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Existen dos cosas

que impiden que una

persona realice sus suefios:

Creer que son imposibles

0 que, gracias a un repentino

vuelco de la rueda del destino,

ver que se transforma

en algo posible cuando menos lo esperaba.
La oportunidad esta ante usted.

Dé un paso al frente, seleccione lo que quiera,
forje un plan y persista en su realizacion.
Paulo Coelho

A mis dos hijos:
Ivan y Fabio Avilio
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SINTESIS

El presente trabajo aborda el estudio del trasplante de células mononucleares de médula o6sea
(CMMO) en un modelo de lesion estriatal en rata por inyeccion de acido quinolinico, con el objetivo
de evaluar su capacidad neurorrestaurativa y su efecto sobre la funcidon cognitiva y la conducta
motora. Adicionalmente fueron objeto de estudio los cambios morfologicos y moleculares que
aparecen en el cerebro de las ratas bajo estas condiciones. Se emplearon técnicas de cirugia
estereotactica, histoquimicas e inmunohistoquimicas, ensayo inmunoenzimatico, biologia molecular
y estudios conductuales. Se constatd que la inyeccion de acido quinolinico en el estriado induce una
pérdida neuronal que se traduce en trastornos cognitivos y motores y que las CMMO trasplantadas
son capaces de sobrevivir, desarrollarse y tener un efecto positivo sobre la recuperacion cognitiva y
motora posiblemente relacionado con su capacidad de modificar la expresion génica y las
concentraciones de BDNF, lo que forma parte del sustrato fisiolégico que subyace al efecto
neuroprotector que se atribuye a estas células. Se demostr6 en las células trasplantadas la expresion
de proteinas neuronales como la proteina neuronal nuclear (NeuN, de sus siglas en inglés neuronal
nucleous) y la descarboxilasa del acido glutamico (GAD, de sus siglas en inglés glutamic acid
descarboxylase), lo que sugiere la diferenciacion de estas células a un fenotipo neuronal gabaérgico
que sustentaria la utilidad del trasplante de CMMO como alternativa de tratamiento para pacientes

con Enfermedad de Huntington.



RELACION DE ABREVIATURAS Y DEFINICION DE TERMINOS

AQ acido quinolinico

BDNF factor de crecimiento derivado del cerebro
CMMO células mononucleares de médula dsea
ChAt colina acetil transferasa

DMEM medio dulbecco’s modificado de eagle’s

GB ganglios basales

GP globo palido

GPL globo palido lateral

GPm globo palido medial

GAD descarboxilasa del acido glutdmico

GABA acido y-aminobutirico
Glu glutamato

GFAP proteina 4cida fibrilar de la glia

LAM laberinto acuatico de morris
LAQ lesion con acido quinolinico
mcm micrometro

NeuN proteina neuronal nuclear

NMDA N-metil-D-aspartato

NPP nicleo pedunculo pontino
NST nucleo subtaldmico

SNr sustancia negra reticulata
SNc sustancia negra compacta

TpCMMO trasplante de células mononucleares de la médula 6sea
TpDMEM trasplante con vehiculo DMEM

3-NP acido 3-nitropropionico
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CAPITULO I: INTRODUCCION

INTRODUCCION

La enfermedad de Huntington es una enfermedad neurodegenerativa de origen hereditario que se
caracteriza desde el punto de vista neuropatoldgico por atrofia y pérdida celular progresiva
predominantemente en el estriado y la neocorteza (1;2). Clinicamente se identifica por movimientos
involuntarios anormales de tipo coreico, disfuncidon cognitiva y trastornos psiquiatricos (3-5). La
enfermedad es causada por una expansion del trinucleétido CAG (citocina-adenina-guanina; que
codifica glutamina), en el exén 1 del gen de la huntingtina (6). La funcion normal de la huntingtina
se desconoce, aunque se ha sefialado que puede estar involucrada en la sefalizacion celular, en el
mantenimiento de la estructura ciclica del monofosfato de adenosina, asi como previniendo la
toxicidad neuronal (7). Las evidencias sugieren que la union de la huntingtina mutada a la proteina
Rhes, que se localiza selectivamente en el estriado, es necesaria para que se produzca la toxicidad
celular (8). Sin embargo, aunque permanece sin explicarse el mecanismo por medio del cual la
proteina causa toxicidad, existen evidencias de que la interaccion defectuosa de los receptores
metabotropicos de glutamato, del grupo I, con la huntingtina mutada pudiera ser la génesis del dafio

de las células estriatales (9).

La enfermedad esté distribuida en todo el mundo en igual proporcion entre hombres y mujeres. La
prevalencia se considera entre 5 y 10 casos por cada 100.000 habitantes (10), algo menor en paises
del este asiatico y en poblaciones de raza negra (11). Los estudios genealogicos han permitido situar
el origen de la enfermedad en el oeste de Europa (Francia, Alemania y Holanda) (12;13), donde la
emigracion de estas familias hacia América, Inglaterra, Sudafrica y Australia, ha sido el origen de la
extension de la enfermedad (14). Las mayores tasas de prevalencia se dan en la region del lago de
Maracaibo, Venezuela (15), en la isla de Tasmania (Sur de Australia) (16) y en Moray Firth de

Escocia (17).
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En Cuba no se conoce exactamente cual es la frecuencia de aparicion de esta enfermedad. Se han
estudiado decenas de pacientes y sus familiares y el resultado de tales estudios indica que al
comparar su frecuencia con otras enfermedades neurodegenerativas, esta enfermedad no es comun en
nuestro medio. Un estudio reciente indica que en la region oriental del pais hay una frecuencia
notable de la enfermedad de Huntington lo que sugiere un efecto fundador que merece atencion
especial, ya que se ha encontrado en esta poblacion una baja variabilidad genética del gen de la
huntingtina que es el implicado en la enfermedad de Huntington (18). El resultado de este estudio
tiene implicaciones importantes para el diagndstico y prondstico de los pacientes con la enfermedad
de Huntington en Cuba (18). Existen diferentes técnicas que permiten identificar a los portadores de
esta enfermedad antes de desarrollarse los sintomas e incluso intrattero. El diagnodstico molecular

puede ser preimplantacional, presintomatico y sintomatico; los dos ultimos se realizan en Cuba (18).

El tratamiento de la enfermedad de Huntington se ha enfocado en varias direcciones (1), incluyendo
el tratamiento etiologico, los sintomas clinicos, tratamiento sustitutivo, preventivo protectores y
neurorestauradores. El tratamiento sintomatico de la corea es beneficioso en algunos individuos, lo
cual tiene un efecto favorable sobre la funciéon motora, la calidad de vida, y seguridad del paciente
(19). También se considera el tratamiento para la distonia y otros aspectos de la esfera no motora. En
general los tratamientos con resultados positivos se dirigen a los aspectos motores de la enfermedad,

con el riesgo de los efectos colaterales que implica el uso de determinados farmacos.

A pesar del esfuerzo realizado en la busqueda de tratamientos que permitan tratar con éxito la
enfermedad, en la actualidad no existen terapias que detengan o retarden su progresion, por lo que
desde hace mas de dos década se desarrollan alternativas terapéuticas basadas en la utilizacion de
células madre, las que se sustentan de forma importante en la disponibilidad de modelos
experimentales de la enfermedad que permiten el estudio de la factibilidad de estas células con fines
terapéuticos. En el presente, algunos de los modelos de la enfermedad de Huntington mas utilizados

10



CAPITULO I: INTRODUCCION

para ensayar terapias celulares son los inducidos por toxinas. Estos producen patrones de pérdida
celular en el cerebro de los animales que simulan o reproducen las alteraciones tipicas de la
enfermedad, tanto conductuales, como bioquimicas y patologicas, con base en el mecanismo de
excitotoxicidad y en la alteracion del metabolismo energético mitocondrial (20-23). Otra clase de
modelo experimental es el que utiliza un gen mutado, que permite la generacion de ratones
transgénicos portadores de las diferentes formas descritas para este gen (24-26), lo cual posibilita el

estudio de la etiologia de la enfermedad.

Ambos grupos de modelos aportan un cumulo de evidencias de disfuncion y muerte celular que
favorecen el estudio de la fisiopatologia de la enfermedad y de los sintomas de estos pacientes (27),
quedando disponibles para evaluar el trasplante celular como posible alternativa de tratamiento para
estos enfermos. El uso de uno u otro modelo experimental depende del proposito y la pregunta
particular de interés de la investigacion. En los modelos genéticos se puede reproducir el defecto
primario, sin embargo, en ellos no se puede remedar toda la sintomatologia clinica que se observa en
la enfermedad de Huntington (28). Por su parte los modelos toxicos, aunque no tienen el daio

genético si reproducen los trastornos antes descritos (29;30)

Desde hace varias décadas se conoce que existe reemplazo neuronal en el cerebro de mamiferos
adultos (31;32). La neurogénesis se produce en ciertas zonas cerebrales a partir de células madre
neurales como son los nichos neurogénicos de la zona subgranular del giro dentado hipocampal, el
area subventricular del bulbo olfatorio y el area subependimaria en la médula espinal (33). Dicha
neurogénesis se encuentra limitada y depende de la actividad de los astrocitos que secretan factores
neurotroficos y citocinas, que generan un microambiente inductor del desarrollo y la diferenciacion

neuronal en el area del hipocampo (33).

El desarrollo en los métodos de tratamiento restauradores favorece que en el presente se traten de

encontrar fuentes celulares alternativas no neurales para el trasplante, ya que la fuente de tejido fetal
11



CAPITULO I: INTRODUCCION

utilizada hasta el momento requiere de estrictos controles de calidad, sin desconocer los problemas
éticos que entrafia el uso de tejido fetal humano obtenido durante el embarazo, lo cual ha sido motivo

de interminables polémicas, rechazos y aspectos legales (34;35).

Actualmente se debate que una fuente alternativa de tejido para el trasplante neural en la enfermedad
de Huntington, pudieran ser las células madre no neurales, que por definicion son células que se
caracterizan por su capacidad de autorenovacion a lo largo de la vida, y que desarrollan funciones de
homeostasis celular y de reparacion y regeneracion de tejidos, asi como por responder a sefales o
estimulos presentes en el microambiente donde se encuentran, lo que induce su diferenciacion hacia
linajes celulares con caracteristicas y funciones especializadas (36). Las células madre tienen un gran
potencial para el tratamiento de diversas enfermedades neuroldgicas que hasta el momento son
incurables, como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de

Huntington y la esclerosis lateral amiotrofica (37-41).

Existen varias fuentes potenciales de células madre para el trasplante, dentro de las cuales se
encuentran: 1) células madre embridnicas derivadas de los blastocitos, 2) células progenitoras
pluripotentes de embriones, fetos o neonatos 3) células progenitoras de la zona subventricular adulta,
4) células germinales epidérmicas, 5) células madre no neuronales de sangre del cordon umbilical, y
6) otro rango de células madre no neuronales que pueden tener la capacidad de diferenciarse a

c€lulas neurales cuando se encuentran en un ambiente con sefiales apropiadas (42).

