y sustancia nigra de rata, sitios que no son

considerado neuiogénicos, donde se observó una buena proporción de diferenciación

neuronal (Rubio, Í\J,, Bueno, C, Villa, A., Navarro, B, & Martínez-Serrano, A,., 2000), Se

han realizado otros experimentos con estas células en los cuales previamente se ha

lesionado a los animales, y se ha observado que las células transplantadas migran al

área de lesión diferenciándose y remplazando a las neuronas que fueron dañadas

(Yandava, B.D., Bülinghurst, L.L.. & Snyder, E.Y., 1999; Armstiong, R.J.., Watts, C,

Svendsen, C.N,, Dunnett S..B. & Rosser, A.E, 2000; Snyder, E.Y.. et al, 1992),.

Los estudios realizados hasta el momento usando estos tipos celulares, apoyan su

posible uso y aplicación en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y

lesiones del sistema nervioso central. Y aunque aún falta mucho por conocer sobre estas

células, es muy posible que en pocos años puedan sei ampliamente aplicadas en el

tratamiento clínico de múltiples enfermedades
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2. TÉCNICAS DE TRANSPLANTE

Los métodos que se utilizan en la actualidad para el tiansplante en el cerebro o en

la médula espinal deben mucho a las técnicas clásicas de microdisección y de

transplante utilizadas en embriología y endocrinología.,

Existen diferentes técnicas pata realizar los tiansplantes intracraneales entre las

cuales se encuentran el uso de tejido en bloque, células semidisociadas, y células

disociadas provenientes de tejido o de cultivo (Figura 3) (Bjorklund, A & Dunnet, S..B,,

1992)., La elección del método a utilizar depende del propósito del experimento así como

del tejido utilizado para el tiansplante.

i

r -—

FIGURA 3 Diferentes técnicas utilizadas pa?a la realización de transplantes en el
sistema nervioso central, A) Tejido en bloque en una cavidad natural como los
ventrículos/ B) Tejido en bloque en una cavidad creada quirúrgicamente y C)
Transplante de células en suspensión,
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2.1. Transplantes de tejido sólido.

Los tiansplantes de tejido en bloque son los más clásicos, Elizabeth Hopkins

Dunn (1917) y LeGios Clark (1940), quienes fueron pioneros en el uso de tiansplantes

en el sistema nervioso, utilizaron esta técnica (En: Gash, D..M.., 1984). El tejido en bloque

es comúnmente usado para injertos en latas neonatas. En adultos, los tejidos sólidos son

usados para tiansplantes en cavidades creadas quirúrgicamente (injerto en el

parénquima), o en cavidades naturales como lo son los ventrículos cerebrales, así como

tiansplantes en la cámara anterior del ojo (Bjórklund, A. & Dunnet, S..B.., 1992; Dunnet,

S.B.,1998).

Los tiansplantes en la cámara anterior del ojo poseen la mismas ventajas

inmunológicas de los transplantes neurales, además el itis es un sitio de buena

vascularización por lo que la sobrevivencia del transplante es buena, Una de las ventaja

de esta técnica es que el transplante puede sei observado directamente a través de la

córnea (Olson, L,, Bjórklund, A. & Hoffér, B J, 1984),,

En cuanto a los transplantes de tejido sólido realizados en cavidades naturales,

los ventrículos lateral, tercero y cuarto proveen de un buen sitio para la sobrevivencia

del implante, ya que poseen una buena vascularización por la presencia del plexo

ceroideo.. La desventaja de esta técnica de transplante es que se corre el riesgo de

producir hidrocefalia si algún fragmento del transplante obstruye los acueductos

vermiculares (Dunnet, S..B., 1998),

Los transplantes en cavidades creadas quirúrgicamente lian sido utilizados en

hipocampo, neocorteza y cerebelo,, La cavidad se crea por la aspiración del tejido que se

encuentra sobre la estructura en la que se realizará el transplante, generalmente parte de

TESIS CON 30



la corteza cerebral La cirugía para crear la cavidad se lleva a cabo con semanas ae

anticipación al transplante o puede realizan* simultáneamente al injerto según el

propósito del experimento (Dunnet, S.B, 1998; BjOrklund, A. & Dunnet, S B., 1992).. La

desventaja de esta metodología es el daño que se genera en el tejido huésped, ya que en

muchos casos puede dar lugar a necrosis

En general esta técnica de transplante es utilizada en experimentos que tiene la

finalidad de estudia, los efectos de la liberación no regulada de neurotransmisores o

factores tróficos, así como para observar las características de reinervación,

diferenciación e integración sobre todo en transplantes en neocorteza y cerebelo

(Giordano, M,, & Freed, W.J., 1995),

2.2. Transplante de células en suspensión.

Otra técnica usada más recientemente en transplantes es el uso de células en

suspensión Dichas células pueden proven* de tejido embrionario o de cultivo. Cuando

la fuente del transplante es tejido embrionario debe darse un tratamiento enzirnáüco

previo para la disociación de las células, generalmente se utiliza tripsina u otras enzrmas

digestivas que rompen las uniones intercelulares

La inyección de estas células se realiza estereotáxicamente utilizando jeringas con

un diámetro apropiado para no dañarlas, generalmente se utilizan jeringas Hamilton de

10 LÜ El volumen de cada depósito varía de 1-4 ul y la concentración celular puede ser

de 200,000 a 2 millones de células La inyección se realiza lentamente a lo largo de varios

minutos

Esta técnica posee varias ventajas sobre la técnica de transplante de tejido sólido:

a) pueden realizarse transplantes en cualquier sitio del parénquima del huésped; b) se
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pueden realizar1 tiansplantes múltiples, ya que el daño al tejido huésped es mínimo; c)

usa precisión esterotáxica por lo que lo hace más repioducible; d) pueden realizarse

transplantes que incluya el tejido de varios donadores, de esta maneía en cada

transplante se emplea material casi idéntico; e) puede manipularse la fuente de

ttansplante previamente a la inyección, seleccionando un solo tipo celular, modificando

las células genéticamente o simplemente marcándolas para su posterior identificación;

f) puede efectuarse un recuento celular y calcular la viabilidad celular en la suspensión

(Giordano, M & Freed, WJ, 1995; Dunnet, S.B., 1998; Bjoiklund, A. & Dunnet, SB,

1992).,

La desventaja de esta técnica es que el grado de dispersión de las células del sitio

de inyección es muy grande, pero esto puede solucionarse al utilizai soluciones de

medios semisólidos que pueden servil como soporte de las células o realizando un

mareaje de las células previo al üansplante para poder delimitarlo (Giordano, M &

Freed, W.J., 1995; Bxailowsky, S, 1998),.
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3. ÁCIDOy-AMINOBUTIRICO (GABA)

El ácido Y-amino butíiico es el principal neuioíiansmisor inhibitoiio del sistema

nervioso central de mamíferos.. Fue descubierto en 1950 por Robeits y Awapara (En

(Coopeí, J..R. et al.., 1996). Estudios electrofisiológicos entre 1950 y 1965 demostraron el

papel de GABA como neuiotxansmisor en el sistema nervioso central de mamíferos Se

considera que GABA cumple con los cinco criterios básicos para ser un neurotransmisox:

a) está presente en la ter rninal nex viosa/

b) se libera por la estimulación eléctrica de las neuronas,

c) tiene un mecanismo de liberación y recaptura comprobado en forma directa

por su aplicación a las neuronas,

d) posee una acción inhibitoria de la estimulación eléctrica,

e) existen receptores específicos para esta sustancia química,

La actividad GABAérgica está involucrada en una gran variedad de funciones

biológicas como la actividad locomotora, el aprendizaje, la reproducción y los ciclos

circadianos (Soghomonian, J.J.. & Martin, D.L, 1998). Existe evidencia que sugiere una

alteración funcional GABAérgica en los desórdenes psiquiátricos y neurológicos, que

incluyen la corea de Huntington, epilepsia, alcoholismo, esquizofrenia, desórdenes del

sueño, y la enfermedad de Parkinson. Además las manipulaciones farmacológicas de la

transmisión GABAérgica son un tratamiento efectivo de la ansiedad La acción

anestésica de los baibitúricos resulta de la inhibición de la transmisión sináptica

mediada por los receptores GABAA (Cooper, J..R. et al.., 1996; DeLorey, T.M. & Olsen,

R.W., 1994).,

.3.1. Distribución

En mamíferos, GABA se encuentra en altas concentraciones en el cerebro y la
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médula espinal, pero está presente sólo en cantidades traza en tejidos nerviosos

periféricos como el nervio ciático.. También existe periféricamente en órganos como

páncreas, riñon y sistema reproductivo femenino (Erdo/ S.L.. & Boweiy, N,,G, 1986),

GABA no atraviesa la barrera hematoencefálica por lo que su administración periférica

no aumenta la concentración cerebral de este neurotransmisor

La concentración de GABA en el sistema nervioso central está en orden de

En la rata la lámina cuadiigémina y regiones diencefálicas son las que contienen la

mayor concentración GABAérgica, mientras que el cerebelo/ puente y bulbo raquídeo

tienen las menores concentraciones de este neuiotransmisor,,

Los niveles de GABA se incrementan rápidamente posmortem, entre un 30 y un

40% durante los primeros 2 minutos después de la muerte, si el tejido no es

instantáneamente congelado La razón de este incremento es incierto pero se cree que

resulta en parte por la activación pasajera de la enzima descaiboxilasa del ácido

glutámico (GAD).,

Existe un incremento progresivo en los niveles de GABA y de la actividad de la

enzima GAD en varias regiones del cerebro durante el desarrollo y existe una

correlación positiva entre la actividad de esta enzima y los niveles de GABA en el

cerebro., Este no es el caso de la enzima GABA-transaminasa encargada de la

degradación de GABA ya que, por ejemplo, en la sustancia nigra y el globo pálido

donde existen altas concentraciones de GABA, hay una baja actividad de la GABA

transaminasa Pero en otras regiones como el núcleo dentado, y los colículos inferiores

las altas concentraciones de GABA se relacionan con mayor actividad de la GABA

tiansamiiíasa íCooper; J..R.. et al,., 1996; Sheikh, S..N., Martin, S..B,. & Maitin, DI,, 1999),
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3,2. Síntesis

