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SUMMARY

Transplants of genetically modified cell lines represent a valuable tool in neurobiology
and could be an alternative treatment for newrodegenerative disorders. The cell line
M213-20 was immortalized using the tsA58 allele of the SV40 large T antigen
(Giordano, et al, 1993; 1996) and later transfected with human GAD 67 cDNA using an
Epstein-Barr virus-based plasmid vector (Conejero-Goldberg, et al, 2000). One of the
subclones isolated (clone 4), produces large amounts of GABA for extended periods of
time when kept in culture (Conejero-Goldberg, et al, 2000) and could be useful for
intracerebral transplantation in epilepsy. The purpose of the present study was to
transplant clone 4 into the basolateral amygdala of male Spraque-Dawley rats, and
evaluate the changes in GABA content at different time points as well as the histological
appearance of the transplants. The first group of animals received transplants of clone 4
(400,000/2pl), a group received transplants of clome control M213-20, one gioup
received a sham transplant, and another group served as an intact control. The results
showed a significant increase in GABA levels in the amygdala of transplanted ratsonly
at 8-weeks after transplant. Histological analysis showed that the cells were present in
all cases and showed a healthy appearance. At 12-weeks post transplant, the
transplanted cells were localized not only in the amygdala but also along the external
capsule. These results show that genetically modified cells can be used to deliver

molecules of interest into specific brain nuclei.
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I. INTRODUCCION

El aumento en la incidencia mundial de enfermedades neurodegenerativas
aunado a la limitada capacidad del sistema nervioso central de regeﬁerarse ha
impulsado a muchos investigadores a la basqueda 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 nGmero de estudios en modelos animales que demuestran la sobrevivencia
de los transplantes de tejidos neuronales, asf como su integracion al cerebro al que
fueron transplantados y su posible participacion en la recuperacién funcional después
de un dafio cerebral (Koutouzis, T X et al,, 1994; Barry, D.I et al, 1989; Giordano, M.,
Hagenmeyer-Houser, SH. & Sanberg, P.R, 1988).

Sin embaigo el uso de transplantes como una herramienta clinica para el
tratamiento de enfermedades del sistema nervioso en humanos atin plantea mdaltiples
preguntas no s6lo técnicas y cientificas, sino de tipo ético, ya que la principal fuente de
tejido para dichos injertos es el tejido fetal. Por esta razén es necesaria la basqueda de
nuevas fuentes de tejido (Giordano, M, Takashima, H, Poltorak, M., Geller, HM. &
Freed, W], 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 linea celular inmortalizada de
crigen estriatal, M213-20 cl4. Esta linea celular fue previamente inmortalizada
utilizando el alelo A58 del antigeno T grande del virus Simian 40 (SV40) (Giordano, M.
et al, 1993). Posteriormente fue transfectada con el cDNA del GAD67 humano
utiliiandn como vector el virus de Epstein Bari (Conejero-Goidberg, C. et al, 2000). La
linea celular obtenida (M213-20 cl-4) tiene como propiedad la liberacién de grandes

cantidades del neurofransmisor &cido y-aminobutirico {(GABA). Alteraciones en los
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niveles normaies de este neurotransmisor se relacionan con algunas enfermedades
neurodegenerativas como la epilepsia y la enfermedad de Huntington (Cooper, J R,
Bloom, F.E. & Roth, RH, 1996).

Dada la importancia de este neurotransmisor en el funcionamiento dei sistema
nervioso, el estudio del efecto de estas células al ser transplantadas y su integracion al
tejido huésped daré informacién sobre su posible uso en algunas patologifas. Es por esto
que se realizd una caracterizacion tanto histolégica como neuroquimica del transplante.
Utilizando ratas albinas de la cepa Sprague - Dawley se hicieron transplantes bilaterales
de la clona M213-20 cl-4 en la amigdala 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 caracterfsticas morfologicas y
estructurales (Giordano, M. et al,, 1993; Conejero-Goldberg, C. et al, 2000). Se evalué el
transplante tanto histolégica como neuroquimicamente a tres diferentes tiempos
postransplante, con la finalidad de establecer cuando se integra el ttansplante al cerebro

huésped.

Nuestros resultados indican que el transplante presenta una buena integracion,
comprobado por los andlisis histologicos realizados, utilizando técnicas histoquimicas
como la de violeta de cresilo e inmunohistoquimicas con anticuerpos contra la Proteina
Acidica Glial Fibrilar (GFAP) vy la Descarboxilasa del Acido Glutdmico (GAD). Este
analisis también fue util para demostrar que estas células, como ocurre con los
transplantes de células en suspension, migraron a lo largo de la cépsula externa,
alejandose del sitio de inyeccion sin producir gliosis en el tejido huésped. Esta migraci6n
se observé sobre todo en los cortes de los cer ebros de las ratas con un tempo
postiansplante mayor. Ial vez esta sea una xazon por la que el estudic neméquimico del
tt‘ansplarite realizado en la amigdala disecadd después del transplanté, no reveld

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 evaltia in
vivo la produccién de GABA por parte de un transplante de esta linea celular y que se
hace una descripcion histologica detallada del mismo. Esta evaluacion es necesaria para
determinar si la estrategia usada en la produccién de esta clona es la apropiada, de
manera que los transplantes de estas células modifiquen significativamente el contenido

de GABA en el tejido cerebral sin producir alteraciones en el tejido huésped.
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II. ANTECEDENTES

Los transplantes neuronales son una técnica quirtigica que tienen una amplia
aplicacién en la neurobiologia moderna, ya que constituyen una poderosa herramienta
pata el estudio de la funcién del cerebro. Permitiendo evaluar los aspectos anatémicos y
funcionales durante el desarrollo como la diferenciacion y regeneracion de diferentes
sistemas neuronales, asi como resaltar la importancia de estructuras o sistemas de
neurofransmision en diversas funciones o patologias (Emerich, D.F. & Granholm, L,

1998).

Aungque los transplantes de tejido neuronal han sido ensayados esporadicamente
en cerebros de mamiferos adultos desde el siglo XIX, s6lo en los afios setenta se llevaron
a cabo bajo condiciones confiables. El primei 1eporte de transplantes neuronales data de
1890, en ese estudio Thompson realiz6 transplante de cortezas de gatos y perros, pero
no observé una buena sobrevivencia de los tejidos transplantados (Gash, D.M., 1984;

Dunnet, SB, 1998).

El primer experimento que demostté la sobrevivencia de los tejidos
transplantados fue el publicado por Elizabeth Hopkins Dunn (1917) (En: Gash, DM,
1984). Hopkins Dunn realiz6 transplantes de tejidos corticales fetales en el cerebro de
1atas y observo la sobrevivencia de los transplantes s6lo 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 utilizacion de aloinjertos (transplante
donde el donador es de la misma especie} (Gash, D.M., 1984; Dunnet, 5.B., 1998). El
tercer factor que interviene en la sobrevivencié del transplante se identificé tiempo
después: la importancia de seleccionar el Iu.gax de la colocacién del transplante
permitiendo la rapida vascularizacién e incorporacion del nuevo tejido. Este tercer

factor puede explicar el éxito de los casos estudiados por Dunn, ya que estos
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transplantes se realizaron en el ventriculo lateral permitiendo el contacto con la gran

vascularizacién del plexo coroideo .

En 1940, Le Gros Clark en la Universidad de Oxford usando conejos de 15 a 20
dias de gestacion como fuente de tejido donante, realizé transplantes de porciones de
corteza y las implant6 en el ventriculo lateral del cerebro de conejos de 6 semanas de
edad. Cuatro semanas después de la implantacién realizé el andlisis histologico y
encontr6é evidencia de que las células transplantadas continuaban creciendo y
diferencidndose. Le Gros Clark realiz6 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
desarrolio en el estudio de los transplantes en el SNC. En esta década tres grupos
independientes Olson y Malmfors (1970), Bjorklund 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 cdmara ocular anterior (En :Dunnet, SB., 1998). Al
final de esta década, Perlow y cols. (1979) utilizaron un modelo animal de la enfermedad
de Parkinson y demostraron que el transplante de sustancia nigra fetal 1evierte las
anormalidades motoras de este modelo (En: Freed, W.]., 1993; Gash, D.M., 1984). En ese
mismo afio Bjorklund y cols (1979) encontraron una disminucion en la conducta de
rotacion inducida por anfetamina gracias al transplante de sustancia nigra en cavidades

corticales.

Durante los altimos afios la utilizacién de transplantes del SNC se ha convertido

‘en una técnica de amplia ap]icaciéh, incluso se plantean como una alternativa
terapéutica para enfermedades degenerativas del SNC como el mal Ge Parkinson,
Ignacio Madrazo y René Di'ucker-Colin (1986), llevaron a cabo los primeros transplantes

en humanos utilizando como fuente del transplante la glandula supran'enal‘ con
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resuitados positivos. Estudios recientes han demostrado que estos transplantes son
capaces de sobrevivir por largo tiempo en los pacientes, pero también sugieren que la
mejoria clinica derivada de la intervencion quirtrgica es contrarrestada por la continua
pérdida de las neuronas dopaminérgicas del huésped (Brailowsky, S., 1998; Stein, D.G.,
Brailowsky, S & Will, B, 1995). Recientemente Curt Freed y cols. (Freed, CR. et al,
2001), realizaron transplantes bilaterales de tejido mesencefélico embrionario en el
putamen de pacientes que presentaban casos severos de Parkirson observando efectos

relativamente benéficos sélo en pacientes jovenes.

Actualmente la tecnologia del transplante intracerebral ha cambiado
considerablemente. Su aplicacion al tratamiento de los trastornos cerebrales en el
hombre plantea todavia multiples preguntas técnicas, morales y éticas, ya que una de
sus fuentes es el uso de tejido fetal, por lo que serfa ideal contar con una fuente
alternativa de tejido para trasplantar (Giordano, M. et al., 1996). Entre las alternativas
que se han explorado esté 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 autologo o fetal, ya que estos iltimos contienen multiples tipos celulares y
podria ser que algunas células establecieran conexiones aberrantes con el huésped o
inhibieran, por ejemplo, sistemas que deberian seguir activos (Brailowsky, S, 1998;
Stein, D.G. etal, 1995).

La utilizacion de estirpes o lineas 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 producit en gran
cantidad con caracteristicas muy especificas; 3) pueden ser utilizadas para multiples
franspiantes; en cada ransplante, se emplea material casi idéntico, lo cual permite ana
estandarizacion de los protocolos de un'exper'iment.o a otro y 4) el uso de estas Iineas

celulares no implica un problema importante de ética.
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Por altimo es importante decir que los transplantes no siempre producen efectos
benéficos. Existen reportes que indican anomalias fisiolégicas o conductuales como
resultado de los injertos intracerebrales. Entre las desventajas reportadas estan las
siguientes: a) obstruccién de la circulacion del liquido cefalorraquideo, produciendo
hidrocefalia; b) destrucciéon del tejido cetebral del receptor por compresion; ¢) efectos
toxicos por liberacion excesiva de aminoacidos excitadores; d) alteraciones de la barrera
hematoencefélica generando el rechazo del injerto (Lewin, R, 1987). Ademas, como ya
se explicO debido a que los transplantes de tejido fetal contienen mdltiples tipos
celulares pueden generarse conexiones aberrantes qué inhiban sistemas en el huésped
que deberfan 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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i. UTILIZACION DE CULTIVOS CELULARES Y CELULAS
INMORTALIZADAS GENETICAMENTE MODIFICADAS PARA
TRANSPLANTES EN EL SNC

Como ya se mencion6 anteriormente, los fransplantes en el SNC constituyen una
poderosa herramienta de investigacion bésica que ayuda al entendimiento de las
interrelaciones entre las células. De igual manera son ttiles en el estudio de la
diferenciaciéon y regeneracion de diferentes sistemas neuronales asi como de algunos
aspectos anatomicos y funcionales en el desarrollo (Emerich, D F. & Granholm, L., 1998;
Koutouzis, T.K. et al, 1994). Sin embargo, el uso de transplantes de tejido fetal en la
clinica se ve complicado por cuestiones de tipo practico, moral y legal, por lo que serfa
ideal contar con una fuente alternativa de tejido para trasplantacién. En este sentido se
han desarrollado lineas celulares inmortalizadas que pueden servir como material para
transplantes. Los avances en la biclogfa celular y molecular han brindado la posibilidad
de disefiar diversos métodos por medio de los cuales se pueden alterar las caracterfsticas
de las células de origen neuronal para que se puedan seguir dividiendo y seleccionar
aquellas con caracteristicas deseables (Giordano, M., Takashima, H, Poltorak, M,
Geller, HM. & Freed, W]., 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
intracerebral. El primero es el nivel de expresion genética de la proteina de interés. Este
debe ser suficiente para poder llevar a cabo el efecto fenotipico deseado y no causar
efectos toxicos en el tejido huésped. El segundo punto es que la sobrevivencia de las
células implantadas depende de factores diversos como:

e Efectos de la infeccion viral con la que fueron modificadas las células
s Dafio celular producido por las condiciones de cultivo |
¢ Mecanismos de implantacién celular.

* Falta de una adecuada vascularizacion.
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e 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 lineas celulares utilizadas para transplantes.

Actualmente el desarrollo de la biologfa molecular y celular ha permitido a los
investigadores el expandir y desarrollar lineas celulares en cultivo asi como refinar los
métodos usados para el transplante neural permitiendo una mejor localizacion y

sobrevivencia del transplante.