La posibilidad de que la poblacién de células madre sea potencialmente neurogénica, genera una
cantidad sustancial de estudios que abre una oportunidad para el trasplante autdlogo, dada la
existencia de un acceso facil al tejido para ser utilizado en el trasplante (43;44). Sin embargo, aunque
hay grupos que reportan la capacidad de estas células para diferenciarse en neuronas (45) existen
algunas controversias en la literatura relacionadas con este aspecto, que evidencia en algunos casos

que tales resultados son consecuencia de varios eventos de fusion celular mas que de una
12
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transdiferenciacion verdadera (46).

Existen reportes en la literatura que demuestran que las células madre de médula 6sea son capaces de
producir factores neurotréficos como el factor de crecimiento derivado del cerebro; BDNF (de sus
siglas en inglés Brain Derived Neurotrophic Factor) y el factor de crecimiento de nervio; NGF (de
sus siglas en inglés Nerve Growth Factor)(47). Debido a su potencialidad para producir factores
troficos y originar diferentes tipos de células, estas células, podrian ser una fuente ideal para la
neuroproteccion y restauracion celular en enfermedades neurodegenerativas tal como la enfermedad

de Huntington.

Desde hace varios anos se considerd, dentro del grupo de células madre no neuronales, a la célula
madre hematopoyética como la unica célula de la médula 6sea con capacidad regenerativa. Sin
embargo, estudios recientes demuestran que la composicion de la médula 6sea es mas compleja, ya
que en ella se identifica un grupo heterogéneo de células madre adultas. Dado el potencial de
crecimiento y diferenciacion que tienen estas células, demostrado en gran medida en el campo de las
investigaciones, emergen algunas preguntas sobre este sistema de células: ;Pueden estas células
sobrevivir cuando son trasplantadas en los modelos que se han disefiado para remedar la enfermedad
de Huntington y tener efecto sobre las funciones perdidas? ;Pueden estas células convertirse en
neuronas? (Cual es el mecanismo de accion de estas células cuando se utilizan en la terapia
regenerativa? En la literatura actual se discute acerca de este tema y para la mayoria de las fuentes
celulares estas interrogantes siguen siendo el foco central de los estudios (48-50) En la actualidad no
existe una terapia efectiva para restaurar la neurodegeneracion que aparece en la enfermedad de

Huntington.

Estos antecedentes nos motivaron a investigar de manera experimental los efectos restaurativos que
pudieran tener las células mononucleares de la médula 6sea (CMMO) en el modelo de la enfermedad

de Huntington por lesion estriatal con acido quinolinico en ratas, por lo que enunciamos la siguiente
13
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hipotesis y objetivos:

Hipétesis:

El trasplante de células mononucleares de médula 6sea en el estriado lesionado de ratas revierte las
alteraciones conductuales, morfologicas y moleculares que aparecen en este modelo neurotdxico de

la enfermedad de Huntington.

Objetivo general

Evaluar la capacidad del trasplante de CMMO para revertir o atenuar los déficits motores, cognitivos

y celulares en un modelo experimental de la enfermedad de Huntington.

Obijetivos Especificos

1. Implementar el modelo experimental de la enfermedad de Huntington por medio de la lesion
estriatal con acido quinolinico en rata

2. Evaluar el posible efecto protector de las CMMO trasplantadas sobre la funcion cognitiva y la
conducta motora en el modelo de lesion estriatal con 4cido quinolinico

3. Demostrar los cambios morfologicos y moleculares que aparecen en el cerebro de las ratas

lesionadas con 4cido quinolinico y trasplantadas con CMMO

IMPORTANCIA TEORICA

Se postula que las células madre originan tipos celulares especificos en los tejidos donde son
trasplantadas. Se desconocen, sin embargo, los mecanismos moleculares y la forma en que estas
células una vez implantadas pueden actuar sobre el tejido lesionado e influir sobre la conducta en el
modelo de la enfermedad de Huntington. Los datos obtenidos en este estudio aportaron
conocimientos sobre estos aspectos al evaluar tanto mecanismos al nivel molecular, como aspectos

14
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relacionados con la conducta motora y cognoscitiva de los sujetos experimentales sometidos al

trasplante de CMMO.

IMPORTANCIA PRACTICA Y SOCIAL

El trasplante de células madre es una estrategia terapéutica que en la actualidad se utiliza como
alternativa de tratamiento para diferentes enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, existen
enfermedades que pertenecen a este grupo, para las que todavia se desconoce el efecto que estas
células tienen sobre las manifestaciones clinicas de la enfermedad. El aporte practico y social de
estos resultados consiste en la demostracion de la utilidad del trasplante de CMMO en el modelo
experimental de la enfermedad de Huntington, para corregir los cambios morfofuncionales que
acontecen tras la degeneracion neuronal, si tenemos en cuenta que esta enfermedad va teniendo cada
vez una incidencia mayor, sobre todo en aquellos paises, como el nuestro, en que la expectativa de

vida va siendo cada vez mas alta.

La reproduccion del efecto neurorestaurador del trasplante de CMMO en estudios clinicos constituira
un indiscutible aporte a la medicina contempordnea, asi como una incuestionable ayuda al
tratamiento y al aumento de la calidad de vida de los pacientes con la enfermedad de Huntington, con

el consiguiente beneficio a todos los miembros de la familia y a la sociedad.

NOVEDAD CIENTIFICA

Los resultados que se muestran en esta tesis constituyen el primer ensayo preclinico en nuestro
medio que evalua el efecto neurorestaurador de las CMMO como una opcidn de tratamiento para la
enfermedad de Huntington. La posibilidad de utilizar este tipo de células en estos pacientes tiene
como ventaja que proceden de la médula osea, la que constituye una fuente de acceso facil y brinda
una alternativa a la utilizacion de células de origen neural. Esta investigacion muestra el estudio mas

prolongado de la supervivencia de las CMMO trasplantadas descrito en la literatura unido a
15
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resultados positivos en la evaluacion de pruebas conductuales y morfoldgicas que se implementan

por primera vez en el modelo de la enfermedad de Huntington.

Los resultados de este trabajo forman parte del proyecto de células madre del Centro Internacional de
Restauracion Neurologica (CIREN), el cual tiene como objetivo llevar esta terapia a pacientes con
enfermedades neuroldgicas. Estos resultados han sido premiados como relevantes en el Férum de
Ciencia y Técnica (2013, 2014, y 2016). También han originado 4 publicaciones en revistas

indexadas. Uno de estos articulos recibid el Premio Anual de Salud Nacional (Noviembre 2014).

Algunos de estos trabajos se consideran logros cientificos del CIREN (2015 y 2016) y se presentaron
en mas de 10 eventos nacionales e internacionales relacionados con la tematica de enfermedades

neurodegenerativas.

Estructura del documento de tesis

La tesis cuenta con un total de 100 paginas de texto, distribuidas en los siguientes capitulos:
CAPITULO I: Introduccién (8 péaginas); CAPITULO II: Revision Bibliografica (21 paginas)
CAPITULO III: Materiales y Métodos (25 paginas); CAPITULO IV: Resultados (23 paginas);
CAPITULO V: Discusion (17 paginas). Conclusiones (1 pagina), Recomendaciones (1 pagina). El
documento también contiene la Sintesis, la Tabla de contenido, la Relacién de abreviaturas y
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REVISION BIBLIOGRAFICA

I. Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington es una enfermedad neurodegenerativa autosdémica dominante que fue
descrita por George Huntington en 1872 (2). El comienzo de la enfermedad es lento, se sitia en la
edad media de la vida, habitualmente entre los 30 y 50 afios de edad. Se manifiesta por la pérdida
progresiva de las funciones cognitivas y movimientos musculares anormales, entre los cuales, el mas
frecuente pero no el Unico, es la corea, que se caracteriza por movimientos involuntarios con la
aparicion de muecas repentinas y movimiento exagerado de las extremidades (51). Los datos
epidemioldgicos de la enfermedad de Huntington se obtienen a través del estudio de familias
afectadas, donde se demuestra el origen noreuropeo de la mutacion, destacandose una densidad que
va desde 2.5 a 9.95 por cada 100 000 habitantes lo que indica una prevalencia diferencial segin la
situacion geografica (52). Desde el punto de vista neuropatologico se caracteriza por muerte celular
que afecta principalmente al estriado y la corteza cerebral. En la actividad neuroquimica del estriado
de pacientes con esta enfermedad se detecta una disminucion en la concentracion de los
neurotrasmisores glutamato y del 4cido-y-amino butirico (GABA)(53-55). Desde el punto de vista
molecular la enfermedad se distingue por una expansion del codon CAG en el primer exon, que
codifica para una cadena de glutamina de la proteina huntingtina, cuya funcion se desconoce. La
expansion de la poliglutamina representa una causa importante de la neurodegeneracion, ya que
resulta ser la responsable de las alteraciones observadas en otras siete enfermedades hereditarias,

ademas de la enfermedad de Huntington (56).

Los sintomas iniciales se manifiestan con frecuencia por un cambio de la personalidad, pero los
movimientos coreicos pueden ser el primer signo de la enfermedad (57). Los trastornos mentales
iniciales a menudo son sutiles, aunque se pueden encontrar alteraciones de la conducta, irritabilidad,

y tendencia al comportamiento agresivo o sexual no controlado (58-61). Es frecuente la depresion, y
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el suicidio constituye un riesgo en estos pacientes. A medida que la enfermedad progresa, los
movimientos coreicos son mas intensos y grotescos. Con frecuencia aparece demencia que con el
tiempo se vuelve mas pronunciada (56;62;63). La marcha, el habla y el uso de las manos se hallan
afectados. Igualmente, muchos pacientes experimentan rigidez y acinesia crecientes, que llevan a una
reduccion de la corea. Por altimo el paciente queda confinado en cama y caquéctico. La muerte se

produce alrededor de los 15 y 20 afios después del comienzo de la enfermedad (56).

En general los cuadros clinicos son muy variables incluyendo una variante cldsica de inicio entre los
30 y 50 afios, una variante senil, con inicio después de los 55 afios y una variante juvenil con inicio

antes de los 20 afios (4).

Ademas de la triada de sintomas motores, cognitivos y psiquiatricos, hay otros sintomas importantes
que han sido reconocidos en la enfermedad de Huntington, que incluyen los trastornos del suefio (64)
y los circadianos (65) asi como un nimero variable de manisfestaciones periféricas relacionadas con

la pérdida de peso (66) atrofia testicular (67) y alteraciones del sistema inmune (68-70)

II. Organizacion estructural y funcional de los ganglios basales

Los ganglios basales (GB) constituyen un grupo de nticleos grises situados por debajo de la corteza y
en la base de los hemisferios cerebrales (71). Actualmente se les considera un grupo de centros y
circuitos interconectados anatdmicamente y relacionados funcionalmente e incluyen: el cuerpo del
striatum (caudado, putamen y accumbens), el globus pallidum (GP) [segmento lateral (GPl) y
segmento medial (GPm)], el nucleo subtalamico (NST) y la substantia nigra [pars reticulata (SNr) y

pars compacta (SNc)] (72;73).