La síntesis de GABA constituye un pioceso cíclico con el doble propósito de

producir y conservar los niveles de GABA. El primer paso en la formación de GABA es

la transaminación del a-cetoglutarato, formado por el metabolismo de la glucosa en el

ciclo de Kxebs, poi la a-oxoglutarato transaminasa (GABA-I, GABA tiansaminasa)

dando como producto el ácido glutámico El ácido glutámico es descaíboxilado por la

enzima glutamato desear boxilasa (GAD) generando finalmente GABA.. De la enzima

GAD se han encontrado dos isoformas la GAD 65 y la GAD 67; ambas producen GABA

y están codificadas en diferentes genes, El pH óptimo de acción de esta enzima es de 6.5

y requiere de fosfato de püidoxal (vitamina B&) como coenzima,, La enzima GAD

purificada es inhibida por análogos estructurales de glutamato, reactivos con grupos

sulfhidrilo, compuestos de tioles y aniones como el cloro

GABA es metabolizado por la GABA -T hasta semialdehído succínico, el cual

puede ser oxidado por la enzima deshidrogenasa de semialdehído succínico a ácido

succínico y así volver a reentrar al ciclo de Kiebs,, La GABA-T tiene un pH óptimo de

acción de 8.2 y también requiere del fosfato de püidoxal como coenzima (figura 4),.
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FIGURA 4. Reacciones de síntesis, conservación y metabolismo de GABA (Tomado de
DeLorey, X.M, & Olsen, R.W., 1994),
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3.3, GAD67yGAD65

La síntesis de GABA es un proceso altamente regulado (Spink, D..C, Porter, T..G..,

Wu, S.J.. & Martin, D.L., 1987; Chan, SO., Lyman, W.D.. & Chiu, F.C., 1997).. En el

ceiebro GABA es sintetizado a partir de glutamato en una reacción de un solo paso

catalizada por la glutamato descarboxilasa, siendo esta la enzima limitante en la síntesis

de GABA

Estudios utilizando métodos de biología molecular han mostrado que en el

cerebro adulto existen dos isoformas distintas de GAD, llamadas GAD65 y GAD67

(nombradas así según sus pesos moleculares, de aproximadamente 65000 y 66600 Da

respectivamente) las cuales son producto de dos genes independientes localizados en

los cromosomas 2 y 10 respectivamente, en humanos (Erlander, M.G., Tülakaratne, N.J..,

Feldblum, S.., Patel, N, & Tobin, A.J.., 1991; Soghomonian, J.J.. & Martin, D.L., 1998).,

Estudios anatómicos muestran que los dos genes de GAD se coexpresan en las neuronas

GABAérgicas del SNC (Esclapez, M,, Tülakaiatne, N.J.,, Kauíman, D.L., Tobin, A.J.. &

Houser, C..R.., 1994; Soghomonian, J.J., & Martin, D.L., 1998), Estas isoformas de GAD

tienen una secuencia de aminoácidos muy similar (Figura 5) pero tienen diferentes

propiedades cinéticas y afinidad con el cofactor así como una distribución celular

diferente (Kaufman, D L, Housex, C.R. & Tobin, A.J., 1991; Chan, SO. et al., 1997)

Se ha demostrado por hibridización in situ que el mRNA de GAD65 se expresa en

mayor proporción en el sistema visual, mientras que el mARN de GAD67 es abundante

en neocoiteza, placa granular del bulbo olfatorio, septum mediai y lateral, globo pálido,

colículo inferior y corteza cerebral (Chan;. SO et ai, 1997)

La distribución intracelular de las proteínas de GAD es también distinta La
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proteína GAD65 pero no la GAD67, co-localiza con la sinaptofisina y aparentemente está

asociada con las vesículas sinápticas (Chan, SO et al.., 1997; Kaufman, D.L.. et al., 1991)

GAD65 parece estar relacionada con la unión a membranas y sobre todo en terminales

nerviosas, mientras que GAD67 está más ampliamente distribuida a nivel citoplasmátíco

en las células Ambas formas sintetizan GABA pero GAD67 sintetiza preferentemente el

GABA citoplásmico y se relaciona con las sinapsis no convencionales (llevadas a cabo

entre dendritas) mientras que GAD65 sintetiza el neurotr ansrnisor que va a las vesículas

sinápticas.. Existe evidencia que sugiere que estas dos formas juegan diferentes papeles

en la codificación de la información GABAérgica en las neuronas (Soghomonian, ]..],. &

Martin, D.L., 1998)

Ambas isoformas están compuestas por dos dominios: uno altamente divergente

que es el dominio N-terminal (con 23% de homología) que está involucrada con la

asociación a la membrana y las interacciones heteroméricas y otro dominio mucho más

grande y más conservado (73% identidad) que es el C-terminal que contiene el centro

catalítico (Figura 5).

100 GA H G DAW NK 593

m i, i .

GA H O DAW NK 585

i i n i

GAD67

GAD65

FIGURA 5,. Comparación entre las dos isofoimas de GAD El dominio N terminal (en
rosa) presenta una identidad del 23% y se relaciona con el reconocimiento del sustrato;
es comparable en ambas enzimas ya que sólo difieren en la sección fosforilada que
presenta la GAD65, que se involucra con la asociación a membranas El sitio catalítico de
la enzima se localiza en el dominio C-Terminal (en azul) tiene un 73% de identidad y es
el más conservado Contiene seis motivos (en amarillo) que están estructuralmente
conservados en ambas enzimas y se relacionan con la dependencia al cofactor fosfato de
píridoxal (tomado de: Soghomonian, JJ. & Martín, D.L., 1998)
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Las dos GADs se encuentran en ia membrana plasmática aunque con diferente

asociación y en fracciones citoplasmáticas de las células celébrales La asociación

membranal de GAD65 se relaciona con la fosforilación del dominio N-terminal,

mientras que la asociación de la GAD67 a las membranas parece ser secundaria a la de

GAD65 ya que involucra la formación de un heterodímero GAD65-GAD67 a través de

interacciones indefinidas entre los dominios N-terminal de las dos isoformas (Cooper/

J..R. et al., 1996; Soghomonian, J.J.. & Martin, D L, 1998),

Del total de GAD presente en el cerebro de ratas cerca del 50% está presente como

apo-GAD, que es la forma inactiva de la enzima ya que no está unida al cofactor fosfato

de piridoxal. La apo-GAD65 presenta cantidades un poco mayores a las de la apo-

GAD67 en el cerebro de ratas,, Bajo condiciones depolatizantes el cofactor se asocia con

la apo-GAD y forma la holo-GAD que es la forma activa de la enzima incrementando la

actividad neuronal y aumentando la síntesis de GABA (Cooper, J.R. et al.., 1996;

Soghomonian, J.J.. & Martin, D..L, 1998).

Ianto el sistema neuial como el endocrino en los vertebrados utiliza el ácido y-

aminobutírico (GABA) como una molécula de señalización. Las neuronas y las células

de los islotes pancreáticos contienen las mismas dos GADs diferenciándose en el

tamaño, carga y antigenicidad. Las células p pancreáticas producen también GABA y

presentan altos niveles de actividad enzimática de GAD., La función de GABA y GAD

en las células pancreáticas es aún desconocida, pero se considera que GABA tiene un

papel importante como molécula de señalización en los islotes pancreáticos.,

Recientemente se han identificado auto anticuerpos de GAD65 pancreática en la

circulación sanguínea de pacientes diabéticos insulina-dependientes, responsables de la

destrucción de las célulss pancreáticas (Ueno, H.., 2000)
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3.4. Liberación y iecaptuia

La liberación de GABA al espacio sináptico es estimulada por la despolarización

de la neurona presináptica. GABA difunde a través del espacio sináptico hasta su

receptor específico localizado en la superficie postsináptica o presináptica La acción de

GABA en la sinapsis está regulada por la recaptura del neuiotransmisor tanto por la

terminal nerviosa presináptica como por las células guales circundantes (Figura 6)

El sistema de recaptura de GABA es mediado por sistemas de transporte

membranales, procesos dependientes de temperatura e ion-específicos Estos

transportadores tienen la capacidad de realizar el transporte bidireccional del

neurotiansrnisor El proceso de recaptura está mediado por los gradientes de

concentración de Na* con una dependencia de Q-

Neurona poslsináptica

FIGURA 6. Terminal sináptica GABAérgica. Se presentan en la figura las vías de
síntesis/ liberación y recaptuia del neurotransmisor (Tomado de: Soghomonían, J.J., &
Martin, DX/1998).
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El transportador de GABA es una glicoproteína de 70-80 kDa con múltiples

regiones tiansmembíanales y no posee ninguna secuencia homologa con el receptoi

postsináptico de GABA., Estudios faimacológicos y cinéticos sugieren la existencia de

vatios subtipos de transportadoies de GABA (Masson,J, Sagne, C, Hamon, M, & El

Mestikawy, S.., 1999).,

El GABA recapturado poi la teiminal nerviosa es reutilizado, pero el que se

recaptura en glia es metabolizado a semialdehído succínico por GABA-T y no puede sei

resintetizado debido a la carencia de la enzima GAD en este tipo celular (Figura 6)

En la glía, GABA es convertido a glutamina y transferido de regreso a la neurona

donde la glutaminasa convierte la glutamina a giutamato, posteriormente dicho

glutamato servirá como precursor de la síntesis de GABA,. En condiciones fisiológicas

normales la relación de GABA interno/ externo es aproximadamente 200,, El proceso de

recaptura de este neurotransmisor es dependiente de un gradiente de concentración de

Na* (DeLorey, T.M, & Olsen, R.W.., 1994)

3.5. Receptores a GABA

Los receptores a GABA se encuentran en la membrana pre o postsináptica

teniendo un sitio de reconocimiento de GABA. Cuando el neurotransmisor o algún

agonista apropiado se unen a este sitio causan un cambio en la permeabilidad de la

membrana a los iones inorgánicos principalmente el cloro. Este cambio en la

permeabilidad del cloro resulta en la hiperpolarización de la neurona en el caso de la

inhibición postsináptica o una despolaiización en el caso de ia inhibición presináptica,,

En los vertebrados los receptores de GABA se encuentran principalmente en las
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membranas de las células nerviosas pero no están exclusivamente asociadas con éstas,

sino que también se expresan en astrocitos donde están involucrados en la regulación de

canales de cloro. También podemos encontrar receptores GABAérgicos en neuronas del

sistema nervioso autónomo (Coopeí, J..R, et al, 1996),,

En los vertebrados se han encontrado tres tipos de receptores GABAérgicos:

GABAA, GABAB y GABAc. Estos se diferencian por sus propiedades farmacológicas,

fisiológicas y bioquímicas Las características generales de estos receptores se resumen

en la Tabla 4,

Los receptores a GABA presentan diferentes legalizaciones en el sistema nervioso

central. Por estudios de autoradiografía se ha identificado que hay abundancia de

GABAA en la capa de células granulares del cerebelo donde no se presenta GABAB, En

cambio la concentración de sitios GABAB en el núcleo ínterpeduncular es mucho mayor

que la de GABAA (Coopeí; J..R. et al.., 1996).. Mientras que GABAc se ha encontrado en el

hipocampo y en la retina (Ault> B., & Nadler, J.V., 1983; Bormann, J., 2000),, Todos los

subtipos de receptores tienen legalización pre y postsináptica participando

independientemente en la transmisión sináptica

Los receptores GABAA son los más abundantes entre los receptores GABAérgicos

en el SNC y han sido extensamente estudiados y caracterizados Como el receptor

nicotínico a acetilcolina, el receptor GABAA contiene un canal iónico integral

transmembranal ai cual se unen dos moléculas,, Este canal iónico se asocia con la

conductancia de cloro Al incrementar: la permeabilidad de cloro en las neuronas

decrecen los efectos despolarizantes de una entrada excitatoria
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TABLA 4. Tipos de Receptores GABAérgkos (Adaptado de: (Coopeí, J R, et al.,, 1996;
Johnston, G.A.R., 1997).

Tipo de Receptor

GABAA

GABAB

GABAc
Insensible a

Bicuculina/ Baclofen

Agonista

GABA
Muscimol

Isoguavacina
GABA

Baclofen

GABA
Ácido ttans-4-

aminociotónico
Muscimol
(Agonista
parcial)

Faimacología

Antagonista

Bicuculina
Picio toxina

Faclofen

Estricnina
3-APMPA

Modulador

Benzodiacepinas
Barbitúricos
Esferoides

-

-

Canales

ci-

K+

Ca*+

Cl

Segundos
mensajeros

-

Adenilato
ciclasa

Fosfatidil
Inositol
Proteína
cinasa C
Adenilato

ciclasa

La evidencia de la relación entre los receptores GABAA y las benzodiacepinas fue

descrita por Tallman y Gallagher (En: (Cooper, J..R.. et al., 1996) Posteriormente se

descubrió que la interacción de los agonistas GABAéigicos como las benzodiacepinas,

resulta en una alteración del canal de cloro del receptor, alterando su conductancia,

Otros agonistas GABAérgicos como los barbituratos, prolongan la duración de la

apertura de los canales de cloro.,

El receptor GABAA está formado por una serie de subunidades que están

alostéiicarnente moduladas por los barbituratos y las benzodiacepinas y pertenece a la

familia de los receptores ionotrópicos Es una glicoproteína heteropentamérica de

aproximadamente 275 kDa., Existen cinco clases de subunidades polipeptíclicas (a, p, y, §

y p) que han sido clonadas y se han encongado múltiples isoíormas cíe estas, Son 15

genes los que codifican para las diferentes subunidades (cti-6, pi-4, yw, 5, y pi-2) que

proveen la base estructural de este receptor Esta extraordinaria heterogenicidad de los
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receptóles GABAA lo provee de una diversidad de funciones relacionadas con la

sensibilidad a GABA, modulación de efectores alostéricos, adaptación a estímulos,

distribución en y entre las neuronas, desarrollo ontogénico y alteraciones en condiciones

patológicas,.

Los receptores GABAB se presentan en menor cantidad que los receptores antes

descritos,. Se presenta la mayor paite de las veces en la terminal piesináptica (Mohler,

H , Benke, D, & Fritschy, J..M, 2001) y pertenecen a la familia de los receptores

metabotrópicos. La activación de los receptores GABAB juega un papel importante en la

disminución de la liberación de aminas, aminoácidos excitatorios, neuropéptidos y

hormonas, Este receptor está acoplado a canales de Ca2+ o K+ vía segundos mensajeros

La inhibición generada por la activación de estos receptores se relaciona con un

incremento en la conductancia de potasio o un deciemento en la conductancia de calcio,,

El receptor GABAB se distingue farmacológicamente de los GABAA por su

afinidad a baclofén, que actúa como una agonista GABAérgico, La activación

presináptica de estos receptores por baclofén produce un decremento de la conductancia

de calcio y de la liberación del neurotransmisor,, Los receptores GABAB postsinápticos

están indirectamente acoplados a canales de K* vía proteínas G y se encargan de mediar

los potenciales postsinápticos inhibitorios tardíos Este receptor no es modulado ni por

benzodiacepinas ni barbituratos, La principal diferencia es que GABAB no es un canal

sino un receptor de 7 dominios transmembranales acoplados a proteínas G. Este subtipo

de receptor sólo se activa bajo ciertas condiciones fisiológicas y estudios realizados en

animales lo han relacionado con el desarrollo de conductas específicas (Cooper, J..R et

al, 1996).,

Los receptores GABAc forman un grupo farmacológicamente distinto.. Mientras

que los receptores GABAA y GABAB se definen por sus sensibilidades a bicuculina y
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baclofen, respectivamente, GABAc no responde a ninguna de estas drogas y no es

modulado por las benzodiacepinas y barbituratos como los GABAA. Una característica

fisiológica de estos receptóles es su desensibilización a concento aciones muy altas del

agonista,, Este subtipo de los receptores GABAérgicos está relacionado fuertemente cor.

ia inhibición lateral en la retina de vertebrados Estructuralmente también es diferente

ya que puede ensamblarse como homoligómero (a diferencia de GABAA que son

heteíoligómexicos). Estos receptores están relacionados con la activación de segundos

mensajeros como la proteína cinasa C y la adenilato ciclasa (Bormann, ].., 2000).



4. ANATOMÍA DE LA AMÍGDALA

El termino amígdala proviene del griego amygadále, debido a su gian similitud

con la foima de una almendra (Alheid, G.R, De Olmos, J,D, & Beltramino, C.A., 1995),, El

complejo nuclear amigdalino es una masa de sustancia gris situada en la porción

mediodorsal del lóbulo temporal rostral y dorsal con respecto al extremo inferior del

ventrículo lateral, Está cubierto por una corteza rudimentaria y en dilección caudal tiene

continuidad con el uncus de la circunvolución del parahipocampo (Carpenter, M..B..,

1991),,

El complejo amigdalino se divide en dos masas nucleares principales: 1) un grupo

nuclear corticomedial y 2) un grupo nuclear basolateral Con frecuencia se incluye un

núcleo central como parte del núcleo corticomedial Las subdivisiones nucleares del

grupo corticomedial comprenden: a) el área amigdalina anterior, b) el núcleo de la

cintilla olfatoria lateral, c) el núcleo amigdalino medial y d) el núcleo amigdalino

cortical El grupo nuclear amigdalino no cortical se encuentra muy próximo al putamen

y a la cola del núcleo caudado.

La paite más grande y mejor diferenciada del complejo amigdalino en los

humanos es el grupo nuclear basolateral Las subdivisiones de este grupo nuclear son: a)

el núcleo amigdalino lateral, b) el núcleo amigdalino basal y 3) un núcleo amigdalino

basal accesorio, En dirección caudal, el complejo amigdalino se halla en contacto con la

cola del núcleo caudado, que se extiende en dirección anterior por el techo del asta

inferior del ventrículo lateral

Entre las diferentes conexiones aferentes del complejo arrúgdalino, están bien

establecidas la fibras olfatorias, Las fibras de la cintilla olfatoria lateral terminan en el

grupo corticomedial, Ninguna fibra de la cintilla olfatoria lateral parece penetrar en el
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gIUpo nuclear basolateral Los «fideos amigdalinos basolaterales reciben impulsos

olfatorios indirectos por medio de relevos en la corteza piriforme (López, L A , 1995;

Carpenter, M.B., 1991) Así, casi todas las partes del complejo amigdalino reciben vías

olfatorias directas o indirectas No se ha determinado con precisión las vías que

conducen estos impulsos a la amígdala, suponiéndose que puede ser a través del tálamo

v por descarga de la corteza somatosensorial a dicha estructura A la amígdala llegan

también impulsos que proceden del hipotalamo, de los núcleos inespeclficos del tálamo,

de la formación reticular cerebral y de las regiones neocorticales: lóbulo temporal (polo

y segunda circunvolución temporal), corteza orbitofrontal (a través del fascículo

uncinado) y cíngulo (Alheid, G.F.. et al , 1995; López, LA, 1995),.

Las proyecciones diencefálicas hacia la amígdala siguen vías paralelas a los

sistemas eferentes Las fibras que se originan en la mitad rostral del hipotalamo pasan a

todos los núcleos amigdalinos, con excepción del núcleo central. Las aferentes

hipotalámicas hacia la amígdala se originan principalmente en el área hipotalamrca

lateral ipsilateral; el núcleo hipotalamico ventromedial se proyecta principalmente a las

regiones mediales de la amígdala. La amígdala recibe pocas proyecciones rpsilaterales

de los núcleos talamicos paraventriculares de la línea media. Los núcleos

parabranquiales laterales, que reciben aferentes ipsilaterales del núcleo solitario,

proyectan de manera ipsilateral hacia el núcleo central de la amígdala (Carpenter, M.B.,

1991)..

La amígala envía impulsos a través de dos sistemas: la estría termmalis que es la

vía amígdalofugal central y por las proyecciones amígdalocorticales y

amígadaloestriadas La estría terminalis es una delgada banda de fibras que después de

emerge, de la amígdala « i s a contigua a la parte medial de la cola del riúcleo caudado

en / t echo de la prolongación temporal del ventrículo lateral; posteriormente, srempre

adosada a la cola del núcleo caudado rodea la parte posterror del tálamo y llega al
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cuexpo del ventrículo, donde cursa en el surco tálamo-estriado con la vena del mismo

nombre, Al llegar a nivel del foramen interventricular,, pasa por debajo de éste y en la

proximidad de la comisura anterior se divide en tres componentes: supracomisural,

inftacomisuial y comisural; los dos primeros se distribuyen por la región septal, el área

preóptica y la parte anterior del hipocampo llegando algunas fibras hasta el núcleo

ventiomedial, El componente comisural pasa al lado opuesto a través de la comisura

anterior para seguir un trayecto inverso en el hemisferio contralateral hasta alcanzar la

amígdala, Algunas fibras pasan a la habénula por la estría medularis. La mayor parte de

las fibras de la estría terminalis proviene del grupo corticomedial de la amígdala,

La vía amígdalofugal es un sistema difuso que se origina en la división

basolateral de la amígdala Sus fibras se distribuyen por la región septal, el área

preóptica y el hipotálamo anterior, llegan hasta el núcleo ventiomedial de éste y a

algunos núcleos talámicos incluyendo el dorsomedial; otras alcanzan el tegmento

mesencefálico probablemente incorporadas al haz medial del cerebro anterior. Existen

fibras que llegan al tubérculo olfatorio a través de la banda diagonal de Broca., También

existen conexiones entre el complejo basolateral de un lado y las regiones

correspondientes del hemisferio contralateral, a través de las fibras comisurales, así

como proyecciones de esta paite de la amígdala al cíngulo, hipocampo, y corteza

temporal y orbitofrontal (López, LA, 1995)

En cuanto a las proyecciones amígdalo-corticales, se creyó durante mucho tiempo

que la amígdala estaba principalmente asociada a estructuras subcorticales de control de

las funciones viscerales y autónomas, pero ahoia se sabe que esta estructura cerebral no

sólo se limita a esas funciones,, Las proyecciones tan amplias de la amígdala hacia

múltiples regiones de la corteza cerebral sugieren que este complejo desempeña un

importante papel en funciones cognitivas superiores y motivacionales,, Las

proyecciones de la amígdala se dirigen hace regiones de la corteza frontal, insular,
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temporal y occipital Las pxoyecciones amígdalo-corticales comprenden ia corteza

somatosensorial y casi todas las legiones del lóbulo temporal. Así mismo, la amígdala

envía proyecciones hacia el neoestiiado/ que se originan en el núcleo basolateial y pasan

a través del fascículo longitudinal de asociación y la estría teiminalis, Esta proyección

presenta su mayor densidad sólo en regiones ventromediales del núcleo caudado., La

mayor parte de las fibras amígdalo-estriadas son ipsilaterales, pero una distribución

simétrica contralateral corie por la comisura anterior Las proyecciones

amígdaloestriadas podrían integrar las actividades motoras correspondientes a los

estados emocionales y motivacionales

4.1, Características histoquímicas de la amígdala.

La amígdala recibe aferentes ñoradrenérgicas del locus coeruleus y aferentes

dopaminérgicas de la sustancia nigra del mesencéfalo Las terminaciones que contienen

dopamina y varicosidades ñoradienérgicas están distribuidas de una manera similar,

con las mayores densidades en el núcleo central Los axones que utilizan cada uno de

estos neurotransmisores llegan a la amígdala por la estila terminal y por vías ventrales,,

La inmunorreactividad a la acetilcolina tiansferasa en la amígdala se encuentra presente

sólo en las fibras y terminaciones, con mayor densidad en los núcleos básales y en la

cintüla olfatoria lateral., Estas fibras colinérgicas se originan en las grandes neuronas

colinérgicas de la sustancia innominada Las fibras serotoninérgicas de la amígdala se

originan en el núcleo dorsal del rafe y tienen una gran densidad en los núcleos basal y

lateral (Amaral, D..G., Prince, J.L., Pitkánen, A, & Carmichel, S..f.., 1992; Carpenter, M.B.,,

1991)

Los péptidos que se hallan en las células de las terminaciones del complejo

nuclear amigdalino incluyen la somatostatina, encefalina, sustancia P, colecistoquinina,

neurotensina y polipéptido intestinal vasoactivo. Las células, fibras y terminaciones
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inmunoneactivas a la somatostatina de la amígdala repiesenta las mayores

concentraciones del encéfalo y paiecen tener un origen intrínseco,, Las células y

terminaciones inmunoneactivas a la encefalina, sustancia P y neurotensina tienen un

origen intrínseco y se localizan principalmente en los núcleos central y medial Las

células que contienen colecistoquinina y polipéptido intestinal vasoactivo se encuentran

presentes en los núcleos amigdalinos laterales y en la corteza piriforme., Muchas de las

neuronas amigdalinas que sintetizan estos péptidos envían proyecciones hacia la región

preóptica y los núcleos hipotalámicos

En cuanto a la presencia de GABA en amígdala, la inmuno*actividad en la

amígdala hacia este neurotransmisor esta asociada con fibras, terminaciones y cuerpos

celulares. Se ha encontrado inmunoieactividad a GAD o GABA en los cuerpos celulares

en todos los núcleos amigdalinos, entre los que presentan una mayor reacción están el

núcleo lateral, basaly cortical (Amara!, D..G. et al.., 1992),,

49



III. JUSTIFICACIÓN

El uso de transplantes neuionales ha sido una herramienta paia el estudio de los

mecanismos básicos de desarrollo neuional y de plasticidad (Nakao, N., & Itakura, I.,

2000). Su empleo en diversos experimentos para la regeneración de circuitos neuronales

dañados en modelos de lesión cerebral han demostrado la eficacia de los injertos tanto

en lo que se refiere a su sobrevivencia así como en el reestablecimiento de la función

dañada (Koutouzis, I..K. et al.., 1994)

Con base a lo anterior y conociendo la patología de las enfermedades

neurodegenerativas algunos investigadores han empleado los transplantes neuronales

como una opción de tratamiento clínico que ayude a resolver este problema (Freed, C.R.

et al,, 2001) Sin embargo, su empleo todavía implica múltiples interrogantes entre ellas

la fuente de tejido a utilizar para los transplantes.. Es por ello que muchos investigadores

se han dado a la tarea de generar líneas celulares de ciertos tipos neuronales que están

relacionadas con enfermedades neurodegenerativas Incluso con el conocimiento de

que en estas patologías existe deficiencia de ciertos neurotrasmisores, se han generado

líneas celulares específicas transformadas genéticamente para producir dichos

neurotransmisores en grandes cantidades (Conejero-Goldberg, C. et al, 2000; Loscher,

W., Ebeit, U, Lehmann, H,,, Rosenthal, C, & Nikkhah, G, 1998; Ihompson, K. et al,.,

2000; New, K.C, Gale, K., Mar tuza, R.L.. & Rabkin, S..D, 1998; Eaton, M.J.. et al,., 1999).

Dentro de las líneas celulares modificadas genéticamente que pueden ser

utilizadas para transpiantes, se encuentra la línea celular M213-2O ci-4. Sus

características genéticas y fenotípicas la hacen una buena opción para ser probada en

modelos experimentales donde exista deficiencia de GABA, neurotransmisor que

produce esta línea celular en cantidades considerables Previamente a su empleo en
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modelos conductuaies es necesaiio caracterizar la sobrevivencia de estas células en el

tejido huésped, asegurarnos de que no piesente efectos tumoiogénicos en cerebro

transplantado, así como cuantificaí los niveles de GABA que estas células están

liberando in vivo,. Estos son algunos de los objetivos de este trabajo que nos

proporcionalán información necesaria para empleai esta nueva línea celular en modelos

experimentales donde exista deficiencia de este neuiotiansmisor como lo es la epilepsia

o la enfermedad de Huntington
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IV. HIPÓTESIS

El transplante en la amígdala de la rata de las células transfectadas con el cDNA del

GAD67 humano, resultará en una incremento de la concenüación de GABA en esta

región

V. OBJETIVOS

a) Determinación ciomatogiáfica de la concentración de GABA en amígdala de los

animales transplantados a diferentes tiempos posttansplante

b) Observar la sobrevivencia de células a diferentes tiempos postransplante y

correlacionarlo con la concentración de GABA en amígdala intacta

c) Realizar las observaciones histológicas del transplante utilizando técnicas

inmunohistoquímicas para GAD y GF AP,,

d) Determinación de la concentración de GABA total y GABA liberado por estímulo de

altas concentraciones de potasio en cultivos de la clona M213-2O cl-4 utilizada para

los transplantes, así como de la línea celular M213-2O, que no posee del cDNA del

hGAD67
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS

Animales

Se usaion latas macho albinas de la cepa Sprague - Dawley sometidas a un ciclo

invertido (12 luz/12 oscuridad), con agua y alimento ad libitum. Las cuales se

distribuyeron en los siguientes grupos:

GRUPO 1. Grupo control ratas intactas,

GRUPO 2 Grupo falso transplante, ratas transplantadas sólo con el medio de cultivo,

DMEM/F1Z

GRUPO 3. Grupo transplantado con la línea celular 261-F (esta línea no posee el

transgén del cDNA del GAD67 humano),,

GRUPO 4 Grupo del transplante; ratas transplantadas con la linea celular M213-2O cl-4

En cada grupo se incluyeron como mínimo 8 ratas Las ratas de los grupos 1,2 y 4 se

subdividieron a su vez para ser sacrificadas a las 4, 8 y 12 semanas después del

transplante. Las ratas del grupo 3 se sacrificaron a las 4 semanas postransplante.

Cultivos Celulares

La línea celular M213-2O cl-4, que se utilizó para los transplantes posee las

características descritas anteriormente,, Estas células se cultivaron a una temperatura

permisiva de 33°C, con 5% de CO2 en medio DMEM/F12 suplementado con 10% de

Suero Fetal Bovino y 1 % de antibiótico penicilina/ estreptomicina, en frascos de 75 cm3
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Una vez que se alcanzó un 70 - 80% de confluencia, las células se cambiaron a una

temperatura no permisiva de 39,.5°C por un tiempo mínimo de 3 días,

El día del transplante se disociaron las células utilizando tripsina El botón formado

se incubó con una solución 5uM de bisbenzimida (Hoechst 33342) por 30 minutos, esta

sustancia permite la localización del transplante poi medio de su observación por

microscopía de fluorescencia {Apéndice I), Posteriormente se lavaron y resuspendieron

a una concentración de 200,000 células/ ul, la cual se ajustó previamente utilizando el

hematocitómetro (Apéndice II),

Pruebas de Liberación de GABA por alta concentiación de K+

Se realizaron cultivos de las clonas M213-2O y M213-2O cl-4 en 2 placas de seis

pozos para cada línea celular, La línea celular M213-2O cl-4 fue cultivada tanto en

presencia como en ausencia de higromicina pata su selección, Se usó la higiomicina

debido a que el trasgén utilizado para ttansfectar esta línea celular posee en su

estructura el gen de resistencia a higiomicina, como gen reportero., Cuando llegaron a

una confluencia del 90% se les eliminó el medio de cultivo DMEM/F-12 10%SFB 1%

penicilina/estreptomicina y se lavaron con solución salina estéril, La prueba consistió en

la aplicación de una solución amortiguadora con alta concentración de potasio

(Apéndice III) la cual se recogió a tres tiempos diferentes (15, 30 y 45 minutos) . Se

almacenó la muestra a -70°C para posteriormente analizarla poi cromatografía liquida

de alta resolución (HPLC) Previamente a la aplicación del amortiguador con alta

concentración de potasio, se aplicó otra solución amortiguadora preparada de manera

similar peí o sin potasio por 5 minutos para obtener un valor control basal, El volumen

aplicado de ambos amortiguadores fue de 0,5 mí pox pozo,

Finalmente se separaron las células utilizando un aplicador de plástico y se
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almacenaron a -20°C para la determinación de proteínas totales (Apéndice IV)

Determinación de GABA total

Se realizaron cultivos de las clonas M213-2O y M213-2O cl-4 en fiascos de 25 cm2

Cuando llegaron a una confluencia del 90% se les aplicó un mililitro de una solución de

ácido sulfosalicüico al 35% por 20 minutos. Pasado el tiempo de incubación se separaron

las células con ayuda de un aplicadoi de plástico y se colocaron en tubos eppendorf Se

mantuvieron a 4°C toda la noche posterior y al día siguiente se centrifugaron por 5

minutos a 3000 rpm El sobrenadante se destinó para su análisis en HPLC y el

precipitado para el análisis de proteínas totales

Transplantes

Se realizaron transplantes bilaterales en el núcleo basolateral de la amígdala por

medio de la técnica esterotáxica, utilizando las coordenadas (2 5mmposterior a Bregma,

425mm lateral de la línea media y 8,0 mm abajo de la dura) de acuerdo al atlas de

Paxinos y Watson Las ratas fueron anestesiadas con ketamina (70 mg/kg) y xilazina (6

mg/kg) para la realización del transplante,

Previamente se tripsinizaron las células de la clona M213-2O cl-4 y fueron marcadas

con bisbenzimida para preparar la suspensión celular con una concentración de 200,000

células/jal como ya se explicó anteriormente.,

El volumen de la suspensión a transplantar, con o sin células fue de 2(iL, El

transplante se realizó a través de una jeringa Hamilton (10j.il) llena con la suspensión

celular,
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Histología

Paia la realización del análisis inmunohistoquímico del guipo hanspiantado con la

suspensión celular de la clona M213-2O cl-4, las ratas se anestesiaron con una sobredosis

de pentobaibital sódico (>50 mg/kg) y se peifundieron por vía intracardiaca primero

con solución salina seguido por paraformaldehído 4% en solución amortiguadora de

fosfatos (0..1M. pH 7,4)., Se obtuvo el encéfalo y se mantuvo en solución postfijadoia

(paraformaldehído 4%) durante 24hrs y después se almacenó en sacarosa al 35% a 4°C

Se realizaron posteriormente cortes de 30-40um en el microtomo, Algunos de estos

cortes fueron teñidos con violeta de cresilo (Apéndice V) para observar la localización

del transplante En el resto de los cortes se realizaron las técnicas inmunohistoquímicas

de GAD67 (anticuerpo policlonal de conejo anti-glutamato descarboxilasa,

CHEMICON) y GFAP (Anticuerpo policlonal de conejo anti-Proteína Acídica Glial

Fibrilar, CHEMICON) para determinar la presencia de estas proteínas en el transplante

y en el tejido huésped utilizando la metodología de avidina-biotina para evidenciar la

unión anticuerpo-antígeno usando el anticuerpo secundario anti-conejo biotinilado

hecho en cabra (VECTOR) (Apéndices VI y VII)..

Otro grupo de ratas transplantadas también fue anestesiado con una sobredosis de

pentobarbital (>50 mg/kg) y posteriormente se sacrificaron por decapitación. Se obtuvo

el encéfalo, se congeló inmediatamente en hielo seco y se mantuvo a -70°C hasta realizar

los cortes. Utilizando el criostato se realizaron cortes de 20 um que se montaron en

portaobjetos gelatinizados Posteriormente se cubrieron con glicerol y se les colocó un

cubreobjetos para su observación directa en el microscopio de fluorescencia utilizando

un filtro ultravioleta para la localización de las células transplantadas marcadas

previamente con la bisbenzinúda
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HPLC

Paia la determinación de GABA en la amígdala transplantada, se inyectó

previamente a la decapitación del animal ácido 3-mercaptopropiónico (1,2 mmol/kg de

peso) por vía intrapeiitoneal, este reactivo se utiliza como inhibidor de la enzima GAD y

es requisito inyectado entie 1 y 1..5 minutos antes de sacrificar al animal ya que por su

acción genera convulsiones que alterarían los resultados.. Después de la decapitación se

realizó la disección de la amígdala completa y se homogenizó utilizando una solución

de metanol al 85%. Dicho homogenizado fue ultracentiifugado y el sobrenadante se

guardó para su análisis en HPLC

Para la determinación neuroquímica de GABA se utilizó la técnica cromatográfica

montada paia la detección de aminoácidos cerebrales que se basa en separación por

cromatografía de líquidos de alta resolución por fase reversa/ realizando una

derivatización precolumna con el reactivo de ortoftaldehído para permitit la detección

de aminoácidos por fluorescencia (Martínez, M et al., 1998; Palmero, S., de Marchis, M..,

Pratí, M,. & Fugassa, E, 1992; Herranz, AS,, Lerma, J. & Martín del Río, R., 1984),.

Análisis Estadístico

Se realizó un análisis estadístico paramétrico ya que nuestras variables

dependientes se distribuyen normalmente., Para la determinación de diferencias entre

grupos se realizó un análisis de vaiianza (ANOVA) La prueba post-hoc empleada fue la

de Tukey (p< 0.05).,
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VIL RESULTADOS

Histología

El análisis histológico de los cortes de cerebro de las ratas transplantadas con la

clona M213-2O cl-4 marcada con bisbenzimida demostró la presencia de estas células en

los animales transplantados gracias a su observación por microscopía de fluorescencia

La localización del transplante se observó en el lóbulo temporal en la paite inferior,

cercana a la región de la amígdala con una migración aparente de las células

transplantadas hacia una parte más dorsal del cerebro a través de la cápsula externa

(Figura 7)., Esta migración se presentó en mayor grado en los cortes realizados a los

tiempos postransplante mayores, mientras que a los tiempos más cortos el transplante

estuvo más localizado en el sitio de la inyección De tal manera que los cortes de los

cerebros analizados 12 semanas postransplante presentaron la mayor migración con

respecto a los otros tiempos (Figura 8),

En los cortes teñidos con la técnica de Nissl (violeta de cresilo) se observó la

presencia del transplante en el área de la amígdala/ también estas preparaciones nos

permitieron demostrar que no existe necrosis del tejido ni se provocó la formación de

tumores en ninguno de los animales transplantados Ademas con esta tinción se observó

que el tamaño de las células transplantadas menor que las del tejido huésped que las

rodea/ permitiéndonos hacer una mejor identificación de estas células con las otras

técnicas histológicas,, En general la apariencia de las células es buena sin presentar

deterioro aparente (Figura 9 y Figura 10),

Los cortes histológicos destinados para las pruebas inmunohistoquímicas para

GAD67 resultaron positivos en la región del transplante y se relacionó con la

localización de las células identificadas con bisbenzimida (Figura 11) En cuanto a la
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reacción glial provocada poi la implantación de la cánula durante la cirugía, ésta fue

determinada por la técnica inmunohistoquímica para GFAP, Se observó que en los

cortes realizados a los menores tiempos postiansplante existía una reacción de gíiosis

leve que fue disminuyendo con relación al tiempo postr ansplante, hasta sólo reducirse a

la presencia de astrocitos de mayor tamaño e intensidad de mareaje rodeando el lugar

del transplante (Figura 12), Lo anterior nos indica que el daño causado por la cirugía fue

mínimo y que las células transplantadas se integran bien al tejido circundante sin

producir una reacción glial a su alrededor,.

En todos los casos se observó de la presencia de las células marcadas con

bisbenzimida, que se relacionó con los resultados de las otias técnicas (tinción con

violeta de cresilo, inmunohistoquimicas para GAD y GFAP), confirmando así la

presencia, integración y la condición del transplante al tejido huésped en cada una de las

ratas transplantadas Además es importante mencionar que los transplantes no se

observan como grupos compactos sino como células individuales bien integradas al

tejido, es por eso que la expresión de GAD67 no es muy intensa pues se presentó en las

células dispersas,
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A.

B.

C.

Interaural 6.44 mm Bregma -2.56mm

FIGURA 7. Distribución y localización de las células ttansplantadas a los diferentes tiempos
post-transplante. A,. 4 semanas, B 8 semanas y C 12 semanas postransplante. A tiempos más
coitos las células transplantadas se observan menos diseminadas y más localizadas en la
amígdala, mientras que en un mayor tiempo postransplante se ve que las células migran a
través de la cápsula externa.
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Figura 10 Utilizando la Técnica de Nissl se pudo observar 2a¡s células transplaniadas
las cuaies se presentan en al área de la amígdala, cercanas a la cicatriz: de la cirugía.
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Figura 11. Análisis inmunohistoquímico para GAD67 en las ratas transplantadas, La
localización de las células GAD67 (+) del transplante coinciden con las células
mateadas con Bisbenzimida observadas con microscopía de fluorescencia.
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Determinación de GABA y glutamato poi HPLC

Se realizó la determinación de la concentración de GABA y glutamato en

amígdala para los grupos intacto, falso transplante y transplante con las clonas M213-2O

cl-4 y la clona 261-F, a los diferentes tiempos después del transplante,, Los resultados

obtenidos se presentan en la Figura 13.,

Se encontró una diferencia estadística significativa (p<0 05) entre la concentración

de GABA en el giupo del transplante con la clona M213-2O cl-4 a las 8 semanas

posteriores al transplante, con respecto al grupo transplantado con la línea celular M261-

F, utilizada como clona control Esta diferencia no se observa con ninguno de los otros

dos grupos transplantados con esta misma clona en los ottos tiempos post-bansplante.,

Con respecto a la determinación neuroquímica de glutamato en la amígdala

diseccionada, se encontró que la concentración de este neurotransmisor en los

homogenados se fue incrementando con respecto al tiempo post-transplante, Se

encontraron diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) entre el grupo con

transplante de 12 semanas de la clona M213-2O cl-4 con respecto a los tres giupos

controles empleados (el grupo intacto, el grupo del falso transplante y el grupo

transplantado con la clona M261-F)

Determinación de GABA y Glutamato en cultivos

ios resultados de la determinación crornatograrica de las concentraciones de

GABA y glutamato en respuesta a la estimulación con altas concentraciones de potasio

en cultivos de la clona M213-2O cl-4, se presentan en las Figuras 14 y 15,
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En la figura 14 se presentan ios resultados obtenidos paia la determinación de la

concentración de GABA bajo condiciones control (amortiguador sin potasio) y en

condiciones de estimulación por altas concentraciones de potasio Se encontró una

mayor concentración del aminoácido en las muestras obtenidas bajo condiciones control

que con las estimuladas con el potasio, tanto en los cultivos seleccionados con

higromicina como los que no lo fueron,, Al realizai el análisis estadístico se encontró que

existe una diferencia significativa debida al efecto de grupo, siendo la concentración de

GABA obtenida para la clona control sin transfectai (M213-2O) menoi con respecto a las

concentraciones obtenidas para las clonas transfectadas con el cDNA del GAD67h

seleccionadas y sin seleccionar con higromicina

Al igual que en el caso de la determinación de la concentración de GABA, en el

caso de la concentración de Glutamato en los cultivos seleccionados con higromicina y

sin seleccionar, presentaron diferencias estadísticamente significativas con respecto a la

obtenida del cultivo de la dona control, presentando esta última concentraciones

menores que la clona ttansfectada. En este caso la mayor concentración de glutamato se

presentó los 45 minutos posteriores de la adición del amortiguador con y sin potasio en

la clona seleccionada (Figura 15). De igual manera que con GABA, la concentración de

Giutamato fue mayor en las muestras control que en las muestras obtenidas por

estimulo de alta concentración de potasio,

Por último en la figura 16 se presenta la determinación cromatogt arrea de GABA

total en los cultivos M213-2O y M213-2O cl-4 con y sin higromicina, La concentración de

GABA en los cultivos seleccionados con higromicina presentaron sólo una tendencia a

presentar una mayor concentración de GABA, sin presentar diferencia estadística

significativa con respecto a la clona sin el transgén (M213-2O)

PALU DE ORIGEN



o
o
o

o
o

o
o
o

o
o
m
co

o
o
o
co

o
o
CM

o
o
o
CM

o
o

o
o
o

o
o o

6LU/6U

w S O D O
fe £ + % *

68



; p
ro

 te
ín

a

S

c

500

450

400

350

300

250

200

150

100

50

0

• H Conltol
WAY.

•k *

• - ^ ~ ~— • ~ ~ i _ ' " .. « i T I . — i 11 . . . • • 11 i _ . r^ * " _ . . _ . ^ ~ - * ' ' - — ^ ~ -*• "

15min. 30min. 45min. 15min. 30 min. 45min.. I5min, 30 min,45min

M213-20 M213-20d-4 M213-20cl-4
Higromicina

Figuia 14, Pruebas de Libei ación de GABA por estímulo de alto potasio de la clona
M213-20 control y M213-20 cl-4 (seleccionada y sin seleccionar con higromicina), Al
realiza: el análisis estadístico se encontró un efecto significativo debido al grupo,
siendo los valores encontrados para la clona control significativamente menores a
los que se presenta la clona transfectada (B(2,2of= 57.70; p<0 05) De igual manera se
encontró un efecto significativo debido al tiempo de estimulación con potasio,
siendo el tiempo de 45 minutos significativamente mayor al de 15 minutos pero sin
diferir del de 30 minutos (F(2,20)= 57,70; p<0.05).,
(*) Diferencia estadísticamente significativamente entre los valores control vs.. K+

en los diferentes tiempos de estimulación con potasio en las líneas celulaies
probadas (Fcuoy* 144,87; p<0.,05); siendo las concentraciones obtenidas para el
control mayores que para las muestras obtenidas por el estímulo de potasio.
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Figuia 15, Piuebas de Libeíación de glutamato poi estímulo de alto potasio de la
clona M213-20 control y M213-20 cl-4 (seleccionada y sin seleccionar con
higromicina)
(*) Difeiencia estadísticamente significativa entie los valores control vs., K en los
diferentes tiempos de estimulación con potasio en las líneas celulaies probadas
(F(i,i8)=29 67; p<0,05); siendo las concentraciones obtenidas para el control mayores
que para las muestras obtenidas por el estímulo de potasio.,
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M213-2O M213-20cl-4 M213-20 ct-4
Higromicina

Figura 16 Determinación otomatográfica de GABA total en las clonas M213-2O
(control sin transgén) y M213-2O cl-4 (seleccionada y sin seleccionar con
higiomicina). Aunque no hubo diferencia estadísticamente significativa, se observó
que la clona M213-2O cl-4 seleccionada con higromicina tuvo la mayor
concentración de este neurotransmisor.
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VIII. CONCLUSIONES

En el presente estudio se analizó el efecto del tiansplante de una línea celular

inmortalizada productora de GABA en la amígdala de la rata albina, caracterizándola

histológica y neuroquímicamente con el fin de evaluar su uso potencial como una

herramienta en modelos de restauración neurona! Los resultados obtenidos en nuestros

experimentos indican que el transplante de la clona M213-2O cl-4 presenta una buena

integración al tejido huésped, esto queda demostrado con el análisis histológico del

injerto realizado con las diversas técnicas ya mencionadas, donde se observa que las

células trasplantadas se integran al tejido circundante sin tener ningún efecto

tumorogénico y con una reacción glial mínima por la cirugía

Debido a que las células en este estudio se trasplantaron como suspensión

celular, la migración de éstas a través del tejido huésped fue notoria, dato que ya ha sido

reportado por otros grupos de investigadores que han realizado transplantes neuronales

de células en suspensión, donde las células transplantadas Eegan a migrar hasta 15 - 2.5

mm del sitio de inyección (Lundbetg, C et al, 1997; Rubio, F.J. et al., 2000) En este caso

las células de la clona M213-2O cl-4, migraron en dilección dorsal a través de la cápsula

externa,.

En cuanto los resultados obtenidos aomatografleamente de la concentración de

GABA en los homogenizados de la amígdalas de los animales transplantadas, podemos

concluir que es hasta las 8 semanas cuando las células se ha integrado completamente

con el tejido circundante favoreciendo la liberación de GABA en mayor concentración

Contrario a lo anterior, en el tiempo postransplante de 12 semanas donde se esperaría

una concentración mayor del aminoácido o al menos similar ai de ios trasplantes de 8

semanas, se encontró que los niveles de éste bajan, incluso presenta niveles menores que

los presentados por los transplantes de 4 semanas Esto probablemente se deba a la
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migración que presenta el injerto, ya que paia realizar la determinación de GABA en

HPLC solo se realiza la disección de la amígdala, y en este tiempo postransplante ye»

existe una gran migración de las células a través de la cápsula externa, por lo que

probablemente en el tejido diseccionado quedan sólo algunas de las células

transplantadas, lo que se ve reflejado en menores concentraciones de GABA tisulai

En lo referente a los niveles de glutamato obtenidos en la amígdala diseccionada

después del transplante se encontró que a diferencia de las concentraciones de GABA,

los niveles del glutamato van aumentando gradualmente con respecto al tiempo

postransplante, alcanzando una mayor concentración a las 12 semanas postransplante

siendo estadísticamente diferente a las concentraciones presentadas por los tres

controles utilizados (grupo intacto, falso transplante y transplante con M261-F),

probablemente debido a que como se está determinando contenido total podría tratarse

de células metabólicamente más activas, Lo anterior puede explicarse gracias a los

resultados obtenidos in vitro por las pruebas de liberación con estímulo de alto potasio.

En los experimentos de liberación se encontró que no aumenta la liberación de

estos neuiotransmisores (GABA y Glutamato) en presencia de altas concentraciones de

potasio extracelular. Esto es contrario a lo que se esperaba, ya que en otros estudios

usando estas células (Conejero-Goldberg, C. et al.,, 2000) las mayores concentraciones de

estos aminoácidos se presentaron en las muestras estimuladas con el amortiguador con

altas concentraciones de potasio En el presente estudio se realizaron de igual forma las

pruebas de liberación de GABA (utilizando también un amortiguador de alta

concentración de potasio similar al nuestro) y la determinación de GABA total en las

mismas líneas celulares, Conejero y cois.. (2000) observaron que en las pruebas de

liberación a los 15 minutos después de la aplicación del potasio exlraceluiar existe una

mayor concentración de GABA en el sobrenadante de los cultivos de la clona M2I3-20

cl-4 que en los de M213-20 en una proporción de 23:1 (M213-20 cl-4/M213-20) y a los 30
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minutos de la aplicación del estimulo de 52:1 (M213-20 cl-4/M213-20).. En nuestros

expeiimentos las proporciones de liberación de GABA M213-20 cl-4/M213-20 fueron

menores, ya que a los 15 minutos después del estímulo se obtuvo una proporción de

19:1 y a los 30 minutos de 12:1, siendo estas considerablemente menores que las

reportadas en el trabajo previo, De la misma forma la proporción obtenida de GABA

total difiere enormemente, En los experimentos realizados por Conejero y cois, (2000) se

encontró una proporción de contenido de GABA total de 48:1 de la línea celular

transfretada M213-2O cl-4, con respecto a la clona sin transfectar M213-2O, mientras que

nuestros resultados revelaron una proporción de solo 3:1 (M213-20 cl-4/M213-20)

Los resultados anteriores sugieren que tal vez la membrana de estas células

presenta cierto deterioro causado por la múltiple resiembra de las células, que le impide

responder adecuadamente al estímulo presentado, produciendo una liberación no

regulada del neurotransmisor,, Otra explicación a la falta de respuesta de las células al

potasio, es que probablemente el potencial de membrana de reposo de estas se

encontraba en valores más negativos a los normales (-60mV)., Esto tendría como

consecuencia que al aplicar el estímulo de potasio, el potencial no aumentara lo

suficiente para provocar la apertura de los canales de calcio y como consecuencia la

liberación del neurotransmisor.,

Esto nos lleva a pensar que existe tal vez una disminución en la actividad de la

enzima GAD, que se está traduciendo en una baja producción de GABA, lo cual aunado

a una alteración en la membrana celular, tal vez debida al gran numero de resiembras

que han sufrido estas células desde su transfección, tenga como resultado que no exista

un incremento de la concentración de GABA ni in vitro TÚ in sita..

La concentración de glutamato proveniente de las células transfectadas tanto en

los experimentos in vitro como los experimentos in situ, nunca había sido reportada para
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esta línea celular Según el análisis histológico de los trasplantes, las altas

concentraciones de este newotransmisor no están causando un efecto excitotóxico en el

tejido circundante ya que no se observó ninguna lesión alrededor del tiansplante que

indícala excitotoxicidad causada Poi el transplante Probablemente el tejido circundante

tolexa las altas concentraciones de este nemotransmisor gracias a su recaptura por paite

de las células gliales o tal vez la alta concentración de este neuiotxansmisoí sólo indique

que se trata de células metabólicamente más activas,

Nuestro estudio aporta conocimientos muy valiosos sobre el comportamiento de

estas células tanto in vitro como in sita,. Los resultados obtenidos nos indican que es

necesaiio realizar más experimentos para conocer la funcionalidad de estas células antes

de ser empleadas en un modelo conductual, ya que es necesario primero evaluar la

actividad de la enzima GAD para aseguramos que además de una alta expresión

transgénica, este producto sea funcional,

Los resultados obtenidos en los experimentos de liberación en respuesta a

potasio, contrastan con los datos que presentan Conejero y cois. (Conejero-Goldberg, C

et al.., 2000), Este grupo encontró un claro aumento en los niveles de GABA total y asi

como su liberación por estímulo de alta concentración de potasio,. En consecuencia, y

dado que actualmente la línea celular ha presentado serios problemas en cuanto a su

cultivo, como el no llegar a confluencia y no presentar la morfología descrita

anteriormente (Conejero-Goldberg, C et al., 2000), es posible que la expresión del

transgén ya no sea la apropiada por una baja en la regulación de su transcripción

(Snyder, E.Y., et al,,, 1992; Onifer, S.M. et al., 1993),.

Uno de las conclusiones importantes de este estudio es que es necesario realiza:

una nueva transfecdón del cDNA del GAD67h en líneas celulares inmortalizadas, y

conservar una cantidad importante de las primeras siembras de la clona que exprese
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establemente el transgén y tenga las características neuioquímicas deseadas para usarla

en estudios posteriores
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APÉNDICES

APÉNDICE L Preparación de las células a transplantar

Pata la preparación de las células a transplantai se sigue el siguiente protocolo, Se

descongelan las células y se siembran en fiascos de 25cm2., Cuando han alcanzado una

confluencia del 90% se sepaian utilizando iripsina/EDTA y se resiembran en un frasco

de 75 cm2 y continúan incubándose a 33°C y 5%CO2. Una vez que se haya llegado a una

confluencia aproximada del 80% se realiza el paso del cultivo a condiciones no

permisibles (39 5°C y 5% CO2) en las cuales debe permanecer como mínimo por tres

días,

El día del tiansplante se disocian con tripsina/EDIA y se centrifugan,, El botón

celular se resuspende en un volumen de medio completo conocido (3 mi), Se realiza el

conteo de las células utilizando Azul de Tiipano.. Conociendo el numero de células

totales, se resuspenden en un volumen adecuado de medio de cultivo con una

concentración de 5uM de bisbenzimida. Se incuban a 39,5°C por 30 minutos y

posteriormente se centrifugan y se realizan tres lavados con medio de cultivo completo.

Al final se resuspenden en un volumen de medio adecuado para obtener la

concentración requerida para el tiansplante
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APÉNDICE II, Conteo de células

Preparar la suspensión de células en una solución de sales balanceada, como Hanks

o en su caso medio de cultivo, Transferir 0 5 mi de 0,4% de azul de tiipan (w/v) a un

tubo de ensaye, añadir 03 mi de solución de Hanks o medio de cultivo y 0,2 mi de la

suspensión celular (factor de dilución 5) mezclar y dejai reposar de 5-15 min.

Poner una pequeña cantidad en las cámaras del hematocitómetio con el cubreobjetos

puesto., Deben llenarse bien las cámaras. Contar las células en el 1 milímetro cuadrado

del centro y en los 4 cuadrantes Las células no viables se ven de color azul Contar las

células en la parte superior izquierda que toquen la línea por medio del perímetro de

cada cuadrado No contar las células que estén afuera de la línea de la parte inferior de

la derecha (Ver figura)
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Contar en las dos cámaras Si más del 10% de las células se encuentran agrupadas se

repite el procedimiento agitando y pipeteando vigorosamente la suspensión de las

células así como la mezcla con azul de tripan, Si hay mas de 200 o más de 500 células

por cuadro se repite el procedimiento ajustando a un factor de dilución apropiado

Cada cuadro del hematocitómetro con el cubreobjetos puesto representa un volumen
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total de 01 mm3 o 1(H cm3.. Ya que 1 cm? equivale a 1 mi, la concentración por miliK&o

(y el # total de células) se determina por el siguiente calculo:

cel/ml ~ (X cuadrado) (factor de dilución)x 104

células totales = (cel/ml) (vol, Original de la suspensión)

Viabilidad: %total de las células viables (no teñidas) entre células totales x 100
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APÉNDICE III. Soluciones amortiguadoras para pruebas de liberación de GASA

y GABA total

Para realizar la determinación de GABA total en los cultivos es necesario

preparar una solución de ácido sulfosalicflico 35%,. Para la prueba se lavan las células

con solución balanceada de Hanks o solución salina y se agregan 0.5 mi de ácido

sulfosalicílico al 35% y se incuban a temperatura ambiente por 20 minutos., Después de

la incubación se adicionan 0,5 mi de ácido sulfosalicílico, se separan las células de los

frascos y se transfieren a tubos Eppendorf y se incuban toda la noche a 4°C Al día

siguiente se centrífuga y el sobrenadante se colecta y tanto el sobrenadante como el

pellet se mantienen a ~70°C,

Para las pruebas de liberación poi estímulo de potasio es necesario preparar los

siguientes amortiguadores con las concentraciones descritas de cada uno de los

compuestos,,

Alto Potasio Sin Potasio (CONTROL)