En estudios de transplantes puede utilizarse tejido embrionario el cual se
transplanta directamente después de su diseccion y disgregacion. Utilizando este mismo
tejido se pueden obtener lineas celulares inmortalizadas y modificadas genéticamente
para producir alguna sustancia quimica de interés y transplantarse posteriormente.
Incluso se pueden realizar cultivos primarios a partir del tejido no embrionatio, es decir
del animal adulto, como por ejemplo tejido cutdneo, y posteriormente transfectar este
cultivo primario con un vector que posea el gen de interés. Después del anélisis de la
expresién molecular del gen y su cuantificacion, el fejido puede ser utilizado en
transplantes en el mismo individuo donadoz, 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 lineas celulares que pueden set
utilizadas para transplantes, una de las cuales se mencion¢ anteriormente, en la gue se
utiliza tejido embrionario a partir del cual se obtienen cultivos primarios. Otra es el
cultivo y clonacion de células tumorales, gjempios de estos incluyen: Ja lm.ea celuiar
PC12 derivada de feocromocitoma, la lfnea 1316/ C3lque proviene de melanoma muﬁno,

la linea IMR-32 derivada de neuroblastoma humano y la linea celular C6 obtenida de un
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tumor glial de rata (Wainer, B.H. & Heller, A, 1992). Cada una de las lineas celulares
anteriormente mencionadas ya ha sido usada en estudios de transplantes cerebrales.
Otra manera, es producir hibridos a partir de la fusién de células primarias con células
tumorales, ejemplos de estas lineas son las derivadas de células mesencefélicas
embrionarias de raién y la linea celular N18TG2 derivada de newroblastoma-glioma
murino. Esta dltima estrategia tiene la desventaja de que las células tienen el potencial
de ser tumorales. Estrategias més recientes incluyen el uso de técnicas genéticas para
introducir un fragmento de DNA (cDNA) el cual codifica pata una proteina, enzima o
algtn factor de crecimiento, estas células pueden ser también inmortalizadas por la
incorporacién de genes inmortalizadores, como por ejemplo el gen myc, el antigeno T
grande de polioma y el antigeno T grande del virus Simian 40 (5V40) (Cepko, C.L.,, 1989;
Jat, PS., Cepko, C L., Mulligan, RC. & Sharp, P.A, 1986). Un ejemplo de estas células
son las lineas celulares M213-20 cl-2 y M213-20 cl-4 producidas por Conejero, et al.
(2000), las cuales fueron previamente inmortalizadas por la incorporacion del alelo
tsA58 del antigeno T 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 pera ser usadas como
pequeilas bombas bioclogicas de algunos factores terapéuticos. El criterio que debe ser
utilizado para el desariollo adecuado de células transformadas se discute a continuacién
(En: Thode, S, Raymon, HK. & F.H, G., 1998). |

El primer paso para el desarrollo de lineas celulares transformadas es la eleccion
del 4rea del cerebro y la etapa embrionaria dptima a la cual se van a obtener las células.
La capacidad de estas células primarias de dividirse es clave para ei éxito de ia
inmortalizacion debido a que existe una mayor facilidad e intégr&cién de los vectores,

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

El siguiente paso es la seleccion del gen o transgén o combinacicnes de
transgenes més benéficos para el modelo que se quiera utilizar. Dichos transgenes seran
usados para la inmortalizacion y en algunos casos para introducit genes que confieran
propiedades extras a las células, como el producir ciertas enzimas o proteinas. Los dos
genes mas utilizados para la inmortalizacién de estas lineas celulares son el v-myc y el
antigeno T grande del SV40 (Jat, P.S et al, 1986). La eleccion de los transgenes que
podemos introducir en estas lineas celulares se ha enfocado al estudio de enfermedades
neurodegenerativas como Parkinson, Huntington, Alzheimer o epilepsia, por lo que es
necesario elegir cortectamente dicho transgén de acuerdo con las caracteristicas
fisiopatolégicas de la enfermedad. Este transgén puede codificar para alguna enzima
clave que esté deficiente o alterada en dicha patologia para ciertos factores tx6ficos o de

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

Un punto importante en la generacién de lineas celulares es la eleccion de los
vectores por los cuales se introducen los diferentes tipos de transgenes a dichas células.
Existen fundamentalmente dos técnicas pata infroducir transgenes en células: un
método bioffsico o transfeccién y un método basado en la transduccién por medio de
vectores virales (Figura 1). Los vectores para transfecciones biofisicas, s61o 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.F.
& Heller, A, 1992) tienen la ventaja de una alta eficacia de infeccién. Estos sistemas de
vectores necesitan contener toda la informacion necesaria para producir la infeccién
viral ademds de los elementos tzansgéniéos necesarios para la expxési(m 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 integraciéh estable del ADN
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proviral al genoma de las células huésped, haciéndolos apropiados para la transferencia
de genes en células en divisibn También pueden infectar células que no estdn en

divisién pero su eficacia disminuye.

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

Tipo celular Observaciones
Células no neuronales primarias
Fibroblastos Féacil manipulacion in vitro; pueden ser derivadas

del mismo huésped (tejido autélogo); sobreviven al
fransplante; el problema es la expresion del
transgén a largo plazo debido a la baja regulacion

Mioblastos de la transcripcion.
Facil manipulacién in vitro sélo si provienen de
Astrocitos células fetales. Pueden sobrevivir al transplante.

Facil manipulacién in vitro; sobreviven al
transplante; se dispersan después de realizar el

injerto.

Células neuronales primarias

Adrenales Pueden derivarse de tejido autdlogo; pobre
sobrevivencia después del tiansplante.

Embrionarias Buena sobrevivencia después del transplante;
forman contactos funcionales con el tejido del
huésped.

Los vectores basados en adenovirus; virus adeno-asociados (AAV) o herpes virus
son més convenientes para la infeccién de células postmitéticas. El vector viral AAV
(Virus asociado a adenovirus), es un buen candidato para su uso en terapéutica, ya que
hasta el momento no se conocen efectos patogénicos de este virus en humanos, ademas
de que puede integrarse en sitios especificos del genoma de la célula huésped.
- Desafortunadamente paia el uso de los vectores AAV, su eficacia es baja en la infécci()ﬁ
de células que no estan en mitosis. Varios vectores adenovirales han sido usados para el
desarrollo de células in vivo que codifican para tirosina hidroxilasa (TH). Esta enzima es
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Gtil en modelos de la enfermedad de Parkinson que se basan en la lesion de las céiuias
dopaminérgicas con 6-OHDA; el transplante de células que codifican para I11 ha dado
buenos resultados, poz ejemplo se ha observado una disminucion de la conducta de giro
inducida por apomorfina después de 1-2 semanas de la inyeccién de las células
(Horellou, P. 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 replicacion patogénica cmergente de particulas virales via
recombinacién con las secuencias del virus usado como vector {Thode, S. et al, 1998).
Esto sélo ha sido posible al reemplazar algunos genes adenovirales y asi evitar una

respuesta inmunolégica del huésped.
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FIGURA 1. Procedimiento para la generacioén de lineas celulares inmortalizadas para su
uso en transplantes (Tomado de: Glordano, M. et al, 1994). ' '
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Los vectores basados en el virus Herpes-simplex (HSV) también pueden infectar
células neuronales y no neuronales y expresar los transgenes funcionales Pero al igual
que con los vectores adenovirales, se han observado efectos de citotoxicidad y una
respuesta inmune por parte del huésped; este es uno de los problemas que tiene que ser
resuelto antes de usar estos vectores virales en el desarrolio de técnicas terapéuticas

(Thode, S. et al, 1998).

Fl virus de Epstein-Barr es también utilizado como un vector viral episomai. Este
vector posee una replicacién extractomosomal en la célula, y mantiene su expresion por
largos periodos de tiempo siendo til para estudios de expresién de genes clonados y
terapia genica (Mizuguchi, H., Hosono, T. & Hayakawa, T, 2000). Una linea celular que
fue transfectada con este vector viral es la M213-20 cl-4 y cl-2 (Conejero-Goldberg, C. et
al., 2000). En esta linea celular se utilizé este vector para la expresion del cDNA del
GADé67h

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 utilizacién 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 patolégicos. Este vector representa una de las més complejas formas de
retrovirus que puede infectar y fransducirse de manera estable tanto en células en
divisién (mitdticas) como en células diferenciadas (no mitéticas) Pero aun este sistema

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

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

" Uno de los puntcs mds importantes en el desarrolio de lineas celulares.
genéticamente transformadas para fransplantes, es la regulacién de la expresion del

transgén, para poder obtener una expresion estable a largo plazo y mantener los niveles
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adecuados del gen de interés, ya que existen reportes que indican gue en muchas
ocasiones en las lineas celulares transfectadas la expresion del transgén ya no sea la
apropiada por una baja en la regulacion de su transcripcion (Snyder, EY. et al, 1992;
Onifer, SM, White, LA, Whittemore, SR & Holets, V.R, 1993). Los niveles
transgénicos pueden sexr regulados de diferentes maneras: la eficacia de la via de
transcripcion, estabilidad del ARN, eficiencia de la traduccion y estabilidad de la
proteina transgénica. Uno de los puntos mas importantes en la regulaciéon que tienen
influencia sobre los niveles de la proteina codificada es el sistema de promotor usado

para expresar el transgén.

Los promotores pueden ser agrupados en varias categorias como se observa en la
Tabla 3. Los promotores virales generalmente permiten la expresion de altos niveles en
las células mitéticas, pero pueden ser desactivados en células que ya no se dividen
después del transplante. Por el contrario, se pueden tener 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
categorfa de promotores son aquellos que son tejido-especificos y que sélo permiten la
regulacién de la expresion del gen transfectado en un cierto tipo de células. Ademas se
pueden tener sistemas de regulacién de expresion formados por la combinacion de
diferentes promotores y potenciadores (enhancers). La eleccion del promotor 6ptimo
para el sistema que se guiera estudiar es crucial para asegurar la produccion de niveles
biol6gicos relevantes del transgén asi como asegurar su expresion a largo plazo después

del transplante.
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TABLA 2. Técnicas utilizadas para introducir transgenes en células destinadas para
transplante (En: Thode, S. et al., 1998).

Técnica

Observacién: Ventajas/Desventajas

Modelgs Biofisicos
Fosfato de Calcio

Liposomas

Transferencia de genes mediado por

receptores
Inyeccion directa de DNA

Bombardeo de particulas

Electroporacién

Vectores Vitales

Retrovirus

MoMLV?
HIV®

Adenovirus

AAVe
HSV4

Fpsiein-Bary

Transfeccion de tipos celulares no neuronales in vitro; baja
eficacia.

Transfeccion de tipos celulares no neurales in vitro e in vivo;
baja eficacia; el vector persiste como episoma no integrado en
VivQ,

Baja inmunogenicidad; posibilidad de transferix grandes
fragmentos de ADN; puede ser utilizado en tejidos
especificos; baja eficacia debido a la degradacién de ADN
Expresién sélo encontrada en células de misculo 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

Aplicacién de pequenios pulsos eléctricos de alto voltaje a
células animales o vegetales formado poros nanométricos en
la membrana plasmética permitiendo la enttada del ADN a
transferir. Da lugar a lineas celulares que poseen una o muy
pocas copias integradas del ADN transfetido

Alta eficacia; integracion al azar en el genoma de la célula
huésped
Infeccion sélo de células mitéticas
Infeccién tanto en células que se estan dividiendo como en
aquellas que no lo estan; la desventaja son los problemas en
el manejo de este vector
Alta eficacia; infeccibn tanto en células que se estin
dividiendo como en aquelas que no lo estdn; persiste de
manera episomal no integrada; reacciones inmunes debidas
al virus cuando las células son transplantadas
Baja eficacla; infeccion tanto en células que se estan
dividiendo como en aquellas que no lo estan; interaccién al
aza en el genoma de la célula huésped

ita eficacia; persiste como episoma no integrado; reacciones
inmunes; problemas de seguridad en el manejo de este
vecter, :
Vector episomal con replicacion exiracromosdmica, mantiene
su expresion por largos petiodos y muy utilizado para el
estudio de la expresién de genes clonadas y terapia génica

a MoMLYV, Vitus Moloney de leucemia murina < AAV, Virus Adeno-asociado
b HIV, Virus de Inmunodeficiencia Humana 4 HSV, Virus Herpes-simplex
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TABLA 3. Sistemas de Promotores usados para la regulacién de la expresion
transgénica (En: Thode, S. et al., 1998),

Promotor Observaciones: Ventajas/ Desventajas
Virales
LIRe Forma parte del vector retroviral; altos niveles de expresion in vitro;
expresion a largo plazo después del transplante es deficiente.
CMV?® Altos niveles de expresién in vitro; expresion a largo plazo después del
transplante es deficiente
SvVa(e Altos niveles de expresion in vitro; expresion a largo plazo después del
transplante es deficiente
HSV-TKA Altos niveles de expresion in vitro
Housekeeping genes
B-Actina Niveles intermedios de expresion in vitro
PGKe expresién a largo plazo en bajos niveles después del transplante
DHERS Bajos niveles de expresion in vitro expresion a largo plazo en bajos
niveles después del transplante
Tejido-especificos
Preproencefalina  Especifico solo para cierto tejido neuronal; expresién a largo plazo in
vivo
B-Globina Especifico de células linfaticas; bajos niveles de expresion in vitio
GFAP (gaf2) Especifico de astrocitos, utilizado para la expresion de genes de interés
en estas células.
Compuestos
LPV&/5V40 Niveles de expresion intermedio in vitro
MCKR/CMV Bajos niveles de expresién in vitro; expresion a bajos niveles pero a
largo plazo después del transplante.
Tet Oi/CMV expresion en altos mniveles in vitro; necesita un transactivador de

tetraciclina; expresion a largo plazo después del transplante

a LTR, Virus Moloney de la leucemia murina,

b CMV, Citomegalovirus gen de expresion temprana
<SV40, Simian virus, regi6in de expresién temprana 48
¢ HSV-TK, Virus Herpes-simplex-timidina cinasa

¢ PGK, Fosfoglicerato cinasa

( DHER, Dihidrofolato reductasa

¢ LVP, Papovavirus linfatico

h MCK, Creatin cinasa inuscular

i Tet O, operados de tetraciclina



Uno de los genes més estudiados para controlar la actividad del gen transfectado
es el alelo tsA58 sensible a la temperatura del antigeno 1 grande 5V40 (tsA38). La
expresion de éste mutante confiere a las células la capacidad de proliferar cuando se
mantienen a una temperatura de 33°C, pero cuando son incubadas a una temperatura
mayor (39°C) dejan de proliferar. Estas c€lulas, pueden mantenerse en constante
proliferacién en cultivos celulares a temperaturas bajas, pero después del transplante
podrian diferenciarse y desarroilarse en neuronas maduras en el cerebro adulto.
Whittemore et al (1991) han mostrado que células neuronales embrionarias
inmortalizadas pueden desarrollar un compiejo fenotipo neuronal que es en parte
determinado por el &rea del cerebro al cual se va transplantar independientemente del

area de la que originalmente deriven.

Finalmente, las células que fueron modificadas deben ser seleccionadas y
catacterizadas. Para esto el vector de inmortalizacion acarrea un gen de resistencia a un
cierto farmaco, como lo es el gen de resistencia a neomicina, selecciondndolas de toda la
poblacién celular. Una vez que se seleccionar on las células modificadas, éstas pueden
ser posteriormente clonadas para producit sustancias especificas, como
neurotransmisores o factores tréficos en grandes cantidades, usando los vectores antes
mencionados. Existen diferentes técnicas inmunohistoquimicas, que nos permiten

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

De particular interés es la linea celular M213-20 de origen estriatal obtenida a
partir de cultivos primarios de estriado de ratas Sprague - Dawley (dia embrionatio 14),
que fue inmortalizada usando el Alelo A58 sensible a temperatura del antigeno T
grande del SV40, en presencia de polibr-eno; se us6 la linea celular empacadora y-2 para
la--replicaciOn del vector pievia a la fransfeccién. La linea M213-20 tiene propiedades
GABAérgicas comprobadas por su inmunoreactiﬁdad a GAD, por reCaptina de GABA

y por la sintesis de dicho neurotransmisor. Son positivas para la proteina asociada a
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microtubutina-2 (MAP-2), un marcador primario neuronal, y negativas para vimentina y
poseen una morfologia multipolar (Giordano, M. et al, 1993). En estudios previos se
encontr6 que estas células muestran un minimo potencial tumorogénico en transplantes

(Giordano, M. et al,, 1996)

Estas mismas células fueron posteriormente transfectadas con el ¢cDNA del
glutamato descarboxilasa (GAD67) humano usando como vector un plasmido episomal
basado en el virus de Epstein-Barr. Una de las clonas resultantes (M210-20 cl4),
presenté una alta expresion de la GAD transgénica, una mayor sintesis de GABA y
experimentan apoptosis en respuesta a fdrmacos anticancerigenos (Conejero-Goldberg,
C. et al, 2000). Fstas células son potencialmente Gtiles en modelos donde existe
deficiencia del neurotransmisor GABA, como lo son en modelos experimentales de
enfermedades neurodegenerativas como la Epilepsia, 0 la enfermedad de Huntington

entre ofras.

1.2, Células neuronales troncales (Neural Stem Cells) y transplantes.

Los recientes avances en la tecnologia de células troncales nos  han
proporcionado una nueva herramienta para la generacion de lineas celulares que
pueden ser utilizadas en procesos de regeneracion y transplantes. Su uso actualmente
no se limita a trabajos de laboratorio. Tejido cultivado de piel, hueso y cartilago est4n
siendo probados en investigacién clinica y podrén ser utilizados como tratamiento en

pocos afios (Heath, C A, 2000).

De igual manera se han desarrollado células neuronales troncales generando un
gran interés por su potencial aplicacién terapéutica en el SNC. Estas células pueden ser

aisladas de tejido en desarrollo e incluso en el sistema nervioso central de animales
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- adultos y ser posteriormente 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 newonal troncal aquella célula que tiene la potencialidad
de regenerarse a si misma y ademas diferenciarse en neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos por medio de una division asimétrica. (Figura 2) (Gage, F H, 2000;
McKay, R., 1997). Sin embargo, las células troncales neurales pueden también derivarse
de células mds primitivas y tener la capacidad de generar no sélo células neurales sino
también generar células de otros tejidos. Existen diferentes clases de células troncales en
mamiferos con diferentes capacidades de diferenciacion: a) totipotenciales, son aquellas
que al ser implantadas en atero da lugar a un organismo completo, su fuente es el
cigoto; b) pluripotenciales, su fuente es el blastocisto, tiene la capacidad de regenerarse y
ademas diferenciarse en células multipotenciales, son usadas también en la generacion
de animales transgénicos; ¢) multipotenciales, con alta capacidad en diferenciarse en
células progenitozas, su fuente principal son tejido embrionario o tejido neuronal adutto

y médula 6sea.

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 4reas de donde se han aislado células troncales identificadas utilizando técnicas con
infeccin retroviral o usando timidina marcada radiactivamente o bromodeoxiuridina
(BrdU) por técnicas inmunohistoquimicas (Lundberg, C., Martinez-Serrano, A.,
Cattaneo, E, McKay, RD.G & Bjorklund, A, 1597; Sigal, SH, Brill, S, Fiorino, AS. &
' Reid, L.M., 1992; Shihabuddin, LS, Palmer, 1.D. & Gage, F.H., 1999). Una de ellas es la
Zona saugra-umm del giro dentado del hipocainpo v la otta es ia zona subventuca*ax
\SVZ) (thhabuddm LS. et al, 1999; Iemple, S. & Alvarez-Buylla, A., 1999; Svendsen,
CN. & Smith, A G, 1999). Aan no se conoce la funcion de las células troncales en el
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sistema nervicso central del adulto, se ha sugerido que estas células son vestigios
evolutivos de organismos mas primitivos, en los cuales los 6rganos y tejidos tienen la
capacidad de regenerarse y sobrevivit teniendo ventajas adaptativas en un ambiente
inh6spito. Otra alternativa que se ha sugerido es que para €l SNC es importante tener
una capacidad limitada de regeneracion para desarrollar sus funciones normales como
el aprendizaje y la memoria. Es posible que la regeneracién local de nuevas neuronas en
algunas estiucturas cerebrales pueda participar en la formacion e integracion de la
memoria (Gage, F.H., 2000; Shors, 1.J. etal, 2001).

Se pueden obtener cultivos de células troncales para su estudio in vitro, 0 incluso
para diferenciarlas v usarlas en diversos modelos experimentales. El ptimer paso es la
diseccién del 4rea anatomica cerebral ya sea de tejido embrionario o adulto. Dicho tejido
es disgregado y expuesto a altas concentraciones de mitégenos como el factor de
crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2), el factor de crecimiento epidermat (EGF) (Villa,
A., Snyder, EY,, Vescovi, A, & Martinez-Serrano, A., 2000; Gage, F.H., 2000). Cuando ya
se tiene establecido el cultivo es necesatio identificar las células troncales, paza esto se
han utilizado algunos marcadores especificos como lo es la nestina. La nestina es un
filamento intermedio y es la ptincipal proteina del citoesqueleto en las céiulas
precursoras neuronales en el sistema nervioso central y sélo se expresa en ciertas etapas
del desarrollo, ya que cuando la célula ya se ha diferenciado la expresion de esta
proteina baja dxasticamente (Cattaneo, E. & McKay, R, 1991; McKay, R, 1997). También
la presencia de Srel y ciclina, las cuales juegan un papel ceniral en la regulacion del
crecimiento celular tienen una expresion similar a la nestina en el desarrollo de las
células cerebrales (Cattaneo, E. & McKay, R, 1991),
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LIMITACIONES

Totipotenciales; no
pueden auto-regenerarse

Pluripotenciales; anio-
reseneraciin

Gran potencial;
autmmoenemcién

Limitado potencial;

limitada m:m-r'esvaneraciﬁn

Division limitada

Progenitor neuronat

No mitoticas
Neurona i
i
FIGURA 2. Diferentes clases

como su fuente y limitaciones

de células troncales que pueden dar lugar

QELULA
Cigoto Cigoto

Embrion, cerebro adulto,

Célula troncal
multipotencial sangre (7)
Progenitoy Cerebro, médula espinal
neural

Algunas regiones

Progenitor neural
cerebrales

comprometido

Progenitor glial

J
3 " Diferenciadas

Sitios cerebrales especificos

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

a neuronas, asi

Tomado de: {Gage, F-H., 2000).

26



Después de la seleccion, purificacién y proliferacién de las células troncales
puede inducirse la diferenciacion con mitégenos especificos o por exposicién a otros
factores que induzcan los diferentes linajes. Las lineas resultantes son analizadas
inmunohistoquimicamente utilizando anticuerpos dirigidos contra antigenos especificos
para los diferentes tipos celulares, astrocitos, oligodendrocitos y neuronas (Gage, F.H,
2000; Rouget, P, Bert, M, Borde, 1. & Evrard, C, 1992). El uso de estas células en cultivo
tiene diversas aplicaciones como: a) €l ser utilizadas para la identificacion de factores
inductivos y mediadores en la neurogénesis; b} el ser utilizadas en modelos de
neurodegeneracion in vitro; ¢) el sexr empleadas en el desarrollo de nuevos farmacos: d)

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

Actualmente muchos estudios se han enfocado al estudio de estas células en
vertebrados, pata 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
desarrolio, 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 migracién e integracion en el sistema nervioso periférico (Gage, F H., 2000; Renfranz,
P.J., Cunningham, M.G. & McKay, R.D, 1991).

Existen reportes de transplantes en cerebro adulto que indican que estas células
troncales pueden diferenciarse en células neuronales y glia dependiendo del ambiente
local {en cuanto a factores tréficos) asf como de la regién anatémica donde fueron
transplantadas. Es decir estas células troncales se diferenciarén sobre todo en células
neuronales si se iransplantan en los sitios newrogénicos, coms hipocampo y SVZ, pero al
ser transplantadas en sitios no newronales la proporcién de diferenciacién en células

neuronales es muy baja o s6lo se diferenciaran en células gliales (Gage, F.H., 2000;
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Renfranz, P.J. et al, 1991; Fricket, R A. et ai., 1999; Svendsen, C.N. et al., 1997; Suhonen,
J.O., Peterson, D.A, Ray, ]. & Gage, FH, 1996; Lundberg, C. et al, 1997). Sin embargo
existen también: estudios sobre la integracién y diferenciacién neuronal en transplantes
de células troncales humanas en el estriado y sustancia nigra de rata, sitios que no son
considerado neurogénicos, donde se observé una buena proporcion de diferenciacion
neuronal (Rubio, F.]., Bueno, C, Villa, A, Navarro, B. & Martinez-Serrano, A., 2000). Se
han 1ealizado otros experimentos con estas células en los cuales previamente se ha
lesionado a los animales, y se ha obseirvado que las células transplantadas migran al
area de lesion diferencidandose y remplazando a las neuronas que fueron dahadas
(Yandava, B.D, Billinghurst, LL. & Snydet, EY., 1999; Armsttong, R], Watts, C,
Svendsen, C.N, Dunnett, 5.B. & Rosser, A E, 2000; Snyder, EY. etal, 1992).

Los estudios 1ealizados hasta el momentc usando estos tipos celulares, apoyan su
posible uso y aplicacién en el tratamiento de enfermedades newrodegenerativas y
lesiones del sistema nervioso central. Y aunque atn falta mucho por conocer sobie estas
células, es muy posible que en pocos afios puedan ser ampliamente aplicadas en el

tratamiento clinico de multiples enfermedades
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2. TECNICAS DE TRANSPLANTE

Los métodos que se utilizan en la actualidad para el transplante en el cereb1o 0 en
la médula espinal deben mucho a las técnicas clasicas de microdiseccién y de

transplante utilizadas en embriologfa y endocrinologfa.

Existen diferentes técnicas para realizar los transplantes intracraneales entre las
cuales se encuentran el uso de tejido en bloque, células semidisociadas, v células
disociadas provenientes de tejido o de cultivo (Figura 3) (Bjorklund, A & Dunnet, SB,
1992). La eleccién del método a utilizar depende del proposito del experimento asf como

del tejido utilizado para el transplante.

\“\-_...,«/
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FIGURA 3. Diferentes técnicas utilizadas para la realizacién de transplantes en el
sistema mnervioso central. A) Tejido en bloque en una cavidad natural como Ios
ventriculos, B) lejido en bloque en una cavidad creada quirtrgicamente y C)
Transplante de céiulas en suspension. '

CTESSCON ]
FALLA DE ORIGEN




2.1. Transplantes de tejido sdlido.

Los ttansplantes de tejido en bloque son los més cldsicos, Elizabeth Hopkins
Dunn (1917) y LeGros Clark (1940) , quienes fueron pioneros en el uso de transplantes
en el sistema nervioso, utilizaron esta técnica (En: Gash, D.M., 1984). El tejido en bloque
es comGnmente usado para injertos en ratas neonatas. En adultos, los tejidos s6lidos son
usados para transplantes en cavidades creadas quirtirgicamente (injerto en el
parénquima), o en cavidades naturales como lo son los ventriculos cerebrales, asi como
trtansplantes en la camara anterior del ojo (Bjorklund, A. & Dunnet, 5.B., 1992; Dunnet,
S.B., 1998).

Los transplantes en la cdmara anterior del ojo poseen la mismas ventajas
inmunoltgicas de los transplantes neurales, ademas el itis es un sitio de buena
vascularizacién por lo que la sobrevivencia del transplante es buena. Una de las ventaja
de esta técnica es que el transplante puede ser observado directamente a través de ia
cornea (Olson, L., Bjorklund, A. & Hoffer, BJ., 1984).

En cuanto a los transplantes de tejido solido realizados en cavidades naturales,
los ventriculos lateral, tercero y cuarto proveen de un buen sitio para la sobrevivencia
del implante, ya que poseen una buena vascularizacién por la presencia del plexo
coroideo. La desventaja de esta técnica de transplante es que se corre el riesgo de
producir hidrocefalia si algn fragmento del transplante obstruye los acueductos
ventriculares (Dunnet, S.B., 1998).

Los transplantes en cavidades creades guirtirgicamente han sido utilizados en
hipocampo, neocorteza y cerebelo. La cavidad se crea por la aspiracién del tejido que se

encuentra sobre la estructura en la que se realizar4 el transplante, generalmente parte de
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la corteza cerebral La citugia para Ciear la cavidad se Heva a cabo con semanas de
anticipacién al transplante o puede realizarse simultaneamente al injerto segtin el
proposito del experimento (Dunnet, 5.B., 1998; Bjorklund, A. & Dunnet, SB, 1992). La
desventaja de esta metodologfa es el dafio que se geneia en el tejido huésped, ya que en

muchos casos puede dar lugar a necrosis.

Fn general esta técnica de transplante es utilizada en experimentos que tiene la
finalidad de estudiar los efectos de la liberacién no regulada de neurctransmisores O
factores troficos, asi como para observar las caracteristicas de reinervacion,
diferenciacién e integracion sobre todo en transplantes en neocorteza y cerebelo

{Giordano, M. & Freed, W.J, 1995).
2.2. Transplante de células en suspension.

Otra técnica usada mas recientemente €n transplantes es el usc de células en
suspension. Dichas células pueden provenir de tejido embrionario o de cultivo. Cuando
1a fuente del transplante es tejido embrionario debe darse un tratarniento enzimético
previo para la disociacién de las células, generalmente se utiliza tripsina u ofras enzimas

digestivas que rompen las uniones intercelulares.

La inyeccion de estas células se realiza estereotaxicamente utilizando jeringas con
un digmetro apropiado para no dafiarlas, generalmente se utilizan jeringas Hamilton de
10 ul. E1 volumen de cada depOsito varia de 1-4 pl y la concentracion celular puede sex
de 200,000 a 2 millories de células. La inyeccion se realiza lentamente a Jo largo de varios

minutos.

Esta técnica posee varias ventajés sobre la técnica de transplante de tejido solido:

a) pueden realizarse transplantes en cualquier sitio del parénquima del huésped; b) se

TwSSCoN |
PALLADE ORIGEN |




pueden realizar tzansplantes multiples, ya que el dafio al tejido huésped es minimo; c)
usa precisién esterotaxica por lo que lo hace mas reproducible; d) pueden realizarse
transplantes que incluya el tejido de varios donadores, de esta manera en cada
transplante se emplea material casi idéntico; e) puede manipularse la fuente de
transplante previamente a la inyeccién, seleccionando un solo tipo celular, modificando
las células genéticamente o simplemente marcéndolas para su posterior identificacion;
f) puede efectuarse un recuento celular y calcular Ja viabilidad celular en la suspensién
(Giordano, M. & Freed, W], 1995; Dunnet, SB., 1998; Bjotklund, A & Dunnet, S.B,
1992).

La desventaja de esta técnica es que el grado de dispersion de las células del sitio
de inyecci6én es muy grande, pero esto puede solucionarse al utilizar soluciones de
medios semis¢lidos que pueden servir como soporte de las células o realizando un
marcaje de las células previo al transplante para poder delimitarlo (Giordano, M. &
Freed, W], 1995; Brailowsky, S., 1998).
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3. ACIDO y-AMINOBUTIRICO (GABA)

El 4cido y-amino butfrico es el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema
nervioso central de mamiferos. Fue descubierto en 1950 por Roberts y Awapara (En
(Cooper, JR. et al, 1996). Estudios electrofisiologicos entre 1950 y 1965 demostraron el
papel de GABA como neurotransmisor en el sistema nervioso central de mamiferos. Se
considera que GABA cumple con los cinco criterios basicos para ser un neurotransmisox:

a) esta presente en la terminal nerviosa,

b} se libera por la estimulacion eléctrica de Jas neuronas,

¢) tiene un mecanismo de liberacion y recaptura comprobado en forma directa

por su aplicacion a las neuronas,

d) posee una accién inhibitoria de la estimulacion eléctrica,

e) existen receptores especificos para esta sustancia quimica.

La actividad GABAérgica estd involucrada en una gran variedad de funciones
biolégicas como la actividad locomotora, el aprendizaje, la reproduccién y los ciclos
circadianos (Soghomonian, J.J. & Martin, D.L.,, 1998). Existe evidencia que sugiere una
alteracion funcional GABAérgica en los desérdenes psiquidtricos y neurologicos, que
incluyen la corea de Huntington, epilepsia, alcoholismo, esquizofrenia, desétrdenes del
suefio, y la enfermedad de Parkinson. Ademés las manipulaciones farmacolégicas de la
transmision GABAérgica son un tratamiento efectivo de la ansiedad. La accién
anestésica de los barbitiricos resulta de la inhibicién de la transmisién singptica
mediada por los receptores GABAa (Cooper, J.R. et al, 1996; DeLorey, T.M. & Olsen,
RW, 1994).

3.1. Distribucion

En mamiferos, GABA se encuentra en altas concentraciones en el cerebro y la
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médula espinal, pero estd presente soio en caniidades traza en tejidos nerviosos
periféricos como el nervio cidtico. También existe periféricamente en Grganos como
péancreas, 1iién y sistema reproductivo femenino (Erdo, SL. & Bowery, N.G,, 1986).
GABA no atraviesa la barrera hematoencefélica por lo que su administracién periférica

no aumenta la concentracion cerebral de este neurotransmisor.

La concentracion de GABA en el sistema nervioso central esta en orden de pM/ g
En la rata la l4mina cuadrigémina y regiones diencefdlicas son las que contienen la
- mayor concentracion GABAérgica, mientras que el cerebelo, puente y bulbo raquideo

tienen las menores concentraciones de este neurotransmisor.

Los niveles de GABA se incrementan rapidamente posmortem, entre un 30 y un
40% durante los primeros 2 minutos después de la muerte, si el tejido no es
instantdneamente congelado. La razén de este incremento es incierto pero se cree que
resulta en parte por la activacién pasajera de la enzima descarboxilasa del acido

glutamico (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
correlacién positiva entre la actividad de esta enzima y los niveles de GABA en el
cerebro, Este no es el caso de la enzima GABA-tiansaminasa encargada de la
degradacién de GABA ya que, por ejemplo, en la sustancia nigra y el globo palido
donde existen altas concentraciones de GABA, hay una baja actividad de la GABA
transaminasa. Pero en otras regiones como el ntcleo dentado, y los coliculos inferiores
las altas concentraciones de GABA se relacionan con mayor actividad de la GABA

- tansarninasa (Cooper, ]P et al., 1996; Sheikh, SN, Martin, SB. & Maitin, D.L, 1999).



3.2. Sintesis

La sintesis de GABA constituye un proceso ciclico con el doble propésito de
producir y conservar los niveles de GABA. El primer paso en la formacion de GABA es
la transaminacién del a-cetoglutarato, formado por el metabolismo de la glucosa en el
ciclo de Krebs, por la a-oxoglutarato transaminasa (GABA-I, GABA transaminasa)
dando como producto el acido glutdmico. El 4cido glutdmico es descarboxilado por la
enzima glutamato descarboxilasa (GAD) generando finalmente GABA. De la enzima
GAD se han encontrado dos isoformas la GAD 65 y la GAD 67 ; ambas producen GABA
y estén codificadas en diferentes genes. Fl pH 6ptimo de accitén de esta enzima es de 6.5
y requiere de fosfato de piridoxal (vitamina Bs) como coenzima. La enzima GAD
purificada es inhibida por analogos estructurales de glutamato, reactivos con giupos

sulfhidrilo, compuestos de tioles y aniones como el cloro.

GABA es metabolizado por la GABA -T hasta semialdehido succinico, el cual
puede ser oxidado por la enzima deshidrcgenasa de semialdehido succinico a acido
succinico y asf volver a reentrar al ciclo de Krebs. La GABA-T tiene un pH 6ptimo de

accion de 8 2 y también 1equiere del fosfato de piridoxal como coenzima (Figura 4).

g 9 °e 9
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HO-C~CHCH,GH,C~OH HO-C~CCH,CH,C~OH
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GAD . 0 o
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Semiatdehido succinico
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Ciclo de Krebs

E;IHZ i
CH,CH,CR,C~OH
Azido y-aminobutirico 2 ?
(GABA) HO~CCH,CH,C-OH  — =
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FIGURA. 4. Reacciones de_ sfntesis, conservaéién y'metabo]iémo de GABA (Tomado de:
DeLorey, TM. & Olsen, RW., 1994)
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3.3. GAD67 y GAD65

La sintesis de GABA es un proceso altamente regulado (Spink, D.C, Porter, I1.G,,
Wu, SJ. & Martin, D.L,, 1987; Chan, 5.0, Lyman, W.D. & Chiu, F.C, 1997). En el
cerebro GABA es sintetizado a partir de glutamato en una reaccidon de un solo paso
catalizada por la glutamato descarboxilasa, siendo esta la enzima limitante en la sintesis

de GABA.

Estudios utilizando métodos de biologia molecular han mostrado que en el
cerebro adulto existen dos isoformas distintas de GAD, llamadas GAD65 y GADé7
(nombradas asf segtin 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., Tillakaratne, N.J.,
Feldblum, S., Patel, N. & Tobin, AJ., 1991; Soghomonian, J.J. & Martin, D.L.,, 1998).
Estudios anatomicos muestran que los dos genes de GAD se coexpresan en las neuronas
GABAérgicas del SNC (Esclapez, M., Tillakaratne, N.J,, Kaufman, D.L., Tobin, A]. &
Houser, CR, 1994; Soghomonian, J.J. & Martin, D.L., 1998) Estas isoformas de GAD
tienen una secuencia de aminoédcidos muy similar (Figura 5) pero tienen diferentes
propiedades cinéticas y afinidad con el cofactor asf como una distribucion celular
diferente (Kaufman, D.L., Houser, C.R. & Tobin, AJ.,, 1991; Chan, SG. etal., 1997).

Se ha demostiado por hibridizacién in situ que el mRNA de GADS5 se expresa en
mayox proporcion en el sistema visual, mientras que el mARN de GADé67 es abundante
en neocorteza, placa granular del bulbo olfatorio, septum medial y latera, giobo palido,

coliculo inferior v corteza cerebrai (Chan, SO et al, 1997).

La distribucién intracelular de las proteinas de GAD es también distinta. La
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proteina GAD®65 pero no la GAD67, co-localiza con la sinaptofisina y aparentemente estd
asociada con las vesiculas sindpticas (Chan, S.O. et al, 1997; Kaufman, D.L. et al., 1991).
GAD65 parece estar relacionada con la unién a membranas y sobre todo en terminales
nerviosas, mientras que GADG67 esta mas ampliamente distribuida a nivel citoplasmético
en las células. Ambas formas sintetizan GABA pero GAD67 sintetiza preferentemente el
GABA citoplasmico y se relaciona con las sinapsis no convencionales (Ilevadas a cabo
entre dendritas) mientras que GAD65 sintetiza el neurotransmisor que va a las vesiculas
sindpticas. Existe evidencia que sugiere que estas dos formas juegan diferentes papeles
en la codificaciéon de la informacion GABAérgica en las neuronas (Soghomonian, J.J. &

Martin, D L., 1998)

Ambas isoformas estdn compuestas por dos dominjos: uno altamente divergente
que es el dominio N-terminal (con 23% de homologia) que estd involuctada con la
asociacion a la membrana y las interacciones heteroméricas y otro dominio mucho maés

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

catalitico (Figura 5).
100 GA H G DA NK 583
GADS?
95 GA H GDAN NK 585
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FIGURA 5. Comparacién entre las dos isoformas 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 solo difieren en la seccién fosforilada que
presenta la GAD65, que se involucra con la asociacién a membranas. El sitio catalitico de
la enzima se localiza en el dominio C-Terminal {en azul) tiene un 73% de identidad y es
el mas conservado. Contiene seis motivos (en amarillo) que estdn estructuralmente
conservados en ambas enzimas y se relacionan con la dependencia al cofactor fosfato de
piridoxal (tomado de: Soghomonian, J.J. & Martin, D.L, 1998).
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Las dos GADs se encuentzan en la membrana plasmatica aunque con diferente
asociacion y en fracciones citoplasmaticas de las células cerebrales. La asociacion
membranal de GAD65 se relaciona con la fosforilacion del dominio N-terminal,
mientras que la asociacion de la GAD67 a las membranas parece ser secundaria a la de
GADé65 ya que involucra la formacion de un heterodimero GAD65-GADSE7 a través de
interacciones indefinidas entre los dominios N-terminal de las dos isoformas (Cooper,

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

Del total de GAD presente en el cerebro de ratas cerca del 56% esté presente como
apo-GAD, que es la forma inactiva de la enzima ya que no esta unida al cofactor fosfato
de piridoxal. La apo-GAD65 presenta cantidades un poco mayores a las de la apo-
GADG67 en el cerebro de ratas. Bajo condiciones depolarizantes el cofactor se asocia con
la apo-GAD y forma la holo-GAD que es la forma activa de la enzima incrementando la
actividad neuwronal y aumentando la sintesis de GABA (Cooper, JR et al, 1996;
Soghomonianr, ].J. & Martin, D L., 1998).

Tanto el sistema neural como el endocrino en los vertebrados utiliza el 4cido y-
aminobutirico (GABA) como una molécula de sefializacién. Las neuronas y las células
de los islotes pancreaticos contienen las mismas dos GADs diferencidndose en el
tamafio, carga y antigenicidad. Las células p pancreaticas producen también GABA y
presentan altos niveles de actividad enzimatica de GAD. La funcion de GABA y GAD
en las células pancreédticas es atin desconocida, pero se considera que GABA tiene un
papel importante como molécula de sehalizacion en los islotes pancreaticos.
Recientemente se han identificado auto anticuerpos de GAD65 pancredtica en la
circulacién sanguineé de pacientes diabéticos insulina-dependientes, responsabies de Ia

destruccion de las célillas pancreéticas (Ueno, H., 20005.

TESIS CON -
| PALLADEORGEN] s

........




3.4. Liberacion y recaptura

La liberacién de GABA al espacio sindptico es estimulada por la despolarizacion
de la newrona presinaptica. GABA difunde a través del espacio sindptico hasta su
receptor especifico localizado en la superficie postsindptica o presinéptica. La accion de
GABA en la sinapsis estd regulada por la recaptura del neurotransmisor tanto por la

terminal nerviosa presindptica como pot las células gliales circundantes (Figura 6).

El sistema de recaptura de GABA es mediado por sistemas de transporte
membranales, procesos dependientes de temperatura e ion-especfficos. Estos
transportadores tienen la capacidad de realizar el transporte bidireccional del
neurotransmisor. El proceso de recaptura estd mediado por los gradientes de

concentracién de Na* con una dependencia de Cl-.

FIGURA 6. Terminal sindptica GABAérgica. Se presentan en la figura las vias de
sintesis, liberacion y recaptura del neurotransmisor (Tomado de: Soghomonian, JJ. &
Martin, D.L., 1998).

\

g CON
FALLA DE ORIGEN 39




El transportador de GABA es una glicoprotefna de 70-80 kDa con multiples
regiones transmembranales y no posee ninguna secuencia homoéloga con el receptor
postsinaptico de GABA. Estudios farmacolégicos y cinéticos sugieren la existencia de
varios subtipos de transportadores de GABA (Masson, J., Sagne, C., Hamon, M. & El
Mestikawy, S., 1999).

El GABA recapturado por la terminal nerviosa es reutilizado, pero el que se
recaptura en glia es metabolizado a semialdehido succinico por GABA-T y no puede ser

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

En la glia, GABA es convertido a glutamina y transferido de regreso a la neurona
donde la glutaminasa convierte la glutamina a glutamato, posteriormente dicho
glutamato servird como precursor de la sintesis de GABA. En condiciones fisioldgicas
normales la relacion de GABA interno/ externo es aproximadamente 200. El proceso de
recaptura de este neurotransmisor es dependiente de un gradiente de concentracién de
Na* (Delorey, T M. & Olsen, RW., 1994)

3.5. Receptores a GABA

Los 1eceptores a GABA se encuentian en la membrana pre o postsinaptica
teniendo un sitio de reconocimiento de GABA. Cuando el neurotransmisor ¢ algin
agonista apropiado se unen a este sitio causan un cambio en la permeabilidad de la
membrana a los jones inorganicos principalmente el cloro. Este cambio en la
permeabilidad del cloro resulta en la hiperpolarizacion de la neurona en el caso de la

inhibicién postsindptica o una despolarizacion en el caso de ia inhibicion presindptica. -

En los vertebrados los receptores de GABA se encuentran principalmente en las
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membranas de las células nerviosas pero no estdn exciusivamente asociadas con éstas,
sino que también se expresan en astrocitos donde estan involucrados en la regulacion de
canaies de cloro. También podemes encontrar receptores GABA&rgicos en neuronas del

sistema nervioso auténomo (Cooper, J R. et al , 1996).

En los vertebrados se han encontrado tres tipos de receptores GABAérgicos:
GABAa, GABAB y GABA.. Estos se diferencian por sus propiedades farmacolégicas,
fisiologicas y bioquimicas. Las caracteristicas generales de estos receptores se resumen

enlaTablad

Los receptores a GABA presentan diferentes localizaciones en el sistema nervioso
central. Por estudios de autoradiografia se ha identificado que hay abundancia de
GABAA en la capa de células granulares del cerebelo donde no se presenta GABAs. En
cambio la concentracion de sitios GABAg en el nticleo interpeduncular es mucho mayor
que la de GABAA (C.ooper, 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, ]., 2000). Todos los
subtipos de receptores tienen localizacién pre y postsindptica participando

independientemente en la transmisién sinaptica.

Los receptores GABAA son los més abundantes entre los receptores GABA#€rgicos
en el SNC y han sido extensamente estudiados y caracterizados. Como el receptor
nicotinico a acetilcolina, el receptor GABAa contiene un canal ibnico integral
transmembranal al cual se unen dos moléculas. Este canal i6nico se asocia con la
conductancia de cloro. Al incrementar la permeabilidad de cloro en las neuronas

decrecen los efectos despolarizantes de una entrada excitatoria.



TABLA 4. Tipos de Receptores GABAérgicos {(Adaptado de: {Cooper, 1R, et al., 1996;

Johnston, G.A.R., 1997).
Farmacologia
Tipo de Receptor Agonista Antagonista Modulador Canales Seg‘al'qus
mensajeros
GABAa GABA Bicuculina  Benzodiacepinas Cr -
Muscimol Picrotoxina Barbitiricos
Isoguavacina Esteroides
GABA® GABA Faclofen - K+ Adenilato
Baclofen Ca ciclasa
Fosfatidil
Inositol
GABAc GABA Estricnina - Cl Proteina
Insensible a Acido trans-4-  3-APMPA cinasa C
Bicuculina/Baclofen aminocroténico Adenilato
Muscimol ciclasa
(Agonista
parcial)

La evidencia de la relacion entre los receptores GABAA y las benzodiacepinas fue
descrita por Tallman y Gallagher (En: (Cooper, JR. et al, 1996) Posteriormente se
descubri6 que la interaccién de los agonistas GABAé:rgicos como las benzodiacepinas,
resulta en una alteracion del canal de cloro del receptor, alterando su conductancia.
Otros agonistas GABAérgicos como los barbituratos, prolongan la duracién de la

apertura de los canales de cloro.

El receptor GABAA estd formado por una serie de subunidades que estan
alostéricamente moduladas por los barbituratos y las benzodiacepinas y pertenece a la
familia de los receptores ionotrépicos. Es una glicoprotefna heteropentamérica de
apx‘dximadamente 275 kDa. Existen cinco clases de subunidades polipeptidicas (o, B, v, &
"y p) que han sido c:ircnadasry- se han encontiado maltiples isoformas de estas. Son 15
genes los que codifican para las diferentes subunidades (c16, Bi4, y13, 3, y p12) que

proveen la base estructural de este receptor. Esta extraordinaria heterogenicidad de los
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receptores GABAA lo provee de una diversidad de funciones relacionadas con la
sensibilidad a GABA, modulacién de efectores alostéricos, adaptacién a estimulos,
distribucién en y entre las neuronas, desarroHo ontogénico y alteraciones en condiciones

patologicas.

Los receptores GABAg se presentan en menor cantidad que los receptores antes
descritos. Se presenta la mayor parte de las veces en la terminal presinaptica (Mohler,
H., Benke, D. & Fritschy, J.M, 2001) y pertenecen a la familia de los receptores
metabotr6picos. La activacion de los receptores GABAB juega un papel importante en la
disminucién de la liberacién de aminas, aminoécidos excitatorios, neuropéptidos y
hormonas. Este receptor esta acoplado a canales de Ca?* o K* via segundos mensajeros
La inhibicién generada por la activacién de estos receptores se 1elaciona con un

incremento en la conductancia de potasio 0 un dectemento en la conductancia de calcio.

El receptor GABAg se distingue farinacolégicamente de los GABAa por su
afinidad a baclofén, que actGa como una agonista GABAérgico. La activacion
presinaptica de estos receptores por baclofén produce un decremento de la conductancia
de calcio y de la liberacién del neurotransmisor. Los receptores GABAg postsinapticos
estan indirectamente acoplados a canales de K* via protefnas G y se encargan de mediar
los potenciales postsinapticos inhibitorios tardios Este receptor no es modulado ni por
benzodiacepinas ni barbituratos. La principal diferencia es que GABAg no es un canal
sino un receptor de 7 dominios transmembranales acoplados a proteinas G. Fste subtipo
de receptor s6lo se activa bajo ciertas condiciones fisioldgicas y estudios realizados en
animales lo han relacionado con el desarrollo de conductas especificas (Cooper, J.R. et

al., 1996).

Los receptores GABAc forman un grupo farmacologicamente distinto. Mientras
que los receptores GABAa y GABAs 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 caracteristica
fisiologica de estos receptores es su desensibilizacién a concentraciones muy altas del
agonista, Este subtipo de los receptores GABAérgicos esta relacionado fuertemente con
ia inhibicion lateral en la retina de vertebrados. Estructuralmente también es diferente
ya que puede ensamblarse como homoligémero (a diferencia de GABAA que son
heteroligbmericos). Estos receptores estan relacionados con la activacién de segundos

mensajeros como la proteina cinasa C y la adenilato ciclasa (Bormann, ., 2000).
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4. ANATOMIA DE LA AMIGDALA
El termino amigdala proviene del griego amygadale, debido a su gran similitud

complejo nuclear amigdalino es una masa de sustancia gris situada en la porcién
mediodorsal del 16bulo temporal, rostral y dorsal con respecto al extremo inferior del
ventriculo lateral. Esta cubierto por una corteza rudimentaria y en direccion caudal tiene
continuidad con el uncus de la circunvolucién 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
nadcleo central como parte del nicleo corticomedial. Las subdivisiones nucleares del
grupo corticomedial comprenden: a) el area amigdalina anterior, b) el nicleo de la
cintilla olfatoria lateral, c) el ntcleo amigdalino medial y d) el nucleo amigdalino
cortical. El grupo nuclear amigdalino no cortical se encuentra muy préximo al putamen

'y ala cola del nticleo caudado.

La parte mas grande y mejor diferenciada del complejo amigdalino en los
humanos es el grupo nuclear basolateral. Las subdivisiones de este grupo nuclear son: a)
el nacleo amigdalino lateral, b) el nicleo amigdalino basal y 3) un ntcleo amigdalino
basal accesorio. En direccion caudal, el complejo amigdalino se halla en contacto con la
cola del nucleo caudado, que se extiende en direccion anterior por el techo del asta

inferior del ventriculo lateral

Fntre las diferentes conexiones aferentes del complejo amigdalino, estin 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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grupo nuclear basolateral Los nticleos amigdalinos basolaterales teciben impulsos
olfatorios indirectos por medio de relevos en la corteza piriforme (Lopez, LA, 1995;
Carpenter, M.B,, 1991). Asi, casi todas las partes del complejo amigdalino reciben vias
olfatorias directas o indirectas. No se ha determinado con precision las vias que
conducen estos impulsos a la amigdala, suponiéndose que puede sera través del tdlamo
y por descarga de la corteza somatosensorial a dicha estructura. A la amigdala llegan
tamnbién impulsos que proceden del hipotélamo, de los nticleos inespecificos del talamo,
de la formacion reticular cerebral y de las regiones neocorticales: 16bulo temporal (polo
y segunda circunvolucién temporal), corteza orbitoftontal {a través del fasciculo

uncinado) y cingulo (Alheid, G.F. et al, 1995; Lépez, L.A,1995).

Las proyecciones Jdiencefdlicas hacia la amigdala siguen vias patalelas a los
sistemas eferentes. Las fibras que se originan en la mitad rostral del hipotalamo pasan a
todos los nacleos amigdalinos, con excepcion del ndcleo central. Las aferentes
hipotalémicas hacia la amigdala se originan principalmente en el 4rea hipotalamica
lateral ipsilateral; el nacleo hipotaldmico ventromedial se proyecta principaimente a las
regiones mediales de la amigdala. La amigdala recibe pocas proyecciones ipsilaterales
de los ndcleos talamicos paraventriculares de la linea media. Los nicleos
parabranquiales laterales, que reciben aferentes ipsilaterales del ndcleo solitario,
proyectan de manera ipsilateral hacia el nficleo central de la amigdala (Carpenter, M.B.,
1991).

La amigala envia impulsos a través de dos sistemnas: la estifa terminalis que es la
via amigdalofugal central y por las proyecciones amigdalocorticales  y

amigadaloestriadas. La estria terminalis s una delgada banda de fibras que después de

~ emezger dela amigdala cursa contigua a la pate medial de la cola del ncleo caudado

" en el techo de la prolongacién temporal del ventriculo lateral; posteriormente, siempre

adosada a la cola del nacleo caudado rodea la patte posterior del talamo y Uega al
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cuerpo del venirfcudo, donde cursa en el surco tdlamo-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,
infracomisural y comisural; los dos primeros se distribuyen por la regién septal, el 4rea
predptica y la parte anterior del hipocampo llegando algunas fibras hasta el ntcleo
ventromedial. E]l componente comisural pasa al lado opuesto a través de la comisura
anfexior para seguir un trayecto inverso en el hemisferio contralateral hasta alcanzar la
amigdala. Algunas fibras pasan a la habénula por la estria medularis. La mayor parte de
las fibras de la estria terminalis proviene del grupo corticomedial de la amigdala.

La via amigdalofugal es un sistema difuso que se origina en la division
basolateral de la amigdala. Sus fibras se disttibuyen por la regién septal, el area
predptica y el hipotdlamo anterior, llegan hasta el ntcleo ventromedial de éste y a
algunos nucleos talamicos incluyendo el dorsomedial; otras alcanzan el tegmento
mesencefélico 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, asf
como proyecciones de esta parte de la amigdala al cingulo, hipocampo, y corteza
temporal y orbitofrontal (Lopez, L.A, 1995).

En cuanto a las proyecciones amigdalo-corticales, se crey6 durante mucho tiempo
que la amigdala estaba principalmente asociada a estructuras subcorticales de control de
las funciones viscerales y autonomas, pero ahora se sabe que esta estructura cerebral no
solo se limita a esas funciones. Las proyecciones tan amplias de la amfgdala hacia
muiitipies. zegiones e la corteza cerebrai sugieren que este complejo desempefia un
ixnpor'tallfe papel en  funciones cognitivas superiores y motivacionales. Las

proyecciones de la amigdala se dirigen hace regiones de la corteza frontal, insular,
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temporal y occipital. Las proyecciones amigdalo-corticales comprenden la corteza
somatosensorial y casi todas las regiones del I6bulo temporal. Asf mismo, la amigdala
envia proyecciones hacia el neoestriado, que se originan en el niicleo basolateral y pasan
a través del fasciculo longitudinal de asociacién y la estria terminalis. Esta proyeccion
presenta su mayor densidad s6lo en regiones ventromediales del ntcleo caudado. La
mayor parte de las fibras amigdalo-estriadas son ipsilaterales, pero una distribucién
simétrica contralateral corre por la comisura anterior Las proyecciones
amigdaloestriadas podrian integrar las actividades motoras correspondientes a los

estados emocionales y motivacionales.
4.1. Caracteristicas histoquimicas de la amigdala.

La amigdala recibe aferentes noradrenérgicas del locus coeruleus v aferentes
dopaminérgicas de la sustancia nigra del mesencéfalo. Las terminaciones que contienen
dopamina y varicosidades noradrenérgicas estan distribuidas de una manera similar,
con las mayores densidades en el niicleo central Los axones que utilizan cada uno de
estos neurotransmisores llegan a la amigdala por la estrfa terminal y por vias ventrales.
La inmunozreactividad a la acetilcolina transferasa en la amigdala se encuentra presente
s0lo en las fibras y terminaciones, con mayor densidad en 10s nticleos basales v en la
cintilla olfatoria lateral. Estas fibras colinérgicas se originan en las grandes neuronas
colinérgicas de la sustancia innominada. Las fibras serotoninérgicas de la amigdala se
originan en el nticleo dorsal del rafe y tienen una gran densidad en los ntcleos basal y
lateral (Amaral, D.G,, Prince, ].L., Pitkdnen, A. & Carmichel, S.1., 1992; Carpenter, M.B,
1991).

Los. péptidos que se halian en las células de las terminaciones del compiejo
‘nuclear amigdalino incluyen la somatostatina, encefalina, sustancia P, colecistoquinina,

neurotensina y polipéptido intestinal vasoactivo. Las cflulas, fibras y terminaciones
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inmunorreactivas a la somatostatina de la amigdala representa las mayores
concentraciones del encéfalo y parecen tener un origen intrfnseco. Las células y
terminaciones inmunorreactivas a la encefalina, sustancia P y neurotensina tienen un
origen intrinseco y se iocalizan principalmente en los nificleos cential y medial. Las
células que contienen colecistoquinina y polipéptido intestinal vasoactivo se encuentran
presentes en los niicleos amigdalinos laterales y en la corteza piriforme. Muchas de las
neuronas amigdalinas que sintetizan estos péptidos envian proyecciones hacia la regién

predptica y los nticleos hipotalamicos

En cuanto a la presencia de GABA en amigdala, la inmunoractividad en la
amigdala hacia este neurotransmisor esta asociada con fibras, terminaciones y cuerpos
celulares. Se ha encontrado inmunoreactividad a GAD o GABA en los cuerpos celulares
en todos los nucleos amigdalinos, entre los que presentan una mayor reaccion estin el

nucleo lateral, basal y cortical (Amaral, D.G. etal, 1992).

-—-,,_.-—-n--—""" -

TESIS COY
ALLA DE ORIGEN

49 -



IIL. JUSTIFICACION

El uso de transplantes neuronales ha sido una herramienta paia el estudio de los
mecanismos basicos de desatrollo neuronal y de plasticidad (Nakao, N. & Itakura, T,
2000). Su empleo en diversos experimentos para la regeneracién de circuitos neuronales
dafiados en modelos de lesion cerebral han demostrado la eficacia de los injertos tanto
en lo que se refiere a su sobrevivencia asi como en el reestablecimiento de la funcién

danada (Koutouzis, I K. etal, 1994).

Con base a lo anterior y conociendo la patologia de las enfermedades
neurodegenerativas algunos investigadores han empleado los transplantes neuronales
como una opcién de tratamiento clinico que ayude a resolver este problema (Freed, C.R.
et al, 2001). Sin embargo, su empleo todavia implica maltiples 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 lineas celulares de ciertos tipos neuronales que estan
relacionadas con enfermedades neurodegenerativas. Incluso con el conocimiento de
que en estas patologias existe deficiencia de ciertos neurotrasmisores, se han generado
lineas celulares especificas transformadas genéticamente para producir dichos
neurotransmisores en grandes cantidades (Conejero-Goldberg, C. et al, 2000; Loscher,
W., Ebert, U, Lehmann, H, Rosenthal, C. & Nikkhah, G, 1998; Thompson, K. et al,
2000; New, K.C., Gale, K, Martuza, R L. & Rabkin, S.D., 1998; Eaton, M ]. et al,, 1999).

Dentro de las lineas ceiuiares modificadas genéticamente que pueden ser
utilizadas para transpiantes, se encuentra la Iinea celular M213-20 ci-4. Sus
- caracteristicas genéticas y fenotipicas la hacen una buena opcién para ser probada en
modelos experimentales donde cxista deficiencia de GABA, neurolransmisor que

produce esta linea celular en cantidades considerables. Previamente a su émpleo en

TESIS CON g
PALLADEORIGEN |




modelos conductuales es necesario caracterizar la sobrevivencia de estas células en el
tejido huésped, asegurarnos de que no piresente efectos fumorogénicos en cerebro
transplantado, asi como cuantificar los niveles de GABA que estas células estén
liberando in vivo. Estos son algunos de los objetivos de este trabajo que nos
proporcionardn informacion necesaria para empiear esta nueva linea celular en modelos
experimentales donde exista deficiencia de este neurotransmisor como 1o es la epilepsia

o la enfermedad de Huntington.



IV. HIPOTESIS

El transplante en la amigdala de la rata de las células transfectadas con el cDNA del
GAD67 humano, resultard en una incremento de la concentracion de GABA en esta

regién

V. OBJETIVOS

a) Determinacidn cromatogréfica de la concentracién de GABA en amigdala de los
animales fransplantados a diferentes tiempos postransplante.

b) Observar la sobrevivencia de cé€lulas a diferentes tiempos postransplante vy
correlacionarlo con la concentracion de GABA en amigdala intacta.

¢} Realizar las observaciones histologicas del transplante utilizando técnicas
inmunohistoquinﬁcas para GAD y GFAPD.

d) Determinacién de la concentracién de GABA total y GABA liberado por estimulo de
altas concentraciones de potasio en cultivos de la clona M213-20 cl-4 utilizada para
los transplantes, asi como de la linea celular M213-20, que no posee del cDNA del
hGADé67. '
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VI. MATERIAL Y METODOS

Animales

Se usaron ratas macho albinas de la cepa Sprague - Dawley sometidas a un ciclo
invertido (12 luz/12 oscuridad), con agua vy alimento ad libitum Las cuales se

distribuyeron en los siguientes grupos:
GRUPO 1. Grupo control, ratas intactas.

GRUPO 2. Grupo falso transplante, ratas transplantadas s6lo con el medio de cultivo,
DMEM/F12,

GRUPO 3. Grupo transplantado con la linea celular 261-F (esta linea no posee el
transgén del cDNA del GAD67 humano).

GRUPO 4 Grupo del transplante; 1atas transplantadas con la linea celular M213-20 ci4.

En cada grupo se incluyeron como minimo 8 ratas. Las ratas de los grupos 1,2y 4 se
subdividieron a su vez paia 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 linea celular M213-20 cl4, que se utiliz6 para los transplantes posee las
caracteristicas descritas antericrmente, Fstas 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 antibi6tico penicilina/estreptomicina, en frascos de 75 cav’,
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Una vez que se aicanzé un 70 - 80% de confluencia, las células se cambiaron a una

temperatura no permisiva de 39.5°C por un tiempo minimo de 3 dias.

El dfa del transplante se disociaron las células utilizando fripsina. El boton formado
se incubd con una solucion 5uM de bisbenzimida (Hoechst 33342) por 30 minutos, esta
sustancia permite la localizacion del transplante por medio de su observacion por
microscopia de fluorescencia (Apéndice ). Posteriormente se lavaron y resuspendieron
a una concentracion de 200,000 c€lulas/ul, la cual se ajusté previamente utilizando el

hematocitémetro (Apéndice II).

Pruebas de Liberacién de GABA por alta concentracion de K+

Se realizaron cultivos de las clonas M213-20 y M213-20 <14 en 2 placas de seis
pozos para cada linea celular. La linea celular M213-20 cl-4 fue cultivada tanto en
presencia como en ausencia de higromicina para su seleccion. Se us6 la higromicina
debido a que el trasgén utilizado para transfectar esta linea celular posee en su
estructura el gen de resistencia a higromicina, como gen reportero. Cuando llegaron a
una confluencia del 90% se les eliminé el medio de cultivo DMEM/F-12 10%SFB 1%
penicilina/estreptomicina y se lavaron con solucion salina estéril. La prueba consistié en
la aplicacién de una solucién amortiguadora con alta concentracion de potasio
(Apéndice III) la cual se recogi6 a tres tiempos diferentes (15, 30 y 45 minutos) . Se
almacen6 la muestra a -70°C para posteriormente analizarla por cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC). Previamente a la aplicacion del amorﬁguador con alta
concentracién de potasio, se aplicé otra solucién amortiguadora preparada de manera
similar peto sin potasio por 5 minutos para obtener un valor control basal. El volumen

aplicado de ambos amortiguadores fue de 6.5 mi po1 pozo.
Finalmente se separaron las células utilizando un aplicador de plastico y se
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almacenaron a -20°C para la determinacién de protefnas totales (Apéndice 1V).

Determinacion de GABA total

Se realizaron cultivos de las clonas M213-20 y M213-20 cl-4 en frascos de 25 cm?
Cuando llegaron a una confluencia del 90% se les aplic6 un mililitro de una solucién de
acido sulfosalicilico al 35% por 20 minutos. Pasado el tiempo de incubacion se separaron
las células con ayuda de un aplicador de plastico y se colocaron en tubos eppendoif. Se
mantuvieron a 4°C toda la noche posterior y al dia siguiente se centrifugaron por 5
minutos a 3000 rpm. El sobrenadante se destind para su analisis en HPLC y el

precipitado para el analisis de proteinas totales.

Transplantes

Se realizaron transplantes bilaterales en el nacleo basolateral de la amigdala por
medio de la técnica esterotéxica, utilizando las coordenadas (2 5mm posterior a Bregma,
4.25mm lateral de la linea 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 realizacién del transplante.

Previamente se tripsinizaron las células de la clona M213-20 cl4 y fueron marcadas
con bisbenzimida para preparar la suspension celilar con una concentracién de 200,000

células/ pl como ya se explicé anteriormente.

El volumen de la suspension a transplantar, con o sin células fue de 2ul. El
‘transplante se realizé a través de una jeringa Hamilton (10pul) flera con Ja suspension

celular.
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Histologia

Para la realizacién del analisis inmunohistoquimico del grupo transplantado con la
suspensién celular de la clona M213-20 cl-4, las ratas se anestesiaron con una sobredosis
de pentobarbital sédico (>50 mg/kg) y se perfundieron por via intracardiaca primero
con solucién salina seguido por paraformaldehido 4% en solucién amortiguadora de
fosfatos (0.1M. pH 7.4). Se obtuvo el encéfalo y se mantuvo en solucién postfijadora
(paraformaldehido 4%) durante 24hrs y después se almacen6 en sacarosa al 35% a 4°C
Se realizaron posteriormente cortes de 30-40pm en el microtomo. Algunos de estos
cortes fueron tefiidos con violeta de cresilo (Apéndice V) para observar la localizacién
del transplante. En el resto de los cortes se realizaron las técnicas inmunohistoquimicas
de GAD67  (anticuerpo policlonal de conejo anti-glutamato descarboxilasa,
CHEMICON) y GFAP {Anticuerpo policlonal de conejo anti-Proteina Acidica Glial
Fibrilar, CHEMICON) para determinar la presencia de estas protefnas en el transplante
y en el tejido huésped utilizando la metodologia de avidina-biotina para evidenciar la
unién anticuerpo-antigeno 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 decapitacién. Se obtuvo
el encéfalo, se congel6 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. Postei_iormente se cubrieron con glicerol y se les colocé un
cubreobjetos para su observacién directa en el microscopio de fluorescencia utilizando
un filtro ultravioleta para la localizacion de las células transplantadas marcadas

‘previamente con Ia bisbenzimida.
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HPLC

Para la determinacién de GABA en la amigdala transplantada, se inyectd
previamente a la decapitacioén del animal dcido 3-mercaptopropiénico (1.2 mmol/kg de
peso) por via intraperitoneal, este reactivo se utiliza como irihibidor de la enzima GAD y
es requisito inyectarlo entre 1 y 1.5 minutos antes de sacrificar al animal ya que por su
accién genera convulsiones que alterarfan los resultados. Después de la decapitacién se
realiz6 la diseccion de la amigdala completa y se homogeniz6 utilizando una solucién
de metanol al 85%. Dicho homogenizado fue ultracentrifugado y el sobrenadante se

guardé para su analisis en HPLC.

