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Discusion

IV.- DISCUSION

En la presente tesis hemos abordado el estudio de los factores neuroprotectores en la E.H.
desde diferentes vertientes. Hemos elegido el factor neurotréfico BDNF porque es el inductor mas
potente de supervivencia en las neuronas estriatales. Hemos desarrollado un nuevo modelo de E.H.
disminuyendo la expresién de BDNF en ratones transgénicos con huntingtina mutada para poder
caracterizar asi el agravamiento de la enfermedad debido a la falta de proteccion por este factor.

Hemos realizado estudios de la terapia farmacolégica utilizando el firmaco cisteamina
(precursor de la Cystamina) por ser un compuesto cuya accidn es capaz de incrementar los niveles
celulares de BDNF, y a su vez ser un farmaco aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration) de los Estados Unidos para su administracién en humanos.

Usando el modelo excitotoxico de E.H. para poder reproducir lo mas repetitiva y
homogéneamente posible en todos los animales lo que seria el patron de degeneracion estriatal,
hemos utilizado las células madre enfocando el estudio hacia dos vertientes. La neuroproteccion de
las neuronas del huésped, implantando para ello células madre secretoras de GDNF y desarrollando
un método para realizar un seguimiento no invasivo in vivo y de las células transplantadas a lo largo
del tiempo, y la sustitucion de las neuronas del huesped, caracterizado para ello la diferenciacon
hacia un fenotipo GABA¢rgico de los precursores estriatales in vitro y posteriormente realizando el
implante de éstos, evaluando tanto la viabilidad como su integracion dentro del cerebro del huesped.

Los ratones transgénicos mejor estudiados como modelos de E.H. son los R6/1 y R6/2
(Mangiarini, L. y col., 1996). El raton R6/1 no tiene disminucién de BDNF ni tampoco muerte
neuronal, en cambio el ratén R6/2 si que tiene una reduccion de BDNF y también cursa con una
muerte neuronal. Desgraciadamente aparte de los niveles de BDNF estos ratones presentan mas
diferencias entre ellos, con lo cual no se pueden correlacionar las alteraciones. Si se estudian mas a
fondo se puede apreciar que en el R6/2 hay una mayor expresion de tripletes CAG y son de mayor

longitud que en el R6/1. Nuestros estudios con lineas celulares in vitro en que transfectamos las
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c¢lulas con distintos niveles de repeticiones CAG nos demostraron una afeccion directamente a la
produccion de BDNF (y por lo tanto a la proteccion), resultados acordes con estudios en ratas donde
se les inyectd lentivirus con huntingtina mutante y se observd que variando la longitud de la
proteina, los niveles de expresion, y el tamafio de las repeticiones que modulaba la neuropatologia
(de Almeida, L.P. y col., 2002; Zhang, Y. y col., 2003). Esto nos sugiridé que para poder estudiar el
papel del BDNF en la neuropatologia de la E.H. teniamos que generar nuestros propios ratones

modelo de estudio para tener unos controles efectivamente comparables.

Para poder reproducir el patron de la enfermedad hemos escogido los ratones R6/1
portadores de la mutaciéon del exon I causante de la neuropatologia (Mangiarini, L. y col., 1996).
Este modelo de la E.H. a diferencia de los otros transgénicos y “knock-in”, tiene la caracteristica de
no presentar una muerte neuronal y los niveles endégenos de BDNF no se encuentran disminuidos,
con lo cual nos sirve como controles excelentes para poder estudiar el papel de esta neurotrofina en
la aparicion y progresiéon de la enfermedad. Los ratones machos R6/1 fueron cruzados con ratones
hembra heterocigotos de BDNF (que expresan el 50% de la cantidad normal de BDNF) (Ernfors, P.
y col., 1994). Asi logramos generar unos ratones dobles mutantes que tenian la mutacion para
desarrollar la E.H. junto con la expresion de niveles reducidos del factor protector BDNF. Para
generar este raton doble mutante, a partir del cruce inicial realizamos aparecamientos entre la
descendencia para homogeneizar el fondo genético. En esta descendencia obtuvimos los ratones
doble mutantes, ratones con el fenotipo parental (ratones R6/1 y ratones heterocigotos para BDNF),
ratones normales, y por ultimo, ratones knock-outs para BDNF, y para poder determinar si los
efectos producidos eran especificos del BDNF generamos en paralelo ratones doble mutantes para

otra neurotrofina, la NT3.

Con la generacion de estos ratones tenemos la ventaja de poder disfrutar de un modelo
donde los dos animales son exactamente iguales en todo (con la misma mutacioén de la huntingtina)

excepto en los niveles de la neurotrofina (BDNF o NT3 segun el caso). Asi los R6/1 tienen los
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niveles normales de esta neurotrofina, en cambio los “doble mutantes” expresan unos niveles
mucho menores. Estos ratones doble mutates de BDNF (pero no de NT3) presentan una
degeneraciébn y muerte neuronal acompafiada de una alteracion motora progresiva. La falta de
coordinacion motora empieza a ser patente a partir de las 12 semanas de vida, cuando en ratones
R6/1 suele suceder hacia las 20 semanas. A las 25 semanas de vida el raton doble mutante presenta
una pérdida de peso y unas alteraciones muy evidentes y no suele vivir mas de 30 semanas. Esto
supone un avance del inicio de los sintomas de la enfermedad en un 20% mas temprano respecto a
toda la vida del animal. Si comparamos nuestros ratones con los animales R6/2 la ventana de
tiempo es lo suficientemente mas grande como para plantear algin tipo de estrategia protectora.
Recordemos que los R6/2 no suelen vivir mucho mas de 14 semanas con lo que este ultimo modelo

reproduciria mas fielmente los sintomas de la forma juvenil de la E.H.
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Hustracion 21: Esquema de la generacion de los ratones “doble mutantes”
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1.- Estudio de los efectos de la disminucion de BDNF en modelos murinos de la enfermedad de

Huntington.

Con el primer trabajo presentado, uno de los sintomas iniciales que mostré fenotipicamente
que “ocurria algo” en estos ratones doble mutantes fue la pérdida progresiva de peso que tenian a lo
largo del tiempo, especialmente siendo que los ratones heterocigotos de BDNF, en condiciones
normales presentan hiperfagia, ganan peso y llegan a ser obesos (Coppola, V. y Tessarollo, L.,
2004; Kernie, S.G. y col., 2000; Lyons, W.E. y col., 1999), rasgos comunes a la alteracion descrita

en humanos (variacion de los alelos del BDNF)(Friedel, S. y col., 2005).

En estos estudios de los dobles mutantes, una vez sacrificados los animales, mediante
hibridaciones in situ comprobamos que no habia alteraciones en los niveles de otras neurotrofinas,
NGF, NT3, NT4/5 que pudiesen estar ejerciendo algin efecto compensatorio. Esto reforzd la
evidencia de que la falta de BDNF en nuestros ratones estaba favoreciendo una rapida progresion de

la enfermedad.

Con los estudios de comportamiento, concretamente con el Rota-Rod, pudimos detectar de
forma cuantificable que las alteraciones en la coordinacidon motora propias de los R6/1 que aparecen
hacia las 16-18 semanas de vida, en nuestros ratones doble mutantes eran evidentes ya a las 10-12
semanas de vida. Esto supone un adelanto de la enfermedad en alrededor un 20% mas temprano en
la vida del animal, con lo cual encontramos que esta neurotrofina era una de las variables que puede
tener importancia en la modulacién del inicio de la enfermedad. Ninguna prueba de la bateria de
tests utilizados para comprobar alteraciones periféricas o propioceptivas, como son la fuerza
muscular, el control del equilibrio y las pruebas visuales, revelaron alteraciones. Tampoco se
apreciaron disfunciones cerebelares. No obstante estan descritos algunos casos esporadicos de
epilepsia y “myoclonus” (breve shock con espasmos musculares) tanto en R6/1 como en R6/2
(Mangiarini, L. y col., 1996) que tambien observamos ocasionalmente en alguno de nuestros doble

mutantes. El resultado de todas las pruebas reflejaba que las alteraciones motoras observadas eran
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especificas del sistema nervioso central. Decidimos iniciar el estudio morfolégico del nucleo
estriado de nuestro nuevo modelo animal de E.H., ya que es el centro del circuito del control motor

de los ganglios basales y es el nicleo mas afectado en la E.H.

Implicacion del BDNF en la neuropatologia de la E.H.

Una de las caracteristicas que mas nos llamo la atencién cuando disseccionamos los
cerebros de los animales doble mutantes fue el tamafio de los ventriculos, mayores que los de los
R6/1. Esto denotaba que debia haber una reduccién del volumen del nucleo estriado que
corroboramos al efectuar los célculos respecto a los R6/1. En estos ultimos no se ha observado
muerte celular (Mangiarini, L. y col., 1996) indicandonos que las alteraciones son debidas a una
disfuncion neuronal. En cambio, en nuestros animales “doble mutantes” esta mayor reduccion de
volumen representa, ademas de una disfuncidén, una degeneracion. La disminucién del factor
protector durante toda la vida del animal podria estar haciéndolos mas susceptibles ante la
progresién de los efectos toxicos de la poliglutamina soluble. Si esta hipotesis fuese cierta
deberiamos ver una mayor afectacion de las neuronas estriatales. Esto se comprobd haciendo
marcajes immunohistoquimicos y observamos efectivamente una pérdida neuronal (que en el R6/1
no hay) y una pérdida de marcaje de las neuronas de proyeccidén DARPP-32 positivas estriatales
mucho mayor que en los R6/1 (en estos ultimos s6lo se observaba una disminucién de marcaje de
las DARPP-32 ya descrita de acuerdo con la literatura (Bibb, J.A. y col., 2000; van Dellen, A. y

col., 2000)).

La fosfoproteina DARPP-32 es un inhibidor de la proteina fosfatasa 1 que se halla presente
en las neuronas estriatales de proyeccion. Cualquier variacion en la expresion de esta proteina
podria reflejar alguna disfuncion, ya que es esencial en la neurotransmision serotoninérgica y
dopaminérgica (Dluzen, D.E. y col., 1999; Fienberg, A.A. y col., 1998; Svenningsson, P. y col.,

2002). La activacion de los receptores dopaminérgicos estriatales inhibe la cascada de sefializacion
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promovida por la DARPP32, y esto evita que se fosforilen los receptores GluR1 de glutamato
(Hakansson, K. y col., 2006), lo que da lugar a una disminucion de la respuesta ante la transmisiéon
glutamatérgica (Svenningsson, P. y col., 2000). Todo esto da a entender que esta fosfoproteina es

crucial para el correcto funcionamiento del nticleo estriado.

Dentro de las subpoblaciones neuronales estriatales que expresan DARPP32 se observo que
degeneraban especificamente las neuronas encefalinérgicas, rasgo comun a la degeneracion que se
observa en humanos (Reiner, A. y col., 1988; Richfield, E.K. y col., 1995). También se observé una
disminucién de los receptores D; y D, dopaminérgicos que estan localizados principalmente en las
neuronas de proyeccién del niicleo estriado. Estos resultados sugieren una afectacién dopaminérgica
en los dobles mutantes. Se ha demostrado que las neuronas dopaminérgicas que inervan las
neuronas estriatales encefalinérgicas sintetizan BDNF (Aliaga, E. y col., 2000; Canudas, A M. y
col., 2005; Rite, I. y col., 2003) y lo transportan anterogradamente hacia el nucleo estriado a través
de las aferencias nigrales (Altar, C.A. y col., 1997; Altar, C.A. y DiStefano, P. S., 1998). Se ha
demostrado que en los pacientes humanos hay una reduccién de los niveles de BDNF estriatal
(Ferrer, 1. y col., 2000) y este efecto se reproduce en los ratones R6/2 (Zhang, Y. y col., 2003) y

también en nuestros ratones doble mutantes.

Nosotros observamos que junto a la disfuncidon y muerte de las neuronas encefalinérgicas se
detecta a lo largo del tiempo una degeneracion retrégrada de las neuronas dopaminérgicas de la

sustancia negra que las inervan. Esto podria afectar a:

e la cantidad de aporte trofico que recibe el niicleo estriado desde la sustancia nigra

pars compacta (Canudas, A.M. y col., 2005; Rite, 1. y col., 2003)

e la cantidad de la dopamina detectable en el nicleo estriado (Hickey, M.A. y col.,
2002; Reynolds, G.P. y col., 1999), rasgo comin en pacientes muy avanzados con

E.H.(Kish, S.J. y col., 1987).
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Hlustracion 22 Esquema de la degeneracion retrograda de las células dopaminérgicas. A) En los animales controles
las neuronas estriatales reciben el aporte tréfico normal desde la corteza y la sustancia negra. B) En nuestros
animales doble mutantes al degenerar las neuronas encefalinérgicas estriatales observamos una alteracion de la via

nigro-estriatal junto a un aumento de BDNF en la sustancia negra pars compacta.

Durante el estudio de la sustancia negra se observd que habia una disminucion para el ARN
mensajero de BDNF en los ratones heterocigotos, pero en cambio, la cantidad de proteina BDNF
era muy superior en las sustancias negras pertenecientes a los ratones con huntingtina mutada. Esto
era un rasgo indicativo de una acumulacion de neurotrofina ya que ésta no podia ser transportada
hacia el ntcleo estriado, cosa que fue corroborada por la inyeccion de trazadores neuronales, tanto
retrogrados como anterégrados. Los resultados observados son acordes con estudios recientes que
proponen que la huntingtina interacciona con proteinas asociadas al transporte vesicular (Charrin,
B.C. y col., 2005; Gauthier, L.R. y col., 2004; Humbert, S. y Saudou, F., 2004). Esto podria ser
indicativo de una disfuncién de las células dopaminérgicas que podria provocar cambios
conductuales en los ratones.

Decidimos profundizar el estudio y evaluar la funcionalidad de las neuronas dopaminérgicas
midiendo los niveles de dopamina y DOPAC (un metabolito intermediario de la dopamina). Vimos
que los niveles de ambas se encontraban disminuidos respecto a los heterocigotos de BDNF. Esto
planteaba que hubiera algiin mecanismo sinérgico entre la disminucion de BDNF y la huntingtina
mutada que nos afectase a la funcionalidad de las neuronas dopaminérgicas. Estudios previos
describen alteraciones en la funcion dopaminérgica de los ratones mutantes (“knock-outs” y

heterocigotos) para BDNF que causan en estos ratones una actividad hipercinética ante la
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administracién de fairmacos dopaminérgicos (Dluzen, D.E. y col., 2002; Kernie, S.G. y col., 2000;
Zhang, Y.y col., 2003), los niveles de dopamina estriatal de los animales heterocigotos para BDNF
son muy superiores a los niveles normales, y hasta la fecha, nadie ha sabido dar una explicacion del
mecanismo que modula ese incremento. En nuestro modelo, los doble mutantes (que al fin y al cabo
siguen siendo heterocigotos de BDNF, pero con huntingtina mutada) observamos un
comportamiento hipocinético. La hipocinesia detectada en estos animales doble mutantes mediante
el campo abierto era compatible tanto con la perdida de conexidn nigro-estriatal observada por la
inyeccién de marcadores retrégrados y anterégrados, como la disminucién de receptores Dy y D,
estriatales, con lo cual vimos que en las alteraciones motoras de los animales doble mutantes

también participaba en ¢lla una disfuncion nigral.

Estriado:

= Reduccion del volumen
= Disminucion de células:
DARPP-32
encefalinérgicas

Sustancia negra:

= Déficit del transporte nigroestriatal
» Disminucién de |os niveles de dopamina
= Actividad locomotora reducida por las anfetaminas

Hlustracion 23 Alteraciones principales del nucleo estriado y la sustancia negra en los ratones deficientes

de BDNF'y con huntingtina mutada.
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Una de las caracteristicas mas evidentes de la enfermedad es la aparicion de agregados de
huntingtina. Los agregados comienzan a estar presentes mucho tiempo antes de detectar los
sintomas motores de la enfermedad, por lo cual, se ha propuesto que sea un proceso
neurodegenerativo lento con una acumulacion gradual donde la mayor toxicidad celular ocurre
mientras la huntigtina esta en estado soluble (Hodgson, J.G. y col., 1999), ya que se ha demostrado
que el agregado no es el propio causante de la muerte (Arrasate, M. y col., 2004; Saudou, F. y col.,
1998). Se ha sugerido que la huntingtina mutante inicia toda una serie de cascadas de diferentes
eventos en la enfermedad que convergen en la muerte neuronal estriatal (Alberch, J. y col., 2004;
Sugars, K.L. y Rubinsztein, D. C., 2003). Algunos autores comparten la idea que cuando se agrega
todavia podria causar una mayor toxicidad celular al secuestrar elementos que son importantes para
la funcién y viabilidad celular (Kazantsev, A. y col.,, 1999; Perez, M.K. y col., 1998), como
componentes del proteosoma (Cummings, C.J. y col, 1998), factores de transcripcidon
(McCampbell, A. y col., 2000; Nucifora, F.C., Jr. y col, 2001; Steffan, J.S. y col., 2001) y
chaperonas (Jana, N.R. y col., 2000; Levine, M.S. y col., 1999). Por otro lado, la agregacion podria
ser una respuesta celular simple y rdpida para minimizar los efectos téxicos de la huntingtina
soluble (Arrasate, M. y col., 2004) debido a la incapacidad de poder ser degradada eficientemente
por parte del proteosoma. Los agregados pueden ubicarse tanto en el neurdpilo como intranucleares
y suelen estar ubiquitinilados (marcados con ubiquitina para su destruccion en el complejo
proteosomal) (Kalchman, M.A. y col., 1996). Nos planteamos analizar en nuestro modelo si la
disminucion de esta neurotrofina podia afectar al nimero de agregados observados. En el nicleo
estriado no detectamos ninguna variacion entre R6/2 y los doble mutantes, pero cuando observamos
la sustancia negra, cuantificamos un incremento de los agregados de poliglutaminas no
ubiquitinilados en los ratones “doble mutantes”. Esto se podria explicar mediante tres hipdtesis a)
Debido a un error de ubiquitinilacién por una de las ligasas especificas de la sustancia negra pars

compacta. b) Una agregacion conformacional de los filamentos de huntingtina antes de poder haber
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sido ubiquitinilados c¢) Un incremento de la disfuncién proteosomal debido a “estimulos

oxidativos”.

Recientemente se ha demostrado en experimetos in vitro que la agregacion de los
fragmentos N-terminales de huntingtina mutada estd favorecida cuando ocurren procesos de
oxidacion (Goswami, A. y col., 2006), y que la expresion del exén 1 de la huntingtina mutada
genera niveles anormalmente altos de especies reactivas del oxigeno (Firdaus, W.J. y col., 2006).
En la sustancia negra el metabolismo de la dopamina estd sujeto a la produccién de radicales libres
altamente oxidativos. Sabemos que el BDNF y otros factores neurotréficos también incrementan
enzimas antioxidantes y protegen las neuronas de la accion de los peroxidos (Mattson, M.P. y col.,
1995), con lo cual una disminucién de este factor protector podria en parte desproteger a las
neuronas dopaminérgicas. También estd establecido que la via ubiquitina-proteosoma juega un
papel central en el procesado para la degradacion de proteinas (Chung, K.K. y col., 2001), una
saturacion (como se ha demostrado en los ratones HD94, modelos condicionales de E.H. (Martin-
Aparicio, E. y col., 2001)) nos provocaria una acumulaciéon de proteinas toxicas. Hay que tener
presente que hasta un 30% de las proteinas “normales” recien sintetizadas son rapidamente enviadas
al complejo proteosomal para su degradacion, llevando a cabo lo que seria un “control de calidad”
de la maquinaria celular (Schubert, U. y col., 2000; Wu, J.C. y col., 2006). El hecho de tener el
proteosoma saturado nos interferiria con las rutas de degradacién proteica (Bence, N.F. y col., 2001;
Berke, S.J. y Paulson, H. L., 2003) y incrementaria el “pool” de proteinas anémalas que podrian
interferir con las funciones celulares jugando un papel muy relevante en cuanto a la susceptibilidad
de poder sufrir disfunciones que “debiliten” estas neuronas dopaminérgicas. También se ha
observado que repetidas exposiciones de inhibidores de proteosoma provocan una degeneracidon
nigral que incluso puede usarse como modelo progresivo de enfermedad de Parkinson (McNaught,
K.S. y col., 2004), notese sin ir mas lejos, que en la sustancia negra pars compacta la alteracion de

la parkina, una E3 ligasa proteosomal es suficiente como para desencadenar la degeneracion que se

164 -



Discusion

observa en la enfermedad de Parkinson. Esto suscita que en este nicleo, las alteraciones de la via de
degradacioén del proteosoma ejercen un papel clave para la correcta funcidén especifica de estas
neuronas dopaminérgicas. Asi el incremento de agregados observado en nuestros doble mutantes y
la naturaleza de la sintesis de la dopamina junto con la disminucién de BDNF podria explicar en

parte la disfuncion neuronal especifica de la sustancia negra que observamos en nuestro modelo.

Los enfermos de Huntington tienen alteraciones de metabolismo energético que acarrean un
estrés celular. Se sabe que tienen una disminucion de la neurotrofina BDNF (Ferrer, 1. y col., 2000)
y en nuestro modelo murino de enfermedad hemos determinado las alteraciones que ocurren a nivel
celular debido a una disminucién de la generacion propia de esta neurotrofina. Estudios recientes
muestran una capacidad para el transporte vesicular especifico de esta neurotrofina reducida
(Gauthier, L.R. y col., 2004), con lo cudl el nicleo estriado se queda sin parte del suministro de
BDNF que deberia recibir tanto del cortex como de la sustancia negra. Ademas otros estudios
acufian el BDNF como la neurotrofina mas capaz y que mejor protege las neuronas estriatales
(Perez-Navarro, E. y col., 1999a); (Perez-Navarro, E. y col., 2000b). Esto suscita pensar que el
nicleo estriado de un enfermo de Huntington tiene un menor aporte troéfico. Quizd ese mismo
nucleo estriado sin la debida proteccion por parte del BDNF no pueda responder adecuadamente
ante determinados niveles de estrés, via excitotoxicidad y deplecidn energética, pudiendo participar

todo el conjunto en las causas de la degeneracion estriatal selectiva que cursan los pacientes.

Visto el efecto del BDNF endogeno, el siguiente paso fue probar en estos dobles mutantes la
administracion exdgena de BDNF para evaluar si podria ejercer algiin efecto positivo frente a la
rapida progresion de la enfermedad observada. Para este fin se escogieron ratones de 14 semanas en
los dobles mutantes, que es cuando empieza a observarse la degeneracion, y se les administro
BDNF a razon de 4,5ug por dia durante 1 semana. Este tratamiento increment6 un 127% el niimero
de neuronas estriatales encefalina positivas respecto los ratones doble mutantes tratados con suero

salino. No obstante, este tratamiento no afecto al numero de neuronas Sustancia-P positivas. Esta

- 165 -



Discusion

especificidad de accion en nuestros modelos doble mutantes estd de acuerdo con los estudios
previos utilizando ratones R6/2 en los cuales se detectd una disminucion de los niveles de BDNF
(Bibb, J.A. y col., 2000) y junto a ella una reduccion de un 50% de ARNm para encefalinas sin

mostrar variaciones en los niveles de expresidn para sustancia P (Zhang, Y. y col., 2003).
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Menor aporte tréfico de BDNF hacia el estriado
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Hlustracion 24 Relacion de eventos que explicaria el agravamiento de las alteraciones neuropatologicas inducidas
por el déficit de BDNF junto a la huntingtina mutada. Notese que la causa principal de la enfermedad es la

mutacion de la huntingtina.

2.- Estudio de la terapia farmacologica por administracion oral de la Cisteamina en animales

modelo de la enfermedad de Huntington.
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Habiendo determinado la importancia de los factores neuroprotectores en la progresion de la
enfermedad, otra via de enfoque paralela a la administracion exdgena de BDNF fue la

administracién farmacologica de sustancias que nos elevasen los niveles endégenos de BDNF.

El farmaco Cisteamina, actiia como inhibidor de las transglutaminasas y en la actualidad se
utiliza en humanos para el tratamiento de la cistinosis (Gahl, W.A. y col., 2002; Kleta, R. y col.,
2004). Se ha suscitado pedir su empleo en el tratamiento paliativo para la enfermedad de
Huntington, ya que la cisteamina incrementa la transcripcidén genética para las heat shock proteins
(HSP), enzimas que previenen la agregacion, facilitan la ubiquitinizacion y degradacion de
proteinas anormales y también es capaz de incrementar los niveles endogenos de BDNF (Bonini,
N.M., 2002; Muchowski, P.J. y Wacker, J. L., 2005; Opal, P. y Zoghbi, H. Y., 2002). Todo esto
hace que este farmaco sea el candidato ideal para probar en nuestros los ratones doble mutantes

para observar si evita la progresion de las alteraciones que ya hemos descrito.

Como ya he mencionado en la introduccidon, las transglutaminasas pueden usar la
huntingtina como sustrato para poder agregarla entre si (Kahlem, P. y col., 1998a; Zainelli, G.M. y
col., 2005), con lo cual son un mecanismo adicional para la formacién de agregados de huntingtina
(Kahlem, P. y col, 1998b). También se ha observado un incremento de la actividad
transglutaminasa en los cerebros de pacientes con E.H. (Karpuj, M. V. y col., 1999), ademas se¢ ha
observado que ratones sin transglutaminasa-2 y modelos de E.H. tratados con cisteamina tienen una
menor muerte neuronal y una mejora de la supervivencia y del comportamiento motor (Bailey,
C.D. y Johnson, G. V., 2005; Dedeoglu, A. y col., 2002; Karpuj, M.V. y col., 2002; Wang, X. y

col., 2005).

Nosotros nos centramos en determinar si las transglutaminasas (que sabemos que en los
enfermos de Huntington estan aumentadas) ejercen algun papel en la liberacion de BDNF. De
hecho algunos investigadores en la década de los 80 ya pensaron en el papel inhibidor de las

transglutaminasas en la secrecion o inhibicion de diversas hormonas y neurotransmisores (Bungay,
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P.J. y col., 1984; Gobbi, M. y col., 1996; Pastuszko, A. y col., 1986). Para este fin inducimos una
sobreexpresion de transglutaminasas y observamos como el BDNF en lugar de ser liberado
permanecia en vesiculas dentro del aparato de Golgi. Esto nos concluia que un incremento de
transglutaminasas repercutia en una inhibicién del procesamiento del BDNF.

Alteracion del circuito

: nigro-estriatal
Cysteamina Incremento g

Heat shock proteins

Incremento\
de BDNF
5 P Pérdida de
Mutac!on Qe la Disminucién“@ neuronas Disfunciones
huntingtina ~ de BDNF encefalinérgicas motoras

%> -

Hlustracion 25 En nuestro modelo murino se ha observado un aumento de las disfunciones motoras con
agravamiento de la neuropatologia debido a la disminucion del factor neuroprotector BDNF., El uso de una ferapia
Jarmacolégica con la Cisteamina podria tratar de restituir las alteraciones observadas al incrementar la liberacion de
BDNF y la transcripcion génica de las heath shock proteins, enzimas que previenen la agregacion y facilitan la
ubiquilacion y degradacion de proteinas anormales. Las flechas rojas significan los efectos negativos o daninos. Las

[flechas verdes indican los efectos positivos.

Otro de los efectos beneficiosos de la cisteamina que hemos comentado es el de incrementar
los niveles de las HSP. Hemos determinado que una de esas proteinas, la HSJ1b es capaz de
incrementar la liberacion del BDNF via secrecion desde el aparato de Golgi, y esta secrecidon
ademas pueden ser detectada en sangre, liberacidon que se puede bloquear usando ARN de
interferencia para el HSJ1, demostrando que la capacidad de la cisteamina para incrementar la

salida del BDNF va mediada por la HSJ1b.
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La administracion de cisteamina diariamente produce una liberacion de BDNF durante un
pico agudo de tiempo. Realizando el tratamiento durante una semana en los ratones tuvimos un
incremento en los niveles de BDNF en los cuatro genotipos. Sabiendo que el incremento de BDNF
via administracién exdgena cursaba en nuestros doble mutantes con un incremento del fenotipo
encefalinérgico decidimos determinar si el aumento de BDNF endogeno producido gracias a la
administracién de la cisteamina promovia también esta capacidad. Para eso efectuamos
adminisraciones orales en ratones doble mutantes de 16 semanas. Determinamos los niveles de
ARN mensajero para encefalinas empleando la técnica de hibridacion in situ y corroboramos esa

recuperacion. Una vez mads, el tratamiento no afectaba a las neuronas sustancia P positivas.

En cambio, la disminucién de la proteina DARPP32 en animales con huntingtina mutante
se detecta a edades tardias (van Dellen, A. y col., 2000), por eso decidimos evaluar el efecto en
ratones de 29 semanas de vida. La administraciéon con las mismas dosis diarias semanales fueron
capaces de frenar la disminucion de DARPP32 en los animales R6/1. Dicho de otro modo, una
sobreproduccién de BDNF tuvo efectos positivos ante la degeneracién de estas células.
Desafortunadamente, en los modelos doble mutantes, no se observd la recuperacion del marcaje
DARPP32. El hecho que la administracion del fArmaco tuviera efectos positivos frente a la pérdida
del fenotipo encefalinérgico en estos ratones a una edad temprana, y no se observara mejora sobre
el fenotipo DARPP-32, el cual la administracion del fAirmaco fue a una a edad mas tardia, podria
indicarnos que la administracién de cisteamina sélo pudiese proteger frente la progresion de la
enfermedad cuando ésta todavia es leve durante las fases iniciales, y no en fases donde la

enfermedad es muy severa como en los doble mutantes a las 29 semanas.

Los resultados nos demuestran que la cisteamina, precursora de la cistamina, es eficiente
incrementando los niveles de BDNF. Ademas, para modelos de ratones knock-in y otros donde

acaece una reduccion de BDNF, los niveles de la neurotrofina se pueden medir en sangre, pudiendo
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utilizarse como un biomarcador de la enfermedad o de la eficiencia de la dosis del farmaco acorde

con la progresidn de ésta.

3.- Estudio de la neuroproteccion mediante terapia celular con células madre neurales
modificadas para secretar el factor neurotrofico GDNF en modelos excitotoxicos para la

enfermedad de Huntington.

Después de observar como la administracion exégena de BDNF podia revertir la pérdida del
fenotipo encefalina positivo de las subpoblaciones neuronales estriatales nos planteamos en esta
segunda fase de la tesis la administracién de factores protectores via implante de células madre
modificadas gendticamente para sobreexpresarlos. Desgraciadamente las células madre que
expresan mucho BDNF, independientemente del tipo que sean, raton o rata, y de la zona donde se
han aislado, cerebelo o primordio estriatal, cuando se tratan de diferenciar in vitro acaban muriendo
por mecanismos que se desconocen (observaciones personales). Por ello, escogimos la
sobreexpresion de GDNF por no presentar estos problemas, dado que este factor tréfico también
tiene una buena capacidad neuroprotectora (Alberch, J. y col., 2002; Clavreul, A. y col., 2006;
Kells, A.P. y col.,, 2004; Perez-Navarro, E. y col.,, 1996; Perez-Navarro, E. y col, 1999b),
presentando efectos positivos en el nucleo estriado y en la sustancia negra aunque el efecto
protector sea mas potente en esta Ultima (Bowenkamp, K.E. y col., 1997; Choi-Lundberg, D.L. y

col., 1997; Gash, D.M. y col., 1996; Kearns, C.M. y Gash, D. M., 1995).

Tratar de utilizar la terapia celular en animales transgénicos plantea un dilema: efectuar una
inoculacion de células a edad adulta cuando se manifiestan los sintomas de la enfermedad, con el
riesgo de que el sistema inmunitario destruya nuestras c¢lulas o bien efectuar operaciones a edad
postnatal corta, cuando el sistema inmunitario no estd totalmente desarrollado. A partir de este
punto se puede plantear otro dilema; usar animales con una rapida progresion de la enfermedad para

poder observar los efectos neuroprotectores de nuestras células cuando alin estimamos que éstas se
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encuentren en buen estado, a expensas de que la répida progresion de la enfermedad haga mucho
mas dificil la neuroproteccion. O bien usar animales de progresion lenta, que no cursan con muerte
neuronal, lo cual hace mas dificil evaluar el efecto protector, a expensas de que ademas, no
sobreviva ninguna célula trasplantada en el momento adecuado. Ante estos problemas optamos por
utilizar ratones nude atimicos, que no tienen completamente desarrollado el sistema inmunitario y
les efectuamos lesiones excitotoxicas. Esto nos proporciondé un modelo de E.H. en ratones que
deberian tolerar mucho mejor nuestras células, y ademas nos homogeneizé mucho la simulacién de

la enfermedad.

Cuando se efectuan lesiones excitotdxicas en el niicleo estriado, los receptores c-RET y
GDNFa del GDNF se sobreexpresan lo que sugiere que ¢ste podria estar ejerciendo algin efecto
protector endégeno (Araujo, D.M. y Hilt, D. C., 1997; Marco, S. y col., 2002a; Perez-Navarro, E. y
col.,, 1996; Perez-Navarro, E. y col., 1999b). De hecho, el GDNF se ha propuesto como otro
candidato para su uso terapéutico en la E.H. debido a su alta expresion en el nucleo estriado

(Airaksinen, M.S. y Saarma, M., 2002; Alberch, J. y col., 2004; Enomoto, H., 2005).

Estudios recientes plantean el uso de factores neuroprotectores como BDNF y GDNF para
rescatar a las células de la degeneracion (Sun, M. y col, 2005) y a su vez incrementar la
proliferacion de los precursores neuronales de la capa subventricular (Torp, R. y col., 2006). En
nuestro grupo hay trabajos anteriores que demuestran que la administracion de GDNF intraestriatal
utlizando fibroblastos, protege las neuronas estriatales calbindina positivas (Perez-Navarro, E. y
col,, 1996; Perez-Navarro, E. y col.,, 1999b). Desgraciadamente el uso de fibroblastos estd
practicamente supeditado a correr el riesgo de que desarrollen tumores. Buscamos la alternativa,
empleando c¢lulas madre neurales creadas por investigadores de nuestro grupo, que sobreexpresan
GDNF (Akerud, P. y col., 2001). Las modificamos genéticamente infectadolas mediante virus con
un plasmido para la expresion de la proteina fluorescente verde GFP y la enzima luciferasa. Este

método fue una sustancial mejora respecto a los métodos de seguimiento celular empleados en los
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trabajos anteriores de trasplantes de c¢lulas intracerebrales, ya que uno de los problemas principales
en los transplantes célulares es la pérdida de la capacidad de rastreo de las células transplantadas,
teniendo que sacrificar a los animales para comprobar el estado de las células.

Con el método que hemos desarrollado podemos tener la certeza de localizar las células
transplantadas de una forma no invasiva sin necesidad de matar el animal, con lo que se puede hacer
un seguimiento a lo largo del tiempo. Ademas la técnica tiene la ventaja de poder estimar el numero
de células a lo largo del tiempo, cosa que con la técnica de la PCR frente al GFP no es posible.

Cuando trasplantamos las células que liberan GDNF, observamos una neuroproteccion al
detectar una mayor supervivencia de neuronas estriatales a los que recibieron células control. Con el
test conductual de las rotaciones inducidas por anfetaminas detectamos un menor comportamiento

rotacional demostrando que el GDNF es un factor protector estriatal que ademas permite una ligera

1

Implante de células

Caja oscura

/ Céamara de alta
sensibilidad

T~

Sistema informatico /
procesado de imagenes
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refrigeracion
de la camara

2

Anestesiamos el animal
y lo colocamos dentro
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Reconstruccion y analisis de la imagen
mediante procedimientos informaticos

3

Hlustracion 26 Esquema del método de deteccion celular mediante la expresion de luz, Mediante tres sencillos

pasos se puede comprobar la presencia de las células transplantadas sin necesidad de sacrificar el animal. 1)
Implante de células intracerebral. 2) Anestesia e inoculacion del sustrato, la luciferina y colocacion del animal
dentro de la caja oscura. 3) Captacion mediante la camara de alta sensibiliad de la luz emitida y posterior

estimacion de la cantidad de células.
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recuperacion motora, mejoria que también se ha advertido usando este factor trofico en otros
modelos (Sajadi, A. y col., 2005). La proteccién de este factor no es tan potente como el BDNF a
nivel estriatal, pero el GDNF inyectado en el nicleo estriado es transportado retrogradamente hacia
la sustancia negra protegiendola también (Akerud, P. y col., 2001; Mufson, E.J. y col., 1994;
Mufson, E.J. y col., 1996), lo que podria contribuir a una mejora conductual en la E.H.. Se conoce
que dentro de la circuiteria neuronal las neuronas que no establecen las sinapsis adecuadamente y
no reciben la sefializacién adecuada acaban presentando disfunciones, degenerando y muriendo
(Oppenheim, R.W., 1991). Dentro del contexto de la enfermedad de Huntington tenemos una
degeneracidon primaria del nicleo estriado y luego una disfuncién de la sustancia negra. Aqui el
GDNF puede estar protegiendo ambas poblaciones neuronales a la vez, por lo que no debe
descartarse en cualquier planteamiento de terapia celular, quizds no como factor Unico, pero si

combinado con otros factores protectores.

4.- Estudio de la terapia celular por sustitucion de las neuronas estriatales muertas en

modelos excitotoxicos de la E.H. implantando células madre neurales.

La siguiente posibilidad fue transplantar células madre parcialmente diferenciadas para una
terapia celular substitutiva propiamente dicha. Aqui la idea no es el uso de las células como bombas
de secrecion de factores ncurotroéficos como hemos usado anteriormente, sino usar unas c¢lulas
madre para suplantar las neuronas muertas pudiendo restablecer una recuperacion funcional. Se ha
demostrado, que ¢ste depende en mayor medida del nimero de células que mantengan el fenotipo
adecuado in vivo, y no tanto del numero total de células que sobrevivan (Brundin, P. y Bjorklund,
A., 1998; Wang, X. y col., 2004). Entonces parece necesario, por lo tanto, un proceso previo de
diferenciacion in vitro de las células antes del transplante para asegurar la eficacia de una terapia de
sustitucién celular (Bjorklund, A. y Lindvall, O., 2000; Donovan, P.J. y Gearhart, J., 2001a;

Donovan, P.J. y Gearhart, J., 2001b; Temple, S., 2001). Nuestro objetivo era conseguir que
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desarrollasen un fenotipo GABA¢rgico, y que lo mantuvieran una vez trasplantadas dentro del

cerebro del huesped.

Trabajar con lineas inmortalizadas de cé¢lulas madre neurales nos ahorro el problema de
dirigir las células mas indiferenciadas hacia la especificacion de células de la capa germinal del
ectodermo para generar progenitores neurales y luego convertirlos en neuronas, dotadas del
fenotipo neurotransmisor adecuado. Asi trabajamos directamente con una linea inmortalizada a
partir de c¢lulas aisladas de la eminencia ganglionar lateral, primordio del nucleo estriado, las
c¢lulas ST14A. Estas c¢lulas han sido utilizadas en numerosos estudios sobre diferenciacion in vitro
(Cattaneo, E. y col., 1996; Conti, L. y col., 2001; Weinelt, S. y col., 2003) y también usadas como
vehiculos de terapia génica (Barresi et al., 2003; Benedetti et al., 2000; Corti et al., 1996; Torchiana
et al.,, 1998) trasplantadas in vivo (Lundberg, C. y col., 1996; Lundberg, C. y col., 1997). No
obstante el mismo protocolo de diferenciacion las conduce a una muerte en el plazo de dos o tres

dias.

Como punto de partida debimos redisefiar las condiciones de cultivo de las células ST14A
para desarrollar un procedimiento de diferenciacion especifico in vitro con el cual fuese posible
inducir una diferenciacion completa y funcional a la vez que garantizar una supervivencia celular
aceptable. El objetivo era poder transplantar células con el maximo grado de diferenciacion pero
con buenas expectativas de supervivencia in vivo. Con el fin de encontrar un equilibrio entre
supervivencia y diferenciacion, hemos ensayado toda una serie de estrategias con nuestros cultivos.
Hemos conseguido finalmente ese equilibrio con la adicidon de suero a la concentraciéon del 0,5% en
el medio minimo N2 suplementado con otros factores que detallamos mas adelante. Si disminuimos
el suero, las células adquieren una diferenciacion morfolégica mas evidente, pero su supervivencia
es muy pobre. Otros trabajos utilizan de la misma forma medios con bajas concentraciones de suero

para la diferenciacién de lineas celulares (Rubio, F. y col., 1999). En cambio si aumentamos la
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proporcidén de suero, las células viven mucho mas tiempo pero se hace imposible promover su

diferenciacion.

Los astrocitos promueven la supervivencia y la diferenciacion o maduracion neuronal de las
c¢lulas madre (Hall, A.C. y col., 2003; Song, H. y col., 2002; Wagner, J. y col., 1999b; Wagner, J. y
col., 1999a) pero nuestros experimentos con medios condicionados o con cocultivos de astrocitos
del nucleo estriado neonatal no conseguimos mejorar la supervivencia ni promover la diferenciacién
de las células STI14A. Esto sugiere que otros factores deben ser necesarios para la maduracidén

especifica hacia el fenotipo GABAérgico.

La adicién del acido retinoico (RA) en nuestros cultivos produjo dos efectos evidentes. Un
aumento del numero de células en cultivo, mediante la inhibicién de la muerte celular y una
promocién del fenotipo neuronal maduro. Resultados acordes con los efectos descritos del RA en
cultivos de diferentes tipos de células madre (Henion, P.D. y Weston, J. A., 1994; Kornyei, Z. y
col., 1998). Se ha descrito como el tratamiento con RA de progenitores neuronales derivados de
embriones de raton en el estadio embrionario E9 incrementan la expresién de NeuN a partir del
quinto dia en cultivo (Herberth, B. y col., 2002). Se sabe que los retinoides juegan un papel muy
importante en el desarrollo temprano del sistema nervioso (Maden, M. y Holder, N., 1991); (Ross,
S.A. y col., 2000), aunque también podrian ser importantes para el desarrollo mas avanzado del
telencéfalo, o incluso en la etapa adulta (Zetterstrom, R.H. y col., 1999). Ademas, se ha establecido
una estrecha relacion entre los retinoides y el desarrollo especifico del nicleo estriado (Toresson, H.
y col., 1999). No obstante trabajos previos muestran el efecto de induccion neuronal del RA, pero
describen la necesidad de tratamientos posteriores para conseguir la maduraciéon hacia fenotipos

concretos (Encinas, M. y col., 2000; Takahashi, J. y col., 1999) como el GABA¢rgico.

La adicién de neurotrofinas BDNF, NT-3 y NT4/5 promueve la supervivencia y la
diferenciaciéon de las neuronas estriatales de E17 hacia el fenotipo GABAérgico y calbindina

positivo (Ventimiglia, R. y col., 1995), sin embargo parece que su accidén sobre los progenitores
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neuronales depende en gran medida del estadio de desarrollo de esas células ya que los precursores
estriatales nestina-positivos de un cultivo primario estriatal (Gavalda, N. y col., 2004) o hipocampal
(Vicario-Abejon, C. y col., 2000) no parecen responder a las neurotrofinas. Las células STI14A
derivan de progenitores estriatales a E14 y aunque expresan los receptores para las neurotrofinas,
tanto en condiciones proliferantes como favorables a la diferenciacion (Cattanco, E. y Conti, L.,
1998), no responden a la accién de los factores troficos en condiciones basales o después del
tratamiento con RA.

Otro de los fendmenos que han sido implicados en la adquisicion del fenotipo GABAérgico
es la actividad sinaptica. Por este motivo examinamos el efecto que tendria sobre las células ST14A
una despolarizacién inducida por KCI. La exposicidon a concentraciones despolarizantes de KCl
induce un fenotipo GABA¢érgico completo y funcional en nuestras células. EI nimero de c¢lulas
GABAC¢rgicas se incrementa hasta un 74% del total de células en cultivo, porcentaje muy similar al
que se obtiene a partir de un cultivo primario del propio nucleo estriado (Gavalda, N. y col., 2004;
Mizuno, K. y col., 1994). El fenotipo adquirido cumple con todos los pardmetros que definen a una
c¢lula GABAérgica. Las células expresan GAD, el enzima sintetizador de GABA, contienen
grandes cantidades de este neurotransmisor en su interior y expresan el enzima que lo empaqueta en
vesiculas, el v-GAT. Ademas, son capaces de recaptar GABA del medio y de liberarlo en respuesta
a un estimulo despolarizante de una manera dependiente de calcio. Estos resultados sugieren una
estrecha relacion entre la actividad sindptica y la adquisiciéon del fenotipo GABAérgico. Esto
concuerda con varios trabajos en los que se ha estudiado el efecto de la despolarizacion y la entrada
de calcio sobre la diferenciacion de varios tipos de células neuronales (Spitzer, N.C. y col., 2000) o
no-neuronales (Berridge, M.J. y col., 1998). En concreto, se ha descrito como la frecuencia de los
picos de calcio podria codificar la adquisicion del fenotipo GABA¢rgico en precursores estriatales
de raton (Ciceolini, F. y col., 2003) o precursores de médula espinal de Xenopus (Gu, X. y Spitzer,

N. C., 1995; Spitzer, N.C. y col., 1993).
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Es interesante observar como el crecimiento neuritico y el efecto anti-mitotico se dan
solamente en aquellas células tratadas previamente con RA. La exposicion al RA no sélo
incrementa la expresion del marcador neuronal NeuN sino que le confiere a la célula la capacidad
de responder a la estimulaciéon por KCI activando ciertos procesos internos que conducen a la
formacion de neuritas y a la interrupcion del ciclo celular. Desconocemos, por el momento, la
naturaleza de estos mecanismos intracelulares, aunque sabemos que puede estar implicada la

sefializacion por calcio intracelular.

Una vez caracterizado el grado de diferenciacion alcanzado por las células in vitro bajo el
protocolo que habiamos desarrollado, proseguimos a examinar el grado de integracion y la
estabilidad de fenotipo que tendrian estas células in vivo, tras su transplante en un cerebro de rata
adulta. No observamos en ninguin caso la apariciéon de fenotipos gliales, contrariamente a lo descrito
en los transplantes de células ST14A indiferenciadas, donde la mayor parte de células detectadas
son de tipo glial (Cattaneo, E. y col., 1994; Lundberg, C. y col., 1997). Ademas, parecieron gozar
de un buen grado de diferenciacion e integracion, como lo demuestra el desarrollo de una
morfologia madura con largos procesos neuriticos y la presencia de vesiculas sinapticas en dichos

procesos o alrededor de ellos.

Por otro lado resulta sorprendente que no se observen diferencias entre las células
transplantadas en un nucleo estriado intacto respecto de uno lesionado, a diferencia de lo descrito en
otros trabajos (Doering, L.C. y Snyder, E. Y., 2000; Isacson, O. y col., 1984). Un entorno lesionado
ofrece un ambiente muy diferente al de un entorno intacto, por la secrecion de factores troficos,
citoquinas, y por la presencia de astrocitos reactivos y microglia (Rossi, F. y Cattaneo, E., 2002;
Snyder, E.Y. y col., 1997; Sotelo, C. y Alvarado-Mallart, R. M., 1991). Sin embargo, se sabe que
cuanto mas avanzado esta el proceso de desarrollo de un progenitor, mas restringido es su potencial
y menos capacidad tienen de responder a sefiales exdgenas (Edlund, T. y Jessell, T. M., 1999).

Nuestras células transplantadas parecen tener un grado de diferenciacién suficientemente
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restringido que las hace insensibles a las sefales gliogénicas o neurogénicas de un entorno
lesionado.

El transplante de células GABA¢érgicas consigue evitar parcialmente en algunos animales la
aparicion del comportamiento rotacional asimétrico causado por la lesion excitotoxica en algunos
animales transplantados. Esto indica que, al menos en estos animales, algunas cé¢lulas GABA¢rgicas
han restablecido la funcionalidad de algunos de los circuitos que integran los ganglios basales. De
hecho, hemos detectado marcadores de contactos y vesiculas sinapticas como sinapsina,
sinaptotagmina en nuestras células transplantadas, lo que denota una buena integraciéon dentro del
tejido del huesped. Debido a la proximidad del globus pallidus con el nicleo estriado, es probable
que las células transplantadas consigan secretar GABA en el globus pallidus, como ocurre en
algunos de los transplantes de células fetales realizados en modelos animales (Bjorklund, A. y
Lindvall, O., 2000; Dunnett, S.B., 1995; Nakao, N. y col., 1999).

Hemos conseguido desarrollar un protocolo que permite que a partir de cultivos de
precursores estriatales ST14A se puedan generar neuronas de tipo GABAérgico maduro y funcional
que después de trasplantarlas in vivo mantengan el fenotipo GABA¢érgico estable siendo capaces de

elaborar procesos neuriticos asociados a posibles contactos sinapticos.
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V.- CONCLUSIONES

1.- El BDNF modulala aparicion de los déficits motores mas tempranos y

severos en los ratones mutantes parala huntingtina.

2.- La disfuncién y muerte de la subpoblacion encefalinérgica estriatal

inducida por |a huntingtina mutada es regulada por 1os niveles de BDNF

3.- Lainteraccion de la huntingtina mutada con la disminucion de BDNF
produce una disfuncién de las neuronas dopaminérgicas que abarca desde

laalteracion de la sintesis de dopamina hasta el transporte axonal.

4.- El efecto neuroprotector de la cisteamina es mediado por un aumento
de los niveles de BDNF, siendo este farmaco un candidato para la terapia

delaE.H.
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5.- La implantacion de células madre neurales modificadas genéticamente
para expresar GDNF es viable in vivo, demostrando ser efectiva en la
proteccion de las neuronas estriatales en modelos excitotoxicos para la
enfermedad de Huntington. Su deteccion luminométrica no-invasiva in
vivo ha sido un método extremadamente 1til para seguir la evolucion de

los trasplantes celulares intracerebrales.

6.- El acido retinoico promueve la supervivencia de las células madre

neurales en cultivo y les induce un fenotipo neuronal.

7.- La induccidn de la actividad sindptica mediante la despolarizacion por
KCl promueve la diferenciacion hacia un fenotipo GABAérgico neuronal

maduro y funcional en un alto porcentaje de las células en cultivo.

8.- Las células pre-diferenciadas mantienen su fenotipo neuronal
GABAérgico después de su transplante en el nucleo estriado adulto y
muestran una buena integracion en el tejido donde elaboran procesos

neuriticos de naturaleza GABAérgica.
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