1,0 mM MgCb 1 0 mM MgCh

1.18 mM CaCla 1,18 mM CaCl2

3..0 mM NaH2PO4 3,0 mM NaH2PO4

50 mM KC1 144 mM NaCl

94 mM NaCl 10 mM Hepes

10 mM Hepes 5 mM glucosa

5 mM glucosa

Estas soluciones son los amortiguadores que se aplican a ios cultivos según la técnica

descrita en el texto.
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APÉNDICE IV Determinación de proteínas poi el Método de Bradford

1..- Preparar la solución stock de Albúmina Sérica Bovina (BSA) para la curva con una

concentración de O..lg/L En 107.91 (150g) de la solución comercial de BSA (1.39 mg/ml).,

Tomar los diferentes volúmenes de las concentraciones requeridas. La curva se hace por

triplicado,,

2- Medir las diferentes volúmenes de agua desionizada dependiendo de las diluciones

requeridas

3 - Se agrega el reactivo de Bradford (200ul) a cada tubo,

4,.- Se incuba a temperatura ambiente por 15 minutos,

Tubo

1
2
3
4
5
6
7
8

Concentración de
BSA ns/ml

0
1
2
4
8

10
12

Volumen de
BSA (ul)

0
5

10
20
40
50
60

5p\ de la
muestia

Agua
desionizada (fil)

800
795
790
780
760
750
740
795

Reactivo de Bradford (\ú)

200
200
200
200
200
200
200
200

5,- Se mide la absorción a 590 nm (espectrofotómetio Perkin Elmer UV/Vis, Spectometer

Lambda Bio)

ó.,- Granear los valores de absorbancia (y) para interpolar los valores sobre la curva de

las muestra no conocidas (x).
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APÉNDICE V. Técnica de tinción con violeta de aesüo (Técnica de Nissl)

1. Montar los cortes en los portaobjetos previamente gelatinizados,. Dejar secar de 3 a 5

días, para que se adhieran perfectamente.,

2. Incubar los cortes en cloroformo absoluto durante 30 minutos bajo la campana de

extracción.,

3 Pasar los cortes por las siguientes soluciones:

Alcohol 25% (2min)

Violeta de ciesilo (7 min)

Alcohol 50% (30 seg)

Alcohol 70% (5 min)

Solución diferenciadora (hasta que vire el coloi aprox, 30 seg)

Alcohol 95% (1 min)

Alcohol absoluto (1 min)

Alcohol:Xüol(30seg)

Xilol(2min)

4. Cubrir con resina

NOTA: Preparar la solución de violeta de cresüo, disolviendo O.,25g del reactivo en 100

mi de alcohol al 25%., La solución diferenciadora es300 mi de alcohol 70% con 10 gotas

de ácido acético)

Para la tinción con violeta de tejido sin prefundir se utiliza la siguiente técnica:
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1 Montar los cortes en los portaobjetos previamente gelatinizados.

2,, Pasa: las laminillas por las siguientes soluciones:

Alcohol 100% (5 min)

Alcohol 100% - Cloroformo (1:1) (10 min)

Alcohol 100% (5min)

Alcohol 95% (5 min)

Agua destilada (2 min)

Violeta de ciesilo (10 min)

Agua destilada (5 min)

Alcohol 70% (2x2 min)

Solución diferenciados alcohol 95% + 5 gotas de ácido acético (1 min, O menos)

alcohol 95% (sumergir rápidamente 3-5 veces)

Alcohol 100% (2x2 min)

Alcohol 100% (2x2 min)

Xyleno

3 Cubrir con permount o DPX

NOTA: Para preparar la solución de violeta de cresilo se emplea 2.5g de acetato de

violeta de cresilo (82% de la tinción total) 100 mi de agua destilada, Filtra:



APÉNDICE VI. Técnica ínmunohistoquímica paia Glutamato Descaíboxilasa

(GAD67)

Se realizan cortes de 30-40 um, los cuales se mantienen en anticongelante hasta
su procesamiento La técnica utilizada para la determinación Ínmunohistoquímica de
GAD es la siguiente:

1 Tres lavados con TBS (20 min)
2. Incubar con NGS 3%, 1% H2O2 en TBS (30 min)
3., Tres lavados con TBS (30 min)
4. Tritón X1 % en IBS con 1 % de H2O2 (30 min)
5 DMSOl%enTBS(10min)
6 Tr es lavados con I BS (30 min)

APLICACIÓN DEL ANTICUERPO PRIMARIO (Rabbit Anti-Glutamate decarboxylase,

GAD67, Anticuerpo Policlonal, CHEMICON)

7, Dilución 1:1000 de anticuerpo En solución NGS 1% en IBS,, Se incuba por 48
horas a 4°C

8,, Después de la incubación se realizan cuatro lavados con NGS 1% en TBS a
temperatura ambiente (60 min,,)

APLICACIÓN DEL ANTICUERPO SECUNDARIO ( Biotinylated Anti-rabbit IgG
(H+L) hecho en cabra, VECTOR)

9, Incubar con el anticuerpo secundario biotinilado (dilución 1:200) en NGS 3%,
Tritón X 0.3% en IBS,

10,, Cuatro lavados con Tritón X 0,2% en TBS (60 min.)
11, Preparar ABC 30 minutos antes Incubar en ABC a temperatura ambiente (90

min,,),
12 Cuatro lavados con PBS (45 min,)
13,, Incubar con solución DAB (10 min)
14, Tres lavados con PBS (30 min)
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APÉNDICE VII. Técnica Inmunohistoquímica para la Proteína Ácidica Glial

Fibrilar (GFAP)

Se realizan cortes de 30-40 um, los cuales se mantienen en anticongelante hasta
su procesamiento La técnica utilizada para la determinación inmunohistoquímica de
GAD es la siguiente:

1.. Dos lavados con TBS (20 min)
2, Borohidrato de sodio al 0.5% (15 min)
3.. Tres lavados con TBS (30 min)
4 Tritón X1 % en T BS con 1 % de H2O2 (30 min)
5, DMSOl%enTBS(10min)
6, Tres lavados con T BS (30 min)
7 NOS 20%, Tritón X 03% en TBS (15 min)

APLICACIÓN DEL ANTICUERPO PRIMARIO (Rabbit Anti-Glial firbillary acidic
protein, GFAP, Anticuerpo Policlonal, CHEMICON)

8, Dilución 1:500 de anticuerpo En solución NGS 3%, Tritón 0 3% en IBS., Se incuba
por 48horasa4°C

9 Después de la incubación se realizan cuatro lavados con NGS 1%, 0.02% Tritón X
en TBS a temperatura ambiente (60 min.)

APLICACIÓN DEL ANTICUERPO SECUNDARIO ( Biotinylated Anti-rabbit IgG
(H+L) hecho en cabra, VECTOR)

10 Incubar con el anticuerpo secundario biotinilado (dilución 1:200) en NGS 3%,
Tritón X 0,3% en TBS,

11, Cuatro lavados con Tritón X 0.2% en TBS (60 min,,)
12. Preparar ABC 30 minutos antes Incubar en ABC a temperatura ambiente (90

min,),
13,, Cuatro lavados con PBS (45 min..)
14., Incubar con solución DAB (10 min.)
15,, Tres lavados con PBS (30 min)

96



APÉNDICE VIII. Preparación de soluciones comunes

JBS

Para la preparación de 0..05M Tiis-buffei salino pH 7.6, se pesan los siguientes

compuestos:

6.06 g Hidroclomio Tiizma

1.39 g Base Trizma

9,0 g NaCl

y se disuelven en un litro de agua desionizada, Se ajusta el pH a 7,6

PB (Buffet de fosfatos)

Preparar1 los siguientes stocks:

• Fosfato de sodio monobásico (Nal-kPQi H2O) 0,2 M: pesar 5 52 g en 200 mi de

agua destilada,

• Fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4 anhidro) 0,2 M: 25.55 g en 900 mi de agua

destilada,

Para obtener 1 litro de PB 0..2M mezclar:

Fosfato de sodio monobásico 190 mi

Fosfato de sodio dibásico 810 mi

Total 1000 mi

Para obtenei PB 0..1M mezclar con agua con un volumen igual y ajustai el pH 7.4

PBS

Preparar 500ml solución salina al 1,8% y se mezcla con 500 mi de PB 0..2M

Ajustai pH a 7.4
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PARAFORMALDEHi

Pesar 40 g de paiafoimaldehído y diluii en 500 mi de agua destilada previamente

calentada a 60°C Si no se disuelve, agregar NaOH Diluii con 500 mi de PB 0.2 M..

Ajustai pH a 7,4

GLICEROL PARA MONTAR CORTE PARA FLUORESCENCIA

Pesai o medir los siguientes compuestos:

Azida de sodio 250 mg

Buffer de fosfatos (PBS) 0..1M 5ml

NaCl 0.450 g

Gliceiol ajustai a 50 mi

Se pone azida de sodio y el cloruro de sodio en buffer y se mezclan, añadir 45 mi de

gliceiol lentamente Se almacena la solución a 4°C,

ANTICONGELANTE

PoHvirdlpinolidona (PVP-40)

Sucrosa

Etilenglicol

TBS

Agua destilada

lOg

300g

300 mi

500 mi

para 1L

Se mezcla ía sucrosa y ci PVP-40 en el TBS, agiegar lentamente el etilenglicol se llega a

un volumen final de 1 litio con agua destilada. La disolución del PVP-40 puede íomai

de 1-6 his. Se almacena la solución obtenida a 4°G.
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