Para la determinacién neuroquimica de GABA se utiliz6 la técnica cromatogréfica
montada paza la deteccion de aminoécidos cerebrales que se basa en separacién por
cromatografia de liquidos de alta resolucion por fase reversa, realizando una
derivatizacién precolumna con el reactivo de ortoftaldehido para permitir la deteccién
de aminoécidos por fluorescencia (Martinez, M. et al., 1998; Palmero, S., de Marchis, M.,
Prati, M. & Fugassa, E, 1992; Herranz, AS, Lerma, ] & Martin del Rio, R, 1984).

Analisis Estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico paramétrico ya que nuestras variables
dependientes se distribuyen normalmente. Para la determinacién de diferencias entre
grupos se realizé un andlisis de varianza (ANOVA). La prueba post-hoc empleada fue la
de Tukey (p< 0.05).



VIL RESULTADOS

Histologia

Fl anélisis histologico de los cortes de cerebro de las ratas transplantadas con la
clona M213-20 cl-4 marcada con bisbenzimida demostr6 la presencia de estas células en
los animales transplantados gracias a su observacién por microscopia de fluorescencia.
La localizacién del transplante se observé en el l6bulo temporal en la parte inferior,
cercana a la region de la amigdala con una migracion aparente de las células
transplantadas hacia una parte més dorsal del cerebro a través de la capsula externa
(Figura 7). Esta migracién se presenté en mayor grado en los cortes realizados a los
tiempos postransplante mayores, mientras que a los tiempos mas cortos el transplante
estuvo més localizado en el sitio de la inyeccién. De tal manera que los cortes de los
cerebros analizados 12 semanas postransplante presentaron la mayor migracion con

respecto a los otros tiempos (Figura 8).

En los cortes tefiidos con la técnica de Nissl (vicleta de cresilo) se observé la
presencia del transplante en el 4rea de la amigdala, también estas preparaciones nos
permitieron demostrar que no existe necrosis del tejido ni se provoco la formacién de
tumores en ninguno de los animales transplantados. Ademés con esta tincion se observé
que el tamafio de las células transplantadas menor que las del tejido huésped que las
rodea, permitiéndonos hacer una mejor identificacién de estas células con las otias
técnicas histologicas. En general la apariencia de las células es buena sin presentar

deterioro aparente (Figura 9 y Figura 10).

Los cortes histoldgicos destinacos para las pruebas mmano“ustoquimcas para
GAD67 resultaron posmvos en la region dei transplante y se relacioné con la
localizacién de las células identificadas con bisbenzimida (Figura 11). En cuanto a la
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reaccién glial provecada por la implantacion de la canula durante la cirugfa, ésta fue
determinada por la técnica inmunohistoquimica para GFAP. Se observé que en los
cortes realizados a los menores tiempos postransplante existia una reaccién de gliosis
leve que fue disminuyendo con relacién al tiempo postransplante, hasta s6lo reducitse a
la presencia de astrocitos de mayor tamafio e intensidad de marcaje rodeando el lugar
del transplante (Figura 12). Lo antetior nos indica que el dafio causado por la cirugia fue
minimo y que las células transplantadas se integran bjen al tejido circundante sin

producir una reaccion glial a su alrededor.

En todos los casos se observo de la presencia de las células marcadas con
bisbenzimida, que se relacioné con los resultados de las otras técnicas (tincién con
violeta de cresilo, inmunohistoquimicas para GAD y GFAP), confirmando asi la
presencia, integtacion y la condicién del transpiante al tejido huésped en cada una de las
ratas transplantadas. Ademads 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 expresién de GAD67 no es muy intensa pues se presentd en las

células dispersas.
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FIGURA 7. Distribucién y localizacion de las células transplantadas a los diferentes tiempos
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Figura 10. Utilizando la Técnica de Nissl se pudo observar las células transplantadas
las cuales se presentan en al srea de la amigdala, cercanas a la cicatriz de la cirugfa.



Figura 11. Anélisis inmunohistoquimico para GAD67 en las ratas transplantadas. La
localizacién de las células GAD67 (+) del transplante coinciden con las células
marcadas con Bisbenzimida observadas con microscopia de fluorescencia.
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Determinacidn de GABA v glutamato por HPLC

Se realizé la determinacién de la concentracion de GABA y glutamato en
amigdala para los grupos intacto, falso transplante y transplante con las clonas M213-20
cl-4 y la clona 261-F, a los diferentes tiempos después del transplante. Los resultados

obtenidos se presentan en la Figura 13

Se encontr6 una diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre la concentracién
de GABA en el grupo del transplante con la clona M213-20 cl-4 a las 8 semanas
posteriores al transplante, con respecto al grupo transplantado con la linea 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 otros tiempos post-transplante.

Con respecto a la determinacién neuroquimica de glutamato en la amigdala
diseccionada, se encontt6 que la concentracién de este neurofransmisor en los
homogenados se fue incrementando con respecto al tiempo post-transplante. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre el grupo con
transplante de 12 semanas de la clona M213-20 cl4 con respecto a los tres grupos
controles empleados (el grupo intacto, el grupo del falso transplante y el grupo

transplantado con la clona M261-F).

Determinacion de GABA v _Glutamato en cultivos

.05 resultadcs de ia determinacion cromatografica de las concentracicnes de
GABA 'y glutamato en respuesta a la estimulacion con zltas concentraciones de potasio -

en cultivos de la clona M213-20 cl-4, se presentan en las Figuras 14 y 15



En la figura 14 se presentan los resultados obtenidos pata la determinacion de la
conceniracion de GABA bajo condiciones control (amortiguador sin potasio) y en
condiciones de estimulaciéon por altas concentraciones de potasio. Se encontré una
mayor concentracién del aminodcido 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 realizar el analisis estadistico se encontr6 que
existe una diferencia significativa debida al efecto de grupo, siendo la concentracion de
GABA obtenida para la clona control sin transfectar (M213-20) menor 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 determinacién de la concentracién de GABA, en el
caso de la concenttacion de Glutamato en los cultivos seleccionados con higromicina y
sin seleccionar, presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a la
obtenida del cultivo de la clona control, presentando esta dltima concentraciones
menores que la clona transfectada. En este caso la mayor concentracion de glutamato se
presento los 45 minutos posteriores de la adicién del amortiguador con y sin potasio en
la clona seleccionada (Figura 15). De igual manera que con GABA, la concentracién de
Glutamato fue mayor en las muestras control que en las muestras obtenidas por

estimulo de alta concentracion de potasio.

Por dltimo en la figura 16 se presenta la determinacion cromatografica de GABA
total en los cultivos M213-20 y M213-20 cl-4 con y sin higromicina. La concentracion de
GABA en los cultivos seleccionados con higromicina presentaron s¢lo una tendencia a
presentat una méyor conceniracion de GABA. sin presentar diferencia estadistica.

significativa con respecto a la clona sin el transgén (M213-20).
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Figura 14 Pruebas de Liberacion de GABA por estimulo de alto potasio de 1a ciona
M213-20 control y M213-20 cl-4 (seleccionada y sin seleccionar con higromicina). Al
realizar el andlisis estadistico se encontré un efecto significativo debido al grupo,
siendo los valores encontrados para la clona control significativamente menores a
los que se presenta la clona transfectada (Fe 0= 57.70; p<C.05) De igual manera se
encontré un efecto significativo debido al tiempo de estimulacién con potasio,
siendo el tiempo de 45 minutos significativamente mayor al de 15 minutos pero sin
diferir del de 30 minutos (Fe,20= 57.70; p<0.05).

{*) Piferencia estadfsticanente significativamente entre los valicres control vs, K

"en los diferentes tiempos de estimulacién con potasio en las lineas celulares

probadas (Fa0= 144 87; p<0.05); siendo las concentraciones obtenidas para el
control mayores que para las muestras obtenidas por el estimulo de potasio.
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Figura 15. Pruebas de Liberacion de glutamato por estimulo de alto potasio de la
clona M213-20 control y M213-20 cl-4 (seleccionada y sin seleccionar con
higromicina).

(*) Diferencia estadisticamente significativa entre los valores control vs. K en los
diferentes tiempos de estimulacién con potasio en las lineas celulares probadas
(Fa18=29 67, p<0.05); siendo las concentraciones obtenidas para el control mayores
gue para las muestras obtenidas por el estimulo de potasio.
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Figura 16. Determinacién cromatografica de GABA total en las clonas M213-20
(control sin transgén) y M213-20 cl4 (seleccionada y sin seleccionar con
higromicina). Aunque no hubo diferencia estadisticamente significativa, se observo
que la clona M213-20 cl4 seleccionada con higromicina tuvo la mayor
concentracion de este neurotransmisoz.
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VIIL. CONCLUSIONES

En el presente estudio se analiz6 el efecto del transplante de una linea celular
inmortalizada productora de GABA en la amigdala de la rata albina, caracterizandola
histologica v neuroqufmicamente con el fin de evaluar su uso potencial como una
herramienta en modelos de restauracion newonal Los vesultados obtenidos en nuestros
experimentos indican que el transplante de la clona M213-20 cl-4 presenta una buena
integracion al tejido huésped, esto queda demostrado con el andlisis histolégico del
injerto realizado con las diversas técnicas ya mencionadas, donde se observa que las
células transplantadas se integran al tejido circundante sin tenex ningdn efecto

tumorogénico y con una reaccion glial minima por la cirugia.

Debido a que las células en este estudio se transplantaron como suspension
celular, la migracion de éstas a través del tejido huésped fue nototia, dato que ya hasido
reportado pot otros grupos de investigadores que han realizado transplantes neuronales
de células en suspension, donde las células transplantadas llegan a migrar hasta 1.5 - 2.5
mm del sitio de inyeccion (Lundberg, C etal, 1997; Rubio, E.J. et al,, 2000). En este caso
las células de la clona M213-20 ¢}-4, migraron en direccion dorsal a través de Ja cépsula

externa.

En cuanto los resultados obtenidos cromatograficamente de la concentracion de
GABA en los homogenizados de la amigdalas de 10s animales transplantadas, podemos
concluir que es hasta las 8 semanas cuando las células se ha integrado completamente
con el tejido circundantie favoreciendo la liberacién de GABA en mayor concentracion.
Contrario a lo anterior, en el hempo postxanSplante de 12 semanas donde se esperatia
tma concentracién mayor del aminoégcido o al menos similat 8} de los fxa'malames de 8
semanas, se encontr6 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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migracion que presenta el injerto, ya que paia realizar la determinacién de GABA en
HPLC solo se realiza la diseccion de la amigdala, v en este tiempo postransplante ya
existe una gran migracién de las células a través de la capsula externa, por lo que
probablemente en el tejido diseccionado quedan s6lo algunas de las células

transplantadas, 1o que se ve reflejado en menores concentraciones de GABA tisular.

En lo referente a los niveles de glutamato obtenidos en la amigdala diseccionada
después del transplante se encontr6 que a diferencia de las concentraciones de GABA,
los niveles del glutamato van aumentando gradualmente con respecto al tiempo
postransplante, alcanzando una mayor concentraciéon a las 12 semanas postransplante
siendo estadisticamente 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 esta determinando contenido total podria tratarse
de células metabolicamente més activas. Lo anterior puede explicarse gracias a los

resultados obtenidos in vitro por las pruebas de liberacioén con estimulo de alto potasio.

En los experimentos de liberacién se encontté que no aumenta la liberacion de
estos neurotransmisores (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 aminoacidos se presentaron en las muestias estimuladas con el amortiguador con
altas concentraciones de potasio. En el presente estudio se realizaron de igual forma las
pruebas de liberacion de GABA (utilizando también un amortiguador de alta
concentracién de potasio similar al nuestro) y la determinacion de GABA total en las
mismas lineas celulares. Conejero y cols. (2000) observaron que en las pruebas de
liberacion & los 15 minutos después de la aplicati.én del potasio exiraceluiar existe una
mayor concentracion de GABA en el sobrenadante de los cultivos de la clona M213-20 |
cl-4 que en los de M213-20 en una proporcion de 23:1 (M213-20 cl-4/M213-20) y a los 30
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minutos de la aplicacion del estimulo de 52:1 (M213-20 ¢l4/M213-2C}. En nuestros
experimentos las proporciones de liberacion de GABA M213-20 cl-4/M213-20 fueron
menores, ya que a los 15 minutos después del estimulo se obtuvo una proporcion 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 proporcion obtenida de GABA
total difiere enormemente. En los experimentos realizados por Conejero y cols. (2000) se
encontrd una proporcion de contenido de GABA total de 48:1 de la linea celular
transfectada M213-20 cl-4, con 1especto a la clona sin transfectar M213-20, mientras que

nuestros resultados revelaron una proporcion 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 multiple resiembra de las células, que le impide
responder adecuadamente al estfrmilo presentado, produciendo una liberacién no
regulada del neurotransmisor. Otra explicacion 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 mds negativos a los normales (-60mV). Esto tendrfa como
consecuencia que al aplicar el estimulo de potasio, el potencial no aumentara lo
suficiente para provocar la apertura de los canales de calcio y como consecuencia la

liberacion del neurotransmisor.

Esto nos lleva a pensar que existe tal vez una disminucién en la actividad de la
enzima GAD, que se estd traduciendo en una baja produccién de GABA, lo cual aunado
a una alteracion en la membrana celular, tal vez debida al gran numero de resiembras
que han sufrido estas células desde su transfeccién, tenga como resultado que no exista

un incremento de la concentraciéon de GABA ni in vitro ni in situ.