Desde el punto de vista anatomofuncional, varios circuitos “corteza cerebral-GB-talamo-corteza

cerebral” han sido descritos. Estos circuitos funcionan en paralelo y desempefian un papel importante
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en las funciones somatomotoras, 6culomotoras, cognitivas y limbicas, siendo cada uno de ellos el
sustrato neural de funciones diferentes (74;75). Las conexiones cortico-estriado-palido-talamo-
corticales que forman el circuito motor son las mas relevantes en la fisiologia del movimiento y en la
fisiopatologia de los trastornos motores. EIl circuito motor une 4reas motoras precentrales y areas
sensitivas postcentrales, con la regidon sensitivo-motora del estriado (putamen dorsolateral),

empleando glutamato como neurotransmisor y siendo, por tanto, una conexion excitadora (75).

El estriado, dentro de los GB, es considerado el nticleo integrador y principal receptor de las
conexiones mas importantes provenientes de las diferentes zonas de la corteza cerebral (74). Al
mismo tiempo, el estriado recibe aferencias masivas provenientes del tdlamo y menos abundantes
provenientes del GP, NST, ntcleo dorsal del rafe, locus coeruleus, porcion basolateral de la amigdala

y el ntcleo pedinculo pontino (NPP) (74).

Albin, Young y Penney en 1989 propusieron un modelo anitomofuncional, coherente de los GB,
subdividido en via “directa” e “indirecta”, partiendo de diferentes poblaciones neuronales estriatales y
alcanzando los nticleos de salida (GPm y SNr) a través de una ruta diferente (76) (Fig. 1). Aunque el
estado actual del conocimiento sobre el funcionamiento de los GB ha permitido profundizar en el
papel que desempefian las conexiones reciprocas entre nucleos como el GP y el NST, el modelo de
funcionamiento propuesto por Albin, Young y Penney en 1989 se considera valido en la actualidad

(76).
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Figura 1. Diagrama del funcionamiento normal de los ganglios basales. Leyenda: (-) inhibitorio; (+)
excitatorio; GPI1: globus pallidum lateral; NST: ntcleo subtalamico; GPm: globus pallidum medial; SNr:
substantia nigra reticulata; SNc: substantia nigra compacta; Glu: glutamato; Gaba: acido y-amino butirico;
DA: dopamina; Enc: encefalinas; Din: dinorfinas; Sust. P: sustancia P; D; y D,: subtipos de receptores
dopaminérgicos 1 y 2. El grosor de las flechas esta en relacion con la actividad de la conexion.

La via “directa” es monosindptica y tiene su origen en neuronas gabaérgicas inhibitorias que
coexpresan sustancia P y dinorfina, presentan receptores dopaminérgicos D; y proyectan sobre la
region sensitivo-motora del GPm y la SNr (75;77;78)(Fig.1). La via “indirecta” por su parte, es
polisinaptica, se origina en las neuronas estriatales gabaérgicas que coexpresan encefalina, presenta
receptores dopaminérgicos D, y proyecta al GPl (Fig. 1). El GPI envia eferencias gabaérgicas a la
region sensitivomotora del NST, que a su vez proyecta al GPm y a la SNr, empleando glutamato

como neurotransmisor y por tanto excitando la salida de los GB (77).

Las eferencias del GPm y la SNr son gabaérgicas y proyectan a los nucleos motores del tdlamo
(nucleos ventral anterior y ventral lateral), en ruta hacia la corteza y nticleos troncoencefalicos. Las
eferencias talamo-corticales glutamatérgicas, proyectan sobre las zonas motoras de corteza y cierran

el circuito (79).
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Este modelo sugiere que la activacion de la via corticoestriatal produce (a partir de la “via directa”):
inhibicion gabaérgica de las neuronas del GPm y la SNr, desinhibicion de los nucleos taldmicos diana
y facilitacion de las proyecciones taldmicas a las dreas motoras precentrales. El efecto neto de esa

secuencia seria una retroalimentacidn positiva de los movimientos iniciados en la corteza (77).

3

Por su parte, en las neuronas gabaérgicas de la “via indirecta”, la estimulacidon corticoestriatal
produce: inhibicion del GPI, desinhibicion del NST, excitacion del GPm y la SNr que aumenta su
actividad eferente inhibitoria sobre sus dianas talamicas y troncoencefélicas junto a la reduccion de la
facilitacion de la via tidlamo-corteza motora. El efecto neto de esta secuencia seria una
retroalimentacion negativa de los movimientos, que podria ser funcionalmente interpretado como una

inhibiciéon de las contracciones musculares inadecuadas al movimiento en marcha, o una sefial de

detencion del movimiento (77;78).

Aunque, sin lugar a dudas y a grandes rasgos, el modelo de funcionamiento inicialmente descrito aun es
valido, desde su descripcion hasta la actualidad ha aumentado la comprension del funcionamiento de los
ganglios basales en estado normal y patolégico. Por un lado, el concepto de funcionamiento en circuitos
paralelos ha sido ampliamente confirmado en humanos a través de estudios de resonancia magnética
funcional y de tomografia por emision de positrones (80). Mientras, el concepto original de la via
"indirecta" ha sido ampliamente revisado; el niicleo subtalamico ya no sélo se considera una estructura
de relevo, intermedia entre el GPl y el GPm, dentro de esta via; si no se considera otra estacién de
entrada de los GB que recibe aferencias de la corteza cerebral y de otras estructuras (81). La relevancia
de estas conexiones ha permitido describir, ademéas de la via “directa” e “indirecta” una via
“hiperdirecta” dentro de los subcircuitos que unen la corteza cerebral y los nucleos de salida de los GB.
Esta via “hiperdirecta” es, al igual que las anteriormente descritas de origen cortical, la descarga cortico-
subtalamica incrementa la excitacion de neuronas del GPm y de la sustancia negra reticulada vecinas, por
lo que inhiben la region correspondiente del tdlamo y con ello la seleccion de movimientos no deseados
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(82:83).

Consecuentemente, en la actualidad el énfasis en la comprension del funcionamiento normal de los GB
esta focalizado sobre las interacciones paralelas entre las aferencias cortico-estriatales y cortico-
subtalamicas por un lado y los circuitos de retroalimentacién que modulan la actividad cortical a través
de los nucleos de salida. Basado en que en los tltimos afos se han descrito varios lazos transversales, la

mayoria de ellos con un posible papel modulador.

En resumen, el aspecto fundamental de la fisiologia de los GB con énfasis en el circuito motor, consiste
en que la inhibicion en los nucleos de salida (GPm/SNr) conduce a una facilitacion del movimiento,
mientras que el aumento en las descargas neuronales de estos provoca detencion o inhibicion del mismo
(76;79;84). Una sefial cortical evocara una secuencia temporal de excitacion o inhibicidon en las
neuronas de la SNr y el GPm y la alteracion de este patron de sefal puede conducir a trastornos del

movimiento (84).

III. Alteraciones en el funcionamiento de los GB en la enfermedad de Huntington

En la enfermedad de Huntington el estriado es la estructura mayormente afectada, en particular las
neuronas espinosas de mediano tamafio y como ya se ha planteado, es el nucleo integrador y
principal receptor de las conexiones mas importantes provenientes de la corteza cerebral (74;77).
Esta formado por diferentes tipos de células neurales, pero las neuronas espinosas de mediano
tamano, que utilizan como neurotransmisor el GABA representan del 90-95% de las neuronas
encontradas y son sus principales células de proyeccion (85). El resto de los tipos neuronales del
estriado son menos frecuentes e incluyen neuronas con dendritas largas que utilizan como

neurotransmisor la acetilcolina y que funcionan como interneuronas.
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La degeneracion de las células gabaérgicas de talla mediana del estriado provoca la pérdida de la
influencia del neurotransmisor GABA sobre sus blancos, afectandose de manecra diferente la

transmision a través de las vias “directa” e “indirecta” del circuito motor (78;86;87).

La transmision sindptica a través de la via “directa” (estriado-GPm/SNr) est4d disminuida, por lo cual
debido a su naturaleza gabaérgica, los potenciales postsinapticos inhibitorios que esta via genera en
las neuronas de los nticleos eferentes, GP y SNr estdn disminuidos (77). Al perderse la accion
inhibitoria de estas neuronas espinosas sobre estos nucleos, ellos podrian ejercer la suya libremente
sobre el talamo. Se presupone que este mecanismo conduciria asi a la bradicinesia, que se observa en

algunos casos de enfermedad de Huntington en etapas tardias (Fig.2A) (88;89).

En la transmisién sinaptica a través de la via “indirecta” (estriado-GPI-NST-GPm/SNr) esta
disminuida la actividad gabaérgica del estriado sobre el GP1 (74;90), lo cual provoca que este nucleo
inhiba libremente al NST (74;78) (Fig. 2B). Esto produce una falta de estimulacion glutamatérgica
del NST sobre el GP1 y la SNr, quedando el talamo libre de esta influencia inhibitoria, apareciendo

entonces la corea (91-93).

En la Figura 2 se muestra el estado funcional de la via “directa” y via “indirecta” en la Enfermedad

de Huntington.
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Figura 2. A) Via directa y B) Via indirecta en la enfermedad de Huntington. Contorno simple-area con trama:
nucleo inhibido. Contorno doble-sin trama: nicleo activo; Linea continua: via activa; Linea discontinua: via
inactiva; Pu: putamen; NST: nucleo subtalamico; SNr: substantia nigra reticulata; GPI: Globo palido lateral;
GPm: Globo palido medial; Pu: Putamen; (-) accién inhibitoria; (+) accidn excitatoria.

IV. Bases moleculares y patogénicas de la enfermedad de Huntington

En el afo 1993 el grupo de investigacion colaborativo de la enfermedad de Huntington descubri6 el
origen genético de la enfermedad la cual es autosomica dominante con penetrancia completa,

encontrandose asociada a una repeticion del triplete de nucleétidos CAG en la region que codifica el
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gen de la huntingtina (6). En la poblacion sana los trinucledtidos de CAG se encuentran en un
nimero menor de 30 repeticiones. En el caso de los enfermos, existe un niimero de repeticiones
mayor de 36 llegando a ser en algunos casos superiores a 100 (94;95). Esta alteracion consiste en la
insercion de multiples copias de dicho trinucleétido en diferentes regiones de un gen localizado en el
brazo corto del cuarto par de cromosomas, especificamente en el gen IT15, que es el encargado de
codificar la huntingtina que se expresa no solo en el cerebro sino también en diferentes tejidos.
Debido a la mutacion genética, en los pacientes con la enfermedad de Huntington la huntingtina es
sintetizada con un exceso de glutamina, lo cual contribuye a que la misma se agregue formando
complejos insolubles con la ubiquitina y otras proteinas fibrilares, apareciendo de manera
caracteristica, como cuerpos de inclusion en el nicleo de las células (94;95). Aunque no se conoce la
accion que ejerce la huntingtina se plantea que su union a estas proteinas pudiera estar asociada con
la transmision de sefiales neuronales y la regulacion de la muerte neuronal apoptodtica (96). Se ha
reportado que el deposito de la huntingtina mutada provoca en las etapas tempranas de la
enfermedad, la muerte de las neuronas de proyeccion gabaérgicas espinosas de mediano tamafo que

expresan encefalinas y se localizan en el estriado (97).

El descubrimiento de la huntingtina ha abierto una nueva perspectiva en la patogenia y tratamiento
de la enfermedad de Huntington, aunque se desconocen los mecanismos responsables de la muerte

celular selectiva (6).

Los principales hallazgos neuropatologicos de la enfermedad de Huntington se encuentran
localizados en el estriado, donde se ha evidenciado una pérdida de las neuronas de proyeccion, unido

a una preservacion de las interneuronas espinosas grandes (97-99).

La patogenia de la enfermedad de Huntington se explica por diversos mecanismos: excitotoxicos,

metabolicos y de estrés oxidativo (100;101).

25



CAPITULO I11: REVISION BIBLIOGRAFICA

El dafio excitotoxico es producido por la hiperactividad local de aminoé4cidos excitatorios sobre sus

receptores, lo cual conduce a una despolarizacion sostenida que provoca la muerte celular selectiva.
El glutamato u otros aminoécidos excitatorios enddégenos que actuan sobre varios tipos de receptores
glutamatérgicos pudieran estar involucrados en la patogenia de la enfermedad de Huntington
(102;103). Los receptores glutamatérgicos son de dos tipos: metabotrdpicos e ionotropicos, los
metabotropicos son aquellos que se encuentran ligados a la proteina G e incluyen el 4cido L-2-
amino-4-fosforopropionico (104) y los ionotrdpicos se encuentran ligados a canales idnicos e
incluyen a los de N-metil-D-aspartato (NMDA), los kainato y los adcido-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxasolpropiénico (AMPA). Aunque todos pueden mediar la muerte celular, desencadenada por
mecanismos citotoxicos, tanto apoptdtica como necroética, los receptores NMDA son los que tienen

la accion mas relevante, y los que se encuentran mas ampliamente distribuidos en el cerebro (105).

La neurotoxicidad por aminodcidos excitatorios no depende solamente de los niveles endogenos de
los posibles compuestos neurotoxicos, ni del grado de eficacia de sus mecanismos de recaptacion;
sino de otros factores que modulan la respuesta, y por tanto la actividad neuronal a nivel del receptor

o de la propia neurona post-sinaptica. A nivel del receptor se han descrito compuestos endégenos que

inhiben de forma competitiva el receptor NMDA y sustancias que lo modifican alostéricamente

aumentando la afinidad del mismo por su ligando (106;107). A nivel de la neurona post-sinéptica, el
efecto de los aminoacidos excitatorios puede ser modificado por manipulaciones de los canales
ionicos, segundos mediadores, activadores o inhibidores de las proteinas quinasas, factores de

crecimiento y otros farmacos (108).

Estudios en cultivo de tejido indican que la muerte neuronal mediada por los receptores
glutamatérgicos, puede seguir dos vias diferentes: una forma aguda y una retardada (109). La
neurotoxicidad aguda se caracteriza por una dilatacion de la célula en presencia de agonistas
glutamatérgicos, que trae como consecuencia la lisis osmotica de la neurona (necrosis). Los dos
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iones responsables de la entrada masiva de agua son el Na+ y el CI'. La degeneracion neuronal
retardada es mediada por mecanismos dependientes de Ca®". Este puede mediar la muerte celular por
varios mecanismos que incluyen activacion de proteina quinasas, fosfolipasas A,, 6xido nitrico
sintetasa, proteasas, generacion de radicales libres, dafio mitocondrial e inhibicion de la sintesis de
proteinas (110;111). La inyeccion intraestriatal de agonistas de los receptores glutamatérgicos
reproduce numerosas de las caracteristicas neuroquimicas y neuropatologicas de la enfermedad de

Huntington.

Con relacion a los mecanismos metabolicos planteados en la patogenia de la enfermedad de

Huntington, existe una hipotesis en la que se atinan el conocimiento de los mecanismos excitotoxicos
mediados por los receptores NMDA con los defectos en el metabolismo energético detectados en la
enfermedad de Huntington (112). Segtin esta hipdtesis los mecanismos excitatorios contribuirian a la

muerte neuronal de las células con dificultades metabdlicas.

En la enfermedad de Huntington se produce un déficit del 55 % en la actividad de los complejos
mitocondriales II y IIT y de un 25 % del complejo IV, en el caudado y el putamen (113). El déficit
enzimatico que afecta a la cadena respiratoria, ataiia de manera importante al metabolismo celular,
limitando el ciclo del 4cido citrico y la oxidacion del piruvato, que pasa a ser metabolizado a lactato
y asi se reduce la produccién de ATP (114). Por otro lado, estudios de SPECT muestran que en la
enfermedad de Huntington tiene lugar una disminucion de la perfusion sanguinea cerebral, detectada
incluso en portadores presintomaticos de la mutacion. Estudios realizados con tomografia por
emision de positrones de F-18 fluorodeoxiglucosa (FDG-PET) en pacientes con la enfermedad de
Huntington y portadores presintomaticos revelan la disminucion del patréon tipico de la actividad
metabolica cerebral en los nicleos de la base, correlacionada con el grado de disfuncion motora, asi
como en los 16bulos frontales y parietales (115).

Finalmente existe otro mecanismo relacionado con el estrés oxidativo, el cual plantea que la cadena
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respiratoria mitocondrial genera radicales libres que alteran la funcion celular normal. El 6xido
nitrico producido por la 6xido nitrico sintetasa, se ha detectado en las interneuronas no espinosas de
talla media a grande del estriado, donde actia como neurotrasmisor. Ademas puede generar radicales

hidroxilos a partir del anidon superdxido (116;117).

V. Modelos experimentales en la enfermedad de Huntington

Los estudios realizados para aumentar el conocimiento sobre los aspectos basicos de la enfermedad
de Huntington, conjuntamente con la constante busqueda de alternativas terapéuticas para la
enfermedad, ha hecho incuestionable la importancia del uso de la experimentacion animal. Aunque
la enfermedad de Huntington no se manifiesta en los animales de manera espontdnea, se han
desarrollado modelos experimentales que han ayudado a estudiar los mecanismos involucrados en la
patogenia de la misma, permitiendo desarrollar estrategias terapéuticas. No existe un modelo
experimental unico que satisfaga completamente los requerimientos de similitud con la enfermedad
en cuanto a fenomenologia clinica, aspecto histologico y genético. Sin embargo, se sabe desde hace
mas de dos décadas, que la inyeccion intracerebral de algunas neurotoxinas producen lesiones

estriatales que remedan las lesiones histologicas observadas en la enfermedad de Huntington (118).

En general se han descrito dos tipos de modelos homoélogos para la enfermedad de Huntington:

toxicos y genéticos.

MODELOS TOXICOS

La muerte neuronal excitotoxica se produce como consecuencia de un defecto en el metabolismo
oxidativo. Las interrupciones en la sintesis de ATP conducen a una despolarizacion neuronal parcial
con la activacion de receptores NMDA, lo que provoca un dafio neuronal excitotoxico secundario

(119).
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Modelos experimentales de la enfermedad de Huntington basados en la excitotoxicidad

Los mecanismos de excitotoxicidad estdn basados en la sobrexcitacion de las neuronas como
resultado de la estimulacion propagada y continua de los receptores a aminoacidos excitadores, lo
que produce serias alteraciones en la fisiologia de las neuronas, conduciéndolas a la muerte celular

(120;121).

Las téxinas con las que se producen estos modelos de excitotoxiciad son las siguientes:

Acido _kainico: Es un derivado de las algas y es un agonista del receptor kainato (122) En 1976

Coyle establecid el empleo de acido kainico para reproducir las caracteristicas histoldgicas,
conductuales y bioquimicas de la enfermedad de Huntington, produciendo una lesion de las neuronas
gabaérgicas y colinérgicas sin alterar a las neuronas dopaminérgicas. La actividad de algunas
enzimas como la descarboxilasa del 4cido glutdmico (GAD) y la colina acetil transferasa (ChAT)
disminuyeron de forma similar a lo encontrado en la enfermedad. Sin embargo, a diferencia de la
enfermedad de Huntington, se observdé una disminucion significativa en los niveles de la

somatostatina y el neuropéptido Y (123)

Acido _Iboténico: Es un analogo rigido del glutamato (124). En 1990, Hantraye propuso al acido

iboténico como inductor de un modelo experimental de la enfermedad de Huntington, basado en la
toxicidad de este 4cido en el hipocampo de la rata. Cuando se administrd en el cuerpo estriado de
bovinos, se observo una proliferacion astrocitica y pérdida de fibras colinérgicas sin alteracion de las
fibras dopaminérgicas. Hubo disminucién de metaencefalinas acompanandose de alteraciones
conductuales tales como: corea, distonia y asimetria postural. No obstante, también se observaron
diferencias conductuales que limitan la reproducibilidad del modelo, siendo mejor alternativa que el

del 4cido kainico, pero con ciertas limitaciones (125).
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Acido Quinolinico: Es derivado del metabolismo del acido kinurénico (que proviene de una rama

del metabolismo del triptéfano), reproduce en parte los cambios bioquimicos y neuropatologicos de
la enfermedad de Huntington, lo que demuestra que el acido quinolinico es capaz de inducir lesiones
neuronales cuya distribucion es mucho mas parecida a la que produce el acido kainico en el modelo
de enfermedad de Huntington, ya que afecta a las neuronas espinosas conservando relativamente a
las no espinosas. Entre los cambios mas significativos desde el punto de vista neuroquimico se
destacan la reduccion severa de las concentraciones de GABA en células estriatales, disminucion de

la actividad GAD y gliosis estriatal (126).

Se ha demostrado que después de la administracion de 4cido quinolinico en el estriado, se producen
niveles de somatostatina, neuropéptido Y, sustancia P, vasopresina, GABA y dopamina muy
similares a los que se observan en la enfermedad de Huntington por lo que se considera como el
mejor modelo experimental. Esto se debe a que el 4cido quinolinico es un metabolito del L-triptofano
que se produce de manera natural en el tejido cerebral (126;127). En la Tabla 1 se indican los
principales cambios de estas sustancias neuroactivas en la enfermedad de Huntington y en los
diferentes modelos experimentales de la enfermedad.

Tabla 1. Cambios en las sustancias y neurotransmisores producidos en la enfermedad de Huntington
y por la administracién de diferentes neurotoxinas en la rata.

Sustancia neuroactiva EH AK/IBO AQ
GABA | | |
Acetilcolina ! ! !
Sustancia P ! ! !
Dopamina NC NC NC
Somatostatina 1 ! NC
Neuropéptido Y 1 ! NC

NC: no cambia; |: diminuye; 1: aumenta; GABA: acido- y-amino butirico; AK: acido kainico; IBO: acido
iboténico; AQ: acido quinolinico.

Desde el punto de vista conductual, el 4cido quinolinico produce hiperactividad locomotora y
alteraciones del aprendizaje y la memoria. Con este conocimiento, se llegd a proponer al acido
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quinolinico como el principal agente etioldgico en la enfermedad de Huntington, y que las lesiones
provocadas por concentraciones submicromolares de esta toxina pueden ser bloqueadas por el MK-
801, un antagonista no competitivo de los receptores para NMDA lo que sugiere que las alteraciones

observadas en los enfermos, estan mediadas por la excitacion de estos receptores (128).

En la Figura 3 se muestra un esquema del mecanismo de accion excitotoxico del acido quinolinico.
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Figura 3. Diagrama del mecanismo de accion excitotoxico del acido quinolinico (AQ) sobre una neurona

gabaérgica estriatal. La entrada masiva de calcio a la célula a través del receptor NMDA persistentemente
activo provoca la activacion de enzimas liticas y de la oxido nitrico sintasa (NOS). El dafio mitocondrial
consecuente es uno de los factores para el incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno que
conducen a la muerte neuronal debida al dafio a las biomoléculas y a la activacion de programas apoptoticos.
El déficit energético contribuye a la perpetuacion del proceso degenerativo por favorecer la despolarizacion de
la membrana y asi mantener el estado activo del receptor NMDA. Esto hace a la célula sensible a la aferencia
glutamatérgica normal procedente de la corteza cerebral.
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Modelos experimentales de la enfermedad de Huntington basados en la alteracion del
metabolismo energético

La teoria de la excitotoxicidad explica el mecanismo de muerte neuronal en la enfermedad de
Huntington y en otras enfermedades neurodegenerativas como una primera causa de muerte
neuronal, pero una posible explicacion de la toxicidad del glutamato podria ser también el déficit en
la produccion de energia mitocondrial (129-131). Por lo tanto se hipotetizd que las alteraciones en la
fosforilacion oxidativa pueden ser el déficit primario que predispone a la degeneracion neuronal

secundaria a la toxicidad por glutamato (132).

La toéxina con la que se produce este tipo de alteracion metabolica es el acido 3-nitropropidnico (3-
NP) (inhibidor del complejo II de la cadena respiratoria mitocondrial). El mecanismo de dafio de esta
toxina es la inhibicion de la succinato deshidrogenasa, enzima que juega un papel central en la
cadena de transporte de electrones y en el ciclo de los acidos tricarboxilicos. La administracion
sistémica de dosis bajas de 4cido 3-NP produce atrofia estriatal selectiva (133). Se cree que el dafio
selectivo causado por el 3-NP en ciertas regiones del cerebro estd directamente relacionado con la

tasa metabolica y la densidad de receptores a NMDA de cada region (134).

El modelo del 4cido 3-NP constituye una alternativa para producir lesiones similares a las de la
enfermedad de Huntington, ya que induce una inhibicion irreversible del ciclo del éacido citrico
mitocondrial que produce una disminucion del ATP y una elevacion de las concentraciones de
lactato (132;135). Ademas se han encontrado niveles bajos de glutamato y dafio en el metabolismo
energético oxidativo como los observados en pacientes con desérdenes neurodegenerativos

incluyendo la enfermedad de Huntington (135;136).

Este modelo se ha combinado con el de excitotoxicidad pues se sabe que el efecto neurotoxico del
acido 3-NP es potenciado por agonistas NMDA y disminuido por el pretratamiento con antagonistas

de este subtipo de receptor glutamatérgico.
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MODELOS GENETICOS

Modelos experimentales basados en el defecto genético de la enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington es causada por una mutaciéon dominante en un gen simple.
Tedricamente, la generacion de modelos que portan el gen defectuoso es relativamente facil. Sin
embargo, la practica ofrece varios modelos para complementar el estudio de este aspecto de la
enfermedad. Se incluyen los modelos en invertebrados (Caenorhabditis elegans y Drosophila
melanogaster) (137;138); roedores (de fragmento N-terminal truncado, Knock-in y transgénicos)

(139-141); ovejas (142;143), cerdos (144); y en primates no humanos (145).

Estos modelos han llegado a ser una herramienta de rutina en muchos campos de la ciencia
biomédica, ya que se puede realizar una amplia variedad de experimentos en un tiempo mas corto
(146). Diferentes especies de animales se utilizan con este fin. Algunos de ellos satisfacen mejor
ciertos aspectos de la enfermedad de Huntington para diferentes aplicaciones. Por ejemplo, las
alteraciones en la marcha se evaluan en roedores y en un gran nimero de animales a pesar del hecho
de que son cuadripedos, porque la mayoria de los sistemas de control motor se sobrelapan en los
mamiferos. Sin embargo, tales medidas no son relevantes en modelos de mosca de la enfermedad de
Huntington. En contraste estos modelos de mosca pueden ser recomendados para estudios
farmacoldgicos u otros procesos celulares, pero como ellos no expresan todos los genes del genoma
humano su utilidad siempre serd limitada (147;148). Un aspecto que se destaca con el uso de
modelos genéticos en roedores es su vida relativamente corta en comparacion con la de los humanos,
lo que limita su uso en estudios dependientes de la edad, asi como la presencia de un cerebro
pequefio que limita los estudios imagenoldgicos. A pesar de estas dificultades la investigacion
continla, y otros modelos muestran ser excelentes en ovejas y cerdos (149). Ambos modelos ofrecen
una oportunidad unica para el entendimiento de la relacion de la mutacion genética y el declinar
neurologico en los pacientes con la enfermedad de Huntington ya que tienen mas similitud con el
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cerebro humano en términos de anatomia, tiempo de vida y genética, sin contar su ventaja sobre los
primates no humanos por razones econdmicas (149), que por otro lado se encuentran aun en

desarrollo.

VI. Farmaco terapéutica actual en la enfermedad de Huntington

No existe tratamiento curativo para estos enfermos. Hasta la fecha todos los tratamientos
establecidos se limitan a la mejoria de los sintomas que aparecen durante el desarrollo de la
enfermedad. Un gran nimero de medicamentos como la deutetrabenazina y la privopidina (150-152)
sirven para tratar las alteraciones del movimiento y trastornos psicoldgicos que se asocian a esta
entidad tales como: la corea, la psicosis y la depresion. A pesar de que la mayoria de estos
medicamentos son utiles en el manejo de la enfermedad de Huntington, no existe ain ninguno que
detenga o revierta el proceso ya establecido. Estos farmacos se administran en dosis crecientes hasta
que se controla la corea. También ayudan a controlar las complicaciones mentales, que con

frecuencia son muy angustiantes para los enfermos (153).

VII. Tratamientos potenciales para la enfermedad de Huntington

Terapia Neuroprotectora

La neuroproteccion ha sido uno de los pilares explorados en el tratamiento de la enfermedad de
Huntington, ya que conociendo el requerimiento tréfico especifico de la poblacion neuronal afectada,
se puede inducir una respuesta trofica endégena o una administracion exogena de factores
neurotroficos que ayudan a prevenir o detener la progresion de la enfermedad (154;155). Asi se
comprueba que las células que expresan factores neurotroficos permiten una diferenciacion y
supervivencia mas eficaz del trasplante con una incidencia positiva sobre las funciones motoras en

los modelos experimentales en los que se utilizan (156-158).
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Terapia génica

La enfermedad de Huntington es una de las nueve enfermedades neurodegenerativas que resulta de
una expansion de poliglutamina repetida, que adquiere una funcion toéxica (6) por lo que en esta
entidad la terapia génica cobra gran importancia. En el presente se describen terapias en la que los
animales se tratan con sustancias que incrementan la trascripcion de genes neuroprotectores (159)
que previenen de la muerte por apoptosis (160) o que inhiben la formacion de agregados de
poliglutamina (161;162) entre otros. Todas estas terapias afectan de manera indirecta la expresion de
alelos en la enfermedad de Huntington. Sin embargo, hasta la fecha no existen terapias que
provoquen la reduccion directa de la expresion del gen mutado que aparece en la enfermedad. Hoy
dia se conoce que la terapia que utiliza el silenciamiento de la expresion de genes mutados tiene
valor terapéutico en la enfermedad de Huntington. Este aspecto se demuestra en modelos
experimentales en los que se silencian genes mutados responsables de las caracteristicas
neuropatoldgicas y motoras que se observan en la enfermedad (163). Los resultados obtenidos sirven

de sustento para terapias que utilizan el ARN interferente (164-167).

Trasplante de células

Uno de los campos de la medicina que mas expectativas ha levantado en los ultimos afios es la
terapia celular con células madre. El aislamiento de células embrionarias humanas, y la aparente e
inesperada potencialidad de las células madre adultas nos lleva a imaginar un futuro esperanzador

para un nimero importante de enfermedades incurables actualmente.

Los resultados en la experimentacion animal durante aproximadamente mas de 20 afios con la
ausencia de una farmacoterapia efectiva, inicio la investigacion clinica del trasplante de células. En
1994 se crea el grupo "European Networt for striatal Transplantation in Huntington’s Disease”
(Equivalente al grupo NECTAR para el trasplante en los pacientes con enfermedad de Parkinson),
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para el trasplante estriatal en pacientes con la enfermedad de Huntington, y paralelo a esto se

desarroll6 una prueba de evaluacion para dichos pacientes previo a recibir el trasplante (168).

1. Trasplante de células neurales

En la década de 1980 hubo un incremento en las terapias dirigidas a contrarrestar las alteraciones
presentes en etapas tempranas de la enfermedad de Huntington, incluido el uso del trasplante de
tejido neural fetal como un método terapéutico (169;170). El primer trasplante neural en pacientes
con enfermedad de Huntington fue realizado por Madrazo en 1990 (171). Sramka en 1991 practicéd
esta terapia en modelos experimentales en la Republica Checa (172;173). Posteriormente esta técnica
novedosa se mantuvo detenida, para utilizarse nuevamente en pacientes en el afio 1996 (174). Este
programa de trasplante neural fue iniciado y seguido por otros paises como por ejemplo Francia
(175;176) y los Estados Unidos (177) donde fueron tratados varios pacientes. Los resultados en estos
estudios indicaron una mejoria funcional, motora y cognitiva con un impacto positivo en las

actividades de la vida diaria de estos pacientes (176;178)

La consolidacion del trasplante celular como tratamiento alternativo en la enfermedad de Huntington
tiene como premisa la existencia de una fuente segura de obtencion de células. En este momento el
trabajo con las cé¢lulas neurales fetales tiene importantes problemas técnicos y éticos que limitan su
obtencion. Por esta razén la comunidad cientifica esta enfrascada en la busqueda de fuentes
alternativas de células para el trasplante, como las del estriado fetal porcino (179) y las células

encapsuladas por ingenieria genética para secretar factores troficos (180).

Se conoce que resulta muy beneficioso el hecho de poder generar in vitro tejido neural humano. En
los momentos actuales se establece que las células madre embrionarias de blastocitos de raton se
expanden en cultivo y por tanto se logra que se diferencien en un amplio rango de tejidos, incluyendo
las células neurales y gliales. En otros estudios se obtienen células madre neurales que son aisladas
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tanto de cerebro de roedores adultos como de aquellos que se encuentran en desarrollo (181-183).

Se ha determinado que las fuentes celulares no neurales tienen un alto potencial para el trasplante en
enfermedades del sistema nervioso. Esas células pueden ser ttiles en el trasplante autélogo, tanto en

terapia génica como celular (184).

2. Trasplante de células no neurales

Existen diversas fuentes de células no neurales que se utilizan en el trasplante, como son las células
de médula 6sea, adiposas y de sangre de cordon umbilical (185-188). Por su importancia en este

estudio nos centraremos en las células de médula dsea.

Potencialidades de las células de médula dsea como una fuente alternativa para el trasplante en

pacientes con enfermedades neuroldgicas

La médula 6sea adulta es de muy facil acceso y es una fuente rica de células progenitoras y de
c¢lulas madre (189). Las publicaciones actuales muestran que las células madre de médula 6sea son
capaces de generar un fenotipo neural tanto in vitro (190) como in vivo después del trasplante
(45;191). Las células aisladas de médula d6sea se utilizan de manera exitosa para el trasplante en
modelos experimentales de trauma craneo encefalico (192;193) asi como en la isquemia estriatal para
reducir el déficit motor que aparece después del dafio (194). Recientemente, se ha utilizado el
trasplante de células madre de médula 6sea autdloga para revertir el déficit cognitivo observado en
un modelo experimental de la enfermedad de Huntington, donde se demuestra que el trasplante de
células de médula dsea es capaz de reducir el dafio cognitivo que aparece en este modelo (195). Estos
resultados son prometedores, porque el uso de células madre adultas autélogas minimiza el riesgo de
rechazo inmunolégico y al mismo tiempo evita los problemas éticos que existen con el uso de

trasplante de tejido fetal como alternativa terapéutica para las enfermedades neurodegenerativas.
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MATERIALES Y METODOS

La Figura 4 muestra el esquema del disefio experimental por etapas para cada ensayo.

Disefio Experimental

Trasplante de CMMO en un modelo experimental en rata de la
enfermedad de Huntington

PRIMERA ETAPA: |(n=119) SEGUNDAETAPA: 1 (n=40)

- Evaluacion morfoldgica de la LAQ
- Obtencién, aislamiento, marcaje y
caracterizacién inmunofenotipica de CMMO Trasplante CMMO en los diferentes
- Evaluacion morfoldgica de la concentracion grupos experimentales
celular éptima para el trasplante de CMMO
-Estudio de la supervivencia de las CMMO

TERCERA ETAPA: 1ll (n=56)

e

Estudios conductuales: Estudios moleculares y morfologicos:

1. Conducta de Giro Inducida por D- Expresion de RNAm de BDNF (RT-PCR)
anfetamina Cuantificacion de BDNF (ELISA)

2. Habilidades motoras de las extremidades Cresil Violeta

.[@sﬂﬁbwwe

anteriores GFAP+FJC+DAPI
3. Prueba de la Barra Transversal . NeuN+FJC+DAPI
4. Prueba de Reconocimiento de Objetos GAD
&. Prueba del Laberinto Acuético de Morris Estudio Morfométrico /

Figura 4. Disefio experimental. Los numeros romanos sobre los cuadrantes representan los experimentos
realizados correspondientes a los objetivos con el numero total de animales utilizados. Los experimentos
incluidos en la primera etapa permitieron la implementacion del modelo de la enfermedad de Huntington. El
experimento realizado en la segunda etapa permitié el trasplante de CMMO y/o DMEM en los grupos
experimentales con las condiciones Optimas; mientras que los experimentos incluidos en la tercera etapa
evaluaron el efecto restaurador que sobre la conducta y la morfologia tiene el trasplante de CMMO en el
sujeto experimental. LAQ: Lesion con acido quinolinico, CMMO: células mononucleares de médula osea; ;
BDNF: Factor de Crecimiento Derivado del Cerebro (de sus siglas en inglés: Brain Derived Neurotrophic
Factor); ELISA: Ensayo inmunoenzimatico ligado a enzima (de sus siglas en inglés: Enzyme linked
Immunoabsorvent Assay); RT-PCR: Reaccidén en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (de sus
siglas en inglés: Reverse transcription polymerase chain reaction); GFAP: proteina acida fibrilar de la glia (de
sus siglas en inglés: Glial Fibrilar Acid Protein); NeuN: Marcador neuronal nuclear; FJC: Fluoro jade-C;
DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole; GAD: descarboxilasa del acido glutamico.
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La Figura 5 muestra el diagrama temporal del disefio experimental: lesion, trasplante, pruebas

conductuales, estudios morfologicos, moleculares, y de supervivencia celular.

Diagrama temporal del disefio experimental
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Figura 5. Diagrama Temporal del disefio experimental: L: lesion; AQ: acido quinolinico; PC: Prueba
conductual; CG: conducta de giro;, PHMEA: prueba de habilidades manuales de las extremidades anteriores;
Tp: trasplante; DMEM: medio dulbecco’s modificado de eagle’s ; CMMO: células mononucleares de la
médula 6sea; BT: barra transversal; RO reconocimiento de objetos; LAM: laberinto acuatico de morris; EMM:
estudios morfologicos y moleculares; SSE: sacrificio del sujeto experimental; BDNF: Factor de Crecimiento
Derivado del Cerebro (de sus siglas en inglés: Brain Derived Neurotrophic Factor); ELISA: Ensayo
inmunoenzimatico ligado a enzima (de sus siglas en inglés: Enzyme linked Immunoabsorvent Assay); RT-
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (de sus siglas en inglés: Reverse
transcription polymerase chain reaction); CV: cresil violeta; GFAP: proteina acida fibrilar de la glia (de sus
siglas en inglés: Glial Fibrilar Acid Protein); NeuN: marcador neuronal nuclear (de sus siglas en inglés:
Neuronal nucleous); FJC: Fluorojade-C; DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole; GAD: descarboxilasa del
acido glutamico.
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PRIMERA ETAPA

Implementacion del modelo de enfermedad de Huntington

1. Modelo de lesién

Animales de experimentacion

Se utilizaron 215 ratas machos adultas de la linea Sprague Dawley, distribuidas en 30 grupos
experimentales, con pesos entre 200-250 gramos al comienzo del experimento, provenientes del
Centro Nacional de Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB; Mayabeque), Cuba. Los
animales fueron mantenidos en un ambiente de humedad (67 = 3 %) y a una temperatura media de 23
°C (22 + 2 °C), con suministro de alimentos y agua ad libitum y periodos de luz y oscuridad de 12
horas. Las ratas se distribuyeron en grupos de 5 por cajas al inicio del experimento, y una vez que los

animales se lesionaron se mantuvieron 3 por caja.

Etica:

Durante todos los procederes experimentales se respetaron los principios éticos establecidos para la
investigacion con animales, asi como los requerimientos ambientales para el mantenimiento de los
roedores, incluidos en los procedimientos normativos de operacion del vivario del Centro

Internacional de Restauracion Neurologica y las normas establecidas por el Canadian Council on

Animal Care (CCAC) (196).

Como criterios de exclusion del estudio se tuvieron en cuenta aquellas ratas que mostraron
infecciones severas, lesiones en los ojos que les dificultaran la vision, o atrofia marcada de alguna

extremidad en cualquiera de los grupos experimentales.
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Evaluacién del volumen de &cido quinolinico

Para evaluar el volumen a aplicar de 4cido quinolinico se estudiaron 2 volimenes: 1,4 y 1,2 uLL a una

concentracion de 112.5 nmol/pL, (Sigma, Saint Louis, USA).

Volumen de &cido quinolinico de 1,4 uL (157,5 nmoles)

Tabla 2. Grupos experimentales utilizados para evaluar el volumen de 1,4 pL de 4cido quinolinico.

No. | Grupos experimentales n
1 Ratas lesionadas con 4cido quinolinico 10
2 Ratas falsas lesionadas (con solucién salina fisiologica) 4
3 Ratas sanas 4

Con el fin de provocar la muerte neuronal de las células del cuerpo estriado, las ratas se anestesiaron
con hidrato de cloral al 7 % [(420 mg/Kg de peso, intraperitoneal; (i.p.), Merck (Darmstadt,
Alemania)] y se colocaron en un marco de cirugia estereotdctica para roedores (David Kopf
Instruments, Tujunta, CA, USA). Se localizaron las siguientes coordenadas (mm) correspondientes al
estriado derecho segln el Atlas de Paxinos y Watson (197): AP=1,2 por delante de Bregma, L=2.8, a
la derecha de Bregma y DV=5,5, por debajo de la duramadre. Localizacion de la barra incisiva a 2
mm por debajo de la linea interaural. Se inyectaron 1.4 uL. de una solucion de acido quinolinico a

una concentracion de 112.5 nmol/uL o igual volumen de solucidn salina fisiologica.

La inyeccion se realiz6 lentamente a una velocidad de flujo de 1uL/minutos, utilizando una
jeringuilla Hamilton (10 pL), la cual se mantuvo in situ 5 minutos después de finalizada la inyeccion,

para evitar el reflujo de la solucion.
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Volumen de 4cido quinolinico de 1,2 pL (135 nmoles)

Tabla 3. Grupos experimentales utilizados para evaluar el volumen de 1,2 pL de 4cido quinolinico.

No. | Grupos experimentales n
1 Ratas lesionadas con acido quinolinico 10
2 Ratas falsas lesionadas (con solucién salina fisiologica) 4
3 Ratas sanas 4

El procedimiento quirurgico utilizado fue igual al descrito anteriormente, con la diferencia que se
inyectaron 1,2 pL de la solucion de acido quinolinico a una velocidad de flujo de 1puL/minuto, la cual
se mantuvo in Situ 5 minutos después de finalizada la inyeccion, para evitar el reflujo de la

neurotoxina.

El grupo de ratas falsas lesionadas fue obtenido de manera similar que el de ratas lesionadas con
acido quinolinico, con la diferencia que en lugar de acido quinolinico se utilizd solucidén salina

fisiologica.

Evaluacién morfolégica de la lesion.

Transcurridos 30 dias de la inyeccidn, los animales de todos los grupos experimentales (lesionados,
falsos lesionados y sanos) se anestesiaron con hidrato de cloral [(420 mg/Kg de peso, intraperitoneal;
(i.p.), Merck (Darmstadt, Alemania)] y se sacrificaron para la realizacion del estudio morfologico. La
fijacion de las muestras se llevo a cabo por el método de perfusion aodrtica. Cada rata recibio 250 mL
de solucion salina fisiologica y luego 300 mL de solucion fijadora [paraformaldehido al 4 % en
buffer fosfato salino (PBS, de sus siglas en inglés buffer phosfate saline) al 0.1 mol/L, pH 7.3]. Los
cerebros se extrajeron en la misma solucion durante 3 horas. Posteriormente, las muestras se
deshidrataron en soluciones de sacarosa al 7, 15 y 30 % respectivamente durante 12 horas en cada
caso y seguidamente se congelaron y almacenaron a —70 °C. Se realizaron cortes coronales a un

grosor de 20 um, en un criostato digital (Leitz, 1720 Alemania). Se recogieron 2 series de 20 cortes
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cada una representativas de la lesion y del nicleo estriado en ldminas gelatinizadas y se almacenaron
a —20 °C, hasta su posterior uso. Para determinar la pérdida neuronal estriatal una serie de secciones

se coloreod con cresil violeta (CV) al 0.5 % y la otra serie se destind a la determinacion de la actividad

astrocitica por el método inmunohistoquimico (IHQ); utilizando como marcador a la proteina acida

fibrilar de la glia, (GFAP, de sus siglas en inglés, Glial Fibrilar Acid Protein).

Cresil Violeta:

El cresil violeta se utilizO como coloracion basica para mostrar la citoarquitectura general del
estriado en los animales lesionados con acido quinolinico. Después de realizadas las operaciones
preliminares donde las laminas se dejaron por varios minutos a temperatura ambiente, las mismas se
mantuvieron durante 2 horas en alcohol absoluto, seguidamente se expusieron a la solucién de
trabajo del colorante de cresil violeta durante 1 hora, buscando la homogeneidad en la penetracion.
Posteriormente se elimind el exceso del colorante con abundante agua corriente. Se deshidrato
utilizando alcohol absoluto con pases rapidos y se aclardé con xilol I, II, y III. Finalmente, para su
analisis se cubrid la [amina con medio de montaje Eukitt® (Freiburg, Alemania). Los cortes fueron

observados al microscopio de campo claro Olympus SR-2 (Tokio, Japon).

GFAP: Las muestras se descongelaron y se lavaron (PBS 0.1M). A continuacién se incubaron en una
solucion de bloqueo durante 20 minutos (PB 0.1 M, suero fetal de ternera al 20 % y triton al 0.25 %).
El anticuerpo primario policlonal anti-GFAP (1/1000, DAKO), el anticuerpo secundario biotinilado
anti-Ig de conejo, (1/500, DAKO) y el complejo ABC peroxidasa (1/100, DAKO), se diluyeron con
PBS que contenia suero fetal de ternera al 1 %, y 0.125 % de triton X-100. El anticuerpo primario se
incubo6 durante toda la noche y el anticuerpo secundario y el complejo ABC peroxidasa durante una
hora. Posterior a cada una de estas incubaciones se efectuaron 3 lavados en PBS de 5 minutos cada
uno. Para el revelado se utiliz6 3,3 diaminobenzidina al 0.05 % y H,O, al 0.01 %, y para detener la

reaccion agua destilada. Consecutivamente las secciones se deshidrataron en concentraciones
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crecientes de alcohol, aclaradas en xilol y cubiertas con la solucion de montaje Eukitt® (Freiburg,
Alemania). La observacion de las muestras se realizd en un microscopio de campo claro Olympus

SR-2 (Tokio, Japon).

2. Células mononucleares de médula dsea de rata para el trasplante en el modelo de lesion por

acido quinolinico

Las células se obtuvieron del fémur de ratas machos Sprague Dawley con peso entre 250 y 300
gramos (n=40). Todo el material que se utilizd en la manipulacion de las células se trabajo en
condiciones estériles. El proceso de obtencion, aislamiento y marcaje de estas células se describe
brevemente a continuacion, asi como el método inmunohistoquimico empleado para la

caracterizacion de las mismas:

Obtencién de las CMMO

Las CMMO se aislaron a partir del fémur de la rata segun se describe en el trabajo de Woodbury y
cols. (190). Las ratas fueron anestesiadas por via intraperitoneal con hidrato de cloral al 7 % [(420
mg/Kg de peso, intraperitoneal; (i.p.), Merck (Darmstadt, Alemania)]. Se realiz6 un corte de la piel
en las patas traseras, decolando el tejido paralelo al hueso. Seguidamente se realiz6 un corte
alrededor de las epifisis distales del fémur. Durante 30 minutos se coloco el hueso extraido en una
placa de Petri con cloruro de sodio al 0.9 %. En condiciones estériles se cortaron las epifisis distales
del hueso para dejar expuesta la médula dsea y se le infiltr6 PBS en una sola direccion utilizando una
jeringuilla de 10 mL. La suspension rica en CMMO se colecté en tubos estériles para lavar y

centrifugar posteriormente.
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Aislamiento de las CMMO

Para el aislamiento celular se utilizo un gradiente de Ficoll y se siguieron las normas establecidas en

el laboratorio de Inmunologia del CIREN, como sigue:

La suspension de CMMO se lavé con PBS 3 veces 10 minutos a 540 g 20 °C. en una proporcion
volumen a volumen. Se colocaron en un tubo de cristal 2.5 mL de ficoll- Paque "™ Plus (Amershan
AB, Suecia), y se depositaron 5 mL de la suspension de CMMO de forma cuidadosa, dejandola caer
por las paredes del tubo evitando que se uniera el ficoll con la mezcla de PBS y células. Los tubos se
centrifugaron durante 45 minutos a 840 g, a una temperatura de 20 °C. Finalizada la centrifugacion
se extrajo el anillo de células mononucleadas con una pipeta Pasteur. Las células se lavaron 3 veces
con PBS durante 10 minutos a 540 g a una temperatura de 20 °C. Finalizados los lavados por
centrifugacion el sobrenadante se desechd en un recipiente con hipoclorito 7 % y el sedimento
celular se resuspendid en medio de cultivo (DMEM, del inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s

Medium) + Suero Fetal Bovino (SFB) al 10 % + Glutamina 2 mM), (198).

El aislamiento de las CMMO se realiz6 con un alto rendimiento y buena viabilidad. En nuestro
estudio se mantuvo este proceso bajo condiciones estrictas de esterilidad, lo que nos garantizé una

muestra no contaminada con gérmenes para obtener resultados confiables.

Marcaje con solucién de hisbenzimida (Reactivo de Hoechst-33258) de las CMMO

A la suspension de células resuspendidas en el medio de crecimiento (DMEM + SFB al 10 % +
Glutamina 2 mM) se le afiadi6 un volumen de solucién de bisbenzimida (Reactivo de Hoechst-
33258, Sigma, USA) para obtener una concentracion final del reactivo en el medio de 1pg/mL.
Seguidamente las células se incubaron durante 12 horas en atmoésfera de 5 % de CO,. Al cabo de este
tiempo las células se centrifugaron a 250 g durante 5 minutos. El sobrenadante resultante de esta

centrifugacion se elimind y el botoén celular se lavd tres veces con 10 mL de medio de cultivo
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DMEM. Las células marcadas mostraron un nucleo fluorescente azul en un microscopio
Optico/Fluorescencia (Olympus BX51, DM400) a una A=330-380 nm (filtro ultravioleta). El conteo
del nimero de células se realizd en camara de Neubauer utilizando como colorante vital azul de
tripam y la concentracion final de la suspension se ajusté en dependencia del tipo de experimento a
realizar como serda descrito en lo sucesivo. La viabilidad celular estuvo por encima del 90 % en todos

los casos.

Caracterizacién inmunofenotipica de las CMMO

Para la caracterizacion de las CMMO se utilizé una técnica inmunocitoquimica que siguio las

normas establecidas en el laboratorio de Inmunologia del CIREN, brevemente se explica:

Se utilizé un formato de laminas de 12 pocillos que se recubrieron con las células mononucleares a
las cuales se les uniria el anticuerpo monoclonal especifico contra una de las proteinas en estudio:
CD34 (1/40, DAKO) reconoce células estromales y hematopoyéticas, CD38 (1/200, DAKO)
reconoce células hematopoyéticas, CD45 (1/50, DAKO) reconoce células hematopoyéticas y CD90
(1/20, DAKO) reconoce cé¢lulas estromales. Después del lavado la cantidad de anticuerpo
monoclonal unido especificamente se detectdé mediante el uso de un anticuerpo anti-IgG de raton
conjugado (1/700, DAKO) con biotina, que actué como anticuerpo secundario. El complejo Avidina
Biotina/Fosfatasa Alcalina (1/100, DAKO) se diluy6 en PBS y suero fetal de ternera al 1 % y 0.125
de triton X-100. Para el anticuerpo primario la incubacion fue durante toda la noche a 4 °C y para el
anticuerpo secundario y el complejo Avidina Biotina/Fosfatasa Alcalina se mantuvo tiempos de
incubacion de 50 y 45 minutos a temperatura ambiente respectivamente. Para el revelado se utilizo
naftol (ImL) y como cromdgeno el 4-cloro 2-metilbencenodiazonio (fas red). Este procedimiento
permitio la entrada de la avidina para amplificar la respuesta del sistema cuando se le afiadi6 el

sustrato cromogénico. La lectura se realizé en un microscopio de luz (OLYMPUS, BO61).
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3. Establecimiento de la concentracion de células mononucleares de médula 6sea para el

trasplante

Este experimento estuvo dirigido a evaluar cudl de las concentraciones de CMMO trasplantadas

lograba una mejor supervivencia e integracion en el tejido hospedero.

Grupos experimentales

Se crearon tres grupos experimentales que fueron lesionados en el estriado con acido quinolinico (1,2

ul) y trasplantados con tres concentraciones diferentes de la suspension celular (Tabla 4)

Tabla 4. Concentracion de células utilizadas (cel/uL) en la estandarizacion de la concentracion de
CMMO

Grupo n | Concentracion celular Numero de | Volumen por Numero total de
experimental por deposito (cel/uL) depositos deposito (uL) | células trasplantadas
Grupo | 8 150 000 2 1 300 000
Grupo 11 7 100 000 2 1 200 000
Grupo 111 7 50 000 2 1 100 000

Procedimiento experimental

Las CMMO marcadas con bisbenzimida se trasplantaron por cirugia esteriotactica, en el estriado
derecho de ratas lesionadas con acido quinolinico (1,2 pL). Para el trasplante se selecciond la
coordenada (con respecto a Bregma): AP= 0,7 mm por delante de Bregma, L=2,8 mm a la derecha
de Bregma, V= 5,5 mm, V,= 4,6 mm (por debajo de la duramadre) y el volumen final de la

suspension celular implantada fue de 2 pL (1 pL/depdsito) (Tabla 4).
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Criterios para seleccionar la concentracion de CMMO para el trasplante

Supervivencia de las células trasplantadas.

Migracion de las células: Se evalud la extension anteroposterior del trasplante, asi como la

localizacion anatomica del mismo.

Evaluacién morfolégica de la concentracién de CMMO para el trasplante

Se realizd la evaluacion morfologica de la concentracion de CMMO a los 30 dias posteriores al
trasplante. El sacrificio de los animales, la extraccion del cerebro, el procesamiento, la conservacion

y el corte se realizdo como se describio en el acapite Evaluacion morfoldgica de la lesion. Para la

visualizacion de las CMMO, los cortes histologicos se observaron al Microscopio
Optico/Fluorescencia (Olympus BX51, DM400) a una longitud de onda de 330-380 nm (filtro

ultravioleta).

4. Estudio de la supervivencia de las células mononucleares de la médula dsea

Para evaluar la supervivencia de las células trasplantadas, las ratas fueron anestesiadas con una
inyeccion de hidrato de cloral al 7 % [(420 mg/Kg de peso, intraperitoneal; (i.p.), Merck (Darmstadt,
Alemania)] y perfundidas intracardiacamente con solucion salina fisiologica al 0.9 % seguido de
paraformadeido al 4 %. Los cerebros se extrajeron y fijaron durante 2 horas en paraformaldehido al 4
% a 4 °C. El tejido se transfiri6 a soluciones crecientes de sucrosa 7 %, 15 % y 30 % en KPBS a 4
°C. Posteriormente se congelaron por inmersion en isopentano con CO, y conservados (-80 °C) hasta
su uso. Se realizaron cortes coronales en serie (20 um) del estriado utilizando un criostato a -20 °C
(Leitz, 1720 digital, Alemania). Los cerebros se extrajeron en diferentes momentos: (n=3) a los 10,
30, 45, 60, 90, 180, y 365 dias después del trasplante. Se obtuvieron tres series de laminas para
realizar la observacion. En todos los casos, el estriado se secciond a 20 um utilizando como
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referencia la comisura blanca anterior de acuerdo al atlas estereotaxico (197). Las células marcadas
con bisbenzimida se detectaron en un Microscopio Optico/Fluorescencia (Olympus BX51, DM400) a

una A=330-380 nm (filtro ultravioleta).

SEGUNDA ETAPA

Trasplante de células mononucleares de médula dsea

Se trabajo con la concentracion celular ajustada a 50 000 cel/uL, en 2 depositos en el estriado

lesionado con acido quinolinico (1,2 pL; 135 nmoles).

Cuatro semanas después de la lesion, los sujetos experimentales se anestesiaron con hidrato de cloral
al 7 % [(420 mg/Kg de peso, intraperitoneal; (i.p.), (Merck, Darmstadt, Alemania)]. Las ratas se
colocaron en el marco de cirugia estereotactica y se abrid la piel. Con una jeringuilla Hamilton, la
suspension de células de médula osea (50 000 cel/uL) se inyectd en el cuerpo estriado lesionado (en
dos depdsitos; 1 pL por deposito) en una coordenada ligeramente diferente de la utilizada para la
lesion con acido quinolinico: 0,7 mm anterior de Bregma, 2,8 mm lateral desde la linea media y 5,5
mm y 4,6 mm por debajo de la superficie de la duramadre. Las células se inyectaron lentamente
durante un periodo de 1 minuto. Una vez finalizada la inyeccion de la suspension celular, la aguja
permanecié en el sitio de inyeccion por 10 minutos. Pasados los mismos fue retirada
cuidadosamente. El grupo control del trasplante recibié un volumen igual de medio de cultivo

(DMEM) el cual se inyect6 de la misma forma y en la misma coordenada estereotactica.

TERCERA ETAPA

Pruebas conductuales

Para todos los grupos experimentales las pruebas conductuales se realizaron un mes después del
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trasplante de CMMO.

Grupos experimentales: Se utilizaron animales de la linea Sprague Dawley machos adultos con peso

corporal entre 200 y 250 gramos.

Tabla 5. Grupos experimentales utilizados para evaluar la conducta motora y cognoscitiva en los
animales de experimentacion antes y después del trasplante con CMMO.

Grupo | Designacion del grupo experimental n
I Ratas Sanas 10

11 Ratas con lesion de acido quinolinico 10
III | Ratas con lesién de 4cido quinolinico y trasplantadas con CMMO 10
IV | Ratas con lesion de acido quinolinico e inyectadas con DMEM 10

CMMO: células mononucleares de medula 6sea); DMEM: medio dulbecco’s modificado de
cagle’s (de sus siglas en inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium).

Actividad rotatoria inducida por D-anfetamina

Una semana después de la lesiéon con acido quinolinico y un mes después del trasplante de
CMMO/DMEM,; se evaluo la actividad rotatoria inducida por la inyeccion (i.p.) de D-Anfetamina [5
mg/kg de peso, Sigma, (St. Luis, MO, EE.UU.)]; (199), con el objetivo de evaluar la asimetria
motora en los sujetos experimentales. Se utilizo un Multicontador LE3806 (PanLab, Espafia)
acoplado a un sensor LE3806, que cuantifica automaticamente los giros que realiza el animal hacia la

derecha y/o izquierda durante 90 minutos.

Los animales de todos los grupos experimentales se evaluaron en grupos de 2 a 3, siempre en el
horario de la mafiana, propiciando las mismas condiciones en cada dia de evaluacion. Los datos

fueron recogidos en las planillas confeccionadas al efecto (ANEXO 1).

Evaluacion de las Habilidades Motoras de las Extremidades Anteriores

Este experimento evalud la habilidad que muestra la rata al utilizar sus extremidades anteriores para

capturar el alimento en una caja de restriccion (200). Se emplearon cajas de acrilico trasparente (3
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mm de espesor) de 28 cm de largo, 6,6 cm de ancho y 6,8 cm de altura (taller de prototipo, CIREN).
Aproximadamente los dos tercios anteriores de la extension de la caja estdn ocupados por una
plataforma central de 4,7 cm de alto y 2,9 cm de ancho, con espacios a ambos lados para insertar una
escalerilla movil de seis escalones en cada uno de los extremos. Cada escalon y el nivel inferior (piso
de la caja) poseen una pequefia concavidad, donde se sitGan dos trozos de alimento con sabor
diferente al que normalmente ingieren, por lo cual la rata dispone de catorce alimentos a cada lado.
La plataforma central impide que el animal alcance el alimento de un lado con la extremidad
contraria. La base del extremo posterior de la caja se elimind para posibilitar el acceso de la rata al

compartimiento interior (ANEXO 2).

Los animales se sometieron a un régimen de privacion del alimento y simultdneamente se entrenaron
en esta prueba durante tres dias previos a la evaluacion de la misma. A continuacioén durante seis dias
se realizo el conteo del nimero de alimento que deja la rata en cada peldafio de la escalerilla ubicada
a cada lado de la plataforma central que posee la caja experimental. Los datos fueron recogidos en

las planillas confeccionadas al efecto (ANEXO 3).

Prueba de la Barra Transversal

Este experimento evalu6 el equilibrio y la coordinacion motora del sujeto experimental cuando
disminuye la superficie de apoyo (201). La prueba se realizo en condiciones apropiadas de silencio e
iluminacién. La medida cuantitativa de la conducta del sujeto experimental se obtuvo usando un
sistema de video-trayectoria (Panlab, Barcelona, Espafia) conectado al programa analitico SMART
(del inglés, Spontaneos Motor Activity Recording Tracking, V 2.0) de la misma compaiiia. Una
camara de video, en la parte superior y central, permitié captar una imagen que se visualizo en el
monitor de la computadora. Las ratas se colocaron en el punto medio de la barra de 60 cm de
longitud en cuyos extremos se ubicaron plataformas de escape redondas de 15 cm de didmetro. La

barra se situd a una altura de 60 cm del suelo e inmediatamente debajo de la misma se situaron
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pequefias mantas de aire con el proposito de proteger a los animales de posibles golpes si caian de la
barra. Cada ensayo tuvo una duracién de 1 min y se cuantificé la distancia recorrida durante el
ensayo. Las barras se presentaron en el siguiente orden: Barra Cuadrada Grande; (BCG: 2.5 cm);
Barra Redonda Grande (BRG: 2.5 cm); Barra Cuadrada Pequena (BCG: 1 cm); Barra Redonda
Pequefia (BRG: 1 cm). El experimento completo se realizd durante dos dias consecutivos,
efectudndose dos ensayos cada dia, lo que equivale a cuatro intentos por barra. La distancia recorrida
fue computada como la media de los cuatro valores obtenidos en cada tipo de barra. Los datos

fueron recogidos en las planillas confeccionadas al efecto (ANEXO 4).

Prueba de Reconocimiento de Objetos

Este experimento evalud la tendencia espontanea del sujeto experimental de estar mas tiempo
explorando un objeto nuevo a uno que le resulta familiar. La prueba empled una caja cuadrada de
madera (50 x 50 cm) con paredes de 60 cm de altura (202). El primer dia se colocaron en la posicion
A y B dos objetos idénticos en forma, color y tamafio. En cada ensayo se coloc6 la rata en el centro
de la caja, cerca de las paredes y detras de los objetos. Se les permitid a las ratas moverse libremente
durante 3 minutos, midiéndose el tiempo (segundos) de exploracion que emplearon para cada objeto.
El segundo dia de la prueba, el objeto B fue reemplazado por un nuevo objeto en su misma
localizacion, pero con diferente tamafio y forma. Para la realizacion de esta prueba los objetos
presentados se trabajaron con colores diferentes (blanco y verde), los que fueron probados
previamente en ratas sanas, demostrandose que los sujetos experimentales pueden identificar y
diferenciar estos colores sin dificultad. Se midi6 en cada ensayo, el tiempo de exploracion empleado
por el sujeto experimental para cada objeto. Los datos fueron recogidos en las planillas

confeccionadas al efecto (ANEXO 5).
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Laberinto Acuatico de Morris

Este experimento estuvo dirigido a evaluar el efecto del trasplante de CMMO sobre los trastornos de

memoria y aprendizaje del sujeto experimental (203).

Se utilizé una piscina circular de acero inoxidable blanca, (150 cm de diametro, nivel de agua=40
cm, Temperatura del agua=24 °C) con una plataforma de escape transparente y circular (diametro=
11 cm) oculta a una profundidad de 1 cm por debajo del nivel del agua y en una posicion fija durante

todo el experimento.

Requisitos de la prueba: Ausencia de ruidos u otras sefiales que pudieran provocar inatencion o

desorientacion del sujeto experimental. Las sefales para servir de orientacion fueron solo de tipo
extralaberinticas. El experimentador se situ6 lejos y de aproximarse lo hizo en continuo movimiento
para evitar convertirse en falso punto de referencia. Se previno la hipotermia del animal de

experimentacion durante e inmediatamente después del ensayo.

Procedimiento: Las ratas que realizaron esta prueba lo hicieron en dos condiciones diferentes; en la

primera condicion se mantuvo la plataforma no visible durante 4 dias consecutivos y en la segunda
condicion se realizo la prueba con la plataforma visible. Total de dias de ensayo: 5. Total de ensayos:
37, distribuidos 8 por dia incluyendo el ultimo dia y 5 ensayos el penultimo dia. En los primeros 28
ensayos y ultimos 8 correspondientes al tltimo dia se evalu6 la latencia de escape y en el ensayo 29
(sin plataforma) correspondiente al cuarto dia se registr6 el numero de cruces analogos (cantidad de
veces que la rata pasa por el sitio donde estaba la plataforma). Los primeros cuatro dias la plataforma
se coloco en una posicion de orientacion fija, suroeste (SO), el ultimo dia la plataforma se orient6 en
una posicion diferente, noreste (NE). De manera que quedara visible y en una posicion diferente a la
utilizada en los dias anteriores, lo cual nos descartd la posibilidad de que el animal experimental
tuviera algin problema con la capacidad motora o visual que le impidiera realizar la tarea. El sitio de
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salida en el laberinto acuatico de Morris (LAM), siempre fue diferente en los distintos ensayos para
un dia, y se seleccionaron al azar, esperando 30 segundos antes de iniciar el nuevo ensayo. La rata se
ubico siempre de frente a la pared y se le permitié nadar por 60 segundos. Si en este tiempo no
localiz¢ la plataforma de escape se le coloco sobre ella durante 30 segundos para después dar inicio
al ensayo siguiente. Se promediaron los datos de cuatro ensayos consecutivos; por consiguiente se
obtuvieron dos valores para cada dia de entrenamiento excepto el cuarto dia en el cual se computo un
solo valor para la variable. Los datos fueron recogidos en las planillas confeccionadas al efecto

(ANEXO 6).

Obtencidn y almacenamiento de muestras de cerebro para estudios morfoldgicos y moleculares

Después de realizado el trasplante y las pruebas conductuales, las ratas se sacrificaron utilizando el
protocolo de trabajo de acuerdo al estudio morfologico y/o molecular que se pretendia realizar, el

cual se describira en detalles en la seccion correspondiente.

Estudios moleculares

Expresion génica de BDNF por RT-PCR (de sus siglas en inglés, Reverse Transcriptase

Polymerase Chain Reaction)

Tabla 6. Grupos experimentