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RESUMEN

Los ganglios de la base son un conjunto de estructuras con la funcion de recibir informacién de diversas
estructuras como la corteza cerebral, el tdlamo, los nicleos subtalamicos y la sustancia negra, integrarla y enviar
una sefial en forma de respuesta de vuelta a dichas estructuras. Con esto se consiguen funciones importantes como
el control motor y algunas funciones cognitivas. Esto hace que alteraciones en este complejo causen diferentes
trastornos como el corea, el hemibalismo o el parkinson. Por tanto, el estudio del desarrollo, especificacion y
funcionamiento de los ganglios basales, mediante el estudio de los genes involucrados, es vital para poder crear
técnicas de deteccion y/o algun tipo de tratamiento.

En este trabajo, el objetivo fue estudiar el papel del gen Mashlen la formacion de los ganglios basales.
Este gen es un factor de transcripcion expresado durante el desarrollo del sistema nervioso central. Para ello, se
empled un mutante de pérdida de funcion de Mashl y se estudié la poblacién de neuronas Gabaérgicas de la
eminencia ganglionar medial, a partir de la cual se desarrolla, en embriones silvestres el globo palido, una de las
estructuras que conforman los ganglios basales.

Se concluy6 que el gen Mash1 participa en la diferenciacion de neuroblastos hacia neuronas Gabaérgicas
inhibitorias. Sin embargo, no es el Unico gen que cumple esta funcion, pues hay mas genes induciendo cascadas
que favorecen esta diferenciacion. EI mutante Mash1-/- no es capaz de especificar bien la eminencia ganglionar
medial, por lo que el globo pélido no se llega a formar. Ademas, la pérdida de funcion de este gen afecta a la
trayectoria de las fibras talamocorticales, ya que esta depende de la correcta especificacion de esta eminencia

ganglionar medial.

Palabras Clave: Neuroanatomia, Eminencias ganglionares, Globo palido, Gaba, Mash1



ABSTRACT

The basal ganglia are a group of structures, which receive information of distinct structures such as the
cerebral cortex, the thalamus, subthalamic nucleus and the substantia nigra. The complex processes the
information, generates a response and sends it back to the structures; playing an important role in motor control
and some cognitive functions. Alteration of these structures can cause different disorders like chorea, parkinson’s
disease and hemiballismus. So that, the study of development, specification and functioning of the basal ganglia
and the implicated gens, could be useful for the development of diagnosis techniques and different treatments.

The objective of the present study was to clarify the function of the gen Mash1 in the formation of basal
ganglia. This gen is a transcriptional factor expressed during the development of the central nervous system. For
that purpose, a mutant with lack function of Mashl was used and the population of Gabaergic neurons in the
medial ganglionic eminence was studied. Globus pallidus, a component of basal ganglia is generated from this
region, the medial ganglionic eminence.

This study concludes that the gen Mashl is involved in the differentiation of neuroblast in Gabaergic
inhibitory neurons. However, Mashl is not the only one gen implicated in this process, there are other gens
inducting this differentiation. Mash1-/- mutant is not capable of specify the medial ganglionic eminence, so that,
Globus pallidus is not formed. In addition, the lack if this gene function has an effect in the thalamocortical fibers

trajectory because it depends on the correct specification of the medial ganglionic eminence.

Key Words: Neuroanatomy, Ganglionic eminences, Globus pallidus, Gaba, Mashl



1. INTRODUCCION

1.1.SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El sistema nervioso central es uno de los sistemas méas complejos del cuerpo humano y, en general, de la
mayoria de los animales. Su funcion es la de recibir y procesar estimulos y sensaciones recogidas por los diferentes
organos receptores del cuerpo y transmitir la respuesta en forma de 6rdenes a los diferentes 6rganos efectores.

El sistema nervioso central esta formado, a grandes rasgos, por la médula espinal, situada en el conducto

raquideo y el encéfalo, situado dentro del craneo y constituido por cerebro, cerebelo y tronco encefalico.

1.2. DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Al inicio, el embrion humano esta organizado en dos capas, en lo que se conoce como disco embrionario
bilaminar, formado por el hipoblasto, mas pequefio; y el epiblasto, mas grande. Durante la tercera semana, las
células del epiblasto daran lugar a tres capas diferentes: ectodermo, méas externa; endodermo, méas interna; y
mesodermo, entre las dos anteriores. En este momento se forma la placa neural de la que deriva el sistema nervioso
central.

La placa neural se forma por un engrosamiento del ectodermo en su parte medial y en los bordes se genera
una banda llamada cresta neural que separa el ectodermo en dos zonas: una de ellas dara lugar al sistema nervioso
central (primordio del ectodermo neural) y otra que dara lugar al resto del cuerpo (primordio del ectodermo
corporal).

Con el tiempo esta placa neural va creciendo y se va hundiendo por su linea media en forma de bisagra
formando el canal neural; a la vez que sus bordes se elevan formando los pliegues neurales a cada lado, que
finalmente se encuentran y se cierran en el plano dorsal dejando una cavidad interna en cuyo exterior queda el

ectodermo. Este proceso se denomina neurulacién primaria y da lugar al tubo neural.
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Imagen 1. Neurulacién o formacion del tubo neural a partir de la placa neural. A,
formacion de la placa neural a partir de células del ectodermo. B, formacion del surco
neural y las crestas neurales a cada lado. C, cierre del tubo neural quedando la capa

del ectodermo por fuera.!

El tubo neural se cierra por varias zonas, desde el centro hasta los extremos, de manera que antes de
cerrarse por completo el tubo neural tiene unas aperturas Ilamadas neuroporo anterior o rostral y neuroporo
posterior o caudal. A medida que se cierra va creciendo, sobretodo de forma longitudinal, debido a la proliferacion
de neuroblastos que se encuentran en su interior y que llevan a cabo divisiones simétricas dando lugar a dos células
hijas idénticas entre si e idénticas a la célula de la que proceden, aumentando asi el nimero de neuroblastos y, por

tanto, el tamafio de la estructura.
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Imagen 2. Esquema del ectodermo de un embrion humano en diferentes estadios. A, muestra el surco neural
formado desde la placa neural. B, muestra los pliegues neurales y las somitas (estructuras segmentadas
formadas a partir del mesodermo y que aparecen a ambos lados del tubo neural). C, cierre de parte del

tubo neural, quedando abierto los neuroporos posterior y anterior.2

Finalmente, el tubo neural se cierra por completo quedando una cavidad en forma de hendidura y llena
de liquido, cuyas paredes pueden dividirse en diferentes placas segln la posicion en la que se encuentren, como
son la placa del suelo (ventral), la placa del techo (dorsal) y las placas laterales (anterior y posterior). Las placas
del techo y del suelo son mas delgadas, ya que estan formadas por una Gnica capa de células epiteliales, mientras
que las placas laterales aumentan su espesor debido a que son las que daran lugar al encéfalo y la médula espinal.
Las placas laterales estan divididas, por un surco ventricular longitudinal, en dos placas con funciones diferentes:
la placa basal (ventrolateral) de la que se desarrollaran los centros motores primarios; y la placa alar (dorsolateral),
de la que derivaran los centros sensitivos primarios.

Antes de cerrarse el tubo neural por completo, la parte rostral del encéfalo primordial contiene un pliegue
transversal llamado pliegue encefélico ventral que marca el limite entre el arquencéfalo y el deuterencéfalo. Una
vez que el tubo neural se ha plegado por completo, esta parte rostral del tubo neural se ensancha formando 3
vesiculas primarias: prosencéfalo, que procede del arquencéfalo; mesencéfalo y rombencéfalo, que proceden del

deuterencéfalo. Estas vesiculas estan divididas por constricciones y fibras trasversales. El estrechamiento entre



prosencéfalo y mesencéfalo es conocido como comisura posterior y el estrechamiento entre mesencéfalo y
rombencéfalo es conocido como istmo. Mé&s adelante se forman nuevas hendiduras a partir de las anteriores,
generando asi 5 vesiculas secundarias, debido a que el prosencéfalo se divide, por la comisura anterior, en
telencéfalo (rostral) y diencéfalo (caudal) y el rombencéfalo se divide en metencéfalo (rostral) y mielencéfalo
(caudal) que se continua con la médula espinal que, junto a las cinco anteriores (diencéfalo, telencéfalo,
mesencéfalo, metencéfalo y mielencéfalo), forma parte de las seis regiones principales del sistema nervioso central

{ telencéfalo

humano.
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Imagen 3. Muestra las principales divisiones del tubo neural en dos estadios. A la izquierda
se muestran las 3 vesiculas primarias: prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo. A la
derecha se muestran las 5 vesiculas secundarias: telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo,

metencéfalo y mielencéfalo.?

Al tiempo en que se van creando las vesiculas primarias y secundarias, estas se van dividiendo en regiones
llamadas neurémeros que se repiten a lo largo del tubo neural. Estos neurémeros empiezan como constricciones
en la pared del tubo neural pero conforme van pasando los dias y la pared neural aumenta de grosor el limite entre
ellas se va perdiendo. Seguln la zona en la que se encuentren los neurémeros, estos pasan a llamarse prosémeros,
en prosencéfalo; mesémeros, en mesencéfalo; rombdmeros, en rombencéfalo y mielomeros, en médula espinal.

El crecimiento de estas regiones no es a la par, es decir, que unas regiones crecen mas que otras. Por
ejemplo, las regiones del prosencéfalo crecen mas rapidamente, ya que esta sera la region de mayor tamafio.
Debido a este crecimiento desigual aparecen unas flexuras en el tubo neural que, poco a poco, le daran un aspecto
similar a la forma que conocemos del encéfalo. Las tres flexuras principales que aparecen en desarrollo son: flexura
cefélica, entre el diencéfalo y el mesencéfalo con orientacién cdncava ventral; la flexura cervical, también con
orientacion ventral, que aparece en la union entre el rombencéfalo y la médula espinal; y la flexura pontina con

orientacion dorsal que aparece en la mitad del rombencéfalo dividiendo el mielencéfalo del metencéfalo. (Img.4)
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Imagen 4. Esquema de corte sagital de
embrién humano de 6 semanas en el que
se observan las 5 vesiculas: telencéfalo,
diencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo y
mielnecéfalo; y las flexuras: cefalica,

Diencephalon

pontina y cervical.*

Telencephalon

1.2.1. PROLIFERACION Y DIFERENCIACION CELULAR

Al inicio del desarrollo, las células madre se dividen simétricamente dando lugar a dos células hija
idénticas entre si e idénticas a la madre, formado una capa de células madre Ilamada matriz. Esta division simétrica
conlleva un aumento del tamafio del tubo neural, generando un ambiente proliferativo.

En estadios méas avanzados del desarrollo, para dar lugar a las diferentes estructuras del sistema nervioso
central, los neuroblastos deben ser capaces de ir diferenciandose en distintos tipos celulares segun la zona en la
gue se encuentren, es por ello que requieren informacién posicional. Esta informacion posicional se consigue
gracias a un gradiente de proteinas (organizadores secundarios) generado por las propias células y que les indica
la posicidn exacta que ocupan dentro del embridn y, en concreto, dentro del tubo neural, de esta forma entran en
un proceso de diferenciacion, en el cual las células madre se dividen de forma asimétrica, dando lugar a dos células
hija: una idéntica a la célula de la que procede (neuroblasto) y otra diferente a ambas que se separa de esta zona
proliferativa; estas células son conocidas como células postmitdticas. Mas adelante, estos neuroblastos hacen
divisiones simétricas de nuevo, pero esta vez las dos células hija son neuronas inmaduras diferenciadas, de esta
forma también se van perdiendo neuroblastos en los tejidos.

Una vez que se han generadas las neuronas inmaduras, estas migran desde la zona proliferativa en que se
han generado a la zona en la que se van a establecer definitivamente. Esta migracion puede llevarse a cabo de dos
maneras distintas: migracion radial, desde los ventriculos a la superficie pial y migracién tangencial, paralelo a la

superficie pial, esta Gltima solo la realizan algunas de las neuronas.® (Img.5).
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Imagen 5. Esquema de un corte transversal de un hemisferio cerebral en el que se
muestra la migracion neuronal tangencial (flechas rojas) y radial (flechas amarillas),
ambas partiendo de la zona ventricular (ZV) a través del telencéfalo: palio (dorsal) y

subpalio (ventral).®

1.2.2. DESARROLLO DEL PROSENCEFALO

El encéfalo puede regionalizarse con la interseccion entre neurdmeros transversales, mencionados
anteriormente, y zonas longitudinales. Dentro de estas regiones suele haber un patrén de expresién genético
definido que daré lugar a las diferentes unidades morfoldgicas. Cada una de estas unidades morfol6gicas contiene
una zona proliferativa o matriz mas cerca del ventriculo y neuronas inmaduras migrando radialmente hasta su
destino donde originardn un determinado tipo de estructura. Sin embargo, en ocasiones, los neuroblastos de varias
zonas adyacentes contribuyen a la formacién de un solo nucleo o estructura determinada por lo que debe haber
migracion tangencial. Este es el caso de las eminencias ganglionares de las que derivan muchas de las
interneuronas corticales, es decir, que neuroblastos pertenecientes a estas eminencias ganglionares migran
tangencialmente y llegan a la corteza.

Al igual que cualquier region del encéfalo en desarrollo, el prosencéfalo tiene una estructura similar a la
del tubo neural, teniendo una placa del suelo (abajo), una del techo (arriba) y dos placas laterales a ambos lados,
a su vez divididas en placa basal (ventral) y una alar (dorsal) divididas por una banda en la que se expresa el gen
Nkx-2.2.

Para dar forma a lo que sera el prosencéfalo desarrollado por completo, se producen principalmente tres
evaginaciones. Primero ocurren las evaginaciones opticas a ambos lados formando las vesiculas dpticas a partir
de las cuales se desarrollaran los 0jos con sus respectivos nervios épticos. Mas tarde ocurre la formacion de los
hemisferios telencefalicos debido a la evaginacién en ambos lados de la zona dorsolateral a las vesiculas dpticas.
La pared de cada una de las vesiculas que daran lugar a los hemisferios telencefalicos sufre una evaginacion
secundaria dando lugar a los bulbos olfatorios.

La parte dorsal del prosencéfalo primordial daré lugar al diencéfalo, mientras que la porcion més rostral
forma el telencéfalo impar. Es en este momento cuando se empiezan a formar los ventriculos laterales y el tercer
ventriculo entre ambos e iran creciendo hasta adquirir su forma definitiva.

El telencéfalo esta dividido en hemisferio derecho e izquierdo y estos se pueden dividir en palio (zona
rostral grande) y subpalio (zona medial y lateral, situada ventralmente al palio). La pared del subpalio lateral de
cada hemisferio aumenta de grosor para formar una protrusion interventricular llamada eminencia ganglionar, de
la que derivan los ganglios de la base, estructura que se explicara mas adelante. La eminencia ganglionar esta
dividida por un surco en eminencia ganglionar medial (EGM), de la que surgen el globo palido y otras estructuras;
y la eminencia ganglionar lateral (EGL), de la que derivan el nlcleo caudado y el putamen. La parte caudal del
subpalio que no esta dividida por el surco es la que da origen al ndcleo amigdalino.

Para formar los ganglios de la base, en primer lugar, se desarrolla un primordio del cuerpo estriado a
partir de las células madre de la EGL, después, fibras corticales atraviesan este primordio dando lugar a una lamina
compacta de sustancia blanca en forma de cono hueco denominada cépsula interna y asi se separan el nlcleo
caudado y el putamen. El globo palido se forma gracias a la migracién de células desde la EGM hasta la regién

medial de lo que serd el putamen.



Durante el segundo mes de desarrollo, en estas eminencias aparece una zona celular proliferativa fuera de la
matriz, que es mas proliferativa incuso que esta, por lo que muchas neuronas parten de esta zona y migran
tangencialmente a la corteza convirtiéndose en células inhibitorias secretoras de gaba (&cido y-aminobutirico),
pero al final del cuarto mes esta zona tan proliferativa se pierde.

Existen varios tipos de interneuronas en el estriado. Las neuronas Gabaérgicas con somatostatina derivan de
la EGL, las interneuronas colinérgicas derivan de la EGM (Olsson et al.,1998), sin embargo, se desconoce el origen
de las interneuronas que contienen parvalbdmina y calretinina.

Estudios recientes han demostrado que hay migracion celular desde la EGM hasta la EGL (Sussel et al.,1999;

Wichterle et al.,1999) lo que siguiere que algunas células estriatales deriven del EGM.

1.3.ENCEFALO

Una vez desarrollado por completo, el encéfalo puede dividirse en prosencéfalo, mesencéfalo y
rombencéfalo. De caudal a rostral, nos encontramos con la médula espinal que se continda con el bulbo raquideo
o mielencéfalo y luego con el puente en cuya parte dorsal encontramos el cerebelo. Estas tres estructuras forman
el rombencéfalo. Unido al puente encontramos el mesencéfalo, un segmento corto en forma de cufia que une
rombencéfalo y prosencéfalo.

El prosencéfalo esta formado en mayor parte por el telencéfalo, dividido en dos hemisferios (izquierdo y
derecho), y ventralmente por el territorio hipotalamico. Las vesiculas telenceféalicas envuelven al prosencéfalo
impar y el diencéfalo. Este contiene, entre otras estructuras, un gran complejo nuclear que es el tdlamo.

Caudalmente encontramos el mesencéfalo y el rombencéfalo.

Imagen 6. Esquema de seccion sagital del encéfalo humano en
el que se muestran las diferentes regiones. Prosencéfalo (1)
dividido en telencéfalo (2) y diencéfalo (3), tronco encefalico (4)
formado por mesencéfalo (5), puente (6) y mielencéfalo (7). El
cerebelo (8) forma parte del metencéfalo junto con el puente (6)
y el metencéfalo forma parte del rombencéfalo junto con el

mielencéfalo (7). Médula espinal (9).”

Debido a su desarrollo a partir de un primordio tubular, el sistema nervioso central y, en concreto, el
encéfalo, posee unas cavidades en su interior que forman ventriculos interconectados entre si y bafiados en liquido
cefalorraquideo. Esta cavidad empieza en su parte mas rostral con los ventriculos laterales de los hemisferios
cerebrales, telencefalicos, grandes y con forma de semiluna. Estos ventriculos laterales estan comunicados a ambos
lados, a través del agujero interventricular, al tercer ventriculo con forma de hendidura y estrecho romboidal y
diencefélico. El tercer ventriculo se comunica, a su vez, con el cuarto ventriculo, rombenceféalico, con forma
romboidal. La union entre el tercer y el cuarto ventriculo es un conducto mesencefalico mas estrecho Ilamado
acueducto cerebral. El cuarto ventriculo se continGa con el conducto central o conducto ependimario que baja por

la médula espinal.
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Imagen 7. Esquema del sistema vascular en el que se
Asta anteror ventriculo lateral

ASIR pradrins™= . _ muestran los ventriculos tercero, cuarto y lateral y del
Asta nfenor —__
orsrentn s —— Ultimo sus astas anterior, posterior, inferior y la

Tercer ventricdo ——
Orificio interventricular —

Acueducio de Sivio —— =¥ encrucijada donde convergen las tres.?
Cuarto ventriculo ———

1.4. GANGLIOS DE LA BASE

La zona del telencéfalo cuyo desarrollo va a ser tratado a lo largo de este trabajo son los ganglios de la
base, en concreto el globo palido.

Los ganglios de la base son un conjunto de masas de sustancia gris situados dentro de cada hemisferio
cerebral. Los forman el estriado (ntcleo caudado y putamen), el globo palido. Estos forman un conjunto funcional

con el ndcleo subtalamico y la sustancia negra.

Caudate nucleus

Imagen 8. Esquema en el que se muestra
la situacion de los ganglios de la base
dentro del encéfalo.’

Globus pallidus

(medual

Putamen
(laterat)

1.4.1. CUERPO ESTRIADO

El cuerpo estriado, lateral al talamo, se divide, por la capsula interna, en nlcleo caudado y putamen. El
término estriado se debe a las bandas de sustancia gris que atraviesan la capsula interna y conectan en nicleo
caudado con el putamen. El putamen junto con el globo palido forman una estructura morfolégica Ilamada nicleo
lenticular.

El nucleo caudado es una masa de materia gris en forma de C, que por su morfologia se asemeja a una
cabeza, un cuerpo y una cola. La cabeza aparece a continuacion del putamen, es grande y algo redondeada
formando la pared lateral del asta anterior del ventriculo lateral. En la zona del agujero interventricular, la cabeza
continua con el cuerpo que es largo y estrecho formando el suelo del cuerpo del ventriculo lateral. La cola es
también larga y estrecha siguiendo el contorno del ventriculo lateral hasta el asta inferior de este. La cola termina
en la punta con el ntcleo amigdalino. En la zona en la que convergen el nlcleo caudado y el putamen existe el
nucleo acumbens y este junto con el tubérculo olfatorio forma parte del estriado.

El nacleo lenticular es una masa de sustancia gris en forma de cufia e insertada en la sustancia blanca del
hemisferio cerebral. Esta dividido, por una lamina vertical de sustancia blanca, en el putamen, una porcién lateral

grande y més oscura y el globo pélido, una porcién interior mas clara debido a una concentracion de fibras

11



nerviosas mielinizadas. Este nucleo esta relacionado lateralmente con una capa fina de sustancia blanca llamada
lamina externa, seguida de una capa fina de sustancia gris llamada claustro, que separa la capsula externa de la

sustancia blanca subcortical de la insula, pegada a la corteza insular.

Nucleus caudatus

Thalamus e s

Imagen 9. Esquema de los ganglios basales en el que se
puede observar el ncleo amigdalino, el nicleo lenticular

y el nlcleo caudado; con sus respectivas regiones.?

Nucleus Niicleo Caudado

ruber

Globus pallidus Putamen Tilamo
interna
externa
Su giste;ntia Nucleus
9 subthalamicus Putamen
Globo Palido

Substincia Negra

Imagen 10. Esquema de una seccion coronal de

Hipotilamo

encéfalo en el que se muestran diferentes ndcleos de

los ganglios basales.! Niicleo Subtalimico
1.4.2. GLOBO PALIDO

El globo palido es una masa triangular de células separada del putamen por una capa de fibras llamada
lamina medular externa. Como ya se ha comentado, esta atravesado por gran cantidad de fibras mielinicas que le
aportan un color pélido, lo que le da nombre. Esta estructura esta dividida en segmento interno y segmento externo
por una lamina medular interna.

Para integrar la informacién en cualquier nicleo neuronal se requiere la colaboracion de proyecciones
neuronales (de axon largo) y de interneuronas (de axdn corto)*2. En el caso del estriado y del globo palido estan
compuestos en su mayoria por neuronas de proyeccion, habiendo menor niimero de interneuronas®®. Esto hace que
pueda tener conexiones con numerosos nucleos neuronales, como por ejemplo la corteza, el talamo, la sustancia
negra y el tronco cerebral.

Existen cuatro grandes tipos de interneuronas en el estriado y el globo péalido: neuronas colinérgicas,
neuronas Gabaérgicas con calretinina (CR), neuronas Gabaérgicas con parvalbimina (PV), y neuronas
Gabaérgicas con somatostatina (SOM), neuropéptido Y (NPY) y sintasa de dxido nitrico (NOS) (Kawaguchi et
al., 1995)*.

El globo péalido recibe fibras eferentes, proyectan de los 6rganos receptores al SNC y aferentes, proyectan
del SNC a los drganos efectores °. Las neuronas aferentes que proyectan hacia el globo palido externo suelen ser
neuronas Gabaérgicas que contienen encefalina, mientras que las neuronas que contienen sustancia P proyectan
sobre el globo palido interno. En cuanto a las fibras aferentes, las neuronas del segmento externo del globo palido

proyectan hacia los ndcleos subtalamicos y las del segmento interno proyectan hacia el tdlamo y otras estructuras.
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1.43. FUNCIONES DE LOS GANGLIOS BASALES

Gracias a la gran cantidad de conexiones que tienen las diferentes estructuras de los ganglios de la base,
son capaces de recibir informacion desde la corteza cerebral, el tAlamo, los nlcleos subtaldmicos y la sustancia
negra, integrarla y llevarla de vuelta a esas estructuras. Su funcién esta relacionada con el control motor y con
algunas funciones cognitivas como el aprendizaje procedimental y tareas de memoria de trabajo.

Cuando estamos en reposo, el segmento interno del globo péalido proyecta neuronas Gabaérgicas
inhibitorias sobre el talamo, que al ser inhibido no puede activar la corteza motora. Esto se conoce como freno
palidal. Cuando tenemos la intencién de movernos, la corteza envia fibras aferentes glutamatérgicas al estriado,
tanto al nicleo caudado como al putamen, y estos envian fibras Gabaérgicas inhibitorias al segmento interno del
globo palido. Al estar inhibido, el globo palido interno deja de inhibir al tallamo y este activa la corteza motora
mediante fibras eferentes glutamatérgicas. Esto es conocido como circuito estriatal directo.

En el circuito indirecto, la informacidon comienza también en la corteza cerebral, que manda fibras
aferentes glutamatérgicas al estriado y, es el putamen el que, al activarse envia fibras Gabaérgicas inhibitorias al
globo péalido externo, esto provoca que se reduzca el efecto inhibidor que ejerce el globo palido externo sobre los
nucleos subtaldmicos. Al deshinibirse los nucleos subtalamicos, estos activan al globo pélido externo y a la
sustancia negra, activando asi el freno palidal. El circuito indirecto es el encargado de que mantengamos inmdviles

determinadas partes del cuerpo mientras otras se mueven gracias al circuito directo.

PPTN "’ 8N

Figura 6. Esquema del circuito directo (izquierda) e indirecto (derecha). Ctx, corteza.; C, caudado; VA/VLa,

talamo; P, putamen; GPe, globo palido externo; GPi, globo palido interno; STN, nlcleo subtalamico.®
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1.5. TRANSTORNOS ASOCIADOS A FALLOS EN LOS GANGLIOS BASALES

La gran importancia de la funcién del globo pélido o de cualquiera de los nucleos de los ganglios de la
base, hace que el fallo de alguna de estas estructuras provoque trastornos de dos tipos: hipercinéticos, con
movimientos excesivos y anormales; e hipocinéticos, con movimientos lentos o con falta de ellos.

El parkinson es una enfermedad progresiva causada por la degeneracién neuronal principalmente de la
sustancia negra y en menor medida del globo palido, el putamen y el nicleo caudado. Al degenerar las neuronas
de la sustancia negra hay una menor liberacidon de dopamina al estriado que genera una hipersensibilidad de sus
receptores en las neuronas postsinapticas del estriado. Los enfermos de parkinson suelen tener temblor, sobre todo
cuando las extremidades estan en reposo; rigidez; bradicinesia, dificultad para inicial movimientos; y alteraciones
de la postura. Esta enfermedad incluye ambos tipos de afectaciones motoras, tanto hipercinético como
hipocinético.

El hemibalismo es el movimiento involuntario de un lado del cuerpo, afectando sobre todo a las
extremidades que se mueven bruscamente. La lesion esta en el nicleo subtalamico opuesto al lado que se ve
afectado o sus conexiones, ya que en este nucleo se integran los movimientos suaves de las diferentes partes del
cuerpo.

El corea cursa con movimientos involuntarios rapidos e irregulares, sobre todo en la cabeza y las
extremidades. Existen dos tipos de coreas: la mayor y la menor. La corea mayor o enfermedad de Huntington es
hereditaria autosdmica dominante afectando a un gen Unico del cromosoma 4, que codifica para la huntingtina, de
funcién desconocida. Los enfermos de Huntington tienen una degeneracion de las neuronas inhibitorias
Gabaérgicas con sustancia P y con acetilcolina, lo que provoca que las neuronas secretoras de dopamina de la
sustancia negra se hiperactiven. Debido a ello, la via nigroestriada inhibe el nicleo caudado y el putamen causando
los movimientos anormales tipicos del trastorno. EI corea menor o corea de Sydenham esté asociada con fiebre
rehumatica debido a que los antigenos de Streptocaccus poseen una estructura similar a las de las proteinas de
membrana de las neuronas del estriado, provocando un ataque del cuerpo a las neuronas estriatales propias. Esto

causa los movimientos aleatorios pero transitorios. 1’

1.6.PAPEL DEL GEN MASH1 EN EL DESARROLLO EMBRIONARIO

Gracias al modelo animal del ratén se han podido identificar gran cantidad de genes reguladores implicados
en el crecimiento y la formacidn temprana del patron del telencéfalo. En concreto se han descubierto dos rutas de
transcripcion principales en el subpalio en desarrollo: las rutas reguladas por los genes DIx1 y DIx2 y la regulada
por el gen Mash1'®. Ademas, se han encontrado numerosos genes bHLH (basic Helix-loop-helix) encargados de
la diferenciacion de varios linajes neuronales, sin embargo, Mashl es el Gnico gen bHLH conocido que se
encuentra en el telencéfalo ventral (Lo et al.,1991; Guillermot and Joyner,1993).

Mash1 es un factor de transcripcion que aparece durante el desarrollo embrionario y se expresa en las células
progenitoras de la EGL y la EGM (Porteus et al., 1994; Torii et al.,1999) actuando a nivel de diferenciacién celular.

Este gen se requiere para la generacion de los ganglios parasimpatico, las neuronas receptoras olfativas y las
neuronas noradrenérgicas del rombencéfalo (Guillermot et al.,1993; Hirsch et al.,1998). También es absolutamente
necesario para la especificacion de precursores neuronales en la EGM y activa la sefializacion Notch regulando el

ritmo de produccién de poblaciones de células precursoras, lo que significa que es esencial para el correcto
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desarrollo de las neuronas a estadios tempranos en el telencéfalo basal y de algunas interneuronas corticales.
(Casarosa et al., 1999). 1°

2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

En trabajos previos se ha estudiado el efecto de la mutacion del gen Mashl observando la presencia de
interneuronas Gabaérgicas que parten de la EGM hasta la corteza. Para ello, se marcé el ARN mensajero (mMRNA)
de diferentes genes caracteristicos de este tipo de neuronas y se vio que en estadios tempranos hay una ausencia
de estas interneuronas, pero la poblacidn parece reestablecerse en estadios posteriores (Casarosa et al., 1999). Este
hecho puede indicar que Mashl no es el Unico gen que participa en la diferenciacion de estas interneuronas
Gabaérgicas. En el estudio Gnicamente se busca la presencia de mMRNA, pero no se describid la presencia o ausencia
de las proteinas propias de las neuronas Gabaérgicas y tampoco se describi6 el efecto de este gen en la formacion
del globo palido.

El objetivo de este trabajo es estudiar el papel del gen Mash1 como factor de transcripcion necesario para
la correcta especificacion de neuronas Gabaérgicas en la EGM, mediante el estudio de la presencia de diversas

proteinas especificas de neuronas Gabaérgicas.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1.OBTENCION DE EMBRIONES

Las muestras se obtuvieron a partir de embriones de rat6n. Se emplearon embriones silvestres y
embriones mutantes Mashl-/- en estadios de desarrollo de 12.5 y 15.5 dias post-coito (E12.5 y E15.5,
respectivamente). En total se utilizaron 12 embriones: 3 silvestres E12.5, 3 mutantes E12.5, 3 silvestres E15.5y 3
mutantes E15.5. Estos mutantes son de pérdida de funcidn, es decir que no contienen el factor de transcripcién
Ascll (achaete-scute de la familia bHLH).

Los embriones mutantes Mash1-/- fueron obtenidos cruzando ratones heterocigotos Aslcl +/- mantenidos
en un fondo C57BL/6. El alelo mutante (Acsl1™A") contiene una mutacion puntual generada por recombinacion
homologa con un vector. Con esta recombinacion homologa se sustituye la region codificante completa de 600pb,
la secuencia 5° del codon de iniciacion a la traduccién y 200 pares de bases de la secuencia 3° del codon de
terminacion de la traduccidn por el cassette de resistencia PGK-neomicina.

El genotipado de esta linea se realiza mediante una PCR con 3 oligonucleotidos, utilizando el siguiente
conjunto de primers:

Para el alelo silvestre de Mash1, “wild type” (377pb):
Oligo Mash1 exon-D1: 5>CTCGTCCTACTCCTCCGAC 3’
Oligo Mashl intron-R1: 5 CTCAATACGCAGGGTCTCTATG 3’
Para el alelo Acsl1™A™ (303pb):
Oligo Mashl intron-R1: 5 CTCAATACGCAGGGTCTCTATG 3’
Oligo PGKpolyA-D1: 5GATCTCTCGTGGGATCATTG 3°
La manipulacion de los ratones fue realizada por personal con la certificacion pertinente y toda la

experimentacion se encontraba aprobada por el Organo evaluador de Proyectos de la UMH.
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Tras la extraccién de los embriones, estos se sumergieron en PBS (tampon salino fosfato cuya
concentracion salina es similar a la del liquido extracelular de mamiferos) y se separé la cabeza de los embriones.
Tanto la extraccion de los embriones como la obtencion de las cabezas, se realizo con tijeras y pinzas de diseccion

y con la ayuda de una lupa binocular.

3.2.FIJACION Y CONSERVACION DE EMBRIONES

Los cerebros y embriones obtenidos se fijan en paraformaldehido entre 12 y 24 horas (o/n) a 4°C en
agitacion. El formaldehido se une a los grupos funcionales de algunas proteinas provocando su inactivacion, por
lo que se evita que las enzimas degraden el tejido, permitiendo la conservacion del mismo.

Una vez fijados, los embriones se deshidratan lo que también favorece su conservacién y facilita la
inclusion en parafina. Primero se hicieron 2 lavados de 30 minutos con PBS 1X y luego se llevd a cabo la
deshidratacion pasando los embriones a soluciones de etanol cada vez mas concentradas: 25%, 50%, 70%, v,
finalmente 100%. Deben estar en cada solucién entre 30 y 45 minutos y durante todo el tiempo en agitacion.

Finalmente se cambian de nuevo los embriones a una solucion de etanol 100% y se conservan a 4°C (en
nevera). El etanol se usa como conservante, pues al deshidratar la muestra se evita que el agua oxide los tejidos

por lo que se conservan mejor.

3.3.INCLUSION EN PARAFINA

Los cerebros se incluyeron en parafina para facilitar el corte. Es importante que las muestras estén
deshidratadas para que la parafina penetre bien en el tejido, y después lavarlas con una sustancia intermedia,
soluble tanto en etanol 100% como en parafina. En este caso se us6 butanol como sustancia intermedia llevando a
cabo 2 lavados de 30 minutos. Después se incluy6 la muestra en un recipiente con parafina liquida y se conservo
caliente en una estufa 60°C. Se realizaron 6-7 cambios de parafina, también cada 30 minutos para eliminar los
restos de butanol de la muestra y que el tejido quede bien impregnado de parafina.

Una vez finalizados los cambios de parafina se coloca el cerebro en un recipiente de plastico cubico con
la orientacién deseada segun el tipo de corte, se afiade parafina liquida y se deja enfriar poco a poco a temperatura
ambiente. Mientras la parafina se solidificaba se iba derritiendo la capa sélida de arriba para permitir que el cubo

solidificase completamente de abajo hacia arriba.

3.4.0BTENCION DE LAS MUESTRAS (CORTE Y MONTAIJE)

Para la obtencion de las muestras de tejido cerebral embrionario se procedi6 al corte de las mismas con
en secciones de 10um con un Microtomo Microm.
Una vez obtenidas las secciones, estas se pasaron a un bafio con agua entre 30-40°C y se montaron en portacbjetos
ordenados en series, obteniendo entre 4 (A-D) y 5 (A-E) series de cada embrién. A cada serie se le aplica un
tratamiento diferente, permitiendo asi comparar diferentes marcajes en cortes muy similares del mismo embrion.
Con el objetivo de preparar las muestras para la inmunohistoquimica, estas se desparafinaron, para lo cual

se mantuvieron los portaobjetos con las muestras en un horno a 95°C durante 20 minutos y luego se rehidrataron
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pasandolos por las siguientes soluciones de forma secuencial: xilol (2 cambios de 10 minutos), etanol 100%, etanol

96% y etanol 70% (2 cambios de 5 minutos en cada uno de ellos) y por Gltimo un cambio de agua destilada.

3.5.INMUNOHISTOQUIMICA

Previo a la realizacion de la inmunohistoquimica se deben hervir los portaobjetos con las muestras para
desnaturalizar las proteinas y que de esta forma los antigenos se unan con mas facilidad a los anticuerpos. El
hervido se realiz6 en una solucidn de citrato sédico 0,01M con el microondas a una potencia de 700W y con los
siguientes intervalos de tiempo: 4, 3, 3 y 3 minutos, tras cada intervalo de tiempo se afiadié solucién al recipiente
en caso de que fuera necesario, ya que las muestran deben estar cubiertas de la solucion en todo momento para
evitar que se sequen.

Una vez hervidas las muestras, se pasaron a una cubeta coplin y se les dieron 3 lavados de de 5 minutos
con PBS-T. El PBS-T es una solucion 1X de PBS con 0,1% de triton, un detergente que permeabiliza las
membranas para que los reactivos puedan entrar bien en el tejido.

Para bloquear la peroxidasa enddgena y evitar que interfiera con la peroxidasa que se afiade en pasos
posteriores, tras los lavados, se mantuvieron las muestras sumergidas en una solucién de PBS-T con 0,9% H.0,
durante 30 minutos, en los que la cubeta se aisl6 de la luz con papel de aluminio para evitar que el agua oxigenada
se inactivase. Esta solucion se prepara con 1,8 ml de H;O; al 30% y hasta 60 ml de PBS-T. Posteriormente se
hicieron otros 3 lavados de 5 minutos con PBS-T.

Después se incubd durante 1 hora con la solucion de bloqueo para bloquear los reactivos presentes en el
tejido de forma natural y evitar marcaje inespecifico. La solucion de bloqueo contiene PBS-T con 1% BSA
(Albumina de suero bovina), 10% Lisina (aminoacido esencial) y 0,01% Azida (conservante para poder reutilizarlo
con otras muestras). Para preparar 100mL de blogueo se mezclaron 80 ml de PBS-T, 1g de BSA, 10 ml de Lisina
y 10 ml de Azida 0.1%.

Tras la incubacion con el bloqueo se afiadié directamente el anticuerpo primario, que se une de forma
especifica al antigeno/proteina que deseamos marcar. En este trabajo se emplearon los siguientes anticuerpos
policlonales primarios a las diluciones que aparecen entre paréntesis: aNkx2.1 (1:100), aPax6 (1:500), c.Gad65/67
(1:300). Todos estos anticuerpos son inmunoglobulinas G (IgG) de conejo. La dilucion de los anticuerpos se hizo
en una solucion de PBS-T con 1%BSA y 0,01% de Azida. Por cada porta se prepararon 500 pl de esta dilucion
que se vertieron con ayuda de una pipeta sobre los portaobjetos colocados de forma horizontal y se dejaron
incubando con el anticuerpo hasta el dia siguiente (overnight) a temperatura ambiente. Para evitar que la solucion
con el anticuerpo se evaporase y el tejido quedase seco, los portaobjetos se introdujeron en una caja y se colocaron
de forma horizontal sobre unas plataformas quedando un espacio abajo para colocar papel impregnado en agua
destilada, y se tap0 la caja con la tapa durante la incubacion. Transcurrido este tiempo se llevaron a cabo, de nuevo,
3 lavados de 5 minutos con PBS-T. El anticuerpo primario se recuperé para poder utilizarlo en otro momento con
otras muestras.

Después se incubaron los portaobjetos que contenian las muestras con el anticuerpo secundario, de la
misma manera que el primario. El anticuerpo secundario usado fue GAR (Goat Anti-Rabbit), es decir, es IgG de
cabra que se une a anticuerpos de conejo. Ademas, estos anticuerpos estan conjugados con biotina, para poder
llevar a cabo del revelado. El anticuerpo secundario se prepard a una concentracion 1:200 en PBS-T. Tras 1 hora

de incubacidn a temperatura ambiente, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS-T.

17



Luego se incuba con el complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa (ABC), de la misma forma que con el
anticuerpo secundario, durante 1 hora. Este complejo se prepara en PBS-T con una dilucién de Avidina y de
Biotina-peroxidasa, ambas a 1:500. En este paso, el complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa, se une, por la avidina,
a la biotina conjugada al anticuerpo secundario. Tras esta incubacion se hicieron 3 lavados de 5 minutos con PBS-
T y luego 2 lavados de 10 minutos con PBS 1X, para eliminar el detergente, ya que los compuestos que se forman
en la reaccion posterior son apolares y deben precipitar para ser visibles.

Una vez retirado el detergente se procedid al revelado en la cubeta coplin. La solucion de revelado contiene
PBS con 0,003% de H,O, y 1% de DAB, diaminobencidina tetrahidroclorhidrica, (6 ul de H202 30%, 600 ul de
DAB y hasta 60 ml de PBS1X). EI DAB reacciona con el H,O, formando un sustrato de la peroxidasa, el producto
de la reaccidn con la enzima es de color marron y precipita generando una mancha en el sitio en el que se encuentra
el complejo, haciendo visible la proteina que desedbamos marcar. Durante el revelado se mantuvo la cubeta tapada
con papel de aluminio, ya que tanto el DAB como el agua oxigenada se inactivan con la luz. Cuando se consider6
que el marcaje era suficiente se pard la reaccion eliminando de la cubeta la solucion de revelado y haciendo dos
lavados con PBS 1X.

Para poner el cubreobjetos primero se deshidrataron, de nuevo, las muestras ya tratadas pasando por
soluciones sucesivas de etanol: 70%, 96% y 100% (2 lavados de 5 minutos en cada uno) y 2 lavados de 10 minutos

con xilol. El cubreobjetos se fijo con Eukitt e incubando durante varias semanas en una estufa a 37°C.

3.6.OBTENCION DE IMAGENES

La obtencion de las imégenes se hizo mediante una camara asociada a una lupa binocular. Para crear las
figuras se utilizo el paquete de Adobe: Photoshop para el tratamiento de las imagenes e Illustrator para la

composicion de las figuras.

18



4. RESULTADOS

Se analizaron embriones de estadios tempranos, donde la diferenciacién neuronal se encuentra en las
primeras etapas, como E12.5 (Fig. 1) y estadios tardios, donde dicha diferenciacion se encuentra avanzada, como
E15.5 (Fig. 2). Las muestras incluyeron tanto embriones mutantes de pérdida de funcion (Mashl-/-) como
embriones silvestres (Wild-type) para comparar los resultados obtenidos. Hemos estudiado la distribucion de tres
marcadores diferentes para determinar el fenotipo del raton nulo. Pax6, marcador de la corteza cerebral entre otras
regiones, es un factor de transcripcion que se expresa en diversas etapas del desarrollo. Nkx2.1 marcador en la
eminencia ganglionar medial (EGM) y en la regién hipotaldmica. Por dltimo, GAD65/67, isoformas de la
descarboxilasa de &cido glutdmico, responsable de la sintesis de GABA, por lo que se expresa en interneuronas
Gabaérgicas inhibitorias de la corteza y marca las dos eminencias ganglionares, estructuras ampliamente

colonizadas por neuronas inhibitorias.

Pax6 Nkx2.1 GAD65/67
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Figura 1. Se observan cortes transversales seriados de encéfalo de embrion E12.5 silvestres o Wild-type
(A, By C) y mutantes Mash1-/- (D, Ey F); marcados con diferentes anticuerpos. Pax6 (Ay D), Nkx2.1(B
y E), GAD65/67 (C y F). Et, epitalamo; Tal, tdlamo, Pt, pretalamo, Cx, corteza; EGL, eminencia

ganglionar lateral; EGM, eminencia ganglionar medial.

A estadio E12.5 (Fig.1) no se observa gran diferencia entre los embriones mutantes y silvestres en la
distribucion de estos marcadores en la corteza cerebral (Fig. LA y 1D) y en las EGM y EGL (Fig. 1B y 1E) como
era de esperar debido a que estas estructuras se encuentran en las primeras fases de diferenciacion neuronal, aunque
si se puede observar un tamafio ligeramente menor en la EGM del mutante (Fig. 1E) en comparacion con el
silvestre (Fig. 1B). También se ve una disminucion de expresion de neuronas Gabaérgicas en el mutante (Fig. 1F)

en comparacion con el silvestre (Fig. 1C), pero no se observa una ausencia total de estas neuronas en el mutante.
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Figura 2. Cortes transversales del encéfalo de embriones a E15.5 silvestres o Wild-type (A-C, G-I, M-O) y
mutantes Mash1-/- (D-F, J-L, P-R). Los cortes son: mas rostrales (A-F), mas caudales (M-R) y entre ambos (G-
L), tal y como se muestra en el esquema de la esquina superior derecha de A. Marcados con Pax6 (A, D, G, J, M
y P), Nkx2.1 (B, E, H, K, Ny Q) y GAD65/67 (C, F, I, L, Oy R). Cx, corteza; EGL, eminencia ganglionar lateral;
EGM, eminencia ganglionar medial; ci, capsula interna; gp, globo palido; zIi, zona limitans intratalamica; Et,

epitdlamo; Tal, tAlamo; Pt, pretalamo; Ht, hipotalamo.
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En estadio E15.5 (Fig.2) las eminencias ganglionares ya se han diferenciado y ya se observan grandes
diferencias entre encéfalos silvestres y mutantes Mash1-/-.

En cortes més rostrales podemos observar, gracias al marcaje con Pax6, que la pared del ventriculo en la
zona de la EGM esta bien definida en el silvestre (Fig. 2A), pero no lo esta en el mutante (Fig. 2D). Ademas, con
el marcaje de Nkx2.1 vemos una ausencia de la EGM en el mutante (Fig. 2E), mientras que el silvestre esta zona
se ve marcada perfectamente (Fig. 2B). Con GAD65/67 vemos una disminucién en el nimero de las neuronas
Gabaérgicas en el mutante (Fig. 2F) en comparacion con el silvestre (Fig. 2C), tanto en EGM como en EGL.

Avanzando hacia zonas mas caudales, observamos en los cortes marcados con Pax6, que tanto en el
silvestre como en el mutante (Fig. 2G y 2J) hay una migracion de neuronas desde la corteza hasta la EGM. En el
silvestre, gracias al marcaje con Nkx2.1 (Fig. 2H) vemos la presencia del globo palido, sintoma de que la EGM se
esta diferenciando correctamente, mientras que en el mutante hay una ausencia total de esta estructura, como se
observa en el asterisco de la Fig. 2K. Con el marcaje GAD65/67, vemos una distribucién anormal en las eminencias
ganglionares del mutante (Fig. 2L), pues en el silvestre (Fig. 21) se aprecian perfectamente las diferentes estructuras
de las eminencias ganglionares.

En los cortes mas caudales vemos que la zona limitans intratalamica, situada entre el tdlamo y el
pretalamo, no es continua y esta menos marcada en el mutante (Fig. 2P) y en el silvestre (Fig. 2M) esta linea
aparece continua y bien definida. En estos cortes marcados con Nkx2.1 vemos cdmo en el silvestre (Fig. 2N) se
ve el final de la EGM vy el globo palido, zona que en el mutante (Fig. 2G) sigue estando ausente. En los cortes
marcados con GAD65/67 podemos observar, de nuevo, una distribucién anormal de las estructuras del pretdlamo
e hipotadlamo. En el silvestre (Fig. 20), podemos observar en negativo el trayecto seguido por las fibras
talamocorticales, que procedentes del tAllamo tienen que atravesar las eminencias ganglionares para poder alcanzar
su destino final que es la corteza cerebral. En el mutante (asterisco en Fig. 2R) podemos observar como las fibras

talamicas se agrupan formando un grueso fasciculo. Este no sigue la trayectoria esperada y cursa ventralmente.

5. DISCUSION

En encéfalos de embriones wild-type o silvestres se observé que a E12.5 aln no se habian diferenciado
por completo las eminencias ganglionares, pero si se vio presencia de interneuronas Gabaérgicas en la zona. Sin
embargo, los mutantes de déficit de funcion del gen Mashl mostraban menor cantidad de este tipo de
interneuronas, indicando que el gen es un factor de transcripcion que participa en la diferenciacion en neuronas
secretoras de Gaba. El hecho de no existir una ausencia total de estas neuronas en embriones Mash1-/- indica que
la cascada génica inducida por este gen no es la Gnica en este proceso de diferenciacion, otros genes tienen que
conducir a los neuroblastos hacia este destino neuronal.

En estadios mas avanzados (E15.5), cuando las eminencias ganglionares medial y lateral ya estan mas
diferenciadas, se observan claramente las diferentes estructuras como el globo palido, la capsula interna, la zona
limitans intrataldmica, etc. Sin embargo, cuando el gen Mash1 no es funcional no somos capaces de detectar el
globo pélido, lo que indica que este gen juega un papel fundamental en la determinacion de la EGM y por lo tanto
de la especificacion del globo palido. La trayectoria anémala de las fibras talamocorticales nos indica que la EGM
€s una estructura necesaria para guiar estas fibras hasta su destino final como quedd demostrado por el laboratorio

de la Dra. Lopez-Bendito®.
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6. CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

1. Elgen Mashl es necesario y fundamental para determinar la EGM y por lo tanto para la especificacion
del globo palido.

2. Lacascada genética inducida por Mash1l no es la Gnica via de induccion la diferenciacion de neuronas
Gabaérgicas.

3. Lanodeterminacion de la EGM provoca graves alteraciones en la ruta de los axones talamocorticales.

Conaocer el desarrollo embrionario del SNC y, en concreto, el desarrollo de las neuronas Gabaérgicas del
circuito de los ganglios de la base es vital porque, como ya hemos visto, es un complejo que participa en funciones
de control motor y funciones cognitivas. Los fallos en este sistema pueden causar graves trastornos en la
funcionalidad de los pacientes. En muchos casos no se conoce exactamente la causa que ha favorecido el desarrollo
de las alteraciones de los ganglios basales. Por ello investigar sobre el desarrollo, el funcionamiento de esta
estructura, las diferentes neuronas que lo componen y los genes que participan, es esencial para llegar a
comprender mejor estas alteraciones y codmo podemos llegar a tratar o evitar.

Una vez conocidos en profundidad estos procesos, gracias a la biotecnologia se podrian disefiar diferentes
técnicas de deteccion y tratamiento segln el tipo de alteracion en estas estructuras. En los problemas causados por
alteraciones genéticas podrian desarrollarse terapias génicas mediante vectores viricos o liposomas para incorporar
el material genético dentro de la célula; emplear ARN de interferencia frente a genes alterados; o utilizar la edicion
genética mediante el sistema CRISPR, entre otras muchas posibles técnicas.

Otra de las posibilidades que ofrece la biotecnologia, en el caso de conocer por completo el
funcionamiento de este sistema y las diferentes afectaciones que puede tener, es el disefio de animales modelo para
diferentes enfermedades relacionadas. Esto es importante para estudiar la evolucion de los diferentes trastornos y
poder testar los posibles tratamientos que vayan surgiendo.
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