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El Parkinson se situa como la segunda enfermedad neurodegenerativa
detras del Alzheimer en cuanto a la cantidad de pacientes que la mani-
fiesta. Entre ambas —Parkinson y Alzheimer—, se estima que en Espana
afecta a mas de un millén de personas.

Segun explica José Lépez Barneo, director del Instituto de Biomedicina
de Sevilla, la enfermedad de Parkinson se produce porque un grupo de
neuronas en el tronco del encéfalo se destruyen por causas desconoci-
das.

Se trata de una zona que se conoce con el nombre de “sustancia negra”,
donde se estima que existe casi un millén de neuronas que extienden
sus prolongaciones hasta otra zona del cerebro denominada “estriado”

La extension neuronal que parte desde la sustancia negra y llega hasta
el estriado marca una zona en el cerebro conocida bajo el nombre de
“via nigroestiatal”. Via que participa en el control de los movimientos del
cuerpo y donde la ciencia neuroldgica localiza esa masiva destruccion
neuronal caracteristica de la enfermedad del Parkinson.

En su exposicién Barneo explica que cuando esta muerte neuronal afec-
ta a mas del 50% de las neuronas de la via nigroestriatal, la concentra-
cion de dopamina en el estriado disminuye considerablemente.

Sin embargo la terapia clasica, edificada en base a la administracion de
dopamina, no logra frenar la progresion de la enfermedad. Una realidad
que ha venido alimentando en los ultimos decenios la busqueda de nue-
vas estrategias terapéuticas para tratar el Parkinson.

En su conferencia Barneo se centra en uno de los factores que mas se
ha investigado en estos ultimos tiempos, y en lo que él mismo, junto a
su equipo de investigacion, ha participado muy activamente. Se trata del
factor GDNF —Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor—, un factor neu-
rotréfico que se clond en la década de los 80 de células gliales.

A partir de este momento la conferencia de Barneo se convierte en un
relato singular y apasionante de como, en la realidad, se conduce una
investigacion cientifica. Describe los dos problemas fundamentales de
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donde parte su investigacion, analiza el papel fisiolégico del GDNF, rela-
ta la busqueda de donde y qué produce efectivamente el GDNF, habla
de los prejuicios en neurociencia, y llega hasta las primeras conclusio-
nes.

A partir de ahi, su exposicion se adentra en el camino experimental del
GDNF como terapia antiparkinsoniana y el desarrollo de nuevas tecno-
logias. Y es ahi donde conecta con la glandula carotidea y recupera la
linea de trabajo de la escuela espafiola de Santiago Ramén y Cajal para
finalmente demostrar que el cuerpo carotideo es rico en GDNF y habili-
tarlo como terapia de trasplante celular.

Es aqui donde comienza lo que podriamos identificar como una tercera
fase en el desarrollo de la investigacion de Barneo que se inicia con la
realizacion de una serie de experimentos preclinicos y dos ensayos cli-
nicos piloto. Se trata de una fase caracterizada por un continuo trasiego
entre la investigacion basica y la experimental, o clinica, no exento de
problemas. “A veces —confiesa Barneo- se entiende el cientifico mejor
con un cirujano que con un médico clinico”.

Es en esta fase donde adquiere importancia la investigacion por el equi-
po de Barneo de una poblacion de células madre quiescente que se
localiza en el cuerpo carotideo y que adopta un papel fundamental en el
crecimiento del érgano en ambientes pobres de oxigeno.

Investigaciéon que conduce al equipo de Barneo a la realizacion de una
serie de ensayos de neuroesferas y a la produccion in vitro de las mis-
mas. Trabajo que finalmente conduce en la necesidad de la creacion de
una tecnologia de produccion de estas neuroesferas como solucion al
reto marcado por la linea de investigacion inicial de produccién masiva
de GDNF.

La conferencia de Lopez Barneo no solo describe el camino de la inves-
tigacion basica a la hora de enfocar y aportar soluciones a un problema
cientifico de la envergadura y trascendencia de la enfermedad de
Parkinson, sino que en si misma constituye un testimonio de gran valor
histérico, captado por imatv, sobre un importante hito, concreto, de la
historia de la ciencia que se desarrolla en Andalucia y en Espana.
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Buenas tardes. En primer lugar quiero decir, con el permiso del sefior
Rector, comienzo mi conferencia.

Quiero agradecer la invitacion, en primer lugar, y las palabras de presen-
tacion del profesor Fernandez, de Emilio, mi querido amigo Emilio, que
es un placer, de verdad, venir a este acto, por varias razones.

Es muy bonito hablarles a jévenes —a estudiantes—, y participar en un
acto cuyo objetivo final, o fundamental, no es solamente la divulgacion
cientifica, sino hacer que mediante la divulgacion cientifica se generen
nuevas vocaciones; se produzca conocimiento cientifico. Y aseguremos
que esta excelencia cientifica a la que la Vicedecana se referia anterior-
mente —que con tanto esfuerzo personal de un pufado de personas,
valga la redundancia, hemos estado generando las ultimas décadas, y
que ha hecho de nuestro pais, de Cdrdoba en particular, de la UCO en
particular, pero yo creo que en general otros centros de excelencia
superior del pais—, pueda convertirse en una potencia media en investi-
gacion cientifica cuando era un erial hace simplemente unas pocas épo-
cas.

Pues repito, este esfuerzo que se ha hecho tan importante por parte de
toda una generacion de cientificos —el esfuerzo—, se transmita. La
antorcha la recojan nuevas generaciones y sigamos adelante para que
Espana en general, y la UCO en particular, continuen con esta linea de
progreso en la investigacion y transferencia de la investigacion.

La importancia de la investigacion basica
Se esta comentando cada vez mas —y yo creo que el sefior Rector ha
hecho referencia a ello—, los momentos dificiles en los que estamos.

La importancia de que la investigacion cientifica se traduzca no sola-
mente en un incremento del conocimiento —que en mi opiniéon— es la
base de la investigacion cientifica; la investigacion basica.

Pero lo importante es que esta investigacion basica —sin forzar nada—,
pero que con esa investigacion basica, de forma casi espontanea, gene-
remos situaciones para que la investigacion basica se transfiera a lo que
es la realidad en el mundo productivo, o lo que es la realidad, en mi
caso; al mundo clinico.

UNIVERSIDAD B CORDOBA
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Y es por esa razon, porque creo realmente en esta forma de ver la inves-
tigacion; la investigacion fundamental a nivel molecular —a nivel celular,
lo mas basica posible—, pero siempre con la idea de que el incremento
de conocimiento se transfiera o se traslade lo antes posible a la realidad
industrial o a la realidad clinica.

Neuroproteccion y terapia celular

Es la razén por la que he traido, dentro de las lineas de investigacion
que tenemos en mi grupo, esta linea que se titula “neuroproteccion y
terapia celular en la enfermedad de Parkinson”, que yo la voy a presen-
tar un poco con un pequefio componente de revision histérica. Aunque
naturalmente presentaré los datos mas recientes —naturalmente—, pero
que es una linea de un alto poder transferencial.

Es una linea la que comenzamos a investigar con conceptos muy basi-
cos. En principio no buscabamos ninguna aplicacién pero el propio tra-
bajo de laboratorio —la propia actividad cientifica—, nos ha llevado a bus-
car aplicaciones a los propios datos cientificos que obteniamos en el
laboratorio. Y en ese acercamiento —como decia antes—, entre la inves-
tigacion basica y la investigacion, en mi caso concreto la practica médi-
ca o la investigacion mas clinica.

Parkinson y Alzheimer

Pues bien, como indica su titulo, el trabajo que quiero presentar tiene
que ver con la enfermedad de Parkinson.

Es una enfermedad neurodegenerativa bastante frecuente. Es la segun-
da enfermedad neurodegenerativa en frecuencia, después de la enfer-
medad de Alzheimer. En Espafa se calcula que hay alrededor de
250.000 - 300.000 enfermos de Parkinson. Y junto con el Alzheimer jun-
tan alrededor de un millén y pico de personas.

Ambas enfermedades son cronicas. Muy invalidantes. Se asocian a los
procesos de envejecimiento y por lo tanto constituyen ya un problema
sanitario muy importante puesto que son la causa de dependencia de
los mayores mas importante.

Y por lo tanto representan, no solamente un problema médico importan-
te, sino que también un problema social y econémico, ya que son per-
sonas a las que hay que atender. Y la atencion requiere recursos que a
veces no estan disponibles.

UNIVERSIDAD B CORDOBA
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Destruccion de neuronas en el encéfalo

La enfermedad de Parkinson se produce porque un grupo de neuronas,
que se localiza en el sistema nervioso, se destruyen por causas desco-
nocidas.

Se destruyen diferentes neuronales pero el grupo neuronal que mas se
afecta es un grupo que se localiza en esta zona del cerebro —en el tron-
co del encéfalo; en la zona de donde luego arranca el encéfalo—, que se
llama la sustancia negra.

La via nigroestriatal dopaminérgica

En el hombre existen varios centenares de miles —o casi un milléon de
neuronas en esta zona—, que envian sus prolongaciones, y terminan
estas prolongaciones, en otra zona del cerebro que se llama los nucle-
os caudado y putamen. Colectivamente se le da el nombre de estriado.

Debido a este nombre —esta via nerviosa que va desde la sustancia
negra al estriado—, se llama la via nigroestriatal.

Esta via nigroestriatal tiene como particularidad que las terminaciones
axonicas —las terminaciones nerviosas—, liberan en el estriado una molé-
cula que es la dopamina. Es una via dopaminérgica. Y esta dopamina
que se libera en el estriado es importante para el funcionamiento de esta
via nigroestriatal.

La via nigroestriatal en pacientes de Parkinson se ve afectada porque,
como digo, por causas desconocidas, estas neuronas que se localizan en
la sustancia negra, comienzan a desaparecer, comienzan a destruirse.

Alteraciones de la via nigroestriatal

Hay un proceso de muerte progresiva de células nerviosas.
Normalmente este proceso comienza alrededor de los 50, 60 afos,
segun los pacientes, puede haber parkinsonismos mas juveniles o
menos juveniles, pero el promedio comienza alrededor de los 50 anos.

Y cuando la muerte neuronal afecta a un numero grande neuronas, a
mas del 50, 60%, entonces el numero de axones —de fibras nerviosas—,
que se liberan al estriado disminuyen muchisimo.

La via nigroestriatal se comienza a afectar y por lo tanto la concentra-
cion —desde el punto de vista bioquimico—, la concentracion de dopami-

UNIVERSIDAD B CORDOBA



® L
, o Y
ime

IDEAS QUE MUEVEN aNDALUCIA

José Lépez Barneo
Neuroproteccion y terapia celular en la enfermedad Parkinson

CONFERENCIA

na en el estriado disminuye muchisimo. Y en esas circunstancias
comienza a manifestarse alteraciones de la via nigroestriatal.

La sintomatologia motora

Como esta via participa en el control motor, participa en el control de los
movimientos. Por esa razon la destruccion de ella, por la enfermedad de
Parkinson, produce fundamentalmente sintomatologia motora, al menos
en las etapas iniciales.

En etapas mas avanzadas el Parkinson también puede producir defec-
tos cognitivos de tipo demencia, etcétera, pero en las etapas iniciales
produce fundamentalmente sintomas motores.

Y sobre todo esta trilogia tipica, —caracteristica y clasica—, en la que los
pacientes presentan temblor, generalmente de los miembros de la mano
o de la pierna, a veces de la propia cabeza; que es un poco este dibujo
que ilustra, yo creo que muy bien, la postura tipica del enfermo parkin-
soniano.

La bradykinesia

El temblor suele aparecer normalmente de forma asimétrica; antes en
un sitio que en el otro. Eso es muy tipico del Parkinson. Al final la enfer-
medad es simétrica, pero inicialmente muestra una gran asimetria por
causas desconocidas.

Y los pacientes tienen tendencia a cogerse —a apoyarse la mano que
tiembla con la otra mano—, para que el temblor se le note menos. Y ade-
mas de temblor muestran, de forma paraddjica, rigidez; las articulacio-
nes se mueven con mucha dificultad. Y también muestran lentitud en los
movimientos, lo que se conoce con el nombre de bradykinesia.

James Parkinson y la paralisis agitante

La enfermedad de Parkinson se describié en el siglo XIX por James
Parkinson, un médico britanico que le dio el nombre de Shaking Palsy
que es una paralisis agitante, es un poco un nombre paraddjico. El
paciente esta medio paralitico porque apenas puede moverse, sin
embargo se esta agitando permanentemente.

El tratamiento con L-dopa
La enfermedad de Parkinson, en sus etapas iniciales, tiene un trata-
miento farmacoldgico bastante exitoso. Consiste en que esta fibra dopa-
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minérgica —que esta liberando dopamina—, como estan parcialmente
destruidas, para hacer que ellas produzcan todavia mas dopamina de la
que normalmente sintetizan, e incrementar los niveles de esta sustancia,
de este transmisor en el cerebro; lo que se hace es darle un precursor
de la dopamina, que es la L-dopa. Que es un derivado de aminoacido

A grandes dosis, por via oral, se absorbe. Pasa muy bien la barrera
macroencefalica, llega al interior del cerebro y en el interior del cerebro,
en estos terminales, que aun no se han destruido, los convierten en
dopamina. Y mediante ese tratamiento se intenta mejorar los sintomas
de la enfermedad.

La farmacologia, que funciona muy bien, y de hecho los que propusie-
ron el uso de dopamina como tratamiento del Parkinson recibieron un
Premio Nobel de Medicina hace siete u ocho afos. Y ha sido uno de los
avances farmacoldgicos mas interesantes de los ultimos 30 o 40 afios.
Sin embargo la L-dopa no frena la progresion de la enfermedad, sino
que la enfermedad continua.

Las nuevas estrategias de terapia celular

Y en estadios mas avanzados la L-dopa deja de hacer efecto, porque
deja de haber terminales nerviosos que conviertan L-dopa en dopamina.
Deja de hacer efecto y entonces hoy en dia hay una busqueda de tera-
pias alternativas, o nuevas estrategias terapéuticas para tratar el
Parkinson.

Y ha habido varias, que no voy a entrar en detalle. Me refiero en estos
tres epigrafes; a las tres, digamos, estrategias terapéuticas que se estan
investigando con mas ahinco en la actualidad.

Y una de ellas —en la que yo me voy a centrar—, se basa —aunque por
un poco introducir el concepto—, basicamente se basan todas estas tera-
pias en administrar células, aqui en el estriado, que produzcan la dopa-
mina que no producen los terminales.

Células que producen dopamina

Es decir, introducir células que produzcan el componente quimico, el
neurotransmisor, que deja de producirse en estos terminales. Es decir;
a esto se le llama dopamine cell replacement, en inglés, es poner aqui
células que produzcan dopamina.

UNIVERSIDAD B CORDOBA
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Células gabaérgicas

Un segundo abordaje terapéutico consiste en construcciones virales que
codifican los enzimas que hacen falta para hacer el siete siete de dopamina,
estos constructos virales, estas traslaciones virales, que codifican estos enzi-
mas, se inyectan en el estriado. Se inyectan células que no son dopaminér-
gicas, pero las convierten en dopaminérgicas. Son células que normalmente
son gabaérgicas y comienzan a producir dopamina en el estriado.

Neuroproteccion
Y el tercer abordaje se llama la neuroproteccién, que es a lo que yo me
voy a dedicar con mas interés.

Esta neuroprotecciéon consiste en lo que pasa en las vias nerviosas,
como la via nigroestriatal.

Existe un concepto muy antiguo, que se llama el concepto de neurotro-
fismo, que ya Santiago Ramoén y Cajal puso de manifiesto hace 120
afnos. Y que es el siguiente; consiste en que en la via nerviosa —normal-
mente son conexiones celulares que se mantienen toda la vida—, como
bien saben el sistema nervioso no se reproduce. No hay regeneracion
celular, salvo en sitios muy especificos y muy concretos y muy minimos.

Como estas conexiones se han de mantener toda la vida, en la diana a
donde proyectan las vias nerviosas, se sintetizan sustancias, que sue-
len ser péptidos —que se llaman sustancias neurotréficas—, que se sinte-
tizan en esta zona. Se captan por los terminales sinépticos, se transpor-
tan al soma de las neuronas y ahi inducen un patron de expresién gené-
tica cuyo papel fundamental es mantener la vitalidad —la supervivencia—,
de la via en cuestion.

La via nigroestriatal
Pues bien, con esta idea en mente, se ha pensado durante mucho tiem-
po en la via nigroestriatal.

Aqui se ve un corte sagital de un cerebro de rata, donde se muestra aqui
la sustancia negra. Estas son las neuronas. Aqui los axones que parten
de la sustancia negra. Y aqui cdmo se ramifican en el estriado, en la via
nigroestriatal, en las ratas.

Pues bien, se ha postulado la existencia en el estriado —esta es la via
nigroestriatal—, de sustancias neurotréficas, como estos puntitos aqui de
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color magenta, que cuando por alguna razén la via nigroestriatal estu-
viese enferma, estos agentes neurotréficos serian captados por ella,
serian post-terminales sinapticos, serian transportados al soma y en el
soma inducen la expresion de genes, genes antioxidantes, genes que
inducen la vitalidad de las células, y por lo tanto restaurarian o revitali-
zarian la via nigroestriatal.

Entonces, durante los ultimos 15 o 20 afos se ha investigado muchisi-
mo sobre estos posibles factores. Si se producen en el estriado; inten-
tar estimular su produccion. Y si no se producen; administrarlos exoge-
namente en el estriado para que tengan un papel terapéutico.

El GDNF

Uno de los factores que mas se ha investigado en estos ultimos tiem-
pos, ha sido el GDNF. EI GDNF viene del inglés, del glial cell line-deri-
ved neurotrophic factor. Es un factor neurotréfico que se cloné de célu-
las gliales, de ahi su nombre. Como luego veremos, no se produce nor-
malmente en las células gliales pero se clon6 de un tumor de glia y de
ahi adquirioé el nombre.

Se conoce ya hace tiempo, en el ano 83, y muy pronto se demostro, por
un grupo norteamericano —muy pronto se demostr6—, que cuando uno
tiene un cultivo de células de sustancia negra in vitro —aqui ven varias
neuronas, aqui esta sin GDNF—, y se le afiade GDNF al medio; el GDNF
no induce proliferacion celular.

A veces hay un error conceptual; que la gente confunde el factor neurotré-
fico con factor de poliferacion. El factor neurotréfico no induce poliferacion
por definicion, lo que induce es que el niumero de neuronas es el mismo
pero revitaliza a nivel morfolégico y neuroquimico a esas neuronas.

Y como aqui podéis apreciar, en presencia del factor tréfico estas neu-
ronas emiten muchas mas neuritas, se tiien mucho mas de color oscu-
ro, con esta tincion que es una tincion para la tiroxina hidrosilasa; una
enzima que es limitante en la sintesis de categolaminas, etcétera.

Y bien, basados en estas observaciones, se pusieron experimentos en
marcha en los ultimos afios, que consistieron en obtener GDNF recom-
binante —se clond, etcétera, etcétera, obtener en bacterias GDNF
recombinante—, y en pacientes de Parkinson se hicieron experimentos
pre-clinicos. Previamente en modelos de animales, y posteriormente en
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pacientes de Parkinson, mediante una canula conectada a un reservo-
rio, se administraba a través de la canula GDNF recombinante en el
estriado —esta es la via nigroestriatal—, con la idea a la que yo me refe-
ria anteriormente. Que es que si se deposita GDNF —sea cual sea la
causa que esta produciendo la destrucciéon de estas neuronas—, favore-
cer o potenciar, proteger, a estas células nerviosas y facilitar que estén
mas tiempo sano.

Pues bien, este tipo de experimentos se realizaron en pacientes en dife-
rentes momentos. Ha habido en los ultimos ocho o diez afios algunos
articulos de muy buen nivel, publicados en revistas de muy alto impac-
to, en Natural Medicine, Annals of Neurology, etcétera.

Dos problemas fundamentales

En los experimentos iniciales en pacientes se demostré que el GDNF
exdgeno tenia un papel protector muy importante. Pero posteriormente,
cuando se han hecho estudios a doble ciego —esto es muy importante
en la neurociencia, sobre todo en pacientes, hacer estudios a doble
ciego para evitar los efectos placebo—, cuando se hicieron estudios a
doble ciego se han visto dos problemas fundamentales.

Uno que el efecto del GDNF exdgeno no es tan importante a nivel clini-
co y a nivel neuroquimico. Y en segundo lugar que el GDNF recombi-
nante, por el procedimiento por el que fue obtenido, generaba auto-anti-
cuerpos. Anticuerpos que reaccionaron contra las células de Purkinje del
cerebelo y produjeron una serie de sintomatologia secundaria negativa,
de tipo ataxico, etcétera, etcétera. Lo cual obligd a interrumpir este tipo
de estudio clinico.

En estas circunstancias la investigacién sobre el GDNF cobraba mas
interés porque nos parecia muy importante investigar si el GDNF —que
hasta ahora se habia utilizado, como digo, exdgenamente; el GDNF
recombinante—, en la vida real, en la fisiologia normal, en la via nigroes-
triatal normal, el GDNF se produce o no en el estriado. Y si el GDNF es
de verdad un factor neurotroéfico, fisiologico, en el cerebro de mamiferos,
en el adulto.

Porque si eso fuese asi entonces era muy importante seguir investigan-
do con el GDNF para un poco disefiar una metodologia que pueda ser
trasladada a la clinica con un nivel de eficacia y de seguridad muy supe-
rior a lo hecho hasta el momento.
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Para responder a esta pregunta se hicieron animales —hace ya tiempo—,
knockout de GDNF. Sabéis que es una herramienta tipica en la que un
gen se destruye y asi se ve la funcién del gen. Y lo negativo de este tipo
de abordaje, abordaje que es relativamente antiguo, en el afio 96 se
publicaron tres articulos en Nature, a la vez, de tres grupos distintos,
describiendo en knockout del GDNF.

Sin GDNF, no hay riiones

Y se mostrd una observacion interesante, que el GDNF hace falta para
el desarrollo de los rifiones —aqui se ven los dos rifiones—, en ausencia
de GDNF no hay rifiones. Hace falta para otras funciones del cuerpo y
los animales solamente viven un dia después de nacer porque al otro
dia los rifones no pueden —digamos—, limpiar la sangre de productos
toxicos y mueren. Pero si uno se fijaba en el momento del nacimiento,
en el numero de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra; era
igual en el raton salvaje que en el knockout.

Por lo tanto la idea dominante en el campo era que, aunque el GDNF
farmacologicamente —exdgeno—, tiene un efecto trofico sobre la neuro-
na de la sustancia negra, quizas a nivel —in vivo—, a nivel fisiolégico, no
tiene demasiada importancia.

Dos preguntas basicas

Entonces, en estas circunstancias nuestro grupo de investigacion —que
por otra via distinta que luego explicaré—, habia llegado a tener mucho
interés en el GDNF, nos planteamos abordar estas dos preguntas basi-
cas, fundamentales, en este proyecto que yo quiero hoy comentar.

El papel fisiolégico del GDNF
La primera pregunta es si el GDNF tiene algun papel fisioldgico en la via
nigroestriatal adulta.

Hemos visto aqui —mediante experimentos—, que en la génesis de la
sustancia negra, el GDNF no tiene ningun papel. Durante la embriogé-
nesis el GDNF no es un factor neurotréfico para la sustancia negra.

Pero en la vida adulta el GDNF cambia de papel. Eso es muy frecuente
para muchas moléculas que durante la embriogénesis hacen una cosa
y en la vida adulta hacen otra distinta.
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Si en la vida adulta el GDNF tenia o no algun papel fisiolégico en la via
nigroestriatal —y si es asi—, doénde y cédmo se produce el GDNF?, con
la idea de ver un poco qué tipo de abordaje terapéutico podriamos dise-
nar, de forma traslacional, para utilizar el GDNF en la clinica, de forma
mas exitosa que lo ha hecho hasta el momento.

Terapia celular neuroprotectora

Y como segunda pregunta, que deriva de la primera —como estoy
comentando—, es si era posible o no, parar o disminuir, la progresion de
la enfermedad de Parkinson con terapia celular neuroprotectora que se
basase en la administracion de GDNF exdgeno, por otros mecanismos
distintos de lo hecho hasta la fecha, o por la estimulacion de la produc-
cién de GDNF enddgeno.

Entonces, para resolver esta pregunta, lo que hicimos fue..., voy —esta
parte tecnoldgica—, a comentarla muy por encima. Seguro que muchos
la conocen.

Utilizamos un animal GDNF knockout. Pero no un knockout embrionario
—que como acabo de decir, el animal durante la embriogénesis pierde el
rindn—, sino lo que se llama un knockout condicional, en el cual el gen
que codifica para el GDNF se flanquea por dos sitios, que se llaman
Floxed B.

Se produce un alelo floxeado —que es una traduccion al castellano inco-
rrecta, pero no hay otra—, y estos sitios, floxed B, permiten tener un alelo
normal; un gen normal. Pero que en la vida adulta se puede escindir,
porque se puede activar una enzima —que es la recombinasa cre—, y
esta recombinasa cre, actia sobre estos sitios floxed B. Escinde este
trozo de gen y produce un alelo escindido.

Y de esa forma generamos un knockout condicional, que el knockout
nace normal pero luego en la vida adulta, a placet experimental, se le
puede quitar el gen para demostrar si en ese momento el gen hacia falta
0 no.

Caracterizacion molecular del cGDNFko en animales

No voy a entrar en mas detalles. Simplemente el proceso tecnoldgico de
generar el animal knockout —de desarrollarlo, etcétera—, pues fue un pro-
ceso transferencia de tecnologia muy importante que se llevé a cabo en
nuestro laboratorio.
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Y lo que obtuvimos fue un animal —lo que obtuvimos al final-, fue un
modelo animal en el que en el nacimiento los animales nacian norma-
les, porque tenian sus dos alelos GDNF normales.

Y cuando una vez que el animal, hablo de ratones, una vez que el ani-
mal alcanzaba dos meses de edad y era adulto, entonces, mediante un
derivado de estrégenos, que es el tamoxifeno; lo que hace es, —como
todas las hormonas esteroideas, unirse a un receptor nuclear—, y al
unirse a un receptor nuclear, ir al nucleo y una vez en el nucleo activar
a la recombinasa Cre y escindir este alelo al que yo me referia anterior-
mente.

Por aplicacion del tamoxifeno se escinde del alelo floxeado de GDNF y
entonces, a partir de ese momento, el animal comienza a tener defecto
genético.

Y a los tres, cinco y nueve meses mirabamos diferentes parametros:
proteinas, DNA que codificaba GDNF, cuantos GDNF hay, cuantos DNA
de GDNF hay. Haciamos histologia para mirar cdmo estaba la via nigro-
estriatal al mes siguiente de quitar el tamoxifeno, y siete meses mas
tarde, y a los nueve meses. Es decir, haciamos una caracterizacion neu-
roguimica, molecular e histologica del animal.

Y basicamente, para hacer la historia breve, —porque quiero centrarme
en las observaciones experimentales mas importantes—, es un poco que
vean cémo en este modelo animal, cuando medimos cantidad de men-
sajeros que codifica GDNF en el estriado, se observa como de animal
normal a animal floxeado, que tiene un alelo negativo y un alelo floxea-
do, cuando se le administra el tamoxifeno, este alelo floxeado desapa-
rece, y se produce una disminucion brusca de DNA.

No hay una disminucion completa del mensajero de GDNF en este tipo
de modelo experimental porque el tamoxifeno no llega a todas las célu-
las que producen GDNF. Se produce un modelo de depresion parcial, lo
cual es interesante porque tiene mayor similitud con la realidad clinica,
del depresion parcial de GDNF pero que de un total, llamémosle 100%,
se llega a un valor de un 35 0 40%.

Igual que baja el mensajero, se produce una bajada de proteinas de
GDNF en el estriado, que es donde se produce el GDNF, —esperamos
que se produce normalmente—, y cuando se analizan los cerebros de
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estos animales y se miran diferentes vias neuroquimicas, se observan
cémo las vias colinérgicas que codifican, que aqui se estudian midien-
do la actividad, el mensajero en el cerebro, de la colina acetiltransfera-
sa, o de la via glutamatérgica, midiendo actividad de la glutamato des-
carboxilasa, no se ven afectadas.

Y si se ven afectadas, la expresion de mensajero de la tiroxina hidroxi-
lasa indicando que los sistemas dopaminérgicos o catecolaminérgicos
estan afectados selectivamente en este modelo animal.

El modelo animal
Y entonces en este modelo animal lo que nos centramos es ver diferen-
tes estructuras del cerebro, y ver cdmo se produce o no pérdida neuronal.

Y lo que observamos es que a los siete meses de haber quitado el
GDNF, el animal GDNF menos/menos, que con dos meses se le quito el
alelo floxeado que producia GDNF en la sustancia negra, —en la neuro-
nas mesecefalicas que producen dopamina—, que son la sustancia
negra y el area segmental ventral, se produce una disminucion muy
importante en el numero de células TH-positivas.

En algun caso extremo se ve casi una desaparicion completa de las
células que estan en la sustancia negra que es de donde arranca la via
nigroestriatal, indicando que el GDNF en el adulto tiene un papel en el
mantenimiento de la via nigroestriatal bastante importante.

El locus coeruleus

Igualmente que desaparecen estas células, observamos alguna otra
estructura, también catecolaminérgica, que también se afectan en la
enfermedad de Parkinson, pero que son menos conocidos los sintomas
que produce su defecto, como por ejemplo el locus coeruleus.

El locus coeruleus es un grupo de neuronas que se encuentran en el
tronco del encéfalo de los mamiferos y también en el hombre, donde hay
células catecolaminérgicas que es la base de catecolamina, de noradre-
nalina, mas importante de todo el cerebro.

Pueden observar como en ausencia de GDNF hay una destruccion casi
completa de locus coeruleus. El numero de neuronas, que pasa de tener
alrededor de 800, 900 neuronas, a tener en promedio menos de diez neu-
ronas, en estos animales a los que siete meses antes se les quitd el GDNF.
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Otras estructuras sin muerte neuronal

Pero esta muerte neuronal que estoy comentando, que es la sustancia
negra en el locus coeruleus, no es inespecifica sino que en muchas
otras estructuras no hay destruccién de ellas por ausencia de GDNF
—como el GDNF donde creemos que no es importante para el manteni-
miento trofico de las neuronas—, como por ejemplo es el hipocampo.

Aqui se ve el giro dentado, la corteza del hipocampo no se ve afectada,
tampoco se afecta en la corteza cerebral. Aqui se ve un corte de corte-
za cerebral, con tinciones de neurona de la corteza y sus diferentes
capas; tampoco se ve afectado. Incluso un centro dopaminérgico del
hipotalamo —que aqui en esta universidad hay varios grupos que lo
conocen muy bien—, como es el nucleo arcuate N, que en ciertos aspec-
tos se parece mucho a la sustancia negra, sin embargo aqui pueden
observar cémo el nucleo arcuate N del hipotalamo esta practicamente
idéntico en animales control y en animales a los que se le quité el GDNF.

Parkinsonismo experimental

Por tanto la escision, el quitar GDNF en el cerebro del adulto, produce
una destruccion bastante selectiva de la via nigroestriatal y de algunos
otros nucleos del tronco del encéfalo, como el locus coeruleus, que son
nucleos que estan también afectados en la enfermedad de Parkinson.

Esto nos llevé a pensar que realmente los animales deberian de presen-
tar un parkinsonismo —se estaba produciendo un parkinsonismo experi-
mental—. Y realmente eso es lo que muestra esta figura.

Esta figura lo que se hace es un estudio, que se llama en campo abier-
to. A los animales de experimentacion se les pone libres en un cuadra-
do. Y con una camara se filma, y se hace una filmaciéon durante por
ejemplo diez minutos, y se ve como se mueven. Y mediante la camara
se les va siguiendo su trayectoria.

Y aqui se ilustra —en este cuadradito—, se ilustra mediante estas lineas
que indican lo que se movi6 el animal durante un tiempo que no recuer-
do bien; no sé si son diez minutos o media hora.

Y se compara la mobilidad de un animal que tiene 100 dias de edad, con
un animal de la misma edad, pero que a los dos meses —a los 60 dias—,
se le dio tamoxifeno y se le quité el GDNF y se le empezd a hacer par-
kinsoniano. Pueden apreciar cémo la mobilidad disminuye muchisimo.
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Y aqui es de nuevo la mobilidad en un animal normal a los 226 dias y
como en el animal de la misma edad la mobilidad es todavia menor.

Aqui se cuantifica la distancia recorrida en centimetros, en el animal nor-
mal y en los animales parkinsonianos.

Y se ve claramente cédmo a partir de cierto tiempo es una enfermedad
que se instaura progresivamente.

Después de haber quitado el tamoxifeno los animales comienzan a ser
mas y mas hipoquinéticos, indicando —no voy a entrar en mas detalles;
hay mas detalles comportamentales que de nuevo apoyan este concep-
to de parkinsonismo animal, generado por la deleccion del GDNF- pero
simplemente un poco, para que vean, como la afectacion neuroquimica
y la afectacion histoldgica, conlleva a un modelo de animal hipoquinéti-
co; de animal parkinsoniano.

El GDNF es un factor neurotréfico en adulto

Por lo tanto de este tipo de experimentos, la conclusion mas importante
que se saco de este tipo de experimento, es que el GDNF en el adulto
es un factor neurotréfico —en el animal adulto—, que hace falta para el
mantenimiento de la via estriatal.

No hablo del GDNF exdgeno, sino el GDNF producido en el interior del
cerebro. Y que cuando se le quita el GDNF se destruye la via nigroes-
triatal.

Esta observacion es muy interesante. En primer lugar por lo que vengo
diciendo desde el principio de mi presentacién; porque refuerza muchi-
simo el concepto de que el GDNF es una molécula de eleccion para tra-
tamiento del Parkinson.

El GDNF no es compensable

Pero ademas, desde el punto de vista de la investigacion basica en el
sistema nervioso, es el primer ejemplo que se habia descrito hasta la
fecha en el cual, cuando un factor neurotréfico en el adulto se retira, se
produce mortalidad neuronal selectiva.

Siempre se habia pensado que los factores neurotréficos eran muy com-
pensables, es decir, que cuando se quita de una via cerebral un factor
neurotroéfico, se puede compensar con otro factor neurotroéfico.
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Estos experimentos demuestran que no. Y que la deleccion de GDNF da
lugar; no es, digamos, compensable. Es absolutamente necesario para
mantener la via nigroestriatal porque no es compensable por ningun otro
factor neurotrofico.

Dénde y quién produce el GDNF

Pero una pregunta que surge a la hora de pensar en que el GDNF que
se produce en el estriado —que lo quitamos en el modelo animal, o lo
bajamos mucho de nivel—-, es fundamental para mantener la via nigroes-
triatal; es muy importante saber dénde y quién produce ese GDNF.

Entonces, responder a esta pregunta —que también ha estado en el
campo mucho tiempo, y nosotros la hemos respondido recientemente
en una publicacion en el afio 2012—, tiene la dificultad de saber donde
se produce GDNF en el cerebro normal.

Porque normalmente para responder a esta pregunta se hace en tecno-
logia de inmunocitoquimica, se utilizan anticuerpos y los anticuerpos
tinen dénde esta la proteina y te dice el lugar geografico donde esta
localizada, el lugar topografico del cerebro donde esta.

Pero en el caso de GDNF eso no es facil porque el GDNF generan anti-
cuerpos muy “guarros”, entre comillas. Produce muchos falsos positivos.
Por eso hay que tener muchisimo cuidado con inmunocitoquimica. En
nuestras manos la inmunocitoquimica es muy util pero también genera
una cantidad de falsos positivos grandisima.

Entonces, lo que pudimos utilizar es una herramienta distinta. Es un ani-
mal que existe en la literatura. De hecho lo hizo el grupo de Mariano
Barbacid —cientifico que conocen muchos de los presentes—, cuando esta-
ba en Estados Unidos, y lo publicé en el afio 96. Y es un animal knockin,
que es un knockout de GDNF, al que se le ha quitado el alelo —se le ha
quitado el exdn primero—, pero donde estaba el exdn primero, bajo el pro-
motor de GDNF, introduce el gen de la galactosidasa; el lacZ. De modo
que todas las células con este gen luego se introducen en el organismo.

Este es un knockin, se quita esta secuencia pero se pone esta otra.
Tres localizaciones de produccion GDNF

Estos animales, donde tienen GDNF, cuando el promotor de GDNF esta
activo, expresa a la enzima galactosidasa, y mediante una reaccion facil
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—que se llama la de X-gal-, podemos determinar objetivamente, sin nin-
guna duda, qué neuronas, mediante una reaccion histoquimica muy
simple, que produce unos depdsitos, —aqui se pueden ver de color
azul-, que son inequivocos, se puede ver en qué parte del cerebro adul-
to se produce GDNF.

Con esta metodologia —que insisto, hemos hecho muchas comprobacio-
nes y es practicamente inequivoca—, hemos visto que en el cerebro se
produce GDNF en el adulto, solamente en tres sitios y nada mas.

Aqui hay un cuarto sitio que por el momento lo dejo de lado porque esta
en el cerebro; pertenece a los plexos coroides —a lo que son los ventri-
culos—, y es poco importante para la presentacion de hoy. Pero esta en
tres localizaciones.

Demostrado en el estriado

Por supuesto en el estriado. En el estriado hay muchos GDNFs, porque
es donde proyecta la via nigroestriatal. Y es el GDNF que en el animal
knockout se pierde y produce la degeneracion de la via nigroestriatal.

Eso que llevabamos decenios diciéndolo, no se ha demostrado experi-
mentalmente hasta que hemos podido hacer este tipo de experimentos.

El nucleo del talamo y el septum

Y en segundo lugar en el tdlamo, en una parte muy especifica del tala-
mo, en un nucleo del talamo, que es el nucleo anteroventral del talamo
y en el septum, que son sitios donde proyecta el locus coeruleus.

Por lo tanto en estas estructuras a talamo y a septum proyecta el locus
coeruleus y cuando se quita el GDNF se muere por falta de GDNF. Y el
estriado proyecta la sustancia negra y cuando se quita el GDNF se
muere por falta de GDNF.

Producciéon de GDNF en via nigroestriatal

Por lo tanto en el adulto el GDNF se produce en sitios muy concretos,
donde ejerce una funcion fisiolégica importante de mantenimiento de
estas vias nerviosas. Y en el caso de la via nigroestriatal el GDNF
¢quién lo produce?

Durante mucho tiempo se habia pensado que en el estriado, en esta via
nigroestriatal que estdbamos comentando anteriormente —que para no
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perdernos me gustaria volver a presentarla y que sepan a qué me refie-
ro—, esta via nigroestriatal muchos pensaban que el GDNF se podia pro-
ducir aqui.

Acabamos de demostrar que si, que se produce en el estriado; pero se
pensaba que lo producian células gliales. Pero como inicialmente el
GDNF fue clonado de células gliales —células gliales, astrocitos, etcéte-
ra—, del estriado, producirian GDNF.

Prejuicios en neurociencia

Hemos hecho una serie de experimentos, que no voy a entrar en ellos
con mucho detalle, pero si quiero un poco hacerles ver como a veces los
prejuicios o la idea cientifica se basan en ideas preconcebidas que no
son real.

Cuando hemos hecho experimentos en el estriado, hemos tefiido con
marcadores inequivocos a neuronas, a células gliales de un tipo, —célu-
las astrocitos, que se tifien con esta proteina, con la GFAP—, o a células
de la microglia, que se tifien con Iba1, hemos visto en mas de 1.000
puntitos de estos verdes que indican produccion de GDNF, que nunca
coincide un puntito verde, o azulado, con un astrocito, o con una célula
microglial; y siempre coinciden con neuronas.

Entonces hemos demostrado que quien produce el GDNF son neuronas
del estriado. Y dentro de esas neuronas hemos hecho unos estudios de
diverso tipo.

Separacion de astrocitos puros

Aqui un poco se muestra un experimento en el que mediante un raton
que expresa bajo el promotor de la GFAP —de esta proteina que marca
astrocito—, expresa la green fluorescent protein, hemos podido separar
astrocitos puros del cerebro.

Y en una produccion de astrocitos puros del cerebro, estudiamos si tie-
nen o no GDNF. Y si ese GDNF se incrementa cuando al animal le acti-
vamos la produccion de astrocitos. Se produce entonces una respuesta
a un impulso quimico; se produce una astrocitosis reactiva.

Y hemos visto que no; que la produccién de GDNF no aumenta en ani-
males donde después de extraer una preparacion bastante pura de
astrocitos se ha generado en ellos una astrocitosis reactiva, sugiriendo
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que aunque algun GDNF se puede producir en el cerebro, la mayoria del
GDNF no se produce en la glia, en los astrocitos.

Las Medium Spiny Projection Neurons
Y donde se produce el GDNF es en neuronas; en un grupo de neuronas
que se distribuye por todo el estriado.

Y mediante experimentos —en este caso con doble tincion, lacZ, para ver
doénde se produce el GDNF, y anticuerpos especificos de diferentes neu-
ronas—, hemos visto, y ha sido también otra sorpresa muy interesante,
que el 90% de las neuronas del estriado, donde proyecta la sustancia
negra, expresan este marcador, que es el DARPP-32, que son neuronas
que se llaman las médium spiny projection neurons.

Estas neuronas, cuando las hemos tenido hemos visto que en ningun
caso co-expresa GDNF con ellas. En algunos casos que se ve GDNF
muy cerca de la neurona, cuando se hace microscopia con focal, se
observa claramente que el puntito esta fuera de la neurona, indicando
que se expresa en una neurona distinta que estaba muy cerca de ella.

Hemos visto, por hacer la historia corta, que el GDNF se produce en una
poblacion especifica de interneuronas, que son interneuronas gabaérgi-
cas, que son las interneuronas parvalbumina positivas.

Conocemos doble tincion de parvalbumina positiva que marca estas
células y GDNF se ve como estos puntitos de GDNF aparecen dentro de
estas neuronas y se ve que estan dentro cuando se hace comprobacion
con focal.

Las células PV+ producen el GDNF

Por lo tanto la conclusién, lo que quiero decir, es que el GDNF en los
animales normales, y en los animales a los que mediante una sustancia
quimica, que es el MTP, les hemos inducido una activacién de la glia —lo
que se llama una gliosis reactiva—, en estos animales casi el noventa y
tantos por ciento del GDNF que se produce en el estriado, se produce
en las células parvalbumina positivas. Y muy pocos GDNFs se producen
en otras células y ningun GDNF se produce en estas neuronas, la
médium spiny neurons, que son las mas abundantes del estriado.

Estas células parvalbumina positivas son muy interesantes porque son
células que se comunican entre si mediante uniones tipo nexus, —los
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gap-junctions—, que son sinapsis eléctricas. Entonces forman lo que se
llama un sincitio funcional en el estriado.

Un sincitio sincrénico de liberacién de GDNF

Lo que yo aqui antes he pintado era un poco para hacerles ver este con-
junto de neuronas que en el estriado producen GDNF. Son neuronas
que todas sus denditras, estan conectadas entre si mediante uniones
tipo nexus, mediante sinapsis eléctrica.

Entonces son neuronas que cuando se activan, producen actividad eléc-
trica. Son como un sincitio; todas se activan a la vez y producen un con-
junto sincrénico, que seguro tiene un valor adaptativo muy importante
porque liberan a la vez GDNF en todo el estriado.

Y esta liberacion a la vez, de GDNF en todo el estriado, podria tener un
papel muy importante en el mantenimiento —en la nigroproteccién—, de
la via nigroestriatal.

Primeras conclusiones
Entonces, para finalizar esta parte, ¢, cuales han sido las conclusiones de
esta parte?

Pues la primera conclusién es que el GDNF si tiene un papel fisiolégico
en la via nigroestriatal adulta. EI| GDNF es absolutamente necesario
para la supervivencia de la sustancia negra, nigroestriatales. En su
ausencia mueren y el GDNF no se produce en cualquier sitio.

Se produce en el cerebro, se produce especificamente en el estriado
para mantener fisioldgicamentea esta via, y se produce en un ensamble
—en un conjunto—, en un pull de neuronas parvalbumina positivas, que
disparan de forma sincronica.

GDNF como terapia antiparkinsoniana

Este tipo de observacién potencia muchisimo el uso del GDNF como
terapia anti parkinsoniana. Bien administrando GDNF, —pero en este
caso no mediante sondas que liberen GDNF de forma permanente—,
sino GDNF que se produzca de forma sincrénica.

Los grupos de investigacién que aqui hay —que hay algunos eminentes
neuroendocrinélogos—, sabéis lo importante que es que muchas hormo-
nas proteicas se liberen de forma pulsatil. Porque si se liberan de forma
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continua desensibilizan los receptores y obtienen practicamente ningu-
na accion. Pues algo parecido ocurre con el GDNF, creemos.

Cuando se han hecho ensayos clinicos que han costado millones de
ddlares, liberando GDNF mediante una canula recombinante, ademas
de los efectos secundarios que se han producido, no ha habido efectos
clinicos. Posiblemente porque el GDNF pulsatil tenia un efecto casi
incluso negativo.

Ahora mismo hay en marcha un ensayo clinico por un grupo norteame-
ricano, intentando inyectar GDNF a través de una canula, —-GDNF exo-
geno, GDNF recombinante—, pero mediante pulsos de GDNF para
determinar si su efecto clinico es superior.

El desarrollo de nuevas tecnologias
Pero estas observaciones también han tenido otra parte de la historia
muy bonita, muy interesante.

Y es que si hemos localizado dénde se produce el GDNF enddgeno,
podriamos intentar desarrollar tecnologias —que podrian tener una gran
transferibilidad a la clinica—, que se basasen en la activacion farmacolo-
gica —o mediante métodos fisicos de la produccion de GDNF por este
conjunto de neuronas parvalbumina positivas que lo producen—, y de
esa forma, mediante un método de estimulacion de la produccién de
GDNF enddgeno, mejorar la enfermedad de Parkinson.

Por lo tanto, como pueden ver, esta es una investigacion muy basica,
muy fundamental, como decia al principio, pero con un enfoque relacio-
nal muy importante.

La generacion de animal GDNF knockout fue patentada, y ha sido licen-
ciada por una empresa austriaca. Y en este momento este animal esta
en su cartera de servicios para suministrarlo a diferentes laboratorios.

Por supuesto nosotros el animal knockout de GDNF, en el mundo aca-
démico, lo damos mediante un BMTA, absolutamente de forma gratuita
y sin ningun tipo de interés comercial en el mismo, naturalmente.

Incrementar los niveles locales de GDNF
La segunda parte que queria —brevemente si puedo, tratar, como conse-
cuencia de lo primero—, es ver si es posible, como decia al principio de mi
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presentacion, parar o enlentecer la progresién de la enfermedad de
Parkinson mediante una terapia neuroprotectora que se basase en células.

Es decir, en vez de liberar GDNF por una canula, administrar células en
el interior del estriado y células que produzcan fisiologicamente GDNF,
liberen GDNF, y de esa forma incrementar los niveles locales de GDNF.

El cuerpo carotideo y los discipulos de Cajal

Pues bien, este tipo de aproximacion metodoldgica, se inici6 en mi
grupo de experimentacion —de hecho— hace ya mas de diez afios. Fue
un hecho bastante fortuito.

Es que en mi grupo de investigacion estabamos trabajando desde hace
ya muchisimo tiempo en una glandula que se localiza en el cuello. Aqui
en la bifurcacion de la arteria carétida.

Aqui se ve la arteria carétida comun; la arteria carétida interna y la exter-
na. En el angulo de la bifurcacién carotidea, se encuentra el cuerpo
carotideo, de ahi su nombre, que es una pequefia glandulita que perte-
nece al sistema nervioso periférico y que en Espana tenemos cierto cari-
Ao porque la descubrié un espafiol, un discipulo de Cajal que se llama-
ba Fernando de Castro, uno de los discipulos mas jévenes de Santiago
Ramon y Cajal. En los afios 30 descubri6 esta estructura.

Y poco después un fisidlogo austriaco, durante la Guerra Civil Espafiola,
en los anos treinta y tantos, demostrd que esta estructura —su funcion
fundamental—, es la de ser un érgano sensorial; mide la tension de oxi-
geno de la sangre. Y cuando hay poco oxigeno en la sangre manda una
orden al cerebro para que el centro respiratorio aumente la frecuencia
ventilatoria y la profundidad de la ventilacion y asi se compense la falta
de oxigeno que hay en la sangre.

Estos experimentos que hizo este grupo belga, le llevé a la obtencién del
Premio Nobel en los anos 40. y de aquella época, casi toda la comuni-
dad cientifica, estaba de acuerdo que Fernando de Castro se merecia,
como minimo, haber compartido el Premio Nobel con estas personas,
como ha habido dos discipulos de Cajal que han estado a punto de tener
el Premio Nobel.

Uno este sefor De Castro, y otro don Pio del Rio Ortega, que fue un
eminente histélogo que descubrié la microglia y ademas fue el primero
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que realmente demostré que los oligodendrocitos son fundamentales
para el funcionamiento del cerebro.

Este sefior emigré a Latinoamérica, después de la Guerra Civil, etcétera.
Fue otra persona que tuvo un nivel de Premio Nobel de forma indudable.

Un poco digo esto para mostrar como cuando hay un Premio Nobel
bueno surge una escuela donde salen otros Premios Nobeles. Por lo
tanto, el primer objetivo fundamental es conseguir que en nuestras uni-
versidades espafiolas tengamos pronto algunos Premiso Nobeles.

Pues bien, un poco por seguir con la historia, el cuerpo carotideo en mi
grupo de investigacion comenzé a trabajar sobre él para entender las
bases fisiologicas y biofisicas mediante las cuales el oxigeno lo estimula.

La secrecion de dopamina

Entonces, investigando con mi grupo de trabajo durante los ultimos 10,
15 anos, o 20 afios ya casi, hemos llevado una linea de investigacion
sobre la sensibilidad al oxigeno, a la que antes se referia el profesor
Fernandez, relacionada con el analisis biofisico de las células del cuer-
po carotideo.

Entonces descubrimos dos aspectos fundamentales. En primer lugar
que las células del cuerpo carotideo —aqui se ve un cuerpo carotideo
tefiido, cuando se saca del animal y se ponen las células en cultivo—, si
uno aplica diferentes metodologias, que no voy a entrar en ellas, y esti-
mula con hipoxia el cuerpo carotideo, cuando pone la célula en un medio
con poco oxigeno, mi grupo de investigacion fue de los primeros en
mostrar hace anos que se produce una respuesta biofisica que al final
de todo conlleva a la secreciéon de un transmisor, que precisamente es
la dopamina.

Cada uno de estos palitos que aqui ven representan la secrecion de
estas células del cuerpo carotideo, de paquetes, de vesiculas secreto-
ras que estan llenas de dopamina. Y esta dopamina es un transmisor de
los que activan las fibras nerviosas que llevan la orden al cerebro para
producir una hiperventilacion.

Estructura del cuerpo carotideo; las células glomicas
Entonces, demostramos que el cuerpo carotideo lo forman acumulos de
células. Un acumulo lo forman las células tipo | —o células glémicas, en
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castellano—, entonces le llamamos neuron-like, porque se parecen
mucho a neuronas. Tienen vesiculas secretoras de dopamina y de otros
transmisores, son muy tiroxinidos y GFAP positiva, que es el enzima
limitante para producir la dopamina, como dije también anteriormente.

Y estas células de tipo neuronal pertenecen al sistema nervioso perifé-
rico y son las células quimiosensoras las que liberan dopamina y trans-
misores que activan las fibras sensoriales aferentes.

Estructura del cuerpo carotideo; las células glia-like

Y un segundo tipo, célula tipo Il, que es de tipo sustentacular, se le llama
glia-like, porque se tifie con este marcador que es la proteina acidica
fibrilar de la glia, la GFAP. Y esta célula se piensa que tiene un papel de
sostén nutritivo y metabdlico de las células tipo I.

Dopamina y GDNF en células glomicas

Pues bien, ademas de que estas células son muy ricas en dopamina, en
mi grupo de investigacion demostramos —hace ya bastantes afios; se
publicéd en el afno 2005—, que las células tipo |, ademas de tener mucha
dopamina, producen mucho GDNF.

Las células glomicas TH+ producen GDNF

Y con este modelo animal al que yo me referia anteriormente, en el que
hay un knockin donde se quita el exdn | de GDNF y se introduce el enzi-
ma galactosidasa, pudimos demostrar que en el cuerpo carotideo, igual
que luego hemos visto en cerebro, las células que producen GDNF,
estas células con este marcador, son las células TH positivas, y no las
GFAP positivas.

Es decir, que las células tipo Il, gliales, estas células no producen GDNF,
las que producen GDNF son estas células glomicas.

Es decir, tenemos unas células que son altamente dopaminérgicas. Que
liberan dopamina en respuesta a la hipoxia, a la falta de oxigeno en el
medioambiente, y ademas son células muy ricas en GDNF.

El cuerpo carotideo es muy rico en GDNF

Cuando medimos GDNF proteina —mediante un método de lixa de muy
alta sensibilidad—, pudimos ver cémo en el cuerpo carotideo, cuando se
mide en picogramos por miligramo de proteina; ¢cuanta GDNF hay en
esta estructura? Y si se compara con otra estructura del sistema nervio-
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so periférico, se observa como el cuerpo carotideo es un 6rgano muy
rico en GDNF.

Hipotesis de trasplante de cuerpo carotideo
Entonces si tiene mucho GDNF y dopamina, pensamos que podia ser
un magnifico érgano para utilizar trasplantes en enfermos de Parkinson.

Pero como hemos visto anteriormente, en la parte anterior de mi charla,
en los enfermos de Parkinson, no solamente hay falta de dopamina en
el estriado, sino que acabamos de ver que el GDNF hace falta para el
mantenimiento de la via nigroestriatal.

Pensamos que con este 6rgano no solamente suministrabamos alguna
dopamina, que mal no viene, en el estriado, sino que ademas estas
células liberarian GDNF, actuarian como micro bombas que liberarian
GDNF y ayudarian a mantener la via nigroestriatal.

Experimentos preclinicos

Pues bien, para corroborar esta hipétesis hemos hecho toda una serie,
muy larga, de experimentos preclinicos —en modelos animales tanto de
rata como de raton, incluso de mono—, mostrando el efecto protector del
cuerpo carotideo; del trasplante del cuerpo carotideo de la via nigroes-
triatal.

Pero traigo este modelo, que a mi me gusta particularmente —que esta
todavia sin publicar—, hecho precisamente en raton hace un afo, ano y
medio. En el cual, en este modelo, lo que hacemos es estudiar un ani-
mal de experimentacion; un raton.

Aqui se ve un ratéon normal; esta es la sustancia negra, este es el estria-
do, esta seria la via nigroestriatal, que es una via homolateral. Cada
sustancia negra proyecta los axones a su estriado correspondiente.

Estos animales, si se les trata de forma crénica con un toxico; el MPTP.
Se produce un modelo animal de parkinsonismo muy parecido a lo que
se observa en el hombre. Y pasado un tiempo si se estan tres meses
inyectando MPTP, se observa una destruccion de esta parte de aqui
—fina—, de la sustancia negra, que se llama la pars compacta. Se respe-
ta bastante la VTA, —esta otra zona—, y esto es muy tipico, muy caracte-
ristico de lo que ocurre en el parkinsonismo humano y como hay morta-
lidad de estas neuronas, desaparece la tincidon en el estriado, desapare-
ce la via nigroestriatal.
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El efecto neuroprotector del cuerpo carotideo

Este modelo animal es muy bueno porque se puede hacer lo siguiente.
Se puede en este animal utilizarlo para —en el mismo animal, que tiene
un parkinsonismo bilateral-, en una parte de cerebro hacer una opera-
cion en la que se inyecta solamente salino y en la otra parte del cerebro
del mismo animal, bajo la cirugia, se inyecta cuerpo carotideo.
Entonces, el mismo animal sirve de control propio y te permite una
robustez muy grande a la hora de analizar el efecto protector.

En estos animales de experimentacion, por hacer la historia corta —este
es un articulo que esta todavia en fase de ser evaluado en una revista
y se publicara, espero, en breve—, se muestra como en la parte del cere-
bro donde se trasplanta salino, la destruccidén de neuronas es muy supe-
rior a la parte del cerebro donde se inyecta el graft, el trasplante del
cuerpo carotideo. Indicando que el cuerpo carotideo —como ya habia-
mos demostrado anteriormente, pero en modelos menos robustos—, el
cuerpo carotideo tiene un efecto protector, y muy importante, sobre esta
célula.

Pues bien, este modelo experimental, digamos, demuestra una vez mas
el papel neuroprotector del cuerpo carotideo trasplantado en el estriado,
casi seguro por la liberacion de GDNF o de algunos otros factores neu-
rotréficos que contribuyen con el GDNF a mantener la via nigroestriatal.

Dos ensayos clinicos piloto

Basandonos en estas observaciones preclinicas, pusimos en marcha en
el afio 2003, y posteriormente en el afio 2007, dos ensayos clinicos pilo-
to, cada uno de ellos con seis pacientes, a los que les hicimos un auto-
trasplante del cuerpo carotideo.

El cuerpo carotideo es bilateral, se sabia, porque esta muy bien docu-
mentado en la literatura, que se puede extraer un cuerpo carotideo de
un paciente. Y en el mismo acto quirurgico se le extrae el cuerpo caroti-
deo, se trocea el cuerpo carotideo, y estos trozos de cuerpo carotideo
se inyectan por una canula que se localiza en el interior del cerebro
mediante esterotaxia.

Una vez que se inyectan estos trocitos de cuerpo carotideo —aqui se
dejan varios miles de células liberando GDNF, presumiblemente—, pos-
teriormente se retira la canula y se dejan estas mini bombas de GDNF
actuando en el paciente.
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Se iniciaron, como digo, dos ensayos clinicos, uno en 2003 y otro en
2007. Ambos fueron publicados en dos articulos cientificos distintos. Y
aqui se ve un poco —en esta figura y en la siguiente—, el mensaje mas
importante que aprendimos con este tipo de investigacion.

Datos del primer ensayo clinico
Aqui se ilustra, en el primer ensayo clinico, hay seis pacientes.

Se ven aqui en ordenadas el estado clinico de los pacientes antes del
trasplante, llamandole a cada paciente comparado consigo mismo cien
por ciento. Y vemos cédmo cambia el estado clinico durante el tiempo
después del trasplante.

Aqui hacia abajo es mejoria clinica y hacia arriba empeoramiento clinico,
y se observa como de los seis pacientes trasplantados, cinco mostraron
algun nivel de mejoria, uno no mostré ninguna mejoria y posteriormente
se observo una progresion de la enfermedad mas o menos siguiendo la
progresion que se espera de un paciente de Parkinson normal.

Estos pacientes que observaron mejoria, todos ellos, casi alcanzaron un
pico a los seis, doce meses, y posteriormente han ido volviendo al nivel
prequirurgico.

En el tercer afno después del trasplante todavia habia dos pacientes —de
estos cinco—, habia dos que habian vuelto al nivel prequirurgico y tres
de ellos todavia mostraban un nivel de mejoria del 15 al 48%.

Particularmente uno de estos pacientes, el que tenia una mejoria del
48%, es un paciente que después de siete afios todavia no ha vuelto al
nivel que tenia prequirurgico antes del trasplante. Volvié a conducir, en
fin, se encuentra en un estado motor bastante bueno.

Pues bien, este estudio clinico nos parecid6 muy interesante, aunque
realmente es de una potencia de mejora clinica inferior a lo que habia-
mos observado en los animales de experimentacion.

Eso por desgracia suele ocurrir con la transferencia de conocimiento
basico a la clinica; lo que se llama lost in traslation. Cuando uno tiene
algo y lo traslada a la clinica, por desgracia no es todo lo eficaz que uno
desearia, y que se esperaba. Pero si nos parecioé realmente que habia
un efecto biolégico en el trasplante bastante claro.
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Datos del segundo ensayo clinco
Quiero un poco, por no cansar al auditorio, hacer la historia un poco mas
corta.

En un segundo estudio clinico que hicimos a los pacientes se les hizo
un PET —se les hizo el PET en Inglaterra, antes y después del trasplan-
te—, para demostrar objetivamente el incremento de dopamina en el
cerebro de aquellos pacientes que mostraban mejoria clinica.

Los resultados fueron muy parecidos a lo visto en este primer ensayo. Y
mostraban una cierta correlacién entre el nivel de dopamina en el cere-
bro y la mejoria clinica; indicando que parecia un efecto biolégico,
robusto, producido por el trasplante. Este segundo estudio clinico se
publicé en 2007.

Los factores prondstico del trasplante
Pero en 2007, 2008, dejamos de hacer trasplantes en humanos porque
nos parecia, como os digo, que habia habido cierta pérdida en la trasla-
cion del conocimiento basico a la clinica.

Y que la mejoria clinica, sobre todo la variabilidad de la respuesta clini-
ca, nos obligaba a investigar con detalle cuales eran los factores pronés-
tico que determinaban el que después de un trasplante unos pacientes
mejoren mucho y otros pacientes no mejoren nada; ¢qué factores nos
permitian predecir el efecto del trasplante?

Y de esos factores vimos dos factores importantes y un tercero muy
importante; el mas importante.

La edad del paciente y la gravedad del PD

Los factores importantes son la edad del paciente. Vimos que en pacien-
tes mas jovenes —con menos edad-, mejoran mas. Aqui mejoria es
hacia abajo, como siempre.

Y el segundo factor pronéstico era la gravedad de la enfermedad.

De los doce enfermos —seis y seis, de los dos estudios, unidos los dos—,
de los doce enfermos, cuando uno hace un ensayo clinico en algo que
estd experimental, te obliga la Comisién Etica del hospital, a coger
pacientes en estadios muy avanzados de la enfermedad, porque si no,
no es éticamente correcto.
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Nosotros pudimos, por diferentes razones, utilizar solamente tres
pacientes en estados intermedios del parkinsonismo y nueve con un
parkinsonismo avanzado.

Y observamos de nuevo que aquellos pacientes menos afectos son los
que mas progresaban; mejor efecto tenia sobre ellos el trasplante. Por
lo tanto, jévenes y poco afectos hay un efecto mayor de trasplante, lo
cual es logico si el efecto es neurotrofico.

Si el efecto mayor del trasplante es de tipo neurotréfico —porque libera
factores neurotréficos—, es logico que aquellos pacientes mas jovenes,
que tienen todavia una via nigroestriatal menos enferma; esa via nigro-
estriatal, por el estimulo tréfico, se va a permitir estimular mejor. Y por lo
tanto va a haber una recuperacion funcional mejor.

La cantidad de tejido trasplantado
Pero ademas de estos dos factores, el factor mas importante, con dife-
rencia, era la cantidad de tejido trasplantado.

Ya desde el principio los cirujanos, que son muy practicos, y de una
paraddjica con la que los cientificos nos entendemos mejor; a veces se
entiende el cientifico mejor con un cirujano que con un médico clinico.

Los cirujanos son muy practicos, van a lo positivo, etcétera, etcétera. Y
desde el primer momento decian; esto no va a funcionar, esto es dema-
siado pequenio.

Una ‘lenteja’ que no iba a funcionar

El cuerpo carotideo en el hombre es como una lenteja. Y cuando una
lenteja la troceas en el laboratorio y la metes por una canula, ya decian
los cirujanos que aquello se iba a perder en el cerebro; no iba a funcio-
nar, etcétera, etcétera.

El ida y vuelta de lo clinico a lo basico

Entonces, realmente es asi, creemos que es muy poco tejido. Entonces,
con la idea de conseguir mas tejido iniciamos en nuestro grupo de expe-
rimentacion una investigacion basica. De nuevo queria un poco hacerles
ver esta idea: “de la clinica ir a lo basico y de lo basico ir a lo clinico”.

Una investigacion basica que voy a explicar en los préximos cinco u
ocho minutos —para terminar—, que nos ha llevado a replantear toda esta
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investigacion tan relacional, que estaba comentando en esta segunda
parte de mi seminario.

Un érgano que crece de tamaino en adulto
La investigacion se fundamenta en que el cuerpo carotideo, que es un
organo que pertenece al sistema nervioso periférico, tiene una particu-
laridad muy interesante, no vista en ningun otro érgano del sistema ner-
vioso, y es que crece de tamafo en el adulto.

El cuerpo carotideo crece con la altura
Cuando una persona que vive —Cordoba esta ya a 300 o 400 metros
sobre el nivel del mar, pero Sevilla, que esta a 8 metros sobre el nivel
del mar—, si un sevillano va a La Paz, que esta a 3.800 metros sobre el
nivel del mar, en Bolivia, el cuerpo carotideo crece de tamano. Eso esta
muy bien documentado; crece de tamario.

Como su funcion biolégica fundamental es regular el oxigeno que entra
dentro del cuerpo, en ausencia de una hipoxemia crénica, como la que
se produce a grandes alturas, el cuerpo carotideo reacciona creciendo
para activar con mayor potencia, con mayor fuerza, al centro respiratorio.

Un experimento a 5.800 m. de altura

Pues bien, aqui se observa en un animal de experimentacion un cuerpo
carotideo normal. Y dos semanas después de que este animal estuvie-
se en una atmésfera de alrededor del 10% de oxigeno —que es equiva-
lente a una altitud de 5.500 metros, 5.800 metros—, se observa un creci-
miento del parénquima del cuerpo carotideo.

Esto que se conocia desde hace tiempo, en nuestro grupo lo hemos
investigado con detalle. Hemos estudiado cémo se hace esto; como es
el pulso temporal, qué células crecen, qué células no crecen, etcétera,
etcétera’.

Poblacién de células madre quiescente

Y, para hacer la historia corta, nos encontramos con que el crecimiento
del cuerpo carotideo se debe a que existe una poblacion de células
madre adultas que se encuentran en el érgano; que estan quiescentes y
que no tienen ninguna funcion, aparentemente, en los sujetos normales.

Y que cuando las personas se van a grandes alturas, o tienen una enfer-
medad pulmonar obstructiva cronica que le interrumpe el intercambio de
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oxigeno —un fumador crénico, por ejemplo, le interrumpe el cambio de
oxigeno del aire con la sangre—, se produce una hipertrofia compensa-
dora del cuerpo carotideo para permitirle vivir. Para permitirle hiperven-
tilar con mayor frecuencia y estar introduciendo mas oxigeno permanen-
temente.

Ensayos de neuroesferas

En esta hipertrofia investigamos las células madre. Las identificamos
mediante un ensayo que consiste en que se coge cuerpo carotideo —se
pone in vitro—, y al ponerse in vitro en los tejidos donde hay células
madre producen unos crecimientos clonales, unos clones, en el cual son
como colonias y en el cual todas esas células derivan de la célula pro-
genitora, o célula stem, o célula madre, de donde proceden.

Entonces, en el caso del cuerpo carotideo, cuando hacemos ensayos de
neuroesferas —que se llaman—, aparecen estas colonias medio esféri-
cas. Al principio son esféricas, como aqui se ve, pero luego cambian de
forma. Y estas colonias esféricas, se observan.

Single Deposition Experiments

Aqui se ve un experimento que es muy inequivoco, porque lo que se
hace es lo que le llaman Single Deposition Experiments, en el que coge-
mos células del cuerpo carotideo y las plantamos una a una en diferen-
tes pocillos.

Entonces, donde no hay células madre se acaba muriendo la célula
pasados varios dias.

Donde hay una célula madre esa célula madre crece y si se hace una
foto en dias seguidos; se sigue el crecimiento de esa colonia.

Aqui se puede ver como de esta célula madre a los cinco dias se gene-
ré una colonia de 30 o 40 células y posteriormente una colonia mas
grande.

Fases de crecimiento y diferenciacion

Cuando se tifien estas colonias —estas neuroesferas—, se observa que
una primera fase de crecimiento, en la que las nuevas células formadas
se tifien muchas de ellas con un marcador que es la lectina, que es un
marcador caracteristico de progenitores neurales.
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Y pasado el tiempo comienza a aparecer aqui como un brote; como un
retofio, como un brote de crecimiento, como si fuese un vegetal, donde
aparece un bark, como le llaman en inglés; un rebrote.

Son células diferenciadas que comienzan a parecerse muchisimo a las
células del cuerpo carotideo que se tifien con tiroxina hidroxilasa y son
células dopaminérgicas.

Células glémicas
Es decir, que in vitro se produce una fase de poliferacion de crecimien-
to y luego de diferenciacién hacia células glomicas, hacia células TH+.

Realmente, si se deja pasar bastante tiempo, estas neuroesferas, tienen
un core, una parte central, que es de progenitores neurales, y un bleb
—que le llaman en inglés, y que puede ser mas o menos grande segun
se le deje mas o menos tiempo—, donde aparecen células tiroxina hidro-
xilasa positiva, que son células glémicas.

Tanto es asi que cuando se estudian estas células neoformadas —estas
células glomicas neoformadas, que digo que son células glémicas, las
células tipo | del cuerpo carotideo, las células quimioreceptoras—, cuan-
do se estudian in vitro las células neoformadas, se observa que tienen
canales ionicos de potasio y de calcio, igual que tienen las células glo-
micas in situ.

Y en respuesta a hipoxia, e incluso a hipoglucemia, liberan catecolami-
na. Es decir, se comportan a nivel fisioldgico igual que las células del
cuerpo carotideo in situ. Es decir, que las células neoformadas in vitro
son idénticas que las células que hay en el cuerpo carotideo.

Las nuevas células producen GDNF

Y finalmente cuando se estudia —simplificando lo que aqui se muestra—,
cuando se estudian células neoformadas, es decir; una célula que es
TH-positiva, y BRDU-positiva, es decir, que esta recién hecha, recién
dividida de otra célula progenitora. Y se utiliza este modelo de animales
en el que se expresa —por X-gal se puede ver la actividad del promotor
de GDNF—, se observa que estas células son también X-gal positivas.

Es decir, que las células neoformadas en las neuroesferas, in vitro, a
partir de células madre, expresan no solamente dopamina, responden a
hypoxia, sino también son GDNF positiva, producen GDNF.
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Entonces, todo este tipo de observacion experimental nos llevo a pen-
sar que el cuerpo carotideo —desde el punto de vista de investigacion
basica—, no es solamente un 6rgano neurogénico, que es capaz de pro-
ducir nuevas neuronas.

Porque lo que hemos demostrado que son las células madre del cuer-
po carotideo —voy a entrar brevemente a ensenarles una figura que pre-
senté antes—, en el cuerpo carotideo las células madre han resultado ser
las células tipo I, las células gliales, que parecian simplemente células
sustentaculares que no hacian nada mas que estar ahi.

Se ha demostrado que son unas células tipo Il. Y curiosamente estas
tipo Il, en respuesta a hypoxia, se convierten en unas células interme-
dias, que es nestina positiva, y ellas se diferencian a esas células glomi-
cas productoras de dopamina y de GDNF.

Neurogénesis en Sistema Nervioso Central

Este modelo de crecimiento del cuerpo carotideo es muy interesante por-
que se parece muchisimo en sus principios fundamentales a los mode-
los de crecimiento que en los ultimos tiempos se han descrito; los mode-
los de neurogénesis, que se han descrito en el sistema nervioso central.

En los ultimos anos se ha demostrado que en el cerebro adulto de los
mamiferos, incluido el hombre, existen dos zonas, —una de ellas la zona
subventricular—, que producen nuevas neuronas in vivo. Se producen
neurogénesis toda la vida. Y hoy en dia, como es obvio, se investiga
muchisimo, porque naturalmente tener un cerebro humano capaz de
producir nuevas neuronas es fundamental para ver si esas neuronas
nos pueden ayudar a vencer enfermedades traumaticas, degenerativas,
hisquémicas, etcétera, etcétera.

Neurogénesis en el cerebro

El modelo de neurogénesis en el cerebro, que aqui esta representado,
consiste en que una célula madre neural, que es GFAP positiva, es una
célula glial —se diferencia de una célula que se llama amplificadora tran-
sitoria, que aqui no esta puesto, pero que es nestina positiva—, y de aqui
surge el neuroblasto, la neurona que luego madura.

En este modelo hemos demostrado que el cuerpo carotideo es idéntico.
En el cuerpo carotideo, a partir de las células —no presento los experi-
mentos que lo demuestran para no hacer la historia mas larga.
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Pero las células sustentaculares, que son GFAP positivas, son las célu-
las madre, que en respuesta a hypoxia comienzan a proliferar, y produ-
cen esta primera fase de células de proliferacion durante unos pocos
dias, células nestina positivas.

Y eventualmente estas células se convierten in vitro, en vivo, a células
glémicas TH-positivas.

La produccién in vitro de neuroesferas
Esta observacion de valor fundamental, de valor cientifico basico, sin
embargo tiene un valor traslacional muy grande.

Porque naturalmente nos permite vencer, o intentar reabordar de nuevo,
la transferencia tecnoldgica que habiamos iniciado afios antes, intentan-
do vencer lo que ya te comentaba, que el mayor obstaculo para que el
cuerpo carotideo pudiese tener un efecto terapéutico mayor en pacien-
tes de Parkinson, era el tamaio del tejido.

Lo que se cae por su peso obvio, después de la observacion experimen-
tal, es que lo que deberiamos hacer es extraer un cuerpo carotideo y no
trasplantarlo en el momento sino dejarlo in vitro, y hacerlo expandirse.

Y una vez expandido el tejido in vitro, obtener muchas neuroesferas de
un cuerpo carotideo. Cada una de ellas lo mas grande posible para
incrementar el mayor numero de células.

Y estas neuroesferas implantarlas dentro del cerebro para que afecten
—neuroesferas que producen dopamina y GDNF, como antes he mostra-
do—, pues produzcan el efecto terapéutico al que ya me referia anterior-
mente.

Creaccion de la tecnologia de produccion

Pues bien, finalmente, concluyo en breve, lo que estamos haciendo en
nuestro laboratorio es intentar esta tecnologia, que se ha protegido con
una patente. Y se ha licenciado por una empresa del grupo Genetric,
que se ha creado ad hoc para el desarrollo de esta tecnologia.

Lo que estamos intentando en pacientes —aqui se ve una bifurcacion
carotidea de un paciente—, en el contexto de los trasplantes de érganos,
igual que se extrae higado o se extrae el corazon, extraer la bifurcacion
carotidea.
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Esta es la grasa que recubre en una persona normal a la bifurcacion
carotidea. Una vez limpiada la grasa se queda el cuerpo carotideo libre
y se extrae el cuerpo carotideo.

El estudio del cuerpo carotideo humano

Y lo que estamos investigando es —por cierto, estaba muy poco investi-
gado el cuerpo carotideo humano—, y entonces estamos investigando
con detalle el cuerpo carotideo humano.

Aparece igual que el cuerpo carotideo de animales —como era de espe-
rar—, formando clusters o glomélulos; grupos de células que son TH+, o
dopamina de carboxilasa positiva, que es otro enzima que utilizamos
para identificar las células que producen categolaminas, que producen
dopamina.

Estas son diferentes observaciones. Es muy interesante ver como en
donantes humanos, desde 10 anos hasta 61 afos, la proporcion de
células TH+ varia.

Pero no varia mucho, lo que indica que el cuerpo carotideo mantiene su
integridad estructural durante la edad avanzada. Lo cual nos permite
obtener cuerpos carotideos de donantes mayores o hacer autotrasplan-
tes, como habiamos comentado anteriormente.

Nichos neurogénicos en cuerpo carotideo

En el cuerpo carotideo hemos podido identificar que existen —en el cuer-
po carotideo humano, estos son cortes histolégicos del cuerpo carotideo
in situ—. existen estas células TH+, aqui en rojo, y la nestina positiva,
que hemos comentado anteriormente.

Es decir, existe nichos neurogénicos en el cuerpo carotideo humano; se
produce neurogénesis en el cuerpo carotideo del hombre; y se pueden
hacer neuroesferas que se comportan cualitativamente de forma muy
parecida a neuroesferas de DAP.

Por desgracia el proceso de crecimiento de las neuroesferas de DAP lo
tenemos muy bien optimizado. Sin embargo el crecimiento de estas
zonas de diferenciacion donde estan las células TH+ y GDNF positiva
en el caso del material humano, me esta costando mucho trabajo real-
mente ponerlo a punto.
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Pero en fin, estamos en ello, investigando para poner a punto esta tec-
nologia para poder hacer trasplantes de neuroesfera en pacientes.

Y finalmente, un poco para mostrarles también que el grupo carotideo,
tanto de pacientes de edad avanzada, de 66 afios, como de donantes
mas jovenes, expresa GDNF. Lo que indica que ademas de ser dopami-
nérgico, produce mucho GDNF, lo cual avala su uso en trasplantes.

El reto de la produccion del GDNF

Por lo tanto, para concluir; ya antes me referia a que el neurotrofismo
tiene un papel importante a nivel fisiolégico en preservar la via nigroes-
triatal en animal adulto.

Por lo tanto el manejar la produccion de GDNF, bien sea GDNF exdge-
no o GDNF enddgeno, de forma correcta, es un campo de desarrollo
tecnoldgico interesantisimo, que se debe desarrollar en el futuro, y de
hecho ademas de nosotros hay empresas tecnolégicas que ya estan en
marcha.

La produccion de GDNF recombinante

Antes me he referido a una que esta haciendo inyeccion de GDNF; la
que tiene la patente del GDNF recombinante, esta haciendo inyeccion
de GDNF recombinante en brotes, no de forma mantenida.

La activacion de células propias

Y por ultimo, lo que antes decia, que una forma de administrar GDNF
dentro del cuerpo, puede ser activando las propias células que lo produ-
cen o trasplantando GDNF ex6geno, pero no GDNF recombinante, sino
GDNF producido por células, que es la patente que nosotros tenemos
en este momento licenciada.

Y por lo tanto esto deberia ser una tecnologia, que si conseguimos no
es facil, pero si conseguimos llevarla a buen término podria ser un abor-
daje terapéutico muy interesante en la enfermedad de Parkinson.

El grupo de trabajo y los colaboradores

Y para terminar, pues este trabajo —que resume un poco la tarea expe-
rimental de mi grupo durante los ultimos 10, 12 afos—, ha tenido la cola-
boracion de diferentes personas.
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Aqui un poco estan las personas mas importantes del grupo. Voy a citar
simplemente a Juan José Toledo Aral, que ha sido muy importante en
todos los temas de trasplante de cuerpo carotideo.

A Ricardo Pardal y a Patricia Ortega, que han sido fundamentales en el
trabajo de identificacion y caracterizacion de las células madre del cuer-
po carotideo.

Y Alberto Pascual y Maria Hidalgo Figueroa que han sido los primeros
autores de la publicacion donde describimos el animal knockout condi-
cional para GDNF.

Y luego hemos tenido una financiacion muy generosa de diferentes ins-
tituciones publicas y privadas, ultimamente particularmente de la
Fundacion Botin, que financia nuestros grupos de investigacion.

Y colaboradores externos también muy importantes. Entre ellos los doc-
tores Minguez-Castellanos y Arjona, del Hospital Virgen de las Nieves,
con los que hicimos los trasplantes de cuerpos carotideos en pacientes.
Los dos estudios piloto que se han hecho se hicieron con ellos, y por
diversas razones en su hospital habia unas caracteristicas tecnolégicas
que aconsejaban hacerlo alli en vez del hospital donde yo trabajo.

Y por ultimo, en uno de los dos ensayos clinicos, en el segundo, a los
pacientes se les hizo un PET antes y después de la cirugia para deter-
minar la cantidad de dopamina que habia en el cerebro, antes y después
del trasplante, mediante la tecnologia, una tomografia por emisién de
positrones, llamado PET, y esto lo hicimos en el hospital Hammersmith
de Londres, colaborando con los doctores David Brooks y Gary Hotton.

Muchas gracias por la atencion.
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