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  INTRODUCCIÓN

El cerebro humano es la estructura más compleja observada hasta ahora en todo

el Universo. Hay tantas neuronas en un cerebro humano adulto como estrellas en

nuestra galaxia, unos cien mil millones. Con sus centenares de billones de contactos

sinápticos, este órgano de tan sólo kilo y medio de peso ha permitido a los seres

humanos erigirse como la especie dominante del planeta. Pero, ¿cómo funciona el

cerebro? ¿Cómo se forma toda esta complejidad? ¿Cómo podemos repararlo cuando se

daña?

Debido a esta complejidad las enfermedades que afectan al sistema nervioso son, 

probablemente, las de más difícil solución. ¿Cómo podremos reconstruir las intrincadas

conexiones entre neuronas que han desaparecido debido a una enfermedad o a un

accidente? Hoy en día no se dispone de tratamientos realmente eficaces para

enfermedades neurológicas como la de Alzheimer, la enfermedad de  Parkinson, la

Esclerosis Múltiple, la corea de Huntington, los infartos cerebrales, etc. La sociedad en

su conjunto está envejeciendo rápidamente y las enfermedades neurodegenerativas son

cada vez más comunes. En algunos casos existen tratamientos para paliar los síntomas,

pero nunca somos capaces de detener la muerte progresiva de las neuronas y mucho

menos de volver a recuperarlas.

La actual investigación en el campo de las células madre está abriendo nuevas

posibilidades con las que luchar contra estas enfermedades. La revolución que están

protagonizando en el ámbito científico ha entrado de lleno en el debate social, político y

filosófico y promete trasladarse, en el futuro, al ámbito médico. En los últimos años se

está llevando a cabo una intensa investigación sobre las propiedades biológicas de estas 

células y  sobre sus posibles aplicaciones terapéuticas. Las células madre encierran

supuestamente un enorme potencial de reparación. Con los conocimientos adecuados

que nos permitan su manipulación de forma segura y controlada, podríamos en un

futuro no muy lejano, disponer de revolucionarias terapias para muchas enfermedades

hoy en día incurables, entre ellas, las enfermedades del sistema nervioso. 
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  1.- CÉLULAS MADRE 

1.1.- DEFINICIÓN Y PROPIEDADES

Las células madre o células troncales pueden definirse de forma general por sus

dos principales propiedades: su capacidad de auto-replicarse indefinidamente y su

capacidad de diferenciarse hacia múltiples tipos de célula de un organismo. Es muy

difícil, sin embargo, establecer una definición exacta y sin ambigüedades que contenga

todos los tipos de células madre que se conocen hasta el momento. 

Una célula madre es una célula indiferenciada, inmadura, capaz de dividirse

simétrica o asimétricamente para dar lugar a varias células de las cuales alguna debe de 

ser igual a su progenitora.  Una célula madre puede, en principio y en las condiciones

adecuadas, dividirse indefinidamente en el tiempo, manteniendo siempre una población

estable de células madre idénticas. Bajo las condiciones apropiadas y recibiendo los

estímulos correctos, las células madre pueden diferenciarse hacia varios, muchos o

todos los tipos de células especializadas de un organismo maduro. Dependiendo del

potencial de la célula madre (Figura 1), ésta puede clasificarse en totipotente -si es

capaz de generar todas las células del embrión y del tejido extraembrionario-,

pluripotente –si puede crear todos los tipos celulares que formaran el embrión-,

multipotente -si sólo es capaz de generar los tipos celulares del tejido de donde

proviene- o bien unipotente –si tan solo puede dar lugar a un único tipo celular-. Su

potencialidad dependerá de su origen, es decir, del estadio del desarrollo y de la zona

del organismo donde resida (Lovell-Badge 2001; McKay 2000; Temple 2001).

Actualmente sabemos que existen células madre en todas las etapas del

desarrollo de un organismo, desde el inicio hasta su muerte. La célula madre por

excelencia es el óvulo fecundado o zigoto. Es totipotente y a partir de ella se desarrollan 

todas las células que darán lugar al organismo, tanto las células somáticas como las

germinales, e incluidas las células extraembrionarias que formarán la placenta. 

A medida que el embrión va desarrollándose, las células madre van

dividiéndose, migrando y diferenciándose en todos los tipos celulares que formarán los

distintos  órganos.   Esto  lo  harán  siguiendo  una  compleja  secuencia  de  expresiones
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Figura 1. Propiedades de auto-renovación y potencialidad de los diferentes
tipos de células madre que podemos encontrar en el proceso de desarrollo, desde un
zigoto hasta la formación del tejido nervioso maduro. A medida que se avanza en el
desarrollo se van restringiendo estas propiedades y disminuye el número de células que 
las conservan. Modificado de Gage 2000. 
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génicas orquestada por precisos programas genéticos y regulados por la información de

las células vecinas, en un patrón espacio-temporal muy definido. En este proceso las

células van especializándose cada vez más y su potencialidad va reduciéndose, desde la

pluripotencialidad a la multipotencialidad y así hasta la unipotencialidad (Figura 1). En 

primer lugar, por ejemplo,  las células madre son confinadas a una de las tres capas

germinales del embrión: endodermo, mesodermo o ectodermo. A partir de aquí irán

especificándose a un sistema, órgano o tejido determinado, hasta llegar a su fenotipo,

posición, morfología y función final.

Es importante tener en cuenta que la propia definición de célula madre o su

clasificación en subtipos es puramente funcional y no morfológica. Atiende a

propiedades observadas experimentalmente y baja condiciones muy particulares. Estas

propiedades pueden ser diferentes dependiendo de si consideramos a la célula en su

entorno natural in vivo, o si está siendo cultivada in vitro, o si ha sido transplantada otra 

vez in vivo en emplazamientos homotópicos o ectópicos. Uno de los principales

problemas en la investigación en células madre, tanto sobre sus orígenes, localizaciones 

y propiedades biológicas, como sobre su manipulación para el desarrollo de terapias, es

la falta de marcadores específicos que nos indiquen inequívocamente si una célula es

una célula madre o qué tipo de célula madre es. 

1.2.-  TIPOS Y ORÍGENES.

A lo largo de todo el proceso de desarrollo de un organismo podemos extraer

diferentes tipos de células madre que podemos cultivar in vitro. Dependiendo de su

origen, obtendremos unas células con diferentes propiedades. Como regla general

podemos establecer que cuanto más primitiva sea la fuente de células madre más

potencialidad en cuanto a proliferación y diferenciación tendrán esas células. Cuanto

más avanzado sea su origen, obtendremos células con capacidades más restringidas

(Gage 2000; Temple 2001).

A continuación detallamos algunos de los tipos de células madre que se están

investigando en la actualidad en cuanto a sus propiedades biológicas y su potencial

como herramientas terapéuticas para enfermedades del sistema nervioso (Figura 2).
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1.2.1.- CÉLULAS MADRE EMBRIONARIAS.

Las células madre embrionarias (ESC, del inglés Embryonic Stem Cells) son

células aisladas de la masa celular interna de un embrión pre-implantacional en el

estado inicial de blastocisto (Figura 2), cuando está formado por tan sólo 100-200

células (día 4-5 de gestación en humanos o día 4 en ratones). Son células

pluripotenciales, con capacidad de generar todos los tipos celulares de un organismo,

incluidas las células germinales, aunque no pueden dar lugar a las células de la placenta. 

Las ESC de ratón fueron aisladas y cultivadas por primera vez en 1981 (Evans y

Kaufman 1981; Martin 1981). Desde entonces y sobretodo a partir del aislamiento de

las ESC humanas en 1998 (Thomson et al., 1998), este tipo de células ha sido

intensamente investigado  para conocer  sus propiedades biológicas  y  su potencial para 

Figura 2. Tipos de células madre según su origen. Células madre con diferentes 
propiedades han sido extraídas de diferentes orígenes, cultivadas y analizadas para su
potencial neurogénico. Modificado de Donovan y Gearhart 2001. 
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el desarrollo de terapias celulares. Han demostrado una gran capacidad de proliferación

y auto-renovación in vitro. Esto las hace especialmente interesantes para obtener

grandes cantidades de células útiles para transplantar. Por el contrario, también

presentan un elevado riesgo de formación de teratomas si son transplantadas en estado

proliferativo, lo que obliga a una máxima cautela antes de ser utilizadas en ensayos de

terapia celular para pacientes (Bjorklund et al., 2002; Olsson et al., 1997).

Las ESC pueden cultivarse indefinidamente sobre una capa de células soporte o

bien en flotación, en forma de cuerpos embrioides. Presentan un cariotipo normal que

parece ser estable a lo largo del cultivo o después de manipulaciones, aunque

recientemente se han descrito la aparición de ciertas anomalías (Draper et al., 2004). Se 

ha demostrado su gran potencial de diferenciación hacia todos los fenotipos posibles,

tanto in vitro como en transplantes ectópicos o en estudios de animales quiméricos

(Donovan y Gearhart 2001; Lovell-Badge 2001).

Debido a que las definiciones y clasificaciones de las células madre se basan

todavía en pruebas funcionales, hay muchas características de las ESC humanas que no

conocemos en detalle. Para determinar la potencialidad de unas células se utilizan tres

tipos de experimentos: la diferenciación espontánea o inducida en cultivo, el implante

en ratones inmunodeficientes para observar la aparición de tumores, o bien la inyección 

de las células en blastocistos que se dejan desarrollar hasta la formación de organismos

quiméricos. No podemos asegurar categóricamente, por ejemplo, que las ESC humanas

posean el mismo potencial que las ESC murinas y que implantadas en un embrión

huésped sean capaces de generar todos los tejidos de un organismo adulto, incluidos los 

gametos, puesto que este experimento, por razones obvias, no se ha llevado a cabo. 

1.2.2.- CÉLULAS EMBRIONARIAS GERMINALES.

Las células madre embrionarias germinales (EGC, del inglés Embryonic Germ

Cells) son células provinentes de embriones más desarrollados. Se aíslan de los

precursores germinales extraídos de los primordios de las gónadas de un embrión post-

implantacional  (de 5-10 semanas de vida en humanos; Figura 2). Estas son las células

que darán lugar, en el adulto, a los gametos.  Son pluripotenciales, por lo que pueden

generar todos los tipos de células, tanto somáticas como germinales, pero no
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extraembrionarias. Se han extraído EGC humanas de fetos abortados y han sido

cultivadas in vitro (Shamblott et al., 1998). Presentan, al igual que las ESC, una gran

capacidad de proliferación y de diferenciación, aunque sus propiedades son algo

diferentes. A diferencia de las ESC, no son capaces de desarrollar teratomas después de 

su implante en ratones adultos inmunodeprimidos (Shamblott et al., 1998).

Muy recientemente se ha demostrado que es posible extraer células madre

pluripotenciales parecidas a las EGC, incluso de las gónadas de ratones recién nacidos

(Kanatsu-Shinohara et al., 2004).

1.2.3.- CÉLULAS EMBRIONARIAS DE CARCINOMA.

Las células madre embrionarias de carcinoma (ECC, del inglés Embryonic

Carcinoma Cells) son células que provienen de teratocarcinomas (Figura 2), tumores

complejos derivados de las gónadas adultas con mezclas de células indiferenciadas y

diferenciadas hacia cualquier tipo celular. Proceden del mismo tipo de células madre

que las EGC, los precursores de las células germinales, pero en el estadio adulto

(Kleinsmith y Pierce1964; Skakkebaek et al., 1987; Stevens 1967a). Son células

pluripotenciales. En cultivo se dividen indefinidamente y pueden diferenciarse hacia

todos los tipos de células somáticas de las tres capas embrionarias, pero no pueden

generar células germinales (Kleinsmith y Pierce 1964; Martin y Evans 1974; Stevens

1967b).

La propia biología de las células madre pluripotenciales empieza con los trabajos 

de Leroy Stevens (Stevens 1967a; Stevens 1967b) sobre células derivadas de estos

tumores en ratón. Hacia mediados de la década de los 70s se propuso que células

pluripotenciales como las ECC humanas podían servir para generar todo tipo de células, 

y desarrollar de este modo terapias de sustitución celular en enfermedades donde una

población concreta de células haya desaparecido. Sin embargo, su cariotipo anormal y

su procedencia tumoral instigaron a los investigadores a la búsqueda de otras fuentes de 

células pluripotenciales.
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1.2.4.- CÉLULAS MADRE DE ORIGEN FETAL Y ADULTO.

Es posible aislar células que cumplan las dos condiciones básicas que las definen 

como células madre tanto de fetos en desarrollo como de un organismo adulto.

Normalmente son consideradas como multipotenciales: pueden dar lugar solamente a

todos los tipos celulares presentes en el propio tejido al que pertenecen. Se cree que

estas células generan los llamados precursores o progenitores, que son a su vez, mucho

más restringidos. Estos progenitores pueden dividirse, aunque no indefinidamente, y su

potencial se limita ya a unos pocos tipos de célula maduras y especializadas (Temple

2001).

Un ejemplo de este tipo de células multipotenciales son las células madre

neurales (NSC, del inglés Neural Stem Cells). Las NSC pueden aislarse del cerebro en

desarrollo o en el adulto (Figura 2), u obtenerse a partir de ESC. Pueden ser expandidas 

en cultivo y son capaces de diferenciarse en los tres subtipos de células neurales:

neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Gage 2000; Temple 2001).

1.2.4.1.- Plasticidad de las células madre adultas.

Las células madre de origen adulto son células indiferenciadas aisladas de

órganos o sistemas completamente desarrollados en el estadio adulto. Aunque se

encuentran en muy pocas cantidades, se ha demostrado la presencia de células madre

adultas en muchos tejidos: médula ósea, sangre periférica, músculo esquelético, hígado, 

páncreas, epitelio de la piel y del intestino, pulpa dental, córnea y retina del ojo, y en el

sistema nervioso central, incluyendo el cerebro y la médula espinal. En muchos de ellos 

realizan una imprescindible tarea de auto-renovación y mantenimiento de la

homeostasis tisular. Las células madre adultas de las que disponemos de más

conocimientos son las células del sistema hematopoyético de la médula ósea, capaces de 

regenerar completamente todas las células sanguíneas y del sistema inmunitario. 

Las células madre adultas, sin embargo, son muy difíciles de aislar y obtener en

grandes cantidades. Su capacidad de proliferación in vitro es mucho más reducida que la 

de las ESC o EGC. De hecho, en numerosos estudios sobre las propiedades de

diferenciación de las NSC o los progenitores neuronales se ha seguido la estrategia de
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inmortalizar estas células mediante la inserción de oncogenes, para conservar la

capacidad de auto-renovación en estado indiferenciado, y estudiar de esta manera su

potencial tanto in vitro como después del transplante (ver capítulo 3.3.1) (Martinez-

Serrano y Bjorklund 1997).

El potencial de diferenciación de las células madre adultas es también más

limitado que el de las ESC o EGC (Temple 2001). Sin embargo, actualmente, nuevos

experimentos están haciendo reconsiderar el concepto de la plasticidad de las células

madre adultas, puesto que, bajo ciertas condiciones in vitro, estas células están

demostrando una potencialidad mucho más elevada de lo que se creía hasta ahora. Se ha 

comprobado que, tanto in vitro como en transplantes in vivo, podrían generar tipos

celulares de otros órganos totalmente distintos de los de su origen, incluso de capas

germinativas diferentes a la original. Células madre de la médula ósea, de origen

mesodérmico, han sido diferenciadas a tejido neural, cuyo origen es ectodérmico

(Brazelton et al., 2000; Mezey et al., 2000). Por otro lado, NSC obtenidas del cerebro

adulto han generado células hematopoyéticas (Bjornson et al., 1999) o incluso muchos

otros tipos celulares en un embrión quimérico (Clarke et al., 2000). En varios estudios

se demuestra como, después de transplantadas, estas células son capaces de integrarse

en el huésped y asumir fenotipos maduros (Brazelton et al., 2000; Ferrari et al., 1998;

Kocher et al., 2001; Mezey et al., 2000; Orlic et al., 2001).

Algunas de estas observaciones, sin embargo, podrían deberse a fenómenos de

fusión celular en vez de transdiferenciación (Alvarez-Dolado et al., 2003; Weimann et

al., 2003). Hay un importante debate, en la actualidad, sobre si lo que se observa en

estos experimentos son fenómenos de transdiferenciación, desdiferenciación,

reprogramación génica, fusión celular o varios de ellos a la vez (Wurmser y Gage 2002; 

Ying et al., 2002). Hasta el presente momento, sin embargo, no se ha podido demostrar

que una sola célula madre adulta sea capaz de generar todos los tipos celulares de un

organismo adulto, tal y como lo hacen las ESC y EGC. Tampoco sabemos si esta

sorprendente plasticidad se da realmente in vivo de forma natural o si sólo son

fenómenos observables en condiciones de cultivo. De todas formas, aunque sólo se dé

ex vivo, esta sorprendente plasticidad puede ser aprovechada para el desarrollo de

terapias celulares basadas en células madre adultas. 
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1.3.- NEUROGENESIS EN EL CEREBRO ADULTO.

En 1962 Joseph Altman publicó un artículo titulado "¿Se forman nuevas

neuronas en los cerebros de los mamíferos adultos?" (Altman 1962). Fue el primero en

desafiar el dogma establecido en la neurología de que en el cerebro de un mamífero

adulto no podían nacer nuevas neuronas, únicamente podían morir. La teoría establecía

que el cerebro debía ser anatómicamente estable para que  recuerdos y pensamientos

pudieran conservarse durante toda la vida. Ahora tenemos evidencias de que esto no es

así. En todas las especies de mamíferos estudiados: rata, ratón, primates, entre ellos el

ser humano, se ha confirmado la génesis de nuevas neuronas en el cerebro adulto.

(Cameron y McKay 1998; Eriksson et al., 1998).

Los resultados de Altman, sin embargo, no fueron tenidos en cuenta hasta

mediados de los años 80 cuando Fernando Nottebohm volvió a sacudir el campo con

resultados espectaculares en canarios adultos. Descubrió que la neurogénesis y el

reemplazo neuronal tenían lugar en los núcleos cerebrales responsables del aprendizaje

del canto, y que el proceso se aceleraba en las estaciones en la que los pájaros adultos

aprendían los cantos (Nottebohm 2002).

Estos trabajos hicieron retomar la posibilidad de la capacidad regenerativa del

cerebro humano adulto. Pero no fue hasta la década de 90s cuando, con las nuevas

técnicas de biología celular y molecular, empezaron a producirse evidencias

incuestionables de neurogénesis en el cerebro de primates adultos (Gould et al., 1997;

Gould et al., 1998). En 1992, se consiguieron aislar del cerebro de ratones adultos unas

células indiferenciadas que, en cultivo, daban lugar a neuronas (Lois y Alvarez-Buylla

1993; Reynolds y Weiss 1992). En 1998, Peter Eriksson y colaboradores demostraron

que también en el cerebro humano adulto existía el fenómeno de génesis de nuevas

neuronas. En muestras postmortem de la formación hipocámpica de cinco enfermos de

cáncer, a los que se le había inyectado el marcador mitótico bromo-desoxiuridina

(BrdU), detectaron células que habían incorporado esta molécula, que por tanto se

habían dividido, y que sin lugar a dudas, eran nuevas neuronas. Calcularon que

aproximadamente en el giro dentado humano podrían nacer unas 500 neuronas nuevas

cada día (Eriksson et al., 1998).
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Figura 3. Zonas neurogénicas en el cerebro de ratón adulto. (A) La zona
subventricular (SVZ) adyacente a los ventrículos laterales (LV) contiene células madre
neurales GFAP-positivas (células B, en azul) que mantienen el contacto con la lámina
basal (BL) de los vasos sanguíneos (BV). Estas células generan unas células
transitorias de alta tasa de división (células C, en verde) que, a su vez, son las que
generan los neuroblastos (célula A, en rojo) que migran hacia el bulbo olfatorio.
(B) La zona subgranular (SGZ) del Giro Dentado (DG) del Hipocampo (HP) acoge
otra población de células madre neurales (células As, en azul). Estas células, también
en contacto con la lámina basal (BL) de los vasos sanguíneos (BV), dan lugar a
progenitores neuronales (células D, en naranja) que maduran para convertirse en
neuronas granulares (células G, en rojo). Tomado de Alvarez-Buylla y Lim, 2004.

Son dos las regiones del sistema nervioso central de mamíferos adultos donde se 

acepta la existencia de neurogénesis y reemplazo neuronal (Figura 3). Una es la capa

subgranular del giro dentado del hipocampo, donde se generan nuevas neuronas

granulares que se integran funcionalmente en los circuitos. La otra es la zona

subventricular (SVZ) adyacente a los ventrículos laterales, en la que se generan

precursores neuronales que migran hacia el bulbo olfativo, donde darán lugar a nuevas
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interneuronas (Alvarez-Buylla et al., 2002; Doetsch et al., 1997). De estas dos regiones

se pueden aislar células, que son expandidas in vitro y diferenciadas a los tres linajes

neurales (Gritti et al., 1996; Morshead et al., 1994; Palmer et al., 1997; Vescovi et al.,

1993). Hay también datos que apuntan a la existencia de neurogénesis en la medula

espinal (Weiss et al., 1996), la corteza cerebral (Gould et al., 1999), o incluso otras

zonas como la sustancia negra (Lie et al., 2002; Zhao et al., 2003), aunque los

resultados son aún muy controvertidos (Frielingsdorf et al., 2004; Kornack y Rakic

2001).

La existencia de la neurogénesis no cambia del todo nuestra concepción del

cerebro, pero sí el fenómeno del reemplazo neuronal (Nottebohm 2002). De los

resultados de Nottebohm en pájaros se desprende que podrían tener una gran

importancia en procesos de memoria y aprendizaje, donde un completo reciclaje celular 

ofrecería ventajas sobre la simple plasticidad sináptica (Nottebohm 2002). En los

mamíferos adultos, sin embargo, el antiguo dogma no es del todo incierto: el fenómeno

de la neurogénesis ocurre pero está considerablemente restringido. Aunque se ha

observado cierta relación con la memoria (Shors et al., 2001) aún no está clara su

importancia para los procesos de aprendizaje o para la auto-reparación. A pesar de ello, 

sabemos ahora que el cerebro adulto tiene una plasticidad que antes no sospechábamos, 

lo que abre nuevas posibilidades para la reparación del cerebro frente a lesiones o

enfermedades neurodegenerativas.
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2.- TERAPIAS CELULARES BASADAS EN CÉLULAS MADRE PARA
ENFERMEDADES NEUROLÓGICAS

Actualmente ya se han llevado a cabo diversos ensayos clínicos de terapia

celular para enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson

(Hagell et al., 2002; Lindvall y Hagell 2000; Piccini 2002; Polgar et al., 2003) o la corea

de Huntington (Bachoud-Levi et al., 2000a; Bachoud-Levi et al., 2000b; Bjorklund y

Lindvall 2000; Freeman et al., 2000; Hauser et al., 2002; Philpott et al., 1997; Rosser et 

al., 2002; Watts y Dunnett 2000). Lo que se ha transplantado en estos casos es tejido

procedente de fetos humanos. El origen fetal de las células comporta, además de las

consideraciones éticas, varios problemas técnicos, como son su escasa disponibilidad y

viabilidad, su alta heterogeneidad, y la incapacidad para expandir o conservar las células 

de estos tejidos. Dado el enorme potencial de proliferación y diferenciación que tienen

las células madre y la posibilidad de aislarlas y manipularlas in vitro, se han propuesto

numerosas estrategias de terapia celular basadas en el uso de estas células. Estas

estrategias se pueden clasificar básicamente en dos tipos: terapias de sustitución celular

o terapias de neuroprotección. También es posible intentar promover la propia

capacidad regenerativa del cerebro mediante la estimulación de la neurogénesis.

2.1.- AUTO-REPARACIÓN A PARTIR DE CÉLULAS MADRE ENDÓGENAS.

Aunque los fenómenos de neurogénesis y reemplazo neuronal se dan en el

sistema nervioso adulto, son totalmente insuficientes para recuperar los daños causados

por una enfermedad neurodegenerativa o un traumatismo. Sin embargo se cree que estos

fenómenos podrían ser estimulados de alguna forma para conseguir efectos claramente

beneficiosos.

Se sabe que la proliferación, supervivencia y muerte de las NSC o progenitores

neuronales endógenos están altamente regulados (Alvarez-Buylla et al., 2002; Rossi y

Cattaneo 2002). Se ha observado como el aprendizaje, el ejercicio y la riqueza de

estímulos del entorno incrementan claramente la neurogénesis y el reemplazo neuronal

(Kempermann et al., 1997; Lie et al., 2004; Nottebohm 2002; Van Praag et al., 2000).
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El stress, por el contrario, reduce la neurogénesis (Duman et al., 1999), probablemente

por la acción negativa de los glucocorticoides (Cameron y McKay 1999).

Estrategias basadas en la estimulación de la proliferación y/o la reducción de la

muerte de los progenitores neuronales mediante la administración de moléculas

biológicamente activas podrían promover el reemplazo de las neuronas dañadas. En esta 

línea se está estudiando la acción de diversos factores, tales como el factor de

crecimiento epidérmico (EGF) (Craig et al., 1996; Teramoto et al., 2003), el factor de

crecimiento fibroblástico-2 (FGF2) (Jin et al., 2002; Kuhn et al., 1997; Wagner et al.,

1999b; Yoshimura et al., 2001), el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF)

(Benraiss et al., 2001; Chmielnicki et al., 2004; Gustafsson et al., 2003; Zigova et al.,

1998), el factor de crecimiento parecido a la insulina-1 (IGF-1) (Aberg et al., 2000),  el 

factor de crecimiento tumoral-α (TGF-α) (Fallon et al., 2000), la  eritropoyetina

(Shingo et al., 2001),  inhibidores de caspasas (Ekdahl et al., 2002) y antiinflamatorios

(Ekdahl et al., 2003; Monje et al., 2003). La administración de algunos de estos factores

incrementa la proliferación de precursores neuronales tanto en la zona subventricular

como en el giro dentado. Se ha visto como muchas de estas nuevas células adquieren

fenotipos neuronales, migran a otras zonas, como el núcleo estriado o el bulbo olfativo,

y pueden integrarse funcionalmente (Lindvall et al., 2004). Se ha postulado que los

incrementos de neurogénesis observados tras el ejercicio o el aprendizaje pueden estar

mediados, de hecho, por el incremento de estos factores tróficos (Goldman 1998; Van

Praag et al., 1999).

La neurogénesis aumenta también como consecuencia del daño o degeneración

neuronal (Figura 4). Se sabe que ciertas lesiones, como la isquemia global o parcial (Jin

et al., 2003; Parent et al., 2002; Peterson 2002) o enfermedades neurodegenerativas

como es el caso de la enfermedad de Huntington (Curtis et al., 2003) estimulan la

proliferación de precursores de la zona subventricular, que migran a la zona dañada y

adquieren un fenotipo neuronal correcto (Arvidsson et al., 2002). Sin embargo, sólo se

consiguen regenerar un porcentaje pequeñísimo (<0.2%) de las neuronas perdidas. Se

han mostrado evidencias reales de la existencia de integración específica y funcional de

nuevas neuronas en el hipocampo después de una isquemia global (Nakatomi et al.,

2002),  lo que  demuestra  que el  cerebro  adulto  realmente  conserva  la  capacidad  de 
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Figura 4. Auto-reparación neuronal a partir de células madre endógenas. (a-b)
Una lesión que elimine la mayor parte de las neuronas estriatales puede inducir la
proliferación de las células madre de la zona subventricular (SVZ) adyacente al
ventrículo lateral (LV). (c) Estas nuevas células pueden generar neuroblastos que
migrarán hacia la región lesionada. (d) Algunas de estas células se diferencian a
nuevas neuronas con características estriatales. Modificado de Lindvall et al., 2004.

regenerarse. También en regiones no neurogénicas, como el cortex, se ha observado un

reemplazo neuronal funcional, después de una muerte fotolítica de las neuronas en la

que no se causa un gran daño en la estructura global del tejido (Magavi et al., 2000).

Esta observación apoya la hipótesis de la existencia de señales gliogénicas e inhibidoras 

de la neurogénesis en la mayor parte de casos de daño cerebral, señales que podrían ser

contrarrestadas farmacológicamente si conociéramos su naturaleza exacta (Rossi y

Cattaneo 2002). Es posible que la muerte neuronal active algún programa latente de

reemplazo neuronal. Éste, aunque sea muy limitado, podría ser adecuadamente
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estimulado mediante la administración de alguno de los factores anteriormente

mencionados. Esto podría ser la base para terapias de auto-reparación a partir de las

células madre endógenas del cerebro. Sin embargo, mientras no dispongamos de más

conocimientos sobre las capacidades de auto-regeneración del sistema nervioso y

mientras no se desarrollen métodos para estimular esta capacidad, se debe considerar la 

posibilidad de utilizar fuentes exógenas de células madre.

2.2.- TERAPIAS DE NEUROPROTECCIÓN.

Las terapias de neuroprotección se basan en la administración de moléculas

biológicamente activas que impidan o retrasen la degeneración y la muerte de las

células nerviosas. En algunos casos es posible administrar sistémicamente fármacos que 

atraviesen la barrera hematoencefálica. Sin embargo, hoy se conocen factores de

naturaleza proteica con potente acción neuroprotectora, cuyo principal problema es la

vía de administración. Estas moléculas son,  principalmente, las neurotrofinas, como el

factor de crecimiento nervioso (NGF), el BDNF, la neurotrofina-3 (NT-3) o la

neurotrofina 4/5 (NT4/5); ligandos de la familia del factor neurotrófico derivado de una 

línea celular glial (GDNF), como el GDNF, la neurturina (NTRN), la persefina y la

artemina; citoquinas como el factor neurotrófico ciliar (CNTF), el TGF-α, etc. Para su

administración se están ensayando diferentes estrategias: desde la infusión directa

intracerebral de los factores en solución o la implantación de cápsulas liberadoras de

estos factores, hasta la propiamente denominada terapia génica. En la terapia génica se

pueden introducir los genes terapéuticos en el cerebro de diversas formas: mediante la

transducción vírica directamente en las células del huésped, o indirectamente mediante

el transplante de células madre que liberarán los factores a su entorno.

Se han realizado varios trabajos en los que se transplantan algún tipo de células,

como por ejemplo los fibroblastos, modificados para sobreexpresar factores

neuroprotectores (Alberch et al., 2004; Chen y Gage 1995; Grill et al., 1997) pero estas 

células no se integran en el parénquima cerebral y suelen formar tumores.

Las propiedades inherentes de las NSC o líneas de progenitores neuronales las

hacen ideales no sólo para terapias de sustitución celular sino también para ser
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utilizadas como vehículos de liberación de moléculas neuroprotectoras. Numerosos

estudios han demostrado que estas células muestran buena supervivencia y buena

integración en el cerebro adulto. Migran extensamente y, o bien  permanecen en estado

indiferenciado quiescente o bien se diferencian hacia fenotipos mayoritariamente

gliales, sin formar tumores en ningún caso (Martinez-Serrano y Bjorklund 1997; Park et 

al., 2002). Son células manipulables genéticamente, con lo que fácilmente se les puede

introducir genes terapéuticos, genes marcadores o genes suicidas (que permitiría

eliminar las células una vez transplantadas, si ello fuera necesario).

El transplante de NSC manipuladas genéticamente  se perfila, pues, como una

estrategia realista para la administración de factores neuroprotectores (Arenas 2002;

Martinez-Serrano y Bjorklund 1997) o para la restitución de proteínas defectuosas

(Snyder et al., 1995) de forma local y selectiva en la región cerebral dañada, de forma

estable o incluso regulable, y en las dosis correctas, evitando así efectos secundarios y

ectópicos.  Permiten también prescindir de la manipulación genética de las neuronas del 

huésped, a diferencia de  la transducción vírica.

Otra de las propiedades de las NSC enormemente útiles para los tratamientos

neuroprotectores y también neuroregeneradores es su capacidad de migrar

selectivamente hacia zonas del cerebro que han sido dañadas o han degenerado (Aboody

et al., 2000; Snyder et al., 1997). Dependiendo de la extensión del daño cerebral, este

tropismo permitiría una liberación de forma local o por el contrario de forma más global 

en toda la zona afectada (Park et al., 2002; Yandava et al., 1999).

Algunos ensayos de neuroprotección usando NSC ya han comprobado su

eficacia en modelos experimentales. El GDNF, la NTRN y la persefina tienen

importantes efectos neuroprotectores sobre las neuronas dopaminérgicas, y su liberación 

intraestriatal por medio de NSC modificadas para sobreexpresarlos consiguen revertir

los déficits motores en el modelo de lesión por 6-hidroxidopamina de la enfermedad de 

Parkinson (Akerud et al., 2001; Akerud et al., 2002). Del mismo modo se ha descrito el 

efecto protector del NGF y el BDNF secretados por NSC en modelos excitotóxicos de

la enfermedad de Huntington (Kordower et al., 1997; Martinez-Serrano et al., 1996) o el 

efecto de la NT-3 y otros factores tróficos en transplantes de NSC en lesiones de la

médula espinal (Lu et al., 2003).
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Una combinación de las estrategias de reemplazo celular con los de

neuroprotección ofrecería un máximo aprovechamiento de las propiedades de las células 

madre, puesto que se ha visto como muchas de ellas sintetizan y secretan una gran

variedad de factores tróficos (Cattaneo y Conti 1998; Lu et al., 2003; Mattsson et al.,

1997).

2.3.- TERAPIAS DE SUSTITUCIÓN CELULAR.

Las terapias de sustitución celular son el objetivo más común de la mayor parte

de investigación actual en células madre, si bien son, a priori, las que representan un

reto más importante. A grandes rasgos, se basan en la diferenciación del tipo adecuado

de célula madre hacia el fenotipo celular que deseemos, de una forma controlada,

homogénea y en las cantidades suficientes, para transplantarlas en la zona donde se

espera que reemplacen la función  de las neuronas desaparecidas.

Una terapia de sustitución celular se basa en los siguientes procesos (Figura 5):

1.- Obtención y aislamiento de las células madre con las propiedades celulares

adecuadas a partir de la fuente que se considere óptima. 

2.- Expansión de estas células en estado indiferenciado hasta conseguir la

cantidad suficiente que necesitemos.

3.- Diferenciación eficaz y controlada hacia el tipo de célula neural

especializada que precisemos para el tratamiento. Este proceso debe ser lo más eficaz y

homogéneo posible. Puede ser necesaria una completa especialización o simplemente

una restricción parcial de los progenitores. 

4.- Transplante de las células a la zona dañada, donde tendrán que sobrevivir,

integrarse en el tejido y desarrollar su función correctamente. Para garantizar el éxito de 

la terapia puede resultar imprescindible el establecimiento de los contactos pre- y post-

sinápticos adecuados o el envío de axones a otras regiones del sistema nervioso.
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2.3.1.- OBTENCIÓN Y MANIPULACIÓN DE  CÉLULAS MADRE.

Existen distintas fuentes de células madre con diferentes propiedades de

replicación  y diferenciación  (ver capítulo 1.2).  Los principales tipos de célula que  se 

Figura 5. Fases de un ensayo de terapia de sustitución celular en modelos
experimentales. Las células madre se pueden obtener de diferentes fuentes, se
expanden, se diferencian hacia el tipo celular adecuado y se transplantan en un animal 
adulto.
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han investigado para su posible aplicación en terapias de sustitución para enfermedades

neurodegenerativas son las ESC, las NSC tanto de tejido fetal como de origen adulto y

líneas de células inmortalizadas.

Hasta el momento han sido extraídas ESC de blastocistos de ratón, mono y

hombre (Reubinoff et al., 2000; Thomson et al., 1995; Thomson et al., 1996; Thomson

et al., 1998). Pueden ser expandidas en cultivo durante largo tiempo. ESC humanas, por 

ejemplo, han sido cultivadas durante más de 2 años duplicando su población más de 300 

veces (Odorico et al., 2001). EGC humanas, por el contrario, sólo se han cultivado hasta 

unas 70-80 duplicaciones (Shamblott et al., 2001). Poco se conoce de los factores que

mantienen las células madre en estado indiferenciado y proliferante. Normalmente las

ESC se cultivan sobre una capa de fibroblastos embrionarios murinos (MEF)

mitóticamente inactivados (Evans y Kaufman 1981; Martin 1981; Reubinoff et al.,

2000; Thomson et al., 1998) y con la presencia de suero fetal bovino (FCS). Estos

fibroblastos secretan factores solubles que inhiben la diferenciación espontánea y

mantienen las ESC en estado indiferenciado (Smith et al., 1988). Uno de estos factores

es el factor inhibidor de la leucemia (LIF) (Williams et al., 1988). Las ESC murinas, a

diferencia de las humanas, pueden ser cultivadas en presencia de LIF, que sustituye la

acción de la capa de fibroblastos (Reubinoff et al., 2000; Thomson et al., 1998; Xu et

al., 2001). Si las ESC son cultivadas en flotación forman los llamados cuerpos

embrioides, agregados clonales compuestos de mezclas de ESC indiferenciadas,

progenitores, y células diferenciadas espontáneamente hacia toda clase de fenotipos.

Las NSC pueden ser aisladas de diversas regiones del sistema nervioso central

tanto de fetos como de adultos. Son disgregadas y se cultivan sobre matrices adherentes 

o en flotación. Si son cultivadas en sustratos no adherentes, cada una de las células

madre formará un agregado clonal en flotación llamado neuroesfera. Estas neuroesferas

contienen una pequeña población de células madre multipotenciales (menor del 1%)

(Morshead et al., 2002), así como precursores neurales más restringidos, a los que

podemos llamar neuroblastos o glioblastos, y también múltiples células diferenciadas a

los tres linajes neurales maduros: neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Gage 2000).

De hecho, el propio aislamiento de las NSC, así como su definición funcional, se 

basan en la capacidad de producir neuroesferas in vitro. Esta capacidad declina

progresivamente con la edad del embrión, y del mismo modo, a medida que avanza la
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edad del adulto (Temple 2001). Algunos marcadores utilizados para reconocer las NSC

son la nestina y el musashi, aunque presentan cierto grado de inespecificidad (Gage

2000).

Las NSC pueden ser mantenidas en estado proliferante mediante la adición de

factores mitogénicos en el medio de cultivo, tales como el FGF o el EGF (Gage et al.,

1995; Reynolds y Weiss 1992). Diferentes poblaciones de NSC responden de diferente

forma a estos mitógenos (Kalyani et al., 1997; Weiss et al., 1996).

Otra fuente importante de células que ha sido muy utilizada como modelo para

estudiar las propiedades de diferenciación, tanto in vitro como después de un

transplante, son las líneas inmortalizadas de NSC o progenitores neuronales (Martinez-

Serrano y Bjorklund 1997). La inmortalización permite mantener las células en un

continuo estado  proliferativo, "congelando" su programa de desarrollo y evitando así su 

diferenciación espontánea. La forma más habitual de inmortalizar células madre o

progenitores es mediante la introducción de genes oncogénicos (Bartlett et al., 1988;

Frederiksen et al., 1988). Los dos oncogenes más usados son el v-myc y el alelo

sensible a la temperatura del antígeno T grande (LTA) del virus SV40. Otros genes

empleados han sido c-myc, neu, p53, E1A adenovírico, etc. Estas líneas inmortalizadas

gozan de diversas ventajas: (a) pueden ser expandidas en cultivo en grandes cantidades; 

(b) al ser derivadas de un único clon generan poblaciones homogéneas de células madre 

en proliferación; (c) son fácilmente manipulables para introducir genes marcadores o

genes terapéuticos; (d) en los múltiples casos estudiados, estas líneas retienen su

multipotencialidad in vitro y en muchos casos in vivo (Akerud et al., 2001; Martinez-

Serrano y Bjorklund 1997).

Algunas de las líneas inmortalizadas con las que se han llevado ensayos de

neuroregeneración o neuroprotección in vivo son las siguientes: 

� HiB5, derivada del hipocampo de rata a E16 (Renfranz et al., 1991).

� ST14A, derivada del núcleo estriado de rata a E14 (Cattaneo y Conti

1998).

� RN33B, RN46A, derivadas del rafe a E13 (White et al., 1994;

Whittemore y White 1993).
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� C17.2, derivada del cerebelo neonatal (Ryder et al., 1990; Snyder et al.,

1992).

� CSM 14.1.4, derivada del mesencéfalo ventral a E14 (Anton et al., 1994).

2.3.2.- DIFERENCIACIÓN DE CÉLULAS MADRE.

El principal reto para la futura aplicación de las terapias de sustitución celular es 

el control sobre la diferenciación de las células madre. Cada enfermedad necesita

reemplazar un tipo concreto de neurona o célula glial. Es necesario, por lo tanto, el

desarrollo de procedimientos que conduzcan  eficazmente a las células madres hacia los 

tipos específicos de neuronas o células gliales que se precisen en cada caso.

La mayor parte de datos obtenidos hasta el momento a partir de transplantes de

todos los diversos tipos de células madre nos indican una clara necesidad de una

diferenciación previa al transplante (Bjorklund y Lindvall 2000; Donovan y Gearhart

2001; Rossi y Cattaneo 2002; Temple 2001). Las NSC o líneas derivadas de NSC han

sido transplantadas en estado indiferenciado en varias regiones del cerebro. En el

cerebro en desarrollo las células transplantadas son capaces de adquirir fenotipos

neuronales específicos de la región circundante, lo que demuestra su multipotencialidad 

y su capacidad para responder a los estímulos neurogénicos (Doering y Snyder 2000;

Englund et al., 2002b; Lundberg et al., 2002; Snyder et al., 1992). Sin embargo, el

cerebro adulto no es tan permisivo a la neurogénesis y la mayor parte de las células que 

consiguen diferenciarse lo hacen hacia fenotipos gliales (Lundberg et al., 1997;

Martinez-Serrano y Bjorklund 1997; Rubio et al., 2000; Snyder et al., 1997).

¿Cómo podemos dirigir la diferenciación de las células madre in vitro? Las ESC 

siguen procesos de diferenciación espontánea cuando se las cultiva en forma de cuerpos 

embrioides, o cuando se les retiran los factores que las mantienen indiferenciadas, como 

el LIF o la capa de fibroblastos de soporte (Donovan y Gearhart 2001). La adición de

ácido retinoico (RA) las induce a adquirir fenotipos neuronales (Bain et al., 1996;

Dinsmore et al., 1996; Okada et al., 2004). También las NSC se diferencian

espontáneamente cuando se les retiran los factores mitogénicos o en la formación de las 

neuroesferas (Gage 2000). Sin embargo, lo que se pretende es una diferenciación
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controlada que genere un solo tipo celular de la forma más homogénea posible y en la

máxima cantidad. Para conseguir este objetivo se han seguido una serie de estrategias

(Figura 6).

Una de ellas es permitir una diferenciación espontánea, que suele ser altamente

heterogénea, y posteriormente aislar y purificar el tipo celular deseado. Ello se consigue 

con la detección de marcadores específicos y su selección por citometría de flujo

(FACS) (Keyoung et al., 2001).

Figura 6. Estrategias de diferenciación de células madre en cultivo hacia
fenotipos neuronales específicos. Las células madre se mantienen en estado
indiferenciado y proliferante mediante la presencia de factores mitogénicos o la
inserción de oncogenes. Con la eliminación de los mitógenos, la inactivación de los
oncogenes o su cultivo en flotación en forma de cuerpos embrioides o neuroesferas se
induce una diferenciación espontánea heterogénea. Mediante citometría (FACS) es
posible seleccionar tipos celulares específicos con marcadores selectivos.
Alternativamente, se consigue dirigir la diferenciación hacia tipos neuronales
específicos mediante manipulación genética, introduciendo genes clave para la
adquisición de determinados fenotipos. También es posible la manipulación del medio
de cultivo, añadiendo factores epigenéticos que induzcan una diferenciación
homogénea y específica. Dibujos tomados de Donovan y Gearhart 2001.
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Otra estrategia consiste en la manipulación genética de las células madre. Cada

vez se conocen más los patrones de expresión de genes del desarrollo que conducen a la 

adquisición de un determinado fenotipo. Por ejemplo, la Neurogenina (Hofstteter et al.,

2005; Sun et al., 2001), el Noggin (Lim et al., 2000), o la isoforma C de Shc (Conti et

al., 2001) inducen el fenotipo neuronal. Mediante la inserción de otro tipo de genes se

han conseguido generar tipos celulares determinados (ver capítulos 2.3.2.1, 2.3.2.2 y

3.3.1).

La estrategia más utilizada para la diferenciación controlada consiste en la

adición de factores epignéticos solubles al medio de cultivo. En este caso se intenta

imitar el patrón de estímulos externos que una célula recibe durante su desarrollo

natural, por acción de su entorno inmediato. Sabemos que, a parte del programa

genético que una célula va activando en su historia personal, el entorno en el que se

encuentra es quien decide en gran medida el futuro fenotípico de esa célula. Factores

muy importantes en el desarrollo temprano del sistema nervioso han sido utilizados para 

estos propósitos, como el RA, Sonic hedgehog (Shh), las proteínas morfogenéticas del

hueso (BMP), etc. Las células gliales juegan un papel determinante instruyendo la

posición, fenotipo y función de las neuronas a través de factores secretados (Hall et al.,

2003; Song et al., 2002; Wagner et al., 1999a). Otros factores han demostrado su efecto 

en la determinación del destino fenotípico de las neuronas: factores tróficos (BDNF,

NT-3, GDNF...), mitógenos (FGF, EGF...), citoquinas, concentración de suero, densidad 

celular, hormonas (insulina, hormona tiroidea...), concentración de oxígeno...etc

(Shihabuddin et al., 1999).

En la actualidad se están llevando a cabo extensas investigaciones sobre la

diferenciación específica de algunos tipos concretos de neuronas. La generación de

neuronas dopaminérgicas es uno de los objetivos más buscados en la investigación

actual sobre células madre, por su posible aplicación como terapia sustitutiva para la

enfermedad de Parkinson (ver capítulo 2.3.2.1). Para el tratamiento de la Esclerosis

Lateral Amiotrófica sería de gran utilidad la generación de neuronas de tipo colinérgico

(ver capítulo 2.3.2.2). Las neuronas secretoras del ácido γ-aminobutírico (GABA), por

otro lado, podrían ser utilizadas para el tratamiento de la enfermedad de Huntington u

otras patologías (ver capítulo 3.3.1).
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También se está trabajando intensamente en la generación de ciertos fenotipos

gliales, sobretodo de oligodendrocitos, para su posible uso en enfermedades

desmielinizantes como la Esclerosis Múltiple o para la remielinización de axones en

traumatismos medulares. En esta línea se ha descrito la obtención de oligodendrocitos a 

partir de ESC (Brustle et al., 1999; Liu et al., 2000), a partir de NSC (Carpenter et al.,

1999; Zhang et al., 2000), y a partir de células madre de la médula ósea (Deng et al.,

2001; Kohyama et al., 2001).

2.3.2.1.- Generación de neuronas dopaminérgicas.

Los principales síntomas de la enfermedad de Parkinson -temblores, rigidez y

hipocinesia- son causados por la degeneración y pérdida progresiva de las neuronas

dopaminérgicas nigroestriatales y mesolímbicas (Carlsson 1993). La selectividad para

este tipo celular y su localización bien definida hace de la enfermedad de Parkinson una 

de las enfermedades más adecuadas para ser tratadas mediante terapia celular.

El transplante de ESC o de líneas de NSC indiferenciadas (Bjorklund et al.,

2002; Yang et al., 2002) demuestra que puede darse cierta diferenciación dopaminérgica 

espontánea  pero ésta suele ser escasa y heterogénea. Diversas estrategias se han

seguido para conseguir una diferenciación eficaz de neuronas dopaminérgicas (Arenas

2002; Lindvall et al., 2004). ESC han sido expandidas y diferenciadas mediante la

adición de factores solubles en los medios de cultivo (factores como el bFGF, FGF8,

Shh, ácido ascórbico, AMPc, BDNF) tratando de emular el proceso de desarrollo

natural de las células dopaminérgicas in vivo (Barberi et al., 2003; Lee et al., 2000).

Cocultivos con capas de células estromales también son capaces de dirigir la

adquisición del fenotipo dopaminérgico (Barberi et al., 2003; Kawasaki et al., 2000).

Alternativamente, también se ha dirigido el proceso de diferenciación dopaminérgica de 

las ESC mediante manipulaciones genéticas, especialmente mediante la sobreexpresión

de Nurr1, un gen esencial para la formación de las neuronas dopaminérgicas en el

desarrollo del mesencéfalo ventral (Chung et al., 2002; Kim et al., 2002), o también

mediante la introducción del gen Bcl-xL (Liste et al., 2004; Shim et al., 2004).
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Las NSC han sido también dirigidas hacia el fenotipo dopaminérgico. La

inserción de Nurr1 combinado con el cocultivo con astrocitos tipo 1 del mesencéfalo

ventral es capaz de generar hasta un 80% de neuronas dopaminérgicas a partir de una

línea de precursores cerebelares (Wagner et al., 1999a). Factores solubles de la familia

de las Wnt secretados por los astrocitos participan tanto en la proliferación como en la

diferenciación de las células (Castelo-Branco et al., 2003). Precursores del mesencéfalo

ventral también son expandidos y diferenciados mediante la eliminación de mitógenos

(Studer et al., 1998) o mediante la adición de factores epigenéticos, como el FCS en

combinación con interleuquinas (IL-1, IL-11), LIF, GDNF (Carvey et al., 2001; Storch

et al., 2001), una mezcla de FGF8, GDNF y forskolin (Wang et al., 2004) o el ácido

ascórbico (Yan et al., 2001). Un protocolo interesante que incrementa el rendimiento de 

diferenciación dopaminérgica consiste en cultivar las células en una atmósfera baja en

oxígeno (Studer et al., 2000).

Células madre derivadas de un organismo adulto también son capaces de

convertirse en neuronas dopaminérgicas. Células positivas para la tirosina-hidroxilasa

han sido generadas a partir de NSC adultas de la zona subventricular, mediante la

adición de medio condicionado de cultivos gliales (Daadi y Weiss 1999). Células con

características dopaminérgicas se han obtenido también a partir de células madre

mesenquimales adultas (Jiang et al., 2002; Jiang et al., 2003; Li et al., 2001).

2.3.2.2.- Generación de neuronas colinérgicas.

Se conocen relativamente bien las moléculas señalizadoras, los factores de

transcripción y la cascada de genes que se activan en el proceso de diferenciación de

una motoneurona colinérgica. Están implicados genes como: Shh, Mnr2, Lim3, Isl1,

Isl2 y, sobretodo, Hb9, esencial para el paso final y el mantenimiento del fenotipo

colinérgico (Arber et al., 1999; Jessell 2000; Wichterle et al., 2002). Se sabe que en el

desarrollo los axones de estas motoneuronas son guiadas hasta sus dianas por Hox-C,

cuya expresión está regulada por ciertos factores de crecimiento y por retinoides (Liu et 

al., 2001).
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Se han generado motoneuronas colinérgicas a partir cuerpos embrionarios

formados de ESC de ratón (Chiba et al., 2003; Renoncourt et al., 1998) diferenciándolas 

con RA y Shh (Wichterle et al., 2002) o bien seleccionando progenitores neurales que

expresen E-NCAM,  expandiéndolos posteriormente y diferenciándolos con RA, BMP-

2 y BMP-4 (Mujtaba et al., 1999). EGC humanas, transplantadas en el fluido de la

medula espinal de rata pueden migrar y generar, aunque en muy pequeñas cantidades,

motoneuronas colinérgicas (Kerr et al., 2003). De un modo similar, se han aislado

células madre multipotentes de la medula espinal fetal de roedores y se han expandido y

diferenciado a neuronas colinérgicas (Kalyani et al., 1998; Mayer-Proschel et al., 1997).

También se han generado estas neuronas a partir de líneas fetales humanas derivadas de 

la médula espinal (Li et al., 2000) o del cortex (Wu et al., 2002).

2.3.3.- TRANSPLANTE E INTEGRACIÓN FUNCIONAL.

El último paso de una terapia de sustitución celular es el transplante de las

células manipuladas in vitro directamente en la zona donde se espera que realicen su

acción terapéutica. Para garantizar el éxito de la terapia hay que asegurar, en primer

lugar, la supervivencia de las células implantadas. En los transplantes de tejido fetal es

común una supervivencia del 5-10% del número total de células transplantadas (Arenas

2002; Brundin et al., 2000). En segundo lugar, es necesario asegurar la conservación del 

fenotipo adoptado previamente in vitro. Las neuronas deben conservar las

características que las hacen terapéuticamente útiles, en especial, la secreción del

neurotransmisor adecuado, ya sea dopamina, GABA, acetilcolina, glutamato, etc.

Dependiendo del tipo de lesión o neurodegeneración que pretendamos revertir,

los requerimientos después del transplante pueden ser aún más complicados (Bjorklund

y Lindvall 2000; Rossi y Cattaneo 2002). En algunos casos será suficiente que las

células transplantadas conserven el fenotipo adecuado. En enfermedades

desmielinizantes, por ejemplo, será necesario que la célula transplantada mantenga su

identidad oligodendroglial y que efectúe las interacciones adecuadas con los axones de

su inmediata vecindad. En el caso de la enfermedad de Parkinson  puede ser suficiente

un transplante ectópico de células dopaminérgicas en el núcleo estriado, donde

secretarían dopamina de forma local y tónica. En otros casos, sin embargo, donde existe 
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una degeneración selectiva de uno de los componentes de un circuito neural, como

ocurre en  la Esclerosis Lateral Amiotrófica, en la enfermedad de Huntington o las

ataxias cerebelares, las células deberán no sólo mantener su fenotipo sino, además,

restablecer las conexiones post- y pre-sinápticas con las dianas correctas que conforman 

el circuito. Cuando, en último término, lo que tenemos es una degeneración global de

una zona entera del cerebro, como es el caso de los traumatismos o isquemias

cerebrales, la reconstrucción deberá ser más completa: será necesario la generación de

múltiples tipos neuronales y gliales, y la reconstrucción de múltiples circuitos locales o 

de larga distancia (Rossi y Cattaneo 2002).
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  3.- TERAPIA CELULAR PARA LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

3.1.- ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

3.1.1.-PATOLOGÍA. GENÉTICA.

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad neurodegenerativa

hereditaria caracterizada por disfunciones motoras y cognitivas (Martin y Gusella 1986; 

Ross 2002). Tiene una prevalencia de 5-10 afectados por cada 100 000 personas, sin

distinción de sexo, raza u origen (Harper 1992). Presenta una herencia autosómica

dominante y está causada por una mutación en el gen IT15, localizado en el brazo corto 

del cromosoma 4 (The Huntington's Disease Collaborative Research Group 1993). Este

gen, que codifica para una proteína de 350 kDa llamada huntingtina, tiene una cadena

polimórfica de repeticiones del trinucleótido CAG en el exón 1. Cuando se sobrepasan

las 35 repeticiones, la proteína adquiere sus propiedades tóxicas y aparecen

irremediablemente los síntomas de la enfermedad (McMurray 2001). Estos síntomas

son principalmente de carácter motor, con una progresiva pérdida del control de los

movimientos tanto voluntarios como involuntarios. Aparecen movimientos

incontrolados, rápidos, de carácter coreico (del griego chorea, danza) del tronco y las

extremidades corporales. Son comunes también las disfunciones emocionales, cambios

de personalidad y un progresivo deterioro intelectual. Esta enfermedad suele aparecer

entre los 35 y los 50 años de edad y empeora progresivamente hasta la muerte de los

pacientes, unos 15-20 años después. Existen también casos de aparición juvenil, mucho

más severos y rápidos. De hecho, hay una correlación inversa entre el número de

tripletes CAG y la edad de aparición de la enfermedad (Persichetti et al., 1995): a mayor 

número de tripletes, antes aparecen y más severos son los síntomas de la enfermedad. 

 La EH se caracteriza neuropatológicamente por la desaparición de las neuronas

del núcleo estriado (núcleos Caudado y Putamen). Concretamente hay una muerte

selectiva de las neuronas GABAérgicas de proyección de tamaño medio, que

constituyen el 95% del total de neuronas de este núcleo (Vonsattel y DiFiglia 1998).

Estas neuronas se dividen en dos subpoblaciones. En primer lugar, las que proyectan a

la substantia nigra pars reticulata y al segmento interno del globus pallidus,
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identificables por la expresión de sustancia P y dinorfina, y que constituyen la llamada

vía directa de los ganglios basales. En segundo lugar, las que proyectan al segmento

externo del globus pallidus, identificables por la expresión de encefalina, y que

conforman la vía indirecta de los ganglios basales. Tanto la vía directa como la indirecta 

son fundamentales en los circuitos que conectan la corteza con los ganglios basales y

que, a través del tálamo, vuelven a la corteza cerebral (Gerfen 1992; Graybiel 2000). En 

la EH se observa una degeneración inicial de las neuronas encefalinérgicas, lo que

explicaría los primeros síntomas hipercinéticos, seguido de una degeneración más

general en las dos poblaciones estriatales, que correlaciona con la aparición de las

acinesias (Reiner et al., 1988; Richfield et al., 1995). Las interneuronas estriatales, por

el contrario, no resultan estar afectadas. Paralelamente al deterioro estriatal tiene lugar

una disfunción de las neuronas corticales, disfunción que no sabemos hoy en día si es

causa o consecuencia de la muerte neuronal en el núcleo estriado (Laforet et al., 2001;

MacDonald y Halliday 2002). A medida que avanza la enfermedad tiene lugar la muerte 

de esas neuronas corticales, sobretodo en las capas III, V y VI de la corteza motora y

asociativa (MacDonald y Halliday 2002). En estadios avanzados,  la neurodegeneración 

se extiende al globus pallidus, núcleo subtalámico y otras estructuras (Rubinsztein

2002).

3.1.2.-MECANISMOS MOLECULARES. HIPÓTESIS.

La mutación en la huntingtina es el punto de origen de una cascada de eventos

que conducen a la degeneración y muerte de estas poblaciones neuronales. Sin embargo, 

los mecanismos moleculares que conducen a la muerte selectiva de las neuronas

estriatales son aún desconocidos.  La huntingtina se encuentra de forma ubicua en todas 

las neuronas del cerebro y en otros tejidos no neuronales, y su expresión no correlaciona 

especialmente con el patrón de degeneración neuronal (Fusco et al., 1999).

La función exacta de la huntingtina también es desconocida. Es una proteína

citoplasmática que interacciona con proteínas asociadas a vesículas y al citoesqueleto, lo 

que sugiere una función de transporte intracelular, axonal o bien en reciclaje de

membranas (Gusella y MacDonald 1998). También se han descrito propiedades

antiapoptóticas (Gervais et al., 2002; Rigamonti et al., 2000) y de interacción con
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factores de transcripción (Petersen et al., 1999; Reddy et al., 1999). Además, su función 

durante el desarrollo debe ser importante puesto que los ratones en los que se han

eliminado los dos alelos del gen de la huntingtina mueren en estado embrionario

temprano (Duyao et al., 1995; Nasir et al., 1995).

Existen varias hipótesis sobre las razones de esta degeneración y de su

selectividad. La mayor parte de evidencias apuntan a la acción tóxica de la huntingtina,

es decir a una ganancia de función, como responsable de la patología, por bien que

estudios recientes indican que también una pérdida de la función natural de la proteína

podría ser causante de las disfunciones (Cattaneo et al., 2001). Hace años que se baraja

la hipótesis de la muerte de las neuronas estriatales por excitotoxicidad causada por el

glutamato cortical. La lesión excitotóxica del núcleo estriado mimetiza muchas de las

características neuropatológicas de la EH (DiFiglia 1990) y además se ha visto en

modelos transgénicos una hipersensibilidad a la sobreactivación de los receptores

NMDA (Zeron et al., 2002).

Otra hipótesis que se tiene en cuenta es la disfunción del metabolismo

energético. Las neuronas estriatales son especialmente sensibles a las toxinas de acción

mitocondrial (Brouillet et al., 1999) y en pacientes de la EH se han detectado

alteraciones del metabolismo energético (Beal 1995).

La tercera hipótesis implica una pérdida del aporte trófico de las células

estriatales. Se ha observado una disminución de la expresión de BDNF en la corteza

cerebral de pacientes de la EH (Ferrer et al., 2000; Zuccato et al., 2001) por acción de la 

huntingtina mutada. La huntingtina mutada también parece ser responsable de

alteraciones del transporte axonal (Gauthier et al., 2004) con lo que el aporte de BDNF

de la corteza al núcleo estriado podría quedar reducido. Una reducción de la expresión

de BDNF, asimismo, empeora los síntomas de modelos de la EH e induce una

neurodegeneración estriatal más severa y más selectiva (Canals et al., 2004; Pineda et

al., 2005)

Probablemente las causas de la EH se encuentren en una conjunción de estos tres 

fenómenos, y de otras interacciones de acción tóxica que la huntingtina mutada ejerce

sobre sistemas de trascripción o señalización (Alberch et al., 2004; Cha 2000).
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3.1.3.- MODELOS EXPERIMENTALES DE LA ENFERMEDAD DE

HUNTINGTON.

La investigación sobre la EH dispone de buenos modelos animales que simulan

en gran medida los procesos que tienen lugar en la patología humana. Estos modelos

han sido de gran ayuda para la elucidación de mecanismos moleculares de la muerte

neuronal en general y están siendo utilizados para la búsqueda de terapias efectivas para 

esta enfermedad. 

Desde los años 70 se han utilizado modelos de la EH basados en dos fenómenos 

relacionados con su patología: la excitotoxicidad y la disfunción del metabolismo

energético.

El modelo excitotóxico de la EH consiste en la inyección intraestriatal de

agonistas de los receptores NMDA, como el ácido quinolínico (QA) (Beal et al., 1986;

Beal et al., 1991; Hantraye et al., 1990), o agonistas de los receptores AMPA/Kainato,

como el ácido kaínico (Coyle y Schwarcz 1976; McGeer y McGeer 1976). Estas

moléculas sobreactivan los receptores del glutamato induciendo una entrada masiva de

sodio y calcio, que acaba produciendo la muerte neuronal por apoptosis o necrosis. Con 

las dosis adecuadas de estas excitotoxinas, este modelo reproduce el patrón de muerte

observada en la EH (Alberch et al., 2002), es decir, las neuronas GABAérgicas de

proyección son mayoritariamente eliminadas, sin afectar las interneuronas y la

inervación dopaminérgica.

La administración sistémica del ácido 3-nitropropiónico (3-NPA) también

mimetiza muchos de los parámetros descritos en la EH. El 3-NPA es un inhibidor de la 

succinato deshidrogenasa que bloquea la producción energética mitocondrial.  Su

administración crónica produce disfunciones motoras y lesiones selectivas del núcleo

estriado que se asemejan a las de la EH (Borlongan et al., 1995; Brouillet et al., 1999;

Guyot et al., 1997).

Desde el descubrimiento del gen responsable de la EH en 1993, se han

desarrollado numerosos animales transgénicos que reproducen con más precisión la

progresiva neurodegeneración observada en la EH. Existen ratones transgénicos en los

que se les ha insertado el exon 1 del gen de la huntingtina con 115 (ratón R6/1) o 145
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repeticiones de CAGs (ratón R6/2, el más estudiado hasta el momento) (Mangiarini et

al., 1996), ratones que expresan el gen entero de la huntingtina humana mutada incluido 

su promotor (ratón YAC72) (Hodgson et al., 1999), o con otros promotores (ratón

HD89) (Reddy et al., 1998). También se han desarrollado ratones "knock in", en los que 

el gen mutado ha sido insertado en el propio locus del gen de la huntingtina,

sustituyéndolo (Lin et al., 2001; Wheeler et al., 2000). Un modelo interesante es la línea 

HD94 condicional, donde el transgen se expresa sólo en el telencéfalo y puede ser

inactivado en cualquier momento por medio de un sistema regulado por tetraciclina

(Yamamoto et al., 2000).

3.2.-TERAPIA DE NEUROPROTECCIÓN PARA LA ENFERMEDAD DE

HUNTINGTON.

Los estudios realizados en los modelos de la EH por inyección de toxinas han

permitido conocer el patrón de requerimientos tróficos de las neuronas estriatales

(Alberch et al., 2004). La familia de las neurotrofinas, la del GDNF, y el CNTF han

demostrado poseer una potente actividad neuroprotectora en esa población neuronal. El

principal problema para la implementación de terapias basadas en estos factores tróficos 

es la vía de administración. Tanto las pruebas en modelos animales como los propios

ensayos clínicos apuntan a la necesidad de una administración de forma estable,

prolongada en el tiempo, extendida en toda la región afectada y en las dosis adecuadas

(Thoenen y Sendtner 2002). La terapia génica basada en vectores virales o el transplante 

de células secretoras de estos factores se erigen como las estrategias más prometedoras

para la consecución de estos fines. 

En una primera aproximación de terapia celular se han llevado a cabo varios

estudios en los que la implantación de fibroblastos modificados para la sobreexpresión

de  estos factores ha demostrado su eficacia en los modelos excitotóxicos de la EH. La

administración por esta vía de NGF (Frim et al., 1993; Schumacher et al., 1991), BDNF, 

NT-3 y NT4/5 (Gratacos et al., 2001; Perez-Navarro et al., 1999a; Perez-Navarro et al., 

2000b), y también de GDNF y NTRN (Marco et al., 2002; Perez-Navarro et al., 1999b; 

Perez-Navarro et al., 2000b; Perez-Navarro et al., 2000a) consiguen revertir el daño

neuronal causado por la inyección de las excitotoxinas. 
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Otra aproximación estudiada ha sido la encapsulación de estos fibroblastos

dentro de membranas permeables. Con este método se ha comprobado la eficacia

neuroprotectora del CNTF sobre las neuronas estriatales GABAérgicas en una gran

variedad de modelos de la EH. En los modelos excitotóxicos en rata, el CNTF es capaz 

de revertir déficits  motores y cognitivos (Emerich et al., 1996; Emerich et al., 1997a;

Emerich et al., 1997b). Los ensayos en modelos de primates no-humanos, tanto por

inyección de excitotoxinas como por la administración de 3-NP,  también han

confirmado la eficacia de esta estrategia (Emerich et al., 1997a; Emerich et al., 1997b;

Kordower et al., 1999; Mittoux et al., 2000). Estos resultados han permitido el inicio de 

ensayos clínicos en pacientes de EH, donde se está evaluando actualmente el implante

de estas cápsulas con fibroblastos secretores de CNTF (Bachoud-Levi et al., 2000b).

Los fibroblastos, sin embargo, no son una buena herramienta para una terapia

celular eficaz, puesto que no se integran adecuadamente en el tejido y no dejan de

proliferar, produciendo tumores en el cerebro. Las NSC o líneas de progenitores

neuronales prometen convertirse en excelentes vehículos de administración de estos

factores (ver capítulo 2.2). Los primeros ensayos con estas células han consistido en el

transplante de líneas de NSC modificadas genéticamente para la secreción de NGF

(Kordower et al., 1997; Martinez-Serrano et al., 1996) o de BDNF (Martinez-Serrano y

Bjorklund 1996) en modelos excitotóxicos de la EH, donde demuestran su potencial

neuroprotector sobre las neuronas estriatales. Debido a su reciente implicación en la

propia patogénesis de la EH, y su potente acción sobre las neuronas estriatales y

corticales, el BDNF se perfila como uno de los factores clave para el desarrollo de

terapias de neuroprotección para la EH (Alberch et al., 2004).

3.3.-TERAPIA DE SUSTITUCIÓN CELULAR PARA LA ENFERMEDAD DE

HUNTINGTON.

La completa ausencia de tratamiento actual para la EH y la localización precisa

de la población neuronal que degenera, así como la especificidad del tipo de neurona

afectada, hacen de esta enfermedad un objetivo ideal para ser tratada mediante terapia

celular. Aún así, para observar mejoras funcionales, no sólo será necesario repoblar el
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núcleo estriado con neuronas GABAérgicas de proyección, sino que es necesaria la

reconstrucción parcial del circuito que conecta la corteza con el núcleo estriado y éste

con el globus pallidus (Bjorklund y Lindvall 2000; Peschanski et al., 2004) (Figura 7).

En los ensayos realizados hasta el momento en modelos animales de la EH, los

transplantes de tejido estriatal de origen fetal han dado resultados prometedores. Los

primeros estudios sobre transplante de células fetales intraestriatales se realizaron en

1983 (Deckel et al., 1983). Desde entonces se ha demostrado que los transplantes de

estas células muestran una buena integración y diferenciación (Isacson et al., 1985;

Rosser et al., 2002), son capaces de establecer conexiones aferentes de la corteza o la

sustancia negra y de enviar conexiones eferentes hacia el globus pallidus (Dunnett et al., 

2000; Nakao et al., 1999; Pundt et al., 1996b). También son capaces de restablecer la

sensibilidad a la dopamina (Chen et al., 2002)  y revertir los déficits de comportamiento 

Figura 7. Reconstrucción del circuito cortico-estriato-palidal mediante terapia
celular en la EH. (a) El núcleo estriado juega un papel central en los circuitos de los
ganglios basales que controlan el movimiento. (b) En la EH tiene lugar una
degeneración inicial de las neuronas GABAérgicas del núcleo estriado que proyectan
al globus pallidus, que se traduce en una desinhibición de las neuronas palidales. (c) El 
transplante de células GABAérgicas en el núcleo estriado podría reconstruir el circuito 
cortico-estriato-palidal.
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tanto locomotor como de aprendizaje de los modelos de la EH (Isacson et al., 1986;

Pundt et al., 1996a; Brasted et al., 1999; Dunnett 1995). Este grado de reconstrucción

del circuito y de recuperación funcional  se da también en los transplantes fetales

realizados en modelos de primates de la EH (Kendall et al., 1998; Palfi et al., 1998).

Estos esperanzadores resultados en modelos animales permitieron iniciar con

cierto optimismo los ensayos clínicos en pacientes de la EH (Hantraye et al., 1992;

Philpott et al., 1997; Rosser et al., 2002). Los transplantes de tejido estriatal fetal

humano en pacientes de la EH sobreviven sin mostrar signos patológicos de la

enfermedad. Contienen neuronas de proyección e interneuronas y reciben aferencias del

propio cerebro del paciente (Freeman et al., 2000). Los beneficios terapéuticos sin

embargo están aún en fase de evaluación. Bachoud-Levi y colaboradores han observado 

mejoras de comportamiento motor y cognitivo en la mayoría de los pacientes dos años

después de los transplantes (Bachoud-Levi et al., 2000c). Las mejoras observadas están

asociadas a aumentos del metabolismo cortical y estriatal, lo que sugiere que los

transplantes reestablecen la funcionalidad del circuito cortico-estriatal (Gaura et al.,

2004). Otro estudio, por el contrario, no ha detectado hasta el momento claras mejorías

en los pacientes que han sido transplantados (Hauser et al., 2002), si bien en este caso

todos los pacientes eran de avanzada edad y con un grado de patología más severo

(Peschanski et al., 2004).

3.3.1.- Generación de neuronas GABAérgicas.

Como ya se ha comentado, la obtención de células a partir de fetos humanos

conlleva varios problemas técnicos y éticos. La nueva tecnología basada en las células

madre podría ofrecer una alternativa para la obtención de neuronas útiles para

reconstruir los circuitos estriatales. La estrategia consistiría en generar nuevas neuronas

o neuroblastos restringidos a fenotipo estriatal, ya sea a partir de ESC o NSC,

controlando eficientemente su diferenciación. Debería mejorarse la supervivencia e

integración de estas células con respecto a los transplantes de tejido fetal efectuados

hasta el momento (Freeman et al., 2000) y conseguir que estas células lleguen a enviar

sus axones para contactar con el globus pallidus y que reciban también conexiones de la 
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corteza y la sustancia negra (Figura 7). El fenotipo que hemos de conseguir es pues el

de las neuronas de proyección del núcleo estriado cuyo neurotransmisor es el GABA. 

Se sabe muy poco aún de las señales o los mecanismos génicos que gobiernan la 

formación y diferenciación de las células GABAérgicas del núcleo estriado (Campbell

2003; Hamasaki et al., 2003; Jain et al., 2001). Se conocen varios genes del desarrollo

implicados en la generación de las neuronas estriatales como, por ejemplo, los genes

Dlx1/2, Gsh2, Mash1, Isl1 y Nolz1 (Anderson et al., 1997; Chang et al., 2004; Nery et

al., 2002; Sussel et al., 1999; Toresson et al., 2000). Los precursores estriatales

responden también a factores epigenéticos. Estudios previos sobre la diferenciación en

el desarrollo sugieren la implicación de las neurotrofinas  (Mizuno et al., 1994; Vicario-

Abejon et al., 1998; Yamada et al., 2002) y también de la actividad neuronal (Ciccolini

et al., 2003; Gu y Spitzer 1995; Patz et al., 2003; Watt et al., 2000)  en la adquisición

del fenotipo GABAérgico.

Aunque se ha observado que en muchos casos unos de los fenotipos principales

que aparecen en las diferenciaciones neuronales espontáneas es el GABAérgico (Jain et 

al., 2003), resultaría mucho más conveniente disponer de protocolos estandarizados de

obtención de neuronas GABAérgicas en un alto porcentaje y de forma homogénea.

Además, en los transplantes intraestriatales realizados hasta el momento con células

madre sin previa diferenciación, ya sea de ESC (Dinsmore et al., 1996), células de la

médula ósea (Lescaudron et al., 2003) o NSC procedentes de neuroesferas (Fricker et

al., 1999) o inmortalizadas (Akerud et al., 2001; Lundberg et al., 1997; Martinez-

Serrano y Bjorklund 1997; Rubio et al., 2000; Snyder et al., 1997) se ha detectado un

bajísimo o un nulo porcentaje de diferenciación espontánea hacia fenotipos estriatales

(Englund et al., 2002a; Rossi y Cattaneo 2002).

En esta línea hay pocos trabajos donde se intente manipular algún tipo de célula

madre, ya sea de forma genética o epigenética,  para la generación selectiva de células

GABAérgicas. Barberi y colaboradores han publicado recientemente una serie de

protocolos para la obtención de fenotipos neuronales específicos, entre ellos el

GABAérgico, a partir de ESC. En la diferenciación GABAérgica, las células son

cultivadas sobre una capa de células mesenquimales de soporte, donde se añaden

diversos factores de forma secuencial al medio de cultivo, entre ellos el bFGF, FGF8 y



Introducción

40

SHH, con un último paso de exposición a las neurotrofinas BDNF y NT-4 (Barberi et

al., 2003). No se ha estudiado, sin embargo, la integración de estas células después de

un transplante. 



II.  OBJETIVOS
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 OBJETIVOS

El objetivo principal de la presente tesis es el desarrollo de una terapia celular

basada en la diferenciación in vitro de células madre neurales hacia neuronas

GABAérgicas.

Los objetivos más concretos son:

1. Estudio de los factores y los mecanismos implicados en la diferenciación de

células madre neurales hacia neuronas GABAérgicas.

2. Estudio de los factores relacionados con la supervivencia de las células madre

neurales en el proceso de diferenciación in vitro.

3. Estudio de la supervivencia y estabilidad fenotípica de las células pre-

diferenciadas in vitro tras su transplante en el núcleo estriado adulto.

4. Estudio de la integración y funcionalidad de las células pre-diferenciadas tras su 

transplante en un modelo excitotóxico de la enfermedad de Huntington.





III.  MATERIALES

Y MÉTODOS
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  MATERIALES Y MÉTODOS

1.- CULTIVOS CELULARES.

La línea de células madre ST14A utilizada en nuestros experimentos ha sido

desarrollada por el laboratorio de la Dra. Elena Cattaneo de la Universidad de Milán

(Cattaneo y Conti 1998). Ha sido transducida mediante retrovirus con el vector PINCO, 

que le confiere una expresión constitutiva del gen de la proteína verde fluorescente

(EGFP, del inglés Enhanced Green Fluorescent Protein) (Conti et al., 2001).

Estas células proliferan indefinidamente a la temperatura permisiva de 33ºC en

medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Gibco-BRL, Renfrewshire,

Scotland, UK) suplementado con piruvato sódico (0,11 g/l), bicarbonato sódico (3,7

g/l), glutamina (0,29 g/l), HEPES (3,9 g/l), penicilina-estreptomicina (100 unidades/ml) 

y, además, un 10% de suero fetal bovino (FCS; Gibco-BRL).

En los experimentos de optimización de la supervivencia a 33ºC o a 39ºC, los

medios de diferenciación  sin suero que han sido utilizados son: (1) el medio B27

compuesto por el suplemento B-27 (Gibco-BRL) disuelto en medio MEM (Modified

Eagle Medium; Gibco-BRL) y suplementado con penicilina-estreptomicina (100

unidades/ml), y (2) el medio N2 consistente en la mezcla a partes iguales de F12

(Gibco-BRL) y MEM (Gibco-BRL), suplementado con insulina (5 ng/ml), transferrina

(50 µg/ml), putrescina (50 µM), progesterona (10 nM), selenio (15 nM), glucosa (3

mg/ml) y albúmina bovina sérica (BSA; 0,5 mg/ml; Sigma Chemical Co., St Louis,

MO, USA). Las células son sembradas a la densidad de 2,5 x 104 células/cm2 sobre

cubreobjetos preincubados con poli-ornitina al 0,002% (Sigma) en placas de 24

pocillos.

Las moléculas testadas en estas condiciones de cultivo han sido: aFGF (20-40

ng/ml; Promega, Madison, WI), bFGF (20-40 ng/ml; Promega), EGF (10-20 ng/ml;

Promega), el inhibidor genérico de caspasas z-VAD-FMK (50-100 µM; Calbiochem,

San Diego, CA), forskolina (50 µM; Sigma), isobutilmetilxantina (IBMX; 0,25 mM;

Sigma), 12-miristato 13-acetato de forbol (TPA; 200 nM; Sigma), dopamina (DA; 20

µM; Sigma), α-tocoferol (Vitamina E; 10 µM; Sigma), el isómero todo-trans del ácido
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retinoico (RA; 0,5-10 µM; Sigma), BDNF (10-50 ng/ml; Preprotech EC Ltd., London,

UK), NT-3 (10-50 ng/ml; Preprotech), GDNF (10-50 ng/ml; Preprotech), NTRN (10-50

ng/ml; Preprotech ), y KCl (40 mM; Merck, Barcelona).

En algunos experimentos, las células han sido cultivadas con medio

condicionado de astrocitos o cocultivadas con astrocitos. Estos astrocitos han sido

extraídos del núcleo estriado de crías de rata del día postnatal 1 (P1) y han sido

purificadas siguiendo un protocolo estándar (McCarthy y de Vellis 1980). Los astrocitos 

son cultivados hasta la confluencia en medio suplementado con suero. Seguidamente se 

les cambia el medio a N2 y se mantienen así hasta los 4 días in vitro (DIV). Los

cocultivos se realizaron sembrando las células ST14A en cultivos de astrocitos justo en

el cambio de medio a N2 o a los 4 DIV de ese cambio.

El protocolo finalmente diseñado para los estudios de diferenciación a 39ºC

consiste en sembrar las células a la densidad de 2,5 x 104 células/cm2 sobre cubreobjetos 

pre-tratados con poli-ornitina en placas de 24 pocillos en medio B27 suplementado con 

un 1% de suero fetal bovino (FCS; Gibco). Al cabo de 2 DIV se cambia el medio a N2

suplementado con un 0,5% de FCS. A estas condiciones las llamamos condiciones

basales. En estas condiciones se ha examinado el efecto de la adición de 10 µM de RA 

de los 2 DIV a los 7 DIV y la adición de BDNF, NT-3, GDNF y NTRN (todos a 50

ng/ml) o 40 mM de KCl, desde los 7 DIV hasta los 15 DIV. 

En algunos experimentos se ha ensayado la adición de KCl en cultivos no

tratados con RA. En otros se ha añadido el KCl durante solamente 1 día, 2 días o 4 días 

a partir de los 7 DIV.  En los experimentos de bloqueo de la entrada de calcio al interior 

de la célula, a los 7 DIV se añade 1,5 mM de EGTA al medio basal o al medio con KCl 

(40 mM). Un día después se cambia este medio por el medio basal. El recuento del

número de células proliferantes y los análisis morfológicos se efectúa a los 15 DIV. En

los cultivos controles en los que no se ha añadido el factor a estudiar se ha realizado

igualmente el cambio de medio, para una perfecta comparación entre condiciones.
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2.- DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN INTRACELULAR DE

CALCIO.

Las células son sembradas a la misma densidad de 2,5 x 104 células/cm2, en

portaobjetos equipados con una cámara de incubación (Lab-Tek Nalge Nunc

International) de 1,8 cm2 de área, pre-tratados con poli-ornitina. Las células son

cultivadas siguiendo el protocolo descrito como condiciones basales o siguiendo el

tratamiento con RA a 10 µM. A los 7 DIV, después de un lavado, las células son

incubadas con Fluo-4 acetoximetil-éster (2 µM) y ácido plurónico al 0,02% (Molecular

Probes, Leiden, The Netherlands) en medio de condición basal durante 30 minutos a

temperatura ambiente. Seguidamente se realizan tres lavados de 5 min a 37ºC para

permitir la hidrólisis del éster. 

Los niveles intracelulares de Ca2+ se miden individualmente en el soma de la

célula a 39ºC utilizando un microscopio espectral confocal invertido de escaneado por

láser (DMIRE2; Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Manheim, Germany) con

láseres de Argón y He-Ne acoplado a una cámara de incubación donde se controla la

temperatura y la concentración de CO2. Las imágenes se toman con una lente de

inmersión en aceite de 63x (NA 1.32), con una línea de excitación de láser de 488 nm, y

un rango de detección de la emisión a 500-600 nm, y se procesan usando el paquete

informático Image Processing Leica Confocal Software. 

Para los experimentos de despolarización, se toman imágenes cada 5 segundos

en un periodo total de 10 min. El KCl se añade a los 110 segundos a una concentración 

final de 40 mM. La concentración de Ca2+ se calcula como se describe en Kao et al.,

1989, asumiendo una Kd=345 nM. Los valores de Fmax  se obtienen en presencia de una 

alta concentración de ionomicina (50 µM) y los valores de Fmín  después de la adición de 

EGTA (15 mM). Todos los valores se normalizan con respecto a la intensidad de la

línea basal inicial y se substraen los valores de la fluorescencia de la EGFP basal en

cada una de las células analizadas. Se han probado otros indicadores quelantes de Ca2+

con longitudes de onda de emisión diferente de la EGFP, como el Orange-G (Molecular 

Probes) o el Fura Red AM (Molecular Probes) pero han sido descartados por su alto

grado de compartimentalización intracelular. La fluorescencia de emisión del Fluo-4 es
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suficientemente intensa después de su unión a Ca2+ como para detectar ampliamente los 

cambios de concentración de Ca2+ por encima de la fluorescencia de la EGFP endógena.

En los análisis de los efectos de la despolarización continuada con KCl en la

dinámica de formación de neuritas, se captan las imágenes cada 20 segundos durante un 

periodo de 5 horas consecutivas después de la adición de KCl (40 mM).

3.- ANÁLISIS DE PROLIFERACIÓN CELULAR POR INCORPORACIÓN DE

BrdU

Para cuantificar las poblaciones de células proliferantes en los cultivos, se añade 

un pulso de 24 horas de 5-bromo-desoxiuridina (BrdU; 3 µg/ml; Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim, Germany). Este análogo de la uridina se incorpora en el DNA de

aquellas células que se han dividido y, por lo tanto, han sintetizado DNA durante el

pulso. Este marcador mitótico se añade a los cultivos a los 2, 6, 10 y 14 DIV. Los

cultivos se fijan 24 horas más tarde con paraformaldehido al 4%. Después de tres

lavados con tampón fosfato salino (PBS), las células son tratadas durante 30 min con

HCl (2M), seguido de 4 lavados con PBS. Los cultivos celulares son entonces

procesados para la detección inmunocitoquímica del BrdU.

4.- DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES INTRACELULARES DE GABA.

Los niveles intracelulares del ácido γ-aminobutírico (GABA) son cuantificados

por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). A los 15 DIV, los cultivos de cada 

una de las condiciones del experimento, son recogidos en ácido perclórico (HClO4) frío 

a 0,25 M, y congelados a –20ºC. Para su análisis, las muestras son homogenizadas,

centrifugadas 30 min a 16 000 x g a 4ºC y los sobrenadantes se llevan a pH 8,0 con

NaOH. Los contenidos de GABA se determinan con análisis fluorimétrico de los

derivados con o-ftaldehido tal como se describe en Sunol et al., 1988, con pequeñas

modificaciones. La separación del GABA endógeno se lleva a cabo en una columna C18

de fase reversa  (Tracer Nucleosil C18, con partículas de 5 mm, 10 x 0,4 cm;

Teknokroma S.C.C.L., Sant Cugat del Vallès) usando como fase móvil acetato sódico
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(0,1 M), trietilamina (5,5 mM; pH 3,15) y acetonitrilo al 28,6%, a una velocidad de

flujo de 0,8 ml/min. El contenido de GABA se calcula por detección fluorométrica

(excitación: 360 nm; emisión 450 nm) usando un estándar externo. 

5.- ENSAYO DE RECAPTACIÓN Y LIBERACIÓN DE GABA.

En el análisis de la recaptación de GABA, utilizamos ácido 4-amino-n-[2,3-3H]-

butírico ([3H]GABA; Amersham Biosciences UK Limited, Buckinghamshire, UK) tal y

como se describe en (Weiss 1988). Las células son preincubadas a 37ºC en tampón

Krebs-Ringer-HEPES (KRH), cuya composición es: NaCl (125 mM), KCl (4,8 mM),

MgSO4 (1,2 mM), KH2PO4 (1,2 mM), CaCl2 (2,2 mM), HEPES (25 mM), glucosa (5,6

mM). Seguidamente se incuban 30 min a 37ºC en tampón KRH con [3H]GABA (20

nM; 93 Ci/mmol) y se lavan tres veces con KRH a 4ºC. Las células son entonces lisadas 

con NaOH (0,1 M) y se procede a la medida del número de cuentas por minuto (cpm) en 

líquido de centelleo. 

Para los experimentos de liberación de GABA las células son preincubadas

durante 10 min a 37ºC en tampón KRH suplementado con 100 µM  de γ-vinil-GABA

(GVG; Mervell Dow Research Institute, Strasbourg, Francia) y seguidamente son

incubadas durante 30 minutos a 37ºC con [3H] GABA (20 nM) en KRH con GVG tal

como se describe en Belhage et al., 1993. Todas las incubaciones posteriores se

realizan con 200 µl de tampón KRH con GVG durante 3 min a 37ºC. Después de 3

lavados (a los que nos referiremos como niveles basales), las células son despolarizadas 

durante 3 min con ionomicina (0,1 µM; Sigma) para estimular la liberación del

neurotransmisor tal y como se describe en Katsura et al., 2002. Dado que las células ya

están siendo cultivadas en 40 mM de KCl, utilizamos la ionomicina para despolarizarlas

en lugar del propio KCl. Tal y como ha sido descrito anteriormente (Katsura et al.,

2002), la concentración de ionomicina utilizada en este estudio no afecta a la viabilidad 

celular. Se ha comprobado mediante el método de la exclusión del Azul de Tripán que

la viabilidad al final de cada experimento para cada una de las condiciones

experimentales es mayor del 90%. Para comprobar que la liberación es dependiente de

calcio, algunos experimentos han sido realizados en un medio libre de calcio y además
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suplementados con 1,5 mM de EGTA. Posteriormente las células se lavan tres veces y

cada alícuota, incluyendo los lavados iniciales (niveles basales; tiempo 0 min), la

despolarización (tiempo 3 min) y los lavados posteriores a la despolarización (tiempos

6, 9 y 12 min), son procesados para su recuento en líquido de centelleo. 

6.- PROCEDIMIENTOS DE LESIÓN EXCITOTÓXICA.

Las ratas son anestesiadas con pentobarbital sódico (50 mg/kg; i.p.) y

posicionadas en un aparato estereotáxico David Kopf (DK 900, Tujunga, CA).

Seguidamente se les practica una lesión unilateral en el núcleo estriado mediante dos

microinyecciones de 68 nmoles de ácido quinolínico (QA; Sigma) en las coordenadas

detalladas en la Tabla 1.

STR izquierdo STR izquierdo

AP + 2,3 + 1,3

L - 2,4 - 3,0

DV - 5,0 - 5,0

Tabla 1. Coordenadas de inyección unilateral de ácido quinolínico en el núcleo
estriado de la rata. Valores en mm. AP, anterioposterior, desde Bregma; L, lateral,
desde Bregma; DV, dorsoventral, desde la duramadre; STR, núcleo estriado. Barra de
los incisivos a –5 mm.

Después de la operación, los animales son estabulados en solitario en cajas

estériles con acceso ilimitado a comida y agua, a la temperatura constante de 19-22ºC y

a la humedad constante de 40-50%, en un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. Todos los 

procedimientos que implican el manejo de animales se han realizado siguiendo las

directrices del Instituto Nacional de la Salud para el cuidado y uso de animales de

experimentación, y han sido aprobados por Comité de Ética de la Universidad de

Barcelona y la Generalitat de Catalunya.
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7.- PROCEDIMIENTOS DE TRANSPLANTE CELULAR.

Con el fin de minimizar el rechazo inmunológico, los transplantes celulares se

han realizado en ratas macho adultas inmunodeficientes (Sprague-Dawley OFA-

Hairless;  125-150 gr. de peso). Las células se tripsinizan, centrifugan y resuspenden en 

B27:MEM (1:1) con 22 U/ml de DNAasa (Sigma) a la concentración de 3000

células/µl. Se comprueba mediante el ensayo de exclusión al Azul de Tripán que la

viabilidad celular es superior al 98% justo antes del transplante, tanto en las células

cultivadas con RA como en las condiciones basales. En los experimentos destinados a

detectar las células más allá de los 3 días in vivo, las células de ambas condiciones son

cultivadas en presencia de BrdU durante las últimas 24 horas antes del transplante (de

los 10 a los 11 DIV). 

Ratas que han sido lesionadas unilateralmente con QA una semana antes son

anestesiadas y operadas siguiendo el mismo procedimiento. En los experimentos para el 

estudio de la supervivencia a corto plazo y del grado de diferenciación e integración, las 

ratas son microinyectadas bilateralmente con 9000 células por núcleo estriado en 6

localizaciones distintas (1500 células por localización, depositadas a la velocidad de 0,5 

µl/min). Las coordenadas de inyección son las detalladas en la Tabla 2. 

STR
izquierdo

STR
izquierdo

STR
izquierdo

STR
izquierdo

STR
izquierdo

STR
izquierdo

AP + 2,8 + 2,8 + 1,8 + 1,8 + 0,8 + 0,8

L - 2,4 - 2,4 - 2,9 - 2,9 - 3,5 - 3,5

DV - 5,3 - 4,3 - 5,3 - 4,3 - 5,3 - 4,3

STR
derecho

STR
derecho

STR
derecho

STR
derecho

STR
derecho

STR
derecho

AP + 2,8 + 2,8 + 1,8 + 1,8 + 0,8 + 0,8

L + 2,4 + 2,4 + 2,9 + 2,9 + 3,5 + 3,5

DV - 5,3 - 4,3 - 5,3 - 4,3 - 5,3 - 4,3

Tabla 2. Coordenadas de inyección bilateral de células en los núcleos estriados
de la rata. Valores en mm. AP, anterioposterior, desde Bregma; L, lateral, desde
Bregma; DV, dorsoventral, desde la duramadre; STR, núcleo estriado. Barra de los
incisivos a –5 mm.
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Después de la operación se comprueba la viabilidad de las células no

transplantadas mediante la exclusión por Azul de Tripán. Las ratas son estabuladas en

las condiciones descritas anteriormente hasta su sacrificio.

8.- ENSAYO DE FUNCIONALIDAD MOTORA POR ROTACIONES

INDUCIDAS.

Las ratas son sometidas  a este ensayo el día antes del transplante y al cabo de

una y cinco semanas del transplante. Las ratas son colocadas en cajas circulares y se les 

acopla un cable unido a un rotómetro automático que cuantificará las rotaciones ipsi y

contralaterales que realicen (Marin et al., 2003).  Se las deja habituar al entorno durante 

15 min y seguidamente se les inyecta apomorfina (0,5 mg/kg de peso) por vía

subcutánea. Se registran automáticamente el número de rotaciones completas (360º)

durante los siguientes 15 min y se expresan como el número de rotaciones neto,

restando las rotaciones contralaterales de las ipsilaterales. 

9.-  PROCEDIMIENTOS DE DETECCIÓN INMUNOQUÍMICA.

Los anticuerpos usados en los ensayos de detección inmunoquímica se detallan

en la Tabla 3.

Para la detección de antígenos específicos en las células en cultivo se procede de 

la siguiente forma. Los cultivos son fijados en los días estudiados (a los 4, 7, 11 y 15

DIV) con paraformaldehido al 4% en tampón fosfato (PB; 0,1 M; pH 7,4) durante 45

min. Después de una incubación de 30 min en PBS + Tritón X-100 (0,3%) + suero

normal de caballo (NHS; 30%), los cubreobjetos son incubados toda la noche a 4ºC con 

los anticuerpos adecuados disueltos en PBS + Tritón X-100 (0,3%) + NHS (5%).

Seguidamente se someten a tres lavados con PBS y se incuban con el anticuerpo

secundario apropiado durante 2 horas a temperatura ambiente. Para la inmunodetección

por fluorescencia se ha usado el anticuerpo contra-conejo conjugado a Fluoresceína

(1:100; Vector laboratories, Burlingame, CA), o bien el anticuerpo contra-ratón
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conjugado con Texas-Red (1:200; Jackson Immunoresearch Laboratories Inc., West

Grove, PE ). Alternativamente se han usado anticuerpos secundarios biotinilados contra 

los mismos antígenos,  en cuyo caso se han visualizado mediante el método de la

avidina-biotina (ABC; Pierce, Rockford, IL), y finalmente revelado con 3,3’-

diaminobenzidina (DAB). Los procedimientos inmunocitoquímicos se han realizado

usando los mismos tiempos de revelado para todas las condiciones de cultivo para así

realizar las comparaciones de forma adecuada. 

ORIGEN ANTIGENO DILUCIÓN CASA COMERCIAL

ratón BrdU 1:50 Dako A/S, Glostrup, Germany

ratón NeuN 1:100 Chemicon, Temecula, CA

ratón Nestin 1:38 Developmental Studies Hybridoma Bank, Iowa

ratón GABA 1:100 Sigma Chemical Co., St Louis, MO

ratón Tuj1 1:400 Sigma Chemical Co., St Louis, MO

ratón RIP 1:50 Developmental Studies Hybridoma Bank, Iowa

ratón O4 1:25 Chemicon, Temecula, CA

ratón GFAP 1:400 Sigma Chemical Co., St Louis, MO

ratón GAD 65 1:100 Sigma Chemical Co., St Louis, MO

ratón v-GAT 1:100 Synaptic Systems GmbH, Goettingen, Germany

ratón CD11b-OX-42 1:50 Serotec Ltd, Kidlington, Oxford, UK

ratón Synapsin I 1:300 Chemicon, Temecula, CA

ratón Synaptotagmin 1:300 Synaptic Systems GmbH, Goettingen, Germany

conejo EGFP 1:200 Abcam Ltd, Cambridge, UK

Tabla 3. Lista de anticuerpos usados, con su origen, su nombre comercial o 
antígeno que reconoce, la dilución a la que se ha usado y su casa comercial.

Para la detección de antígenos específicos en el tejido cerebral se procede de la

siguiente manera. A los 3, 6 ó 12 días después del transplante las ratas son perfundidas

transcardialmente con paraformaldehido al 4% en PB (0,1 M, pH 7,4). Se extraen los

cerebros, se postfijan durante 2 horas a 4ºC en la misma solución y se criopreservan en

PBS con sacarosa al 30%. Se congelan con isopentano enfriado en CO2 sólido, se cortan 
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secciones de 30 µm de espesor en el criostato y se recogen en flotación en PBS. Para el 

bloqueo de la autofluorescencia se incuban las secciones con 50 mM de cloruro

amónico. El tejido se permeabiliza y se bloquea con PBS + Tritón X-100 (0,3%) + NHS 

(1,5%) + BSA (1%) a temperatura ambiente durante 1 hora. Cuando se usa el anticuerpo 

RIP, sin embargo,  la incubación se realiza con Tritón X-100 al 2%. La incubación con

los anticuerpos primarios se lleva a cabo a 4ºC durante toda la noche en la misma

solución. Después de los lavados se incuban las secciones con los anticuerpos

secundarios fluorescentes adecuados durante 2 horas a temperatura ambiente.

Finalmente las secciones se montan con Mowiol (Calbiochem).

Algunos cultivos o secciones de tejido son contrateñidos con 4',6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI; Sigma Chemical Co.) para visualizar y contar el número total de

células. No se ha observado señal alguna en ensayos control en los que no se ha añadido 

el anticuerpo primario.

10.-  ENSAYO DE TUNEL PARA LA DETECCIÓN DE MUERTE CELULAR.

Para la detección de células en proceso de muerte celular, principalmente a

través de apoptosis, se ha utilizado el Sistema de Detección de Apoptosis In Situ de

Promega  tal como de describe en Perez-Navarro et al., 2000a. La técnica del TUNEL

(TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling) permite la detección del DNA fragmentado

mediante el marcaje con dUTP marcado con un fluorocromo que se une covalentemente 

a los extremos libres de DNA. Los cultivos son fijados con paraformaldehido al 4% en

PB 0,1 M, pH 7,4, durante 45 min a los 4 y 15 DIV y posteriormente procesados según

las instrucciones del fabricante. Las secciones de tejido cerebral  son obtenidas como se 

describe en el apartado anterior. Los cultivos celulares o las secciones de tejido cerebral

son procesados posteriormente para la inmunodetección de la EGFP, tal como se detalla 

en el apartado anterior.
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11.-  DETECCIÓN DEL GEN DE LA EGFP MEDIANTE PCR.

Las ratas fueron anestesiadas en una cámara de CO2 al cabo de 6 días, 45 días o 

7 meses del transplante. Se les extrae el cerebro y se diseccionan cuidadosamente los

núcleos estriados, tanto los transplantados con células cultivadas en condiciones basales 

o tratadas con RA y KCl, como los núcleos estriados lesionados con QA, o núcleos

estriados intactos. Se extrae el DNA mediante un método de desproteinización, tal y

como se describe en Akerud et al., 2001 y se resuspende en agua libre de nucleasas. Se

extrae también el DNA de una placa confluente de células ST14A cultivadas a 33ºC,

que se utilizará como control positivo. Otro control positivo para la reacción en cadena

de polimerasa (PCR) será el plásmido que contiene la secuencia de la EGFP. Se añade 1 

µg de DNA a los 25 µl de volumen de la mezcla de reacción para la PCR, que contiene:

� Tampón de PCR  (Ecogene SRL, Madrid) 1X

� MgCl2 (Ecogene) 2 mM

� dNTPs (Ecogene) 0,12 mM

� Primer (5’-ATGGTGAGCAAGGGCGAG-3’) 50 nM

� Primer (5’-CTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3’) 50 nM

� EcoTaq Plus DNA Polymerase (Ecogene) 2 unidades

La reacción de PCR se realiza con los siguientes parámetros:

1.- 94ºC (3 minutos)

2.- 40 ciclos de:

2.1.- 94ºC durante 60 segundos

2.2.- 58ºC durante 60 segundos

2.3.- 72ºC durante 60 segundos

3.- 72ºC durante 15 minutos.

Los cebadores amplifican específicamente una banda de 700 pares de bases que se

resuelve en un gel de agarosa al 2% y que corresponde al gen de la EGFP (GeneBank:

U57609).
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12.-  RECUENTOS CELULARES.

Los números totales de células en los cultivos in vitro se determinan por el

recuento de los núcleos teñidos con DAPI. Para la determinación del porcentaje de

células proliferantes se cuentan los núcleos BrdU-positivos respecto del total de núcleos 

DAPI-positivos en cada campo. Utilizando el programa informático CAST (Computer

Assisted Stereology Toolbox, Olympus Danmark A/S, Ballerup, Dinamarca) se

cuantifica el 5% de la superficie total del  cubreobjetos seleccionando diversos campos

tomados de forma aleatoria. Los núcleos con uno o varios puntos positivos para TUNEL 

son cuantificados de la misma forma respecto el número total de células en el campo.

Estos recuentos se realizan mediante el microscopio de fluorescencia. La cuantificación

del número de células positivas para Nestina o para GABA se realiza en el microscopio 

bajo luz visible. Las células positivas para el inmunomarcaje se cuentan en campo claro 

y se relativizan al número total de células en el mismo campo contadas con contraste de 

fases.

Para la cuantificación del número de células EGFP-positivas tras el transplante

in vivo, se procesan las secciones de 30 µm de espesor para inmunohistoquímica contra 

la EGFP y se cuentan el número de células EGFP-positivas observadas en toda la

sección cada 210 µm, es decir, una de cada 7 secciones. Los valores obtenidos se

multiplican, por lo tanto, por 7 y se corrige el valor final mediante el método de

Abercrombie (Abercrombie 1946).

Los análisis estadísticos se han llevado a cabo mediante el test t de Student para 

muestras independientes.
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  RESULTADOS

1.- Optimización de la supervivencia en cultivo de la línea de progenitores

neuronales ST14A en condiciones favorables para la diferenciación.

La línea celular ST14A ha sido generada a partir de NSC o progenitores

neuronales procedentes de la eminencia ganglionar lateral de embriones de rata de 14

días. Ha sido inmortalizada condicionalmente con el alelo sensible a la temperatura del

Antígeno T Grande (LTA) del virus SV40, de forma que a la temperatura permisiva de

33ºC en un medio con suero, el oncogen mantiene las células proliferando

indefinidamente en un estado indiferenciado, mientras que a la temperatura no-

permisiva de 39ºC, o eliminando el suero del medio, el oncogen se inactiva, provoca

una clara disminución de la tasa de proliferación y permite el inicio de un proceso de

diferenciación (Cattaneo y Conti 1998).

Sin embargo, en las condiciones más favorables para su diferenciación, es decir, 

a la temperatura de 39ºC y en un medio carente de suero, la supervivencia de las células 

es extremadamente baja: no sobreviven más allá de los 2-3 DIV. Ya que nuestro

objetivo era desarrollar un protocolo de diferenciación hacia un tipo de neurona

específica, de fenotipo GABAérgico, que posteriormente íbamos a transplantar en el

cerebro, en primer lugar nos planteamos desarrollar unas condiciones de cultivo óptimas 

para diferenciar las células con la máxima supervivencia a la temperatura de 39ºC. De

este modo nos asegurábamos las mejores condiciones para afrontar el posterior

transplante de estas células pre-diferenciadas en el interior del cerebro de la rata.

Iniciamos, por tanto, una búsqueda de posibles factores que incrementasen la

supervivencia celular en un medio carente de suero. En el medio mínimo de

diferenciación neuronal N2 las células sobreviven poco más de una semana a la

temperatura de 33ºC, y tan sólo 2-3 días a 39ºC.  En cambio, si cultivábamos las células 

en un medio más enriquecido en aminoácidos, antioxidantes y hormonas como es el

medio B27, las células sobrevivían más allá de los 11 DIV a 33ºC y hasta los 4-5 DIV a 

39ºC. Sin embargo, nuestro objetivo era estudiar los factores y mecanismos implicados

en  la supervivencia y la diferenciación celular. Por este motivo en algunos
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experimentos sembramos las células en medio B27 para estimular su supervivencia y, al 

cabo de 2 DIV, cambiábamos al medio de composición mínima N2 donde añadiríamos

los factores que queríamos estudiar. 

Condiciones de cultivo Supervivencia (33ºC)
1 N2 +
2 B27 ++
3 B27 + bFGF (20-40 ng/ml) ++
4 B27 + EGF (10-20 ng/ml) ++
5 B27 + z-VAD-FMK (50-100 µM) ++
6 B27 ⇒ N2 ++
7 B27 ⇒ N2 + Forskolin (50 µM) -
8 B27 ⇒ N2 + IBMX (0,25 mM) +
9 B27 ⇒ N2 + TPA (200 nM) +

10 B27 ⇒ N2 + dopamina (20 µM) -
11 B27 ⇒ N2 + aFGF+IBMX+TPA+Forsk+DA -
12 B27 ⇒ N2 + BDNF (10-50 ng/ml) +++
13 B27 ⇒ N2 + RA (0,5-10 µM) ++++
14 B27 ⇒ N2 + KCl (40 mM). +++
15 B27 ⇒ N2 + α-tocoferol (10 µM) ++
16 B27 ⇒ N2 + z-VAD-FMK (50-100 µM) ++
17 B27 ⇒ N2 + RA ⇒ N2 + BDNF (50 ng/ml) ++
18 N2 + FCS (0,1-10%) Proliferación hasta confluencia

Tabla 4. Resumen de los medios de cultivo y de los factores ensayados para la
optimización de la supervivencia de las células ST14A a la temperatura permisiva de
33ºC. (+) indica una supervivencia del 10-20% a los 7 DIV; (++) del 20-30%; (+++)
del 30-40%; (++++) 40-50%; (-) indica una supervivencia del 0-10% a los 7 DIV;
(B27 ⇒ N2) indica el cultivo en medio B27durante 2 DIV  y el cambio a medio N2.

Uno de los factores analizados fue la adición de moléculas mitogénicas, como el 

Factor de Crecimiento Fibroblástico básico (bFGF) o ácido (aFGF), o el Factor de

Crecimiento Epidérmico (EGF). Se ha comprobado como estos agentes estimulan la

proliferación y la supervivencia de las células madre neuronales en cultivo (Gage et al., 

1995; Kalyani et al., 1997; Reynolds y Weiss 1992; Weiss et al., 1996). Sin embargo,

aunque a 33ºC y en presencia de suero sí se observa un incremento del número de

células, en ausencia de suero no observábamos ningún efecto aparente con la presencia

de estos factores, ni a 33ºC (Tabla 4), ni a 39ºC (Tabla 5).

Líneas celulares de varios orígenes han sido diferenciadas con la adición de

factores que incrementan la producción de AMPc, como la forskolina o el butirato
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(Greene y Tischler 1976; Raymon et al., 1999; Wang et al., 2004). Para inducir el

proceso de diferenciación en nuestros cultivos ensayamos la adición de algunas

moléculas capaces de estimular vías intracelulares como la MAPK, la Adenilato Ciclasa 

o la PKC, tal como se describe en Ehrlich et al., 2001, y que han sido utilizadas para la

diferenciación hacia fenotipo dopaminérgico (Du et al., 1994). Estas moléculas son: la

forskolina, el aFGF, el 12-miristato 13-acetato de forbol (TPA), la isobutilmetilxantina

(IBMX) y la dopamina (DA). El tratamiento con la mezcla de estos agentes parece

inducir una clara diferenciación, generando morfologías celulares estilizadas y con

procesos neuríticos. Sin embargo, la supervivencia de estas células es mucho más pobre, 

apenas superando los 1-2 DIV. La adición de estos agentes por separado también

reducía la supervivencia celular, sobretodo la forskolina y la dopamina (ver Tablas 4 y

5). Esto hacía inviable cualquier posterior manipulación de estas células. 

Condiciones de cultivo Supervivencia (39ºC)
1 N2 +
2 B27 (2 DIV) ⇒ N2 ++
3 N2 + z-VAD-FMK (50-100 µM) +
4 N2 + α-tocoferol (10 µM) +
5 N2 + bFGF (20-40 ng/ml) +
6 N2 + aFGF (20-40 ng/ml) +
7 N2 + EGF (10-20 ng/ml) +
8 N2 + aFGF+IBMX+TPA+Forskolin+DA - (diferenciación)
9 N2 + RA (0,5-10 µM) ++

10 N2 + BDNF (10-50 ng/ml) +
11 N2 + NT-3 (10-50 ng/ml) +
12 N2 + GDNF (10-50 ng/ml) +
13 N2 + NTRN (10-50 ng/ml) +
14 N2 + FCS 0,1% +
15 N2 + FCS 0.5% ++++
16 N2 + FCS 1-10% Proliferación hasta confluencia 
17 N2 + Medio Condicionado Astrocitos +
18 N2 + FCS 0,5% + Medio Condic. Astrocitos ++++
19 N2 + Cocultivo con Astrocitos +
20 N2 + FCS 0,5% + Cocultivo Astrocitos ++++

Tabla 5. Resumen de las condiciones de cultivo, medios y factores ensayados
para la optimización de la supervivencia de las células ST14A a la temperatura no-
permisiva de 39ºC. (+) indica una supervivencia del 10% a los 3 DIV; (++) indica una 
supervivencia del 10% a los 4-5 DIV; (++++) indica una supervivencia del 10% a los
15 DIV;(-) indica una supervivencia del 10% a los 1-2 DIV;
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 Con el fin de mejorar la supervivencia celular probamos también el tratamiento

con inhibidores de caspasas de amplio espectro, como el z-VAD-FMK. No obtuvimos,

sin embargo, ningún efecto beneficioso en nuestras células en cultivo sin suero, ni a la

temperatura de 33ºC (Tabla 4) ni a la de 39ºC (Tabla 5). Esto nos indica que la muerte

de nuestras células era independiente de caspasas y  no podíamos revertirla con factores 

antiapoptóticos. Otro producto analizado para la mejora de la supervivencia es el α-

tocoferol (vitamina E) que actúa como antioxidante. Pero tampoco en este caso

lográbamos detener la muerte celular (Tablas 4 y 5).

Otra estrategia ensayada para la reducción de la muerte celular fue el tratamiento 

con factores tróficos, cuyo efecto  sobre la supervivencia y diferenciación de las células 

de origen estriatal ha sido ampliamente descrito (Alberch et al., 2004). La adición de

BDNF mejoraba ligeramente la supervivencia de los cultivos a 33ºC (Tabla 4), pero por 

el contrario no lo hacía a 39ºC (Tabla 5). A esta temperatura tampoco ejercían ningún

efecto otros factores tróficos tales como el NT-3, el GDNF o la NTRN (Tabla 5). 

Analizamos seguidamente el efecto de la adición de diferentes concentraciones

de suero en nuestros cultivos. A la temperatura de 33ºC, la adición de FCS desde el

0,1% hasta el 10% estimulaba la proliferación hasta la confluencia, sin permitir ningún

grado de diferenciación (Tabla 4). En cambio, a 39ºC, concentraciones del 0,1% de

suero no mejoraban de forma significativa la supervivencia, mientras que

concentraciones del 1, 5 ó 10% de suero seguían estimulando la proliferación hasta la

confluencia. La velocidad a la que se llegaba a la confluencia era proporcional a la

concentración de suero. Lógicamente, con la estimulación de la proliferación se reducía 

el potencial de diferenciación de las células. Sin embargo, la adición de FCS al 0,5%

conseguía un equilibrio entre muerte y proliferación celular que permitía el cultivo de

las células más allá de los 15 DIV sin una proliferación excesiva (Tabla 5).

Establecimos, pues, que las condiciones de cultivo idóneas para conseguir un buen

grado de diferenciación asegurando la supervivencia de las células más allá de los 15

DIV, a la temperatura de 39ºC, era en medio N2 con FCS al 0,5%.

Con el fin de estudiar el efecto que los astrocitos podían ejercer sobre la

supervivencia o diferenciación de las células ST14A, llevamos a cabo un cultivo de

astrocitos estriatales aislados a partir de crías de rata neonatales (Día postnatal 1). Para
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examinar el efecto de posibles factores solubles secretados por los astrocitos recogimos

medio condicionado de estos cultivos astrocitarios al cabo de 4 DIV y con este medio

cultivamos las células ST14A. No se observó ningún aumento apreciable de la

supervivencia ni detectamos por inmunocitoquímica el incremento de marcadores

específicos neuronales o GABAérgicos (Tabla 5). En otros experimentos llevamos a

cabo cocultivos de las células ST14A con estos astrocitos sembrados en el mismo

instante, o sembrados 4 días antes que las células ST14A, para comprobar el posible

efecto de los contactos célula-célula. Tampoco en este caso advertimos mejoras en la

supervivencia o en el grado de diferenciación. Cuando se realizaron los cultivos

añadiendo un 0,5% de FCS al medio condicionado o a los cocultivos, se observaron los 

mismos efectos de aumento significativo de la supervivencia atribuibles al FCS, pero no 

se detectó ningún cambio en el fenotipo de las células ST14A (Tabla 5).

Figura 8. Esquema de las condiciones basales de cultivo de las células ST14A
para el estudio de su diferenciación  con un nivel óptimo de supervivencia a 39ºC. 

Con todos los datos obtenidos hasta el momento diseñamos unas condiciones de 

cultivo en las que realizaríamos los siguientes experimentos de diferenciación a 39ºC.

El protocolo consistía en sembrar las células en medio B27 suplementado con  un 1% de 

FCS durante 2 DIV para reducir la muerte celular y asegurar cierta supervivencia

inicial, y cambiar posteriormente el medio mínimo N2 suplementado con un 0,5% de

FCS (Fig 8) en donde ensayaríamos los posibles factores de diferenciación.

2.- El ácido retinoico aumenta la supervivencia y la diferenciación neuronal

de las células ST14A en cultivo.

El RA ha sido descrito como factor favorable a la supervivencia en cultivos

celulares (Henion y Weston  1994;  Kornyei  et  al.,  1998). Añadiendo  RA  al  medio 

DIV20 7 11 15

B27+1%FCS N2+0,5%FCS

39º 4



Resultados

66

Figura 9. El RA aumenta la supervivencia de las células ST14A. (A) Se añadió
10 µM de RA desde los 2 DIV hasta los 7 DIV. (B) El RA incrementa el número de
células a los 7, 11 y 15 DIV con respecto a las condiciones basales (CB). (C y D)
Microfotografías fluorescentes de tinción nuclear con DAPI de cultivos en condiciones
basales (C) o tratados con RA (D) a los 15 DIV. (E) Los niveles de proliferación se
mantienen constantes en todos los tiempos examinados y en las dos condiciones. (F y
G) Microfotografías de los mismos campos de los cultivos en condiciones basales (F) y 
con la adición de RA (G) mostrando las células que han incorporado BrdU. Los datos
se expresan como la media ± error estándar de la media (SEM) de 4 pozos de 4
experimentos independientes. * P<0,05, ** P<0,005 respecto CB. La barra representa
40 µm.

mínimo N2 conseguíamos efectivamente mejorar la supervivencia, tanto a los 33ºC

como a los 39ºC (ver Tablas 4 y 5). 

En los cultivos en medio N2 + 0,5% FCS (Fig 8) estudiamos con detalle el

efecto que la exposición al RA tendría sobre nuestras células. Observamos como la

adición del RA a la concentración de 10 µM desde los 2 a los 7 DIV (Fig 9A)

aumentaba significativamente la supervivencia celular. El número de células
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incrementaba en un 125 ± 35 % a los 7 DIV, en un 244 ± 37 % a los 11 DIV y en un

206 ± 41 % a los 15 DIV con respecto a los cultivos sin RA -a los que nos referiremos

como condiciones basales (CB)- (Fig 9B-D). Para comprobar si este aumento del

número de células se debía a un incremento de la tasa de proliferación, añadimos

bromodesoxiuridina (BrdU) al medio de cultivo 24 horas antes de cada fijación. El

número de células que incorporaban este marcador mitótico no variaba con el

tratamiento en ningún tiempo analizado (Fig 9E-G). El aumento del número de células

debía explicarse, por lo tanto, por una reducción de la muerte celular. Para comprobarlo,

Figura 10. El RA reduce la muerte celular. (A y B) Microfotografías
fluorescentes de marcaje por EGFP y TUNEL de cultivos en condiciones basales (A) o
tratados con RA (B) a los 4 DIV. (C) El ensayo de TUNEL revela que a los 4 DIV, la
adición de RA ha reducido el número de células apoptóticas respecto las condiciones
basales (CB). Los datos se expresan como la media ± SEM de 4 pozos de 4
experimentos independientes. ** P<0,005 respecto CB. La barra representa 30 µm.

C

B

TUNEL
EGFP

A

0

20

40

60

80

100

120

CB RA

C
él

u
la

s 
T

U
N

E
L

-p
o

si
ti

va
s

(%
 d

e 
C

B
)

**



Resultados

68

analizamos el número de células apoptóticas dos días después de la adición de RA

mediante el ensayo de TUNEL. Efectivamente, el tratamiento con RA reducía en un

81,4 ± 10,3 % el número de células TUNEL-positivas (Fig 10A-C).

A continuación caracterizamos el efecto del RA sobre el grado de

diferenciación. Para ello analizamos por inmunocitoquímica el fenotipo adquirido por

las células después del tratamiento con RA. Observamos un claro aumento de la

expresión  de  NeuN,  un  marcador  de  neurona  madura  (Fig 11).  Este  incremento se 

Figura 11. El tratamiento con RA promueve la diferenciación neuronal. Los
cultivos tratados con RA incrementan sensiblemente la expresión del marcador de
neuronas maduras NeuN con respecto a las condiciones basales (CB) a los 15 DIV. La
barra representa 40 µm.

observaba en casi la totalidad de las células en cultivo a los 7 DIV y se mantenía estable 

a los 11 DIV y hasta los 15 DIV. Sin embargo, muy pocas de estas células eran

positivas para el marcaje contra GABA y la intensidad del marcaje era extremadamente

débil en casi todas ellas. 

No observamos en ningún momento la aparición de marcaje para GFAP,

marcador de astrocitos, para O4, marcador de oligodendrocitos, o para OX-42,

marcador de microglía. 

CB RA

NeuN



Resultados

69

Figura 12. El tratamiento con KCl reduce la proliferación celular y estimula el
crecimiento neurítico. (A) Varios factores fueron añadidos al medio de cultivo después
de la exposición al RA. (B) Ninguno de los factores añadidos modifica el número total
de células a los 15 DIV. (C) La adición de KCl (40 mM) disminuye significativamente el 
número de células BrdU-positivas a los 15 DIV. (D-F) Microfotografias del marcaje
fluorescente para EGFP y BrdU donde se observa la reducción de la proliferación a los 
15 DIV (F) y la aparición de los procesos neuríticos a los 11 y 15 DIV (flechas, E-F).
Los datos se expresan como la media ± SEM de 3-4 pozos de 3-4 cultivos
independientes. * P<0,05, ** P<0,005, *** P<0,001 respecto al tratamiento con RA.
Las barras representan 40 µm.
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3.- El tratamiento con KCl reduce la proliferación celular y estimula el

crecimiento neurítico.

Con el fin de inducir la adquisición del fenotipo neuronal GABAérgico,

mantuvimos el tratamiento de 5 días con  RA y probamos el tratamiento secuencial de

otra serie de factores en el medio de cultivo (Fig 12A). En trabajos previos se podían

encontrar datos acerca de la implicación de las neurotrofinas o de miembros de la

familia del GDNF en la supervivencia o diferenciación de las neuronas GABAérgicas

(Mizuno et al., 1994; Ventimiglia et al., 1995; Yamada et al., 2002). Por este motivo

añadimos, desde los 7 DIV hasta los 15 DIV, concentraciones de 10-50 ng/ml de

BDNF, NT-3, GDNF o NTRN. En ningún caso observamos una modificación en el

número total de células en cultivo (Fig 12B) o en el número de células que habían

incorporado BrdU (Fig 12C). 

Se había descrito como la adición de KCl al medio de cultivo de tipos

neuronales concretos, como los cultivos de neuronas granulares de cerebelo, era

necesaria para su supervivencia (Gallo et al., 1987). En medio mínimo N2, la adición de 

KCl al cultivo nos incrementaba ligeramente el número de células vivas a 33ºC (ver

Tabla 4), aunque este efecto no se apreciaba a los 39ºC (ver Tabla 5). Dado que la

actividad sináptica también había sido implicada en fenómenos de diferenciación celular 

(Ciccolini et al., 2003; Spitzer et al., 2000), probamos la simulación de la actividad

sináptica en nuestros cultivos mediante la adición de concentraciones despolarizantes de 

KCl. En este caso sí observamos cambios muy evidentes. La adición de 40 mM de KCl 

Figura 13. El KCl reduce la
muerte celular. A los 15 DIV el
recuento de células TUNEL-positivas
indica que tanto el RA como el KCl
estimulan la supervivencia celular
mediante la reducción de la muerte por 
apoptosis. Los datos se expresan como
la media ± SEM de 3 pozos de 3
cultivos independientes. + P<0,05, ++

P<0,005 respecto a las condiciones
basales (CB); * P<0,05 respecto al
tratamiento con RA.
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Figura 14. (A) KCl (40 mM) fue añadido al medio durante un (1d), dos (2d),
cuatro (4d) u ocho días (8d). (B) Un solo día de exposición al KCl ya es suficiente para 
reducir el número de células BrdU-positivas a los 15 DIV, pero sólo en las células
anteriormente expuestas al RA. Los datos se expresan como la media ± SEM de 3 pozos 
de 3 experimentos independientes.* P<0,05, ** P<0,005, *** P<0,001 respecto al
tratamiento con RA.

al medio de cultivo redujo el número de células BrdU-positivas un 67± 9,8 % a los 15

DIV, pero sólo en aquellos cultivos que habían sido anteriormente expuestos al RA (Fig 

12C). El número de células totales en cultivo no quedó modificado (Fig 12B). Esto

indicaba, pues, que el KCl actuaba también como factor de supervivencia.

Comprobamos mediante el ensayo de TUNEL que el número de células apoptóticas se

había reducido en un 79 % con respecto a la sola adición de RA (Fig 13).

Otro fenómeno observado tras el tratamiento con KCl fue un notable crecimiento 

neurítico. Las células tratadas con RA seguido de KCl presentaban más procesos

neuríticos y más largos, ya desde los 11 DIV y hasta los 15 DIV (Fig 12E-F).
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Figura 15. (A1-A5) La adición de KCl (40 mM) a los 110 segundos  provoca una 
subida del calcio intracelular, tal como se visualiza con el indicador fluorescente Fluo-
4, en microfotografías tomadas cada 120 segundos. (B) La cuantificación de la
intensidad de fluorescencia, representada como la media ± SEM de al menos 25 células 
de tres cultivos independientes, revela un incremento de 9 veces la [Ca2+] intracelular
con la adición del KCl. La barra representa 20 µm.

Para determinar el tiempo mínimo de exposición al KCl que era necesario para

provocar esta reducción de la proliferación, añadimos el KCl durante 1, 2, 4 u 8 días, y

analizamos el número de células proliferantes a los 15 DIV (Fig 14A). Comprobamos

que un solo día de exposición a KCl (40 mM) ya era suficiente para disminuir

significativamente la tasa de incorporación de BrdU (Fig 14B). Por el contrario, las
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células cultivadas en condiciones basales sin RA eran insensibles a la adición de KCl

durante 1 u 8 días y no reducían su tasa de proliferación en ningún caso (Fig 14B).

Observamos también que el crecimiento neurítico era proporcional a los días de

exposición al KCl pero sólo en aquellos cultivos expuestos anteriormente al RA.

4.- Los efectos del KCl son mediados por un aumento del calcio intracelular.

Para estudiar el posible mecanismo por el que el KCl ejercía sus efectos,

analizamos la implicación del calcio. Demostramos en primer lugar que tanto las células 

tratadas con RA como las no tratadas eran despolarizadas por la adición de KCl y que

ello comportaba una entrada de calcio en el interior de la célula. Usando Fluo-4 como

indicador fluorescente de la  concentración  de  calcio  intracelular, comprobamos como 

Figura 16. Inhibición del descenso de proliferación y la neuritogénesis. (A) Se
añadió el quelante de calcio EGTA junto con el KCl durante 1 día y se cuantificaron el 
número de células BrdU-positivas a los 15 DIV  (B) El EGTA bloquea la disminución
del número de células BrdU-positivas ejercida por la adición de KCl. (C)
Microfotografía del marcaje fluorescente para EGFP y BrdU a los 15 DIV en células
tratadas con RA y KCl+EGTA donde se observa el mantenimiento de la proliferación y 
la inhibición de la neuritogénesis. Los datos se expresan como la media ± SEM de 3
pozos de 3 experimentos independientes. * P<0,05 respecto al tratamiento con RA y
KCl+EGTA. La barra representa 20 µm.
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los contenidos de calcio intracelular aumentaban alrededor de 9 veces los niveles

basales con la adición de 40 mM de KCl al medio, permaneciendo posteriormente en un 

nivel de concentración elevada (Fig 15). 

Añadiendo el quelante de calcio EGTA se bloqueaba por completo la reducción

de la proliferación que observábamos en el cultivo tras un día de exposición al KCl (Fig 

16A-C). Asimismo el EGTA también impedía la formación de los procesos neuríticos

(comparar Fig  16C con Fig 12F ). 

Figura 17. Imágenes tomadas a intervalos de 3 minutos y medio de células
tratadas con RA (A) o en condiciones basales (B) tres horas después de añadir KCl (40 
mM), donde se observa la formación y retracción de neuritas sólo en las células
tratadsa con RA. La barra representa 10 µm.

Estudiando la morfología de las células a lo largo de las siguientes horas a la

adición del KCl podíamos observar una dinámica inicial de formación y retracción de

prolongaciones de membrana que sugerían el comienzo del crecimiento neurítico. Este
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fenómeno se observaba a las 3 horas de la despolarización, pero sólo en las células

tratadas con RA (Fig 17A) y no en las condiciones basales (Fig 17B).

Estos datos nos sugerían que los efectos que ejercía la adición de KCl eran

mediados por una despolarización y una entrada de calcio al interior celular.

Figura 18. El KCl reduce la expresión de Nestina. (A-C) Inmunocitoquímica
contra Nestina de células cultivadas en condiciones basales (A), tratadas con RA (B) o
tratadas secuencialmente con RA y con KCl (C). (D) Cuantificación del número de
células Nestina –positivas con respecto al total de células a los 15 DIV. Los datos se
expresan como la media ± SEM de 3 pozos de 3 cultivos independientes. * P<0,05 con
respecto a las condiciones basales (CB) y al tratamiento con RA. La barra representa
20 µm.
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5.- El tratamiento con KCl promueve la adquisición de un fenotipo

GABAérgico maduro y funcional.

Cuando realizamos inmunocitoquímicas para estudiar el fenotipo de las células

después de la exposición secuencial a RA y  KCl, vimos en primer lugar que el número 

de células positivas para Nestina,  un marcador de progenitor neural inmaduro,  se había 

Figura 19. El KCl aumenta el marcaje para GABA. (A-C) Inmunocitoquímica
contra GABA de células cultivadas en condiciones basales (A), tratadas con RA (B) o
tratadas secuencialmente con RA y con KCl (C). (D) Cuantificación del número de
células GABA–positivas con respecto al total de células a los 15 DIV. (E)
Cuantificación del número de células con un marcaje de alta intensidad para GABA
con respecto al total de células a los 15 DIV. Los datos se expresan como la media ±
SEM de 3-4 pozos de 4 experimentos independientes.* P<0,05 con respecto a las
condiciones basales (CB) y al tratamiento con RA. La barra representa 20 µm.
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reducido en un 49 ± 11 % con respecto al tratamiento con sólo RA a los 15 DIV (Fig

18).

Pero lo más interesante fue observar como el número de células positivas para el 

marcaje contra GABA había aumentado hasta alcanzar un 74 ± 8 % del número total de 

células en cultivo a los 15 DIV  (Fig 19D). Sólo el 32 ± 5% y el 45 ± 4% del total de

células eran positivas para GABA en condiciones basales y en el tratamiento con RA,

respectivamente. Además, la intensidad del marcaje también era muy superior en las

células tratadas con RA y KCl. De todas las células GABA-positivas tratadas con RA y 

Figura 20. (A) KCl fue añadido al medio a 40 mM durante 1, 2, 4 ó 8 días. (B)
La cuantificación del número de células GABA-positivas a los 15 DIV indica que son
necesarios al menos 4 días de exposición al KCl para aumentar significativamente el
número de células GABA-positivas. Los datos se expresan como la media ± SEM de 3
pozos de 3 cultivos independientes.* P<0,05 con respecto a las condiciones basales y al 
tratamiento con RA.

DIV20 7 11 158

RA

KCl

39ºC

9

1d

A

Tiempo de KCl

 %
 d

e 
cé

lu
la

s 
G

A
B

A
-p

o
si

ti
va

s

0

10

20

30

40

50

60

RA
- 4d 8d1d 2d

+ ++ +- +

**
B

2d

4d

8d

-

70

80



Resultados

78

Figura 21. Las células diferenciadas presentan un fenotipo GABAérgico
completo. Después del tratamiento con RA y KCl las células expresan GAD 65 (A), v-
GAT en el citoplasma y en los procesos neuríticos (flechas), y β-III-tubulina (Tuj1, C).
(D) Los análisis por HPLC demuestran que las células tratadas con RA y KCl
contienen 7 veces más GABA intracelular que las células tratadas con RA o en
condiciones basales (CB). (E-F) Cromatogramas representativos de lisados de cultivos
tratados con RA (E) o tratados con RA y KCl (F). Los datos se expresan como la media 
± SEM de 4 pozos de 3 experimentos independientes. **P<0,005 con respecto a las
condiciones basales y al tratamiento con RA. Las barras representan 20 µm.

KCl, un 41 ± 1 % presentaba un marcaje de alta intensidad, mientras que sólo un 16 ± 2 

% de las células en condiciones basales y un 18 ± 8 % de las tratadas con RA

presentaban esta intensidad de marcaje (Fig 19E). Este aumento del marcaje para

GABA no se observó en los cultivos tratados con BDNF, NT-3, GDNF o NTRN (todos 

a 10-50 ng/ml) en ninguno de los tiempos examinados.
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Analizamos también el tiempo de exposición mínima al KCl para conseguir este 

incremento del fenotipo GABAérgico. Con sólo 1 ó 2 días de exposición al KCl no

éramos capaces de provocar un efecto observable sobre el cultivo. En cambio con 4 días 

de exposición al KCl ya podíamos detectar un incremento significativo en el número de 

células GABAérgicas (hasta un 68 ± 10 % del total de células) y también en la

intensidad del marcaje, a los 15 DIV (Fig 20).

Figura 22. Las células diferenciadas son capaces de recaptar y liberar GABA.
(A) El ensayo de recaptación de GABA tritiado demuestra que las células tratadas con
RA y KCl recaptan 4 veces más que las tratadas en condiciones basales (CB) o tratadas 
con RA. (B) Las células tratadas con RA y KCl (RK Ca2+) son las únicas capaces de
liberar GABA al ser despolarizadas, aunque no pueden hacerlo en ausencia de Ca2+

extracelular (RK sin-Ca2+). Los datos se expresan como la media ± SEM de 5-6 pozos
de 3 experimentos independientes. *** P<0,001 con respecto a las condiciones basales 
(CB) y al tratamiento con RA.

Para caracterizar de forma más completa el fenotipo de las células tratadas con

RA y KCl examinamos la expresión de la Glutamato Descarboxilasa (GAD 65), uno de 

los enzimas responsables de la síntesis de GABA, y del transportador que empaqueta el 

GABA en las vesículas (v-GAT). Detectamos claramente la presencia de GAD 65, en la 

región perinuclear del soma  de la célula (Fig 21A), y de v-GAT en todo el citoplasma

celular (Fig 21B) y también de forma punteada en los procesos neuríticos (Fig 21B

flechas) de las células cultivadas con el tratamiento secuencial. También comprobamos

cómo estas células expresan marcadores neuronales específicos, como la β-III-tubulina
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(Tuj1, Fig 21C). No observamos asimismo la aparición de marcaje para ninguno de los

marcadores gliales como el GFAP, el O4 y el OX-42.

A continuación quisimos comprobar de una forma más cuantitativa el aumento

que habíamos observado mediante inmunocitoquímica en el marcaje para GABA.

Analizamos los contenidos intracelulares de GABA por Cromatografía Líquida de Alta

Resolución (HPLC) y observamos como las células diferenciadas mediante el

tratamiento secuencial con RA y KCl habían incrementado su contenido en GABA

alrededor de un 600% respecto a las condiciones basales o al tratamiento con RA (Fig

21D-F).

Finalmente examinamos las propiedades funcionales de captación y liberación

de GABA de las células diferenciadas. Comprobamos que las células tratadas con RA y

KCl eran capaces de recaptar 4 veces más GABA marcado radioactivamente que las

células tratadas con RA o sin tratar (Fig 22A). A continuación determinamos si las

células diferenciadas eran realmente capaces de liberar el neurotransmisor GABA en

respuesta a una despolarización. Puesto que estas células ya estaban siendo cultivadas

en concentraciones despolarizantes de KCl, usamos 0,1 µM  de ionomicina para inducir 

una entrada de calcio al interior de la célula. Comprobamos como las células tratadas

con RA y KCl eran capaces de liberar GABA al medio, mientras que ni las células

cultivadas en condiciones basales ni las tratadas con RA eran capaces de hacerlo (Fig

22B). Esta liberación era, además, dependiente de la presencia de calcio extracelular, ya 

que en un medio libre de calcio y con EGTA no tenía lugar la liberación (Fig 22B).

Mediante el ensayo de exclusión al Azul de Tripán comprobamos que después de la

recaptación y liberación de GABA las células seguían siendo viables en más del 90%.

 Con estos resultados, por lo tanto, demostramos que estas células eran capaces

de sintetizar GABA, empaquetarlo en vesículas, secretarlo y recaptarlo del medio

externo. Estos resultados nos indican que las células ST14A podían ser diferenciadas in

vitro hacia un fenotipo neuronal GABAérgico maduro y funcional, de forma

homogénea, mediante el tratamiento secuencial con RA y KCl.
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6.- El BDNF incrementa el crecimiento neurítico de las células previamente

tratadas con RA y KCl 

Dado que se había relacionado el BDNF con la maduración de las neuronas

GABAérgicas (Gavalda et al., 2004; Mizuno et al., 1994), quisimos comprobar, en

último término, el efecto que tendría la adición de esta neurotrofina sobre las células ya 

diferenciadas con el protocolo secuencial de RA y KCl. Los anteriores resultados nos

habían mostrado como la adición de BDNF a las células cultivadas en condiciones

basales o tratadas con RA durante 5 días no ejercía efecto en ninguno de los parámetros 

examinados. En cambio, si tratábamos los cultivos con 50 ng/ml de BDNF durante 5

DIV después de la exposición al KCl (de los 15 DIV a los 20 DIV; Fig 23A) pudimos

observar un incremento aún mayor de la longitud y las ramificaciones de los procesos

neuríticos en muchas de las células presentes en el cultivo (Fig 23C).

Figura 23. El BDNF promueve el crecimiento neurítico tras el tratamiento con 
RA y KCl. (A) Se añadió 50 ng/ml de BDNF de los 15 DIV a los 20 DIV después del 
tratamiento con KCl. (B) A los 20 DIV las células tratadas con RA y KCl muestran 
cierto desarrollo neurítico inducido por el KCl. (C) A los 20 DIV las células tratadas 
con RA, KCl y BDNF presentan  un incremento mayor de la arborización neurítica 
(flechas). La barra representa 30 µm.
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7.- Supervivencia de las células ST14A diferenciadas in vitro, después de su

transplante en un modelo de la enfermedad de Huntington.

A continuación estudiamos la capacidad de supervivencia, integración,

diferenciación y funcionalidad de las células ST14A diferenciadas mediante el

protocolo desarrollado in vitro, después del transplante en un modelo de la enfermedad

de Huntington. Las células fueron diferenciadas siguiendo el tratamiento secuencial con 

RA y KCl hasta los 11 DIV, momento en que las células ya se encontraban

especificadas hacia el fenotipo GABAérgico (Fig 24A). 

Figura 24. Transplante de las células prediferenciadas in vitro en un modelo de
la enfermedad de Huntington. (A) Esquema del proceso de transplante: las células
fueron cultivadas siguiendo el tratamiento secuencial o las condiciones basales hasta
los 11 DIV y entonces fueron transplantadas en un núcleo estriado lesionado con QA o 
no-lesionado. (B) Cuantificación del número de células EGFP-positivas por núcleo
estriado lesionado o no-lesionado a los tres días del transplante. (C) Ensayo de TUNEL 
para la detección de células apoptóticas 3 días después del transplante. Algunas células 
TUNEL-positivas colocalizan con la EGFP (flecha amarilla) y otras no (flecha roja).
Los datos se expresan como la media ± SEM (n=4 animales por condición).*,+ P<0,05 
respecto a CB. La barra representa 30 µm.
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Los transplantes fueron realizados en ratas inmunodeprimidas para evitar los

problemas del rechazo inmunológico. Las células fueron transplantadas en seis

localizaciones diferentes del núcleo estriado de una rata adulta de forma bilateral. Uno

de los núcleos estriados había sido lesionado 7 días antes con dos inyecciones de 34

nmoles de QA (Fig 24A). Este tipo de lesión ha sido utilizado durante mucho tiempo

como modelo de la enfermedad de Huntington (Beal et al., 1986). De esta manera

podíamos examinar el comportamiento de las células en dos entornos diferentes: un

núcleo estriado adulto intacto y en un núcleo estriado con una buena parte de las

neuronas GABAérgicas de proyección eliminadas y cierto grado de reacción

astrocitaria. El mismo procedimiento se siguió para el transplante de células control,

cultivadas en condiciones basales hasta los 11 DIV. Tanto antes como durante el

proceso de transplante se comprobó la viabilidad celular por el método del Azul de

Tripán. Se evidenció que las células eran viables en más del 90% en el momento del

transplante.

Las células ST14A utilizadas en este trabajo expresan el gen marcador EGFP,

cuya proteína se localiza en todo el citoplasma. Esto permite, en principio, detectar las

células in vivo y observar su completa morfología. A los tres días del transplante

podíamos detectar células EGFP-positivas en casi todas las ratas transplantadas, pero

encontramos aproximadamente el doble de células pre-diferenciadas con RA y KCl que 

células cultivadas en condiciones basales (Fig 24B). No obstante, no observamos

diferencias entre los núcleos estriados intactos y los núcleos estriados lesionados con

QA (Fig 24B). 

Cuando analizamos las ratas seis días después del transplante, sin embargo,

detectamos un número extremadamente bajo de células EGFP-positivas, y a los 12 días

del transplante ya no éramos capaces de detectar ninguna célula transplantada. La

explicación más razonable a estas observaciones era que las células habían muerto

masivamente entre los 3 y los 6 días después del transplante. Llevamos a cabo el ensayo 

de TUNEL para detectar las células apoptóticas, pero encontramos que a los 3 días sólo 

un 3,9 ± 2,1% de las células eran TUNEL-positivas (Fig 24C). A los 6 días

prácticamente ya no encontramos ninguna célula TUNEL-positiva.

Otra explicación para la desaparición de las células in vivo podría ser la

inactivación  de la expresión del  gen marcador,  tal y  como ha sido  descrito  para otras
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Figura 25. Supervivencia a largo plazo de las células después del transplante.
Para detectar las células transplantadas más allá de la pérdida de expresión del gen
marcador EGFP, las células fueron incubadas con BrdU antes del transplante. (A) A
los 3 días del transplante podemos observar células marcadas tanto con EGFP como
con BrdU. (B) A los 6 días del transplante pueden detectarse células BrdU-positivas
pero el marcaje por EGFP ha desaparecido completamente. (C) Las células son
también detectadas in vivo mediante PCR contra el gen de la EGFP, tanto las células
cultivadas con el tratamiento secuencial (RK) como en las condiciones basales (CB) a
los 6 días. No aparece señal en animales lesionados pero no transplantados (QA). Los
controles positivos para la PCR son el plásmido con la secuencia de la EGFP
(pEGFP), y DNA extraído de células ST14A proliferantes in vitro ("vitro"). (D) La
banda específica para la EGFP también se detecta en animales transplantados con
células cultivadas con el tratamiento secuencial (RK) o en las condiciones basales (CB) 
a los 7 meses del transplante. Las barras representan 30 µm.

líneas celulares (Akerud et al., 2001; Martinez-Serrano y Bjorklund 1997). Para

comprobarlo, usamos el marcaje alternativo con BrdU. Las células fueron incubadas in

vitro con BrdU durante 24 horas y transplantadas siguiendo el mismo protocolo. A los

tres días del transplante, observamos como aproximadamente la mitad de las células

EGFP-positivas eran también positivas para BrdU (Fig 25A), tal y como esperábamos

por la tasa de incorporación del BrdU in vitro. Seis días después del transplante

detectábamos un número similar de células BrdU-positivas pero completamente

negativas para EGFP (Fig 25B). Esto nos sugería que realmente las células seguían

presentes pero habían perdido la expresión del gen marcador.
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Figura 26. Las células ST14A pre-diferenciadas in vitro mantienen el fenotipo
neuronal GABAérgico después del transplante. Mediante doble inmunohistoquímica
observamos como las células diferenciadas con el protocolo a base de RA y KCl son
inmunopositivas para el marcador neuronal Tuj1 (A) y presentan marcaje positivo para 
GABA (B) y para el enzima GAD 65 (C). En cambio no se observa colocalización
alguna entre la células EGFP-positivas y los marcadores para astrocitos GFAP (D) o
para oligodendrocitos RIP (E). Las barras representan 30 µm.
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Figura 27. Tres días después del transplante las células diferenciadas según el
tratamiento con RA y KCl (A, B y C) desarrollan largos procesos neuríticos (flechas).
Este fenómeno no se observa en células cultivadas en condiciones basales (D). Las
barras representan 10 µm.

Para confirmar la presencia de las células vivas más allá de los 3 días después

del transplante, procedimos a la detección del gen de la EGFP mediante PCR.

Efectivamente, a los 6 días del transplante podíamos detectar la banda específica

correspondiente a la EGFP en los núcleos estriados lesionados y no lesionados, en los

transplantes con las células diferenciadas con RA y KCl o con las condiciones basales

(Fig 25C). Algunas de las ratas transplantadas fueron sacrificadas al cabo de un mes y

medio del transplante, y otras fueron mantenidas hasta los 7 meses (Fig 25D). Se extrajo 

el DNA estriatal y en todos los casos se detectó la presencia de las células por PCR

contra la EGFP, tanto las cultivadas con el tratamiento secuencial como en condiciones

basales. Estos resultados nos indican que las células pueden sobrevivir por lo menos

hasta los 7 meses in vivo.
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8.- Las células pre-diferenciadas in vitro mantienen su fenotipo neuronal

GABAérgico después del transplante.

Analizamos también el fenotipo que las células habían adoptado a los 3 días del

transplante, tanto en un núcleo estriado intacto como en un núcleo estriado lesionado

con QA, mediante doble inmunohistoquímica contra la EGFP y contra marcadores

fenotípicos específicos. Comprobamos que las células transplantadas, tanto las

cultivadas con tratamiento secuencial como en las condiciones basales, eran positivas

para el marcador neuronal β-III-tubulina (Tuj1, Fig  26A). Sin embargo, sólo las células

que habían sido tratadas in vitro con RA y KCl eran claramente positivas para el

marcaje contra GABA (Fig 26B) y contra la GAD 65 (Fig 26C). Las células cultivadas

en condiciones basales no colocalizaban con estos marcadores. También comprobamos

como en ningún caso las células transplantadas podían ser detectadas con antígenos

gliales, tales como el marcador astrocitario GFAP (Fig 26D), el marcador

oligodendroglial RIP (Fig 26E), o el marcador microglial OX-42. El fenotipo expresado 

por las células transplantadas en un núcleo estriado intacto era muy similar al de las

células transplantadas en un núcleo estriado lesionado.

9.- Las células pre-diferenciadas desarrollan procesos neuríticos asociados a

la presencia de vesículas sinápticas GABAérgicas.

Tres días después del transplante, algunas de las células previamente tratadas

con RA y KCl mostraban evidentes signos morfológicos de diferenciación: habían

desarrollado largos procesos neuríticos que interconectaban unas células con otras (Fig

27A-C). En ningún caso las células tratadas en las condiciones basales mostraban este

tipo de morfologías (Fig 27D).

Para buscar evidencias de la posible funcionalidad de las células transplantadas,

llevamos a cabo la inmunodetección de proteínas relacionadas con la actividad

sináptica. Analizamos la localización de proteínas asociadas a vesículas pre-sinápticas

(proteínas vSNARE) (Trimble 1998) tales como la sinapsina I y la sinaptotagmina, y

también de la v-GAT.  Observamos la presencia  de vesículas inmunopositivas para la
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sinapsina (Fig 28A) y para la sinaptotagmina (Fig 28B) alrededor del soma y de los

procesos de las células transplantadas, sugiriéndonos que estas células podrían estar

recibiendo contactos sinápticos de las células vecinas o células del huésped. Detectamos

también  la presencia de vesículas inmunopositivas  para la sinaptotagmina (Fig 29A)  o

Figura 28. Las células pre-diferenciadas reciben posibles contactos sinápticos in
vivo. (A, B) Inmunohistoquímica doble revela la presencia de proteínas de vesículas
sinápticas, tales como la sinapsina I (Sys, A) o la sinaptotagmina (Sytg, B) alrededor
del soma y los procesos de las células EGFP-positivas. Las barras representan 5 µm.
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para la v-GAT  (Fig 29B) que colocalizaban con estructuras EGFP-positivas. Esto nos

indicaba la posibilidad que nuestras células transplantadas desarrollaran contactos

sinápticos de naturaleza GABAérgica con células de su entorno.

Figura 29. Las células pre-diferenciadas emiten posibles contactos sinápticos
GABAérgicos in vivo. (A, B) Los propios procesos EGFP-positivos de las células
transplantadas colocalizan con proteínas de vesículas sinápticas como la
sinaptotagmina (A) o la v-GAT (B). Las barras representan 2 µm.
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10.- Los transplantes de células pre-diferenciadas recuperan la

funcionalidad en algunos animales del modelo excitotóxico de la enfermedad 

de Huntington.

Finalmente examinamos la capacidad que tendrían los transplantes de células

diferenciadas in vitro para revertir los déficits motores de un núcleo estriado lesionado.

En este ensayo las ratas fueron lesionadas unilateralmente con QA y, una semana

después, se transplantaron en el mismo núcleo estriado las células diferenciadas con el

tratamiento secuencial o en las condiciones basales. Como control, algunas ratas fueron

inyectadas simplemente con el vehículo de administración de las células. Después de 1

y 5 semanas del transplante se examinó el patrón de rotaciones asimétricas inducidas

por la administración de apomorfina, un agonista de los receptores dopaminérgicos. En

este modelo la lesión unilateral por QA induce un comportamiento rotacional ipsilateral 

Figura 30. Test de rotaciones para la detección de recuperación funcional. Las
ratas lesionadas unilateralmente realizan rotaciones ipsilaterales con la administración 
de apomorfina. (A) Los transplantes de células tratadas con RA y KCl (QA-RK) tienden 
a reducir el número de rotaciones más que los transplantes de células cultivadas en
condiciones basales (QA-CB) aunque no de forma significativa con respecto a los
animales sin transplante (QA), a 1 ó 5 semanas después del transplante. Los datos se
expresan como la media ± SEM de 6-7 animales por condición. (B) Número de
rotaciones detalladas para cada uno de las 6 ratas transplantadas con células
diferenciadas con RA y KCl (RK-i, donde i=1-6), comparadas con la media ± SEM de
las ratas no transplantadas (QA, en negro). 
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a la lesión tras la administración de la apomorfina. Una reducción de las rotaciones

indica una recuperación funcional del núcleo estriado lesionado.

Los animales transplantados con células cultivadas en condiciones basales

reducían el número de rotaciones un 13 % en la primera semana y un 32 % al cabo de 5 

semanas, respecto los animales inyectados con vehículo. Los animales transplantados

con células tratadas con RA y KCl veían reducido el número de rotaciones en un 58 %

al cabo de una semana y en un 64 % a las 5 semanas del transplante, respecto los

animales inyectados con vehículo (Fig 30A). Aunque los resultados no son

significativos, se aprecia claramente una tendencia a la reducción del comportamiento

rotacional en los animales transplantados con las células GABAérgicas. La falta de

significación se debe a la disparidad de los datos rotacionales entre los diferentes

animales. De los 6 animales transplantados con células pre-diferenciadas, 3 no

experimentaron ninguna mejora con respecto a los no transplantados, pero los otros 3

animales sí mejoraron el patrón de rotaciones  con respecto a los no transplantados (Fig

30B). Aunque los resultados muestran la existencia de cierta recuperación funcional,

deben aún optimizarse varios de los parámetros de este ensayo para demostrar un efecto 

reproducible en los  transplantes de células diferenciadas.





V.  DISCUSIÓN
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  DISCUSIÓN

La complejidad del sistema nervioso es verdaderamente extraordinaria. El reto

de repararlo cuando falla es, pues, igual de extraordinario. Sin embargo, la emergente

tecnología que ofrecen las células madre abre nuevas posibilidades con las que luchar

contra muchas de las enfermedades del sistema nervioso que actualmente no disponen

de tratamiento alguno. Las aplicaciones clínicas totalmente controladas y eficaces

quedan aún lejos, pero los conocimientos sobre las propiedades y las capacidades de las 

células madre crecen enormemente día tras día y apuntan hacía futuras terapias

realmente viables.

En la presente tesis aportamos datos que apoyan la posibilidad de desarrollar

terapias de sustitución celular para enfermedades neurodegenerativas a partir de células

madre. Demostramos que es posible controlar el destino fenotípico de las células madre 

y que los transplantes de células pre-diferenciadas in vitro son factibles. En concreto,

hemos desarrollado un procedimiento para la generación in vitro de una población

homogénea de neuronas GABAérgicas a partir de una línea de progenitores neurales

mediante la manipulación externa del medio de cultivo. El procedimiento se basa en la

adición de factores epigenéticos, sin una manipulación genética de las células. El

tratamiento secuencial con RA y KCl induce la adquisición de un fenotipo neuronal

GABAérgico maduro, postmitótico y funcional. Estas células diferenciadas in vitro

pueden ser transplantadas en un cerebro adulto donde conservan sus características

fenotípicas y elaboran procesos neuríticos con posibles contactos pre- y post-sinápticos

(Figura 31).

Para generar neuronas de un fenotipo muy concreto podemos partir de células

madre muy indiferenciadas, como el caso de las ESC, o bien de células madre más

restringidas en su linaje, como el caso de NSC o progenitores neurales. En el primer

caso será necesario dirigir la célula a través de un largo camino. Primero, la

especificación hacia células de la capa germinal del ectodermo. Después, la generación

de progenitores neurales que, a su vez, deberán convertirse en neuronas. Finalmente, la

consecución del fenotipo concreto con su neurotransmisor adecuado. En cambio si

partimos  de células más desarrolladas  puede resultar más sencillo controlar el producto
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Figura 31. Esquema del proceso experimental llevado a cabo como modelo de
terapia celular. Se resume la generación de la línea inmortalizada ST14A a partir de
células madre neuronales (NSC) de la eminencia ganglionar lateral (LGE) de un feto
de 14 días (E14), su expansión a 33ºC, su diferenciación al fenotipo neuronal
GABAérgico mediante un  tratamiento secuencial con RA y KCl, y su transplante en un 
modelo de la enfermedad de Huntington.
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final de la diferenciación. Por este motivo en el presente trabajo decidimos trabajar con

líneas inmortalizadas de células madre neurales aisladas de la eminencia ganglionar

lateral, primordio del núcleo estriado. La inmortalización mediante oncogenes permite

el cultivo de grandes cantidades de células con propiedades homogéneas y son un

excelente modelo para el estudio de su potencial de diferenciación o integración después 

de un transplante (Martinez-Serrano y Bjorklund 1997). El modelo utilizado en este

trabajo es la línea celular inmortalizada ST14A. Estas células han sido utilizadas en

numerosos estudios sobre diferenciación in vitro (Cattaneo et al., 1996; Conti et al.,

2001; Weinelt et al., 2003) o usadas como vehículos de terapia génica (Barresi et al.,

2003; Benedetti et al., 2000; Corti et al., 1996; Torchiana et al., 1998). En experimentos 

previos se había observado como el transplante de las células ST14A directamente

desde el estado proliferante a 33ºC en un cerebro adulto conducía a una diferenciación

espontánea muy pobre y mayoritariamente hacia fenotipos gliales (Cattaneo et al., 1994; 

Lundberg et al., 1997). En el presente estudio nos planteamos, pues, un proceso de

diferenciación estable y eficaz hacia neuronas de tipo GABAérgico in vitro, y el

posterior transplante de estas células pre-diferenciadas en el cerebro adulto. 

Para desarrollar un procedimiento de diferenciación específica in vitro debíamos 

en primer lugar rediseñar las condiciones de cultivo de las células ST14A para

adaptarlas a nuestros objetivos. Estas necesidades requerían un medio de cultivo donde

fuese posible inducir una diferenciación completa y funcional a la vez que garantizar

una supervivencia celular aceptable. Queríamos transplantar células con el máximo

grado de diferenciación pero con buenas expectativas de supervivencia in vivo. Con el

fin de encontrar un equilibrio entre supervivencia y diferenciación, hemos ensayado

toda una serie de estrategias con nuestros cultivos. Hemos comprobado como la muerte

inducida por el cambio de temperatura y la eliminación del suero es independiente de

caspasas. Su potencial de proliferación depende de los factores presentes en el suero,

pero estos factores no son los mitógenos de la familia del FGF y del EGF. Del mismo

modo, la supervivencia celular es también insensible a los factores secretados por los

astrocitos. Hemos conseguido finalmente ese equilibrio con la adición de suero a la

concentración del 0,5% en el medio mínimo N2. Si disminuimos el suero, las células

adquieren una diferenciación morfológica más evidente, pero su supervivencia es muy

pobre. En cambio si aumentamos la proporción  de suero, las células viven mucho más
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tiempo pero se hace imposible promover su diferenciación. Otros trabajos utilizan de la

misma forma medios con bajas concentraciones de suero para la diferenciación de líneas 

celulares (Rubio et al., 1999). Una vez optimizados los parámetros de supervivencia en

condiciones favorables a la diferenciación hemos proseguido con el desarrollo de un

protocolo específico de diferenciación GABAérgica. 

La adición del RA en nuestros cultivos nos produce dos efectos evidentes. En

primer lugar, aumenta sensiblemente el número de células en cultivo, mediante la

inhibición de la muerte celular. En segundo lugar nos promueve la adquisición de un

fenotipo neuronal maduro. Estos resultados están de acuerdo con los efectos descritos

del RA en cultivos de diferentes tipos de células madre. Se ha visto como el RA

promueve la supervivencia de los progenitores neuronales (Henion y Weston 1994;

Kornyei et al., 1998), probablemente mediante la activación de proteínas antiapoptóticas 

tales como el Bcl-2 (Daadi et al., 2001; Hanada et al., 1993).

El RA, asimismo, ha sido descrito como un potente inductor de la diferenciación 

hacia fenotipo neuronal en múltiples líneas celulares: células pluripotentes como las

ESC (Bain et al., 1996; Bibel et al., 2004; Dinsmore et al., 1996; Okada et al., 2004) o 

las ECC (Bain et al., 1996; Jones-Villeneuve et al., 1982), o células multipotentes como 

las NSC (Palmer et al., 1997; Takahashi et al., 1999), líneas de neuroblastoma (Encinas

et al., 2000) o células madre hematopoyéticas (Jang et al., 2004). En nuestro tratamiento 

con RA durante 5 días observamos un claro incremento de la expresión de NeuN, un

marcador neuronal maduro. Del mismo modo, se ha descrito como el tratamiento con

RA de progenitores neuronales derivados de embriones de ratón en el estadio

embrionario E9 incrementan la expresión de NeuN a partir del quinto día en cultivo

(Herberth et al., 2002). Se sabe que los retinoides juegan un papel muy importante en el 

desarrollo temprano del sistema nervioso (Maden y Holder 1991; Ross et al., 2000),

aunque también podrían ser importantes para el desarrollo  más avanzado del

telencéfalo, o incluso en la etapa adulta (Zetterstrom et al., 1999). En concreto, se ha

establecido una estrecha relación entre los retinoides y el desarrollo específico del

núcleo estriado (Toresson et al., 1999). Los receptores de los retinoides empiezan a

expresarse en el núcleo estriado hacia E12.5 (Ruberte et al., 1993) y se ha visto como en 

cultivos primarios de la eminencia ganglionar lateral a E13.5 los retinoides favorecen la 

adquisición de las características propias de las neuronas estriatales (Toresson et al.,

1999).
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Sin embargo la adición de RA no es suficiente para fomentar la adquisición de

características GABAérgicas en nuestras células de origen estriatal. Trabajos previos

muestran el efecto de inducción neuronal del RA, pero describen la necesidad de

tratamientos posteriores para conseguir la maduración hacia fenotipos concretos

(Encinas et al., 2000; Takahashi et al., 1999). Se ha postulado que las células gliales

pueden jugar un papel muy importante en la diferenciación de los precursores

neuronales. Los astrocitos promueven la supervivencia y la diferenciación o maduración 

neuronal de las células madre (Hall et al., 2003; Song et al., 2002; Wagner et al., 1999a)

y la glía radial de la eminencia ganglionar lateral se perfila como la fuente de retinoides 

que promovería el desarrollo de las neuronas estriatales (Toresson et al., 1999). A pesar 

de ello, en nuestros experimentos con medios condicionados o con cocultivos de

astrocitos del núcleo estriado neonatal no conseguimos mejorar la supervivencia ni

promover la diferenciación de las células ST14A. Esto nos sugiere que otros factores o

parámetros deben ser necesarios para la maduración específica del fenotipo

GABAérgico.

Las neurotrofinas son factores cuya implicación en la diferenciación

GABAérgica también ha sido estudiada. Sin embargo parece que su acción sobre los

progenitores neuronales depende en gran medida del estadio del desarrollo de esas

células. Ventimiglia y colaboradores observaron como la adición de BDNF, NT-3 y

NT4/5 promovía la supervivencia y la diferenciación de las  neuronas estriatales de E17 

hacia el fenotipo GABAérgico y positivo para calbindina (Ventimiglia et al., 1995).

Otros trabajos han mostrado, por el contrario, como la exposición de cultivos primarios

estriatales de E18-19 al BDNF no aumentan el número de células GABAérgicas pero sí 

estimulan la maduración de esas células GABAérgicas hacia fenotipos estriatales

(positivas para marcadores como GAD, parvalbumina, calbindina) (Gavalda et al.,

2004; Mizuno et al., 1994). Las células ST14A derivan de progenitores estriatales a E14 

y aunque expresan los receptores para las neurotrofinas, tanto en condiciones

proliferantes como favorables a la diferenciación (Cattaneo y Conti 1998), no responden 

a la acción de los factores tróficos en condiciones basales o después del tratamiento con 

RA. Del mismo modo, se ha visto que los precursores estriatales nestina-positivos de un 

cultivo primario estriatal (Gavalda et al., 2004) o hipocampal (Vicario-Abejon et al.,

2000) no parecen responder a las neurotrofinas. En cambio, hemos observado como la
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adición de BDNF a las células ST14A después del doble tratamiento con RA y KCl,

cuando la célula ya ha sido diferenciada específicamente al fenotipo GABAérgico, sí es

capaz de promover un evidente crecimiento neurítico. Este resultado concuerda con lo

observado en cultivos primarios estriatales a E19 donde las neuronas GABAérgicas

responden al BDNF incrementando su arborización dendrítica (Gavalda et al., 2004). De 

manera similar, el BDNF no aumenta el número total de neuronas GABAérgicas en

cultivos de hipocampo pero sí es capaz de incrementar claramente su maduración y su

arborización dendrítica y axonal (Yamada et al., 2002; Vicario-Abejon et al., 1998).

Además, en la diferenciación de las ESC hacia fenotipo GABAérgico que describen

Barberi y colaboradores, la acción de las neurotrofinas tiene lugar en la última etapa del 

proceso (Barberi et al., 2003). Estos datos nos sugieren que las neurotrofinas pueden

ejercer su actividad en fases relativamente avanzadas del proceso de diferenciación,

promoviendo la posterior maduración de las neuronas GABAérgicas. 

Otro de los fenómenos que han sido implicados en la adquisición del fenotipo

GABAérgico es la actividad sináptica. Por este motivo examinamos el efecto que

tendría sobre las células ST14A una despolarización inducida por KCl. La adición de

KCl (40 mM) provoca un profundo cambio en nuestras células, tanto a nivel

morfológico como bioquímico. Se observa claramente un incremento del crecimiento

neurítico, fenómeno que concuerda con datos de trabajos previos donde se ha implicado 

estrechamente la actividad neuronal con el desarrollo dendrítico (Wong y Ghosh 2002).

La estimulación por KCl reduce drásticamente la  tasa de proliferación a través de una

entrada de calcio al interior de la célula. Existen datos contradictorios sobre los efectos

anti- o pro-mitóticos de la actividad neuronal. Hay estudios que demuestran un claro

efecto de inhibición de la proliferación después de una despolarización por KCl o

glutamato en precursores neuronales (Antonopoulos et al., 1997; Cui y Bulleit 1998;

Haydar et al., 2000; LoTurco et al., 1995; Pardo y Honegger 2000), mientras que otros

observan un aumento de la tasa de proliferación (Borodinsky y Fiszman 1998; Haydar

et al., 2000). Estas discrepancias pueden ser debidas a diferencias en el nivel de

maduración (Haydar et al., 2000), puesto que se ha comprobado como los niveles

extracelulares de K+ influyen de diferente forma en los precursores neuronales

dependiendo de su estadio de desarrollo (Herberth et al., 2002). La adición de KCl

también mejora la supervivencia del cultivo por inhibición de la muerte celular, como

ocurre en los cultivos de neuronas granulares cerebelares, donde la presencia de
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concentraciones despolarizantes de KCl es imprescindible para su supervivencia (Gallo

et al., 1987).

Es interesante observar como el crecimiento neurítico y el efecto anti-mitótico se 

dan solamente en aquellas células tratadas previamente con RA. La exposición al RA no 

sólo incrementa la expresión del marcador neuronal NeuN sino que le confiere a la

célula la capacidad de responder a la estimulación por KCl activando ciertos procesos

internos que conducen a la formación de neuritas y a la detención del ciclo celular.

Desconocemos, por el momento, la naturaleza de estos mecanismos intracelulares,

aunque sabemos que puede estar implicada la señalización por calcio intracelular. Esto

concuerda con varios trabajos en los que se ha estudiado el efecto de la despolarización

y la entrada de calcio sobre la diferenciación de varios tipos de células neuronales

(Spitzer et al., 2000) o no-neuronales (Berridge et al., 1998). En concreto, se ha descrito 

como la frecuencia de los picos de calcio podría codificar la adquisición del fenotipo

GABAérgico en precursores estriatales de ratón (Ciccolini et al., 2003) o precursores de 

médula espinal de Xenopus (Gu y Spitzer 1995; Spitzer et al., 1993).

Nuestros resultados demuestran una estrecha relación entre la actividad sináptica 

y la inducción del fenotipo GABAérgico. La exposición de los cultivos a

concentraciones despolarizantes de KCl promueve la adquisición de un fenotipo

GABAérgico completo y funcional. El número de células GABAérgicas 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 núcleo estriado (Gavalda et al., 2004; Mizuno et 

al., 1994). El fenotipo adquirido cumple con todos los parámetros que definen a una

célula 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 vesículas, el v-GAT. Además, son capaces de recaptar

GABA del medio y de liberarlo en respuesta a un estímulo despolarizante de una

manera dependiente de calcio. 

Una vez caracterizado el grado de diferenciación alcanzado por las células in

vitro bajo el protocolo que habíamos desarrollado, proseguimos a examinar el grado de

integración y la estabilidad de fenotipo que tendrían estas células in vivo, tras su

transplante en un cerebro de rata adulta.  En numerosos trabajos se ha descrito como las 
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células madre transplantadas en cerebros en proceso de desarrollo muestran una gran

capacidad de supervivencia y diferenciación, mientras que no ocurre lo mismo en el

cerebro adulto. En huéspedes embrionarios o neonatales las células transplantadas

adoptan fenotipos que dependen de su origen y del lugar de implante (Doering y Snyder 

2000; Englund et al., 2002b; Lundberg et al., 2002; Snyder et al., 1992). Sin embargo, la 

capacidad de diferenciación neuronal es mucho más pobre en un entorno adulto, donde

la mayor parte de las células permanecen en estado indiferenciado o desarrollan

fenotipos gliales después de su transplante en regiones no neurogénicas (Akerud et al.,

2001; Fricker et al., 1999; Lundberg et al., 1997; Martinez-Serrano y Bjorklund 1997;

Rubio et al., 2000; Snyder et al., 1997). El control sobre el fenotipo que adoptarán

espontáneamente las células transplantadas es, por lo tanto, sumamente pobre después

del transplante en el cerebro adulto (Herrera et al., 1999; Rossi y Cattaneo 2002). El

transplante de células indiferenciadas con alto potencial proliferativo, como las ESC,

conlleva, por otro lado, el riesgo de aparición de teratomas (Bjorklund et al., 2002;

Olsson et al., 1997). Se ha demostrado, además, que el grado de recuperación funcional 

depende en mayor medida del número de células que mantengan el fenotipo adecuado

in vivo, y no tanto del número total de células que sobrevivan (Brundin y Bjorklund

1998). Wang y colaboradores han comprobado la importancia del proceso de pre-

diferenciación para la eficacia de la terapia celular en modelos de la enfermedad de

Parkinson. Han observado que el transplante de precursores mesencefálicos previamente 

diferenciados a fenotipo dopaminérgico son capaces de revertir los déficits motores del

modelo de lesión por 6-hidroxidopamina, mientras que las mismas células sin

diferenciar no logran ejercer ningún efecto terapéutico (Wang et al., 2004). Parece

necesario, por lo tanto, un proceso previo de diferenciación in vitro de las células antes

del transplante para asegurar la eficacia de una terapia de sustitución celular (Bjorklund

y Lindvall 2000; Donovan y Gearhart 2001; Rossi y Cattaneo 2002; Temple 2001).

Este proceso de diferenciación in vitro permite, además, la generación de una

población homogénea de un solo tipo celular. En la enfermedad de Parkinson, por

ejemplo, se estima que para lograr claros beneficios terapéuticos deberían transplantarse 

al menos 100 000 neuronas dopaminérgicas funcionales por Putamen (Hagell y Brundin 

2001). Teniendo en cuenta que sólo un 5-10% de las células de los transplantes de tejido 

fetal son dopaminérgicas (Lindvall et al., 2004), y que la supervivencia de estos

transplantes suele ser menor del 5-10% (Arenas 2002; Brundin et al., 2000), resulta que 
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el número de células totales a transplantar debería ser de alrededor de 10-40 millones.

Es muy difícil, por lo tanto, llevar a cabo este tipo de transplantes a partir de tejido

extraído de fetos humanos. En cambio el uso de células madre y su diferenciación

mediante protocolos estandarizados permitiría la generación de poblaciones celulares

más homogéneas, reduciendo de esta forma el número total de células a transplantar.

Eficiencias de más del 70% como las obtenidas en el presente trabajo para neuronas

GABAérgicas, o las obtenidas por Wagner y colaboradores para neuronas

dopaminérgicas (Wagner et al., 1999a) representan un grado de homogeneidad útil para 

la realización de transplantes celulares.

Nuestros experimentos muestran como las células ST14A pre-diferenciadas

siguiendo el procedimiento descrito mantienen de forma estable el fenotipo

GABAérgico después de su transplante en el cerebro adulto. No observamos en ningún

caso la aparición de fenotipos gliales, contrariamente a lo descrito en los transplantes de 

células ST14A indiferenciadas, donde la mayor parte de fenotipos detectados son de

tipo glial (Cattaneo et al., 1994; Lundberg et al., 1997). Parecen gozar, además, de un

buen grado de diferenciación e integración, como lo demuestra el desarrollo de una

morfología madura con largos procesos neuríticos y la presencia de vesículas sinápticas 

en dichos procesos o alrededor de ellos. 

Resulta por otro lado sorprendente que no se observen diferencias entre las

células transplantadas en un núcleo estriado intacto respecto de uno lesionado, a

diferencia de lo descrito en otros trabajos (Doering y Snyder 2000; Isacson et al., 1984).

Un entorno lesionado ofrece un ambiente muy diferente al de un entorno intacto, por la

secreción de factores tróficos, citoquinas, y por la presencia de astrocitos reactivos y

microglía (Rossi y Cattaneo 2002; Snyder et al., 1997; Sotelo y Alvarado-Mallart 1991).

Sin embargo, se sabe que cuanto más avanzado está el proceso de desarrollo de un

progenitor, más restringido es su potencial y menos capacidad tienen de responder a

señales exógenas (Edlund y Jessell 1999). Nuestras células transplantadas parecen tener, 

pues, un grado de diferenciación suficientemente restringido que las hace insensibles a

las señales gliogénicas o neurogénicas de un entorno lesionado.

Uno de los principales problemas con el que nos hemos encontrado en el estudio 

de estas células in vivo ha sido la inactivación de la expresión del gen marcador de la

EGFP. Hemos podido demostrar que las células siguen presentes en el cerebro más allá
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de la desaparición de la EGFP mediante el marcaje alternativo con BrdU o mediante la

detección de la EGFP por PCR. Sin embargo esto nos ha imposibilitado el examen

minucioso de la morfología celular, la detección de contactos sinápticos o el análisis

fenotípico más allá de los tres días in vivo. Este fenómeno de inactivación de genes

marcadores ha sido observado también en otras líneas celulares, como la c17.2 o la

RN33B, con marcadores distintos, como el LacZ o la luciferasa (Akerud et al., 2001;

Martinez-Serrano y Bjorklund 1997; Snyder et al., 1992). En todos estos casos el gen

marcador se expresa bajo un promotor de origen viral (Conti et al., 2001; Shimohama et 

al., 1989; Snyder et al., 1992), por lo que es posible que en el cerebro exista algún

mecanismo de inactivación selectiva para este tipo de promotores víricos.

La presencia de proteínas sinápticas en las células transplantadas sugiere la

posibilidad de que estas células sean funcionales y que reciban y establezcan contactos

sinápticos con las células endógenas del huésped. Por este motivo comprobamos si el

transplante de estas células podría revertir las disfunciones motoras que tienen lugar en

el modelo excitotóxico de la enfermedad de Huntington. Hemos observado como el

transplante de células GABAérgicas consigue evitar la aparición del comportamiento

rotacional asimétrico causado por la lesión excitotóxica en algunos animales

transplantados. Esto nos indica que, al menos en estos animales, las células

GABAérgicas han restablecido la funcionalidad de los circuitos que integran los

ganglios basales. Debido a la proximidad del globus pallidus con el núcleo estriado, es

posible que las células transplantadas consigan secretar GABA en su diana correcta, que 

es el globus pallidus, tal y como ocurre en algunos de los transplantes de células fetales 

realizados en modelos animales (Bjorklund y Lindvall 2000; Dunnett 1995; Nakao et

al., 1999). En transplantes de células estriatales fetales se ha correlacionado la reversión 

de los déficits de un modelo de lesión excitotóxica con la restitución de los contenidos

estriatales de GABA (Campbell et al., 1993). Los transplantes de tejido estriatal fetal

también son capaces de restituir los contenidos de GABA en el globos palidus

(Sirinathsinghji et al., 1988). Es posible que la secreción de GABA por parte de nuestras 

células transplantadas tenga lugar de forma regulada en respuesta a la administración de 

agonistas dopaminérgicos, del mismo modo que ocurre en los transplantes fetales

(Sirinathsinghji et al., 1988), puesto que se ha visto que las células ST14A, al menos en 

cultivo, expresan receptores funcionales de dopamina (Ehrlich et al., 2001).
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Otra explicación para las mejoras conductuales observadas podría ser la

liberación de factores tróficos por parte de las células transplantadas, tal como ha sido

descrito en varios trabajos (Levivier et al., 1995; Lopez-Martin et al., 1999; Lu et al.,

2003; Mattsson et al., 1997; Toledo-Aral et al., 2003). Las  células ST14A expresan el

RNA mensajero de algunos factores como el BDNF, el NT-3 o el bFGF (Cattaneo y

Conti 1998), aunque ignoramos si lo continúan haciendo después del transplante. En los 

casos donde hemos observado una recuperación funcional, pues, no sabemos con total

certeza si es resultado del efecto protector de estos factores o si es verdaderamente

debido al establecimiento de contactos sinápticos y a la secreción local de GABA. 

Aún existen muchos parámetros a mejorar en los transplantes de células pre-

diferenciadas. Uno de ellos es la supervivencia de las células después del transplante.

Aunque las células pre-diferenciadas mediante el tratamiento secuencial muestran una

mejor supervivencia que las tratadas en condiciones basales, no conseguimos detectar

más del 10% de las células transplantadas. Este grado de supervivencia es similar a los

obtenidos en transplantes celulares de tejido fetal (Arenas 2002; Brundin et al., 2000).

Sin embargo, debido a la inactivación de la expresión de la EGFP, no sabemos con

seguridad cuántas células han muerto y cuántas han perdido el marcador. Las causas de

esta posible muerte se hallan en las condiciones que se encuentran las células en su

nuevo entorno: hipoxia e hipoglucemia, deprivación de factores tróficos, daño

traumático y altos niveles de radicales libres y excitotoxinas (Brundin et al., 2000). Se

han ensayado diversas estrategias para mejorar la supervivencia de los transplantes

celulares, como la manipulación genética de las células donantes para la sobreexpresión 

de genes protectores (Brundin et al., 2000), como el Bcl-xL (Liste et al., 2004; Shim et

al., 2004) o a la previa exposición en cultivo a agentes neuroprotectores o

antiapoptóticos (Schierle et al., 1999).

Otro parámetro a mejorar es la reconstrucción de las conexiones sinápticas

correctas. El sistema nervioso central adulto presenta mecanismos de inhibición del

crecimiento axonal originados principalmente por moléculas presentes en la membrana

de los oligodendrocitos o expresados por los astrocitos reactivos (Qiu et al., 2000). La

supresión de este entorno inhibitorio mediante la degradación selectiva de las moléculas 

responsables (Moon et al., 2001) podría facilitar el envío de los axones de las células

implantadas hacia las dianas correctas, en este caso el globus pallidus.
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Dado que el núcleo estriado forma parte esencial de los circuitos que controlan

el movimiento, es evidente que para lograr el éxito de una terapia celular para la

enfermedad de Huntington es necesario plantearse la reconstrucción, al menos parcial,

de estos circuitos neurales. Sin embargo, la generación de neuronas con un fenotipo

GABAérgico que sea mantenido de forma estable después del transplante puede ser de

gran utilidad en diferentes casos. Aparte de la enfermedad de Huntington, el transplante 

de células GABAérgicas puede encontrar también su aplicación en otras situaciones en

donde la inhibición local de poblaciones concretas de neuronas comporte beneficios

terapéuticos. Este puede ser el caso de la enfermedad de Parkinson, donde la secreción

de GABA en el núcleo subtalámico podría proporcionar mejoras funcionales, tal y como 

se ha visto en modelos animales (During et al., 2001) y como se persigue con la

implantación de electrodos de estimulación profunda. También sería posible la

inhibición de los procesos de sobreactivacion que tienen lugar en los casos de epilepsia

mediante la secreción local de GABA (Bjorklund y Lindvall 2000).

En la actualidad, hay muchas esperanzas puestas en las células madre. Los

pacientes, los medios de comunicación, los políticos, la sociedad en general observan

con detenimiento el avance de la ciencia y la medicina en este campo. ¿Es realmente

fundada esta expectación? ¿Es realista esperar que las células madre vayan a ser capaces 

de curar todas estas enfermedades? En estos momentos tenemos evidencias

significativas de que a corto-medio plazo será posible disponer de nuevas terapias

celulares para algunas patologías. Sin embargo, para otras enfermedades, las

aplicaciones terapéuticas se vislumbran tan sólo a muy largo plazo. En realidad ya hace

bastantes años que la medicina está aplicando con éxito terapias celulares basadas en el

trasplante de células madre. Es el caso del sistema hematopoyético, donde se conocen

muy bien sus células madre y su capacidad de regeneración del sistema sanguíneo, y

que se utilizan eficazmente para el tratamiento de enfermedades como las leucemias

(Siminovitch et al., 1963; Till y McCulloch 1961). Actualmente también se están

iniciando ensayos clínicos para la reparación de cicatrices, fístulas o tejido óseo

mediante el implante de células madre o progenitores.

Hoy en día disponemos de suficientes datos científicos sobre el potencial que

poseen las células madre y sobre nuestra capacidad de controlar el destino fenotípico de 

estas células, como los aportados en la presente tesis, para suponer razonablemente que, 
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no muy a largo plazo, podamos generar eficientemente células de un determinado

fenotipo para remplazar poblaciones celulares muy específicas. Cuanto más restringida

y concreta sea la población de células a reemplazar, tanto por su fenotipo como por su

localización y función, más expectativas de éxito tiene una terapia de este tipo.

Enfermedades como la diabetes, las cardiomiopatías, o la enfermedad de Parkinson

podrían tener pronto nuevos tratamientos basados en terapias celulares. Las terapias de

neuroprotección con células como vehículos de administración podrían también ver su

aplicación clínica a medio plazo. En cambio, para las enfermedades neurodegenerativas

donde sea necesaria una reconstrucción de circuitos más compleja, no disponemos hoy

en día de claras evidencias científicas que nos indiquen la posibilidad de desarrollar

terapias celulares de forma inmediata. Aunque existen buenos indicios de

reconstrucción de circuitos en los transplantes de tejido fetal (Lindvall et al., 2004;

Peschanski et al., 2004) aún queda mucha investigación básica sobre el propio

desarrollo del sistema nervioso, y son necesarios aún muchos ensayos en modelos

experimentales para empezar a diseñar complicadas ingenierías de reparación de

circuitos neurales. Parece prematuro, por lo tanto, hablar de terapias celulares basadas

en las células madre para enfermedades como la de Alzheimer o los infartos cerebrales.

 Queda, por lo tanto, mucho camino por recorrer hasta que las investigaciones

den sus frutos y se traduzcan en tratamientos reales para los pacientes. No se deben dar

falsas expectativas y los avances médicos deben apoyarse en conocimientos científicos

sólidos. Tampoco debemos, asimismo, interrumpir ni retrasar las investigaciones. Debe

hacerse un análisis en paralelo a estas investigaciones en cuanto a las implicaciones

éticas de sus métodos o resultados, basándose en datos científicos y en el sentido común 

más humanista posible. La investigación básica y biomédica sobre las células madre y

sus aplicaciones está aún en los inicios de lo que promete ser una aventura larga y

difícil, pero enormemente emocionante.
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  CONCLUSIONES

1. El ácido retinoico promueve la supervivencia de las células madre neurales en

cultivo e induce un fenotipo neuronal.

2. La inducción de la actividad sináptica mediante despolarización por KCl

promueve la diferenciación hacia un fenotipo neuronal GABAérgico maduro y

funcional, en un alto porcentaje de las células en cultivo. 

3. La homeostasis del calcio está implicada en el proceso de diferenciación

neuronal.

4. Las células pre-diferenciadas in vitro hacia fenotipo GABAérgico sobreviven a

largo plazo tras su transplante en un modelo excitotóxico de la enfermedad de

Huntington.

5. Las células pre-diferenciadas mantienen su fenotipo neuronal GABAérgico

después de su transplante en el núcleo estriado

6. Las células pre-diferenciadas muestran una buena integración in vivo, donde

elaboran procesos neuríticos asociados a posibles contactos post-sinápticos y

pre-sinápticos de naturaleza GABAérgica. 
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