La concehtracién de glutamato proveniente de las células transfectadas tanto en

los experimentos in vitro como los experimentos in sifu, nunca habia sido reportada para
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esta linea celular. Segtn el anslisis histologico de los transplantes, las altas
concentraciones de este neurotransmisor no estan causando un efecto excitotéxico en el
tejido circundante ya que no se observé ninguna lesién alrededor del transplante que
indicara excitotoxicidad causada por el transplante. Probablemente el tejido circundante
tolera las altas concentraciones de este neurotransmisor graclas a su recaptura por parte
de las células gliales o tal vez la alta concentracion de este neur otransmisor s6lo indique

que se trata de células metabdlicamente ma4s activas.

Nuestro estudio aporta conocimientos muy valiosos sobre el comportamiento de
estas células tanto in vitro como in situ. Los resultados obtenidos nos indican que es
necesario realizar mas 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 Ja enzima GAD para asegurarnos que ademés de una alta expresion

transgénica, este producto sea funcional.

Los resultados obtenidos en los experimentos de liberacion en respuesta a
potasio, contrastan con los datos que presentan Conejero y cols. (Conejero-Goldberg, C.
etal, 2000). Este grupo encontré un claro aumento en los niveles de GABA total y as{
como su liberacion por estimulo de alta concentracién de potasio. En consecuencia, y
dado que actualmente la linea celular ha presentado serios problemas en cuanto a su
cultivo, como el no llegar a confluencia Yy no presentar la morfologia descrita
anteriormente (Conejero-Goldberg, C. et al,, 2000), es posible que la expresién del
transgén ya no sea la apropiada por una baja en la regulacién de su transcripcion
(Snyder, EY. etal, 1992; Onifer, SM. et al,, 1993).

- Uno de las conclusiones importantes de este estudio es que es necesario realizar
una nueva transfeccién del cDNA del GAD67h en lineas ceiulares 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 caracteristicas neuroquimicas deseadas para usarla

en estudios posteriores
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APENDICES

APENDICE 1. Prepatacion de las células a transplantar

Para la preparacion de las células a transplantar se sigue el siguiente protocolo. Se
descongelan las células y se siembran en frascos de 25cm2. Cuando han alcanzade una
confluencia del 90% se separan utilizando Iripsina/EDTA y se resiembran en un frasco
de 75 cm? y continGan incubéndose a 33°C y 5%COz. 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% CO») en las cuales debe permanecer como minimo pot tres

dias.

El dfa del transplante se disocian con tripsina/EDTA y se centrifugan. El boton
celular se resuspende en un volumen de medio completo conocido (3 ml). Se realiza el
conteo de las células utilizando Azul de Tripano. Conociendo el numero de células
totales, se resuspenden en un volumen adecuado de medio de cultivo con una
concentracion 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

concentracién requerida para el transplante
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APENDICE II. Conteo de células

Preparar la suspensién de células en una solucién de sales balanceada, como Hanks
o en su caso medio de cultivo. Transferir 0.5 ml de 04% de azul de tripan (w/v) a un
tubo de ensaye, afiadir 0.3 mi de solucién de Hanks o medio de cultivo y 0.2 ml de Ia

suspension celular (factor de dilucién 5) mezclar y dejar reposar de 5-15 min.

Poner una pequefia cantidad en las camaras del hematocitémetto con el cubreobjetos
puesto. Deben llenarse bien las camaras. Contar las células en el 1 milimetro 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 linea por medio del perimetro de
cada cuadrado. No contar las células que estén afuera de la linea de la parte inferior de
la derecha (Ver figura)

is [ TESIS CON
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Contar en las dos camaras. Si mas del 10% de las células se encuentran agrupadas se
repite el procedimiento agitando y pipeteando vigorosamente la suspension de las
células asf como la mezcla con azul de tripan. 5i hay mas de 200 0 mas de 500 células

por cuadro se repite el procedimiento ajustando a un factor de dilucion apropiado.

Cada cuadro del hematocitémetro con el cubreobjetos puesto representa un volumen
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total de 0.1 o o0 10 e, Ya guie 1 cm? eguivale a 1 ml, la concentracion por milditto
' 1 P

(y el # total de células) se determina por el siguiente calculo:
cel/ml = (X cuadrado)(factor de dilucion)x 104
células totales = (cel/ml){vol. Original de ia suspension)

Viabilidad: %total de las células viables (no tefiidas) entre células totales x 100
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APENDICE III. Soluciones amortiguadoras para pruebas de liberacion de GABA
y GABA total

Para realizar la determinacién de GABA total en los cultivos es necesario
preparar una solucién de é4cido sulfosalicilico 35%. Para la prueba se lavan las ¢élulas
con solucion balanceada de Hanks o solucion salina y se agregarn 0.5 ml de acido
sulfosalicilico al 35% y se incuban a temperatura ambiente por 20 minutos. Después de
la incubacién se adicionan 0.5 ml de 4cido sulfosalicilico, se separan las células de los
frascos y se transfieren a tubos Eppendorf y se incuban toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente se centrffuga y el sobrenadante se colecta y tanto ¢l sobrenadante como el

pellet se mantienen a ~70°C.

Para las pruebas de liberacion por estimulo 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 MgCh 1.0 mM MgCl2

1.18 mM CaClz 1.18 mM CaClz

3.0 mM NaH2POq4 3.0 mM NaH2PO,4

50 mM KCl1 144 mM Na(l
94 mM NaCl 10 mM Hepes

10 mM Hepes 5 mM glucosa

5 mM glucosa

Estas soluciones son los amdrﬁgﬁadoi-es que se aplican a los cultivos segtin la técnica

descrita en el texto.
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APENDICE IV. Determinacion de proteinas por el Método de Bradford

1- Preparar la solucién stock de Albémina Sérica Bovina (BSA) para la curva con una
concentracion de 0.1g/1. En 10791 ( 150g) de la solucién comercial de BSA (1.39 mg/mi).
Tomar los diferentes voltimenes de las conceniraciones requeridas. La curva se hace por

triplicado.

2.- Medir las diferentes voltiimenes de agua desionizada dependiendo de las diluciones

requeridas.
3.- Se agrega el reactivo de Bradfoid (200ul) a cada tubo.

4 - Se incuba a temperatura ambiente por 15 minutos.

Tubo | Concentracion de Volumen de Agua Reactivo de Bradford (ul)
BSA pg/ml BSA (ul) desionizada {ul)
1 0 0 800 200
2 1 5 795 200
3 2 10 790 200
4 4 20 780 200
5 8 40 760 200
6 10 50 750 200
7 12 60 740 200
8 -——-- Suldela 795 200
- muestia

5.- Se mide la absorcion a 590 nm (espectrofotémetro Perkin Elmer UV/Vis, Spectometer
Lambda Bio)

6.- Graficar los valores de absorbancia {y) para interpolar los valores sobre la curva de

las muestra no conocidas {x).
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APENDICE V. Técnica de tincién con violeta de cresilo (Técnica de Nissi)

1. Montar los cortes en los portaobjetos previamente gelatinizados. Dejar secar de3 a 5

dias, para que se adhijeran perfectamente.

2. Incubar los cortes en cloroformo absoluto durante 30 minutos bajo la campana de

extraccion.
3. Pasar los cortes por las siguientes soluciones:

Alcohol 25% (2min)

Violeta de cresilo (7 min)

Alcohol 50% (30 seg)

Alcohol 70% (5 min})

Solucién diferenciadora (hasta que vire el color aprox. 30 seg)
Alcohol 95% (1 min)

Alcohol absoluto (1 min)

Alcohol:Xilol (30 seg)

Xilol (2 min)

4. Cubrir con resina
NOTA: Preparar la solucién de violeta de cresilo, disolviendo 0.25g del reactivo en 100
ml de alcohol al 25%. La solucién diferenciadora es300 mt de alcohol 70% con 10 gotas

de écido acético)

Para la tincién con violeta de tejido sin prefundir se utiliza la siguiente técnica:
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2. Pasar 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 cresilo (10 min)

Agua destilada (5 min)

Alcohol 70% (2x2 min)

Solucién diferenciadora alcohol 95% + 5 gotas de 4cido acético (1 min. O menos)
alcohol 95% (sumergir rapidamente 3-5 veces)
Alcohol 100% (2x2 min)

Alcohol 100% (2x2 min)

Xyleno

3. Cubrir con permount o DPX

NOTA: Para preparar la solucion de violeta de cresilo se emplea 2.5¢g de acetato de

violeta de cresilo (82% de la tincion total) 100 ml de agua destilada. Filtrar
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APENDICE VI. Técnica Inmunohistoquimica para Glutamato Descarboxilasa

(GAD67)

Se realizan cortes de 30-40 um, los cuales se mantienen en anticongelante hasta
su procesamiento. La técnica utilizada para la determinacién inmunohistoquimica de
GAD es la siguiente:

Tres lavados con TBS (20 min)

Incubar con NGS 3%, 1% H20z2 en TBS (30 min.)
Tres lavados con TBS (30 min)

Triton X 1% en IBS con 1% de H202 (30 min)
DMSO 1% en TBS (10 min)

Tres lavados con IBS (30 min)

oG W e

APLICACION DEL ANTICUERPO PRIMARIO (Rabbit Anti-Glutamate decarboxylase,
GAD67, Anticuerpo Policlonal, CHEMICON)

7. Dilucién 1:1000 de anticuerpo En solucién NGS 1% en TBS. Se incuba por 48
horas a 4°C.

8. Después de la incubacion se realizan cuatro lavados con NGS 1% en TBS a
temperatura ambiente (60 min )

APLICACION DEL ANTICUERPO SECUNDARIO ( Biotinylated Anti-rabbit IgG
(H1+L) hecho en cabra, VECTOR)

9. Incubar con el anticuerpo secundario biotinilado (dilucién 1:200) en NGS 3%,
Triton X 0.3% en TBS.

10. Cuatro lavados con Triton 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 solucién DAB (10 min))

14. Tres lavados con PBS (30 min )
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APENDICE VIL Técnica Inmunohistoquimica para la Proteina Acidica Glial

Fibrilar (GFAP)

Se realizan cortes de 30-40 um, los cuales se mantienen en anticongelante hasta
su procesamiento. La técnica utilizada para la determinacion inmunohistoquimica de
GAD es la siguiente:

Dos lavados con TBS (20 minj)

Borohidrato de sodio al 0.5% (15 min)

Tres lavados con TBS (30 min)

Triton X 1% en TBS con 1% de H2Oz (30 min)
DMSO 1% en TBS (10 min)

Tres lavados con TBS (30 min)

NGS 20%, Triton X 0.3% en TBS (15 min)

NG W e

APLICACION DEL ANTICUERPO PRIMARIO (Rabbit Anti-Glial firbillary acidic
protein, GFAP, Anticuerpo Policlonal, CHEMICON}

8 Dilucion 1:500 de anticuerpo En solucién NGS 3%, Triton 0.3% en IBS. Se incuba
por 48 horas a 4°C.

9. Después de la incubacién se realizan cuatro lavados con NGS 1%, 0.02% Triton X
en I'BS a temperatura ambiente (60 min.)

APLICACION DEL ANTICUERPO SECUNDARIO ( Biotinylated Anti-rabbit IgG
(H+L) hecho en cabra, VECTOR)

10. Incubar con el anticuerpo secundario biotinilado (dilucién 1:200) en NGS 3%,
Triton X 0.3% en TBS.

11. Cuatro lavados con Triton 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 solucién DAB (10 min.)

15. Tres lavados con PBS (30 min.)



APFNDICE VIIL. Preparacion de soluciones comunes

TBS

Para la preparacién de 0.05M Tris-buffer salino pH 7.6, se pesan los siguientes
compuestos:

6.06 g Hidrocloruro Irizma

1.39 g Base Irizma

9.0 g NaCl

y se disuelven en un litro de agua desionizada. Se ajusta el pHa 7.6
PB (Buffer de fosfatos)

Preparar los siguientes stocks:

¢ Fosfato de sodio monobdsico (NaH2PO+H20) 0.2 M: pesar 552 g en 200 ml de

agua destilada
o FPosfato de sodio dibasico (NazHPO4 anhidro) 0.2 M: 25.55 g en 900 ml de agua
‘destilada.
Para obtener 1 litro de PB 0.2M mezclar:
Fosfato de sodio monobésico 190 mi
Fosfato de sodio dibasico 810 ml
Total 1000 ml

Para obtener PB 0.1M mezclar con agua con un volumen igual y ajustar el pH 7 4
PBS

Preparar 500ml sohicién salina al 1.8% y se mezcla con 540 mi de PB 0.2M

Ajustar pHa 7.4
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PARAFORMALDEHIDG

Pesar 40 g de paraformaldehido y diluir en 500 ml de agua destilada previamente
calentada a 60°C. Si no se disuelve, agregar NaOH. Diluir con 500 ml de PB 0.2 M.
Ajustar pHa 74

GLICEROL PARA MONTAR CORTE PARA FLUORESCENCIA

Pesar o medir los siguientes compuestos:

Azida de sodio 250 mg

Buffer de fosfatos (PBS) 0.1IM  5ml

NaCl 0450 g
Glicerol ajustar a 50 ml

Se pone azida de sodio y el cloruro de sodio en buffer y se mezclan, afiadir 45 ml de

glicerol lentamente. Se almacena la solucién a 4°C.

ANTICONGELANTE

Polivinilpirrolidona (PVP-40) 10g
Sucrosa 300¢g
Etilenglicol 300 ml
TBS 500 ml

Agua destilada para 1L

Se mezcla la sticrosa y ¢ PVP-40 en el TBS, agregar lentamente e] etilenglicol, se llega a
un volumen final de 1 litro con agua destilada. La disolucién del PVP-40 puede tomar
de 1-6 hrs. Se almacena la solucién obtenida a 4°C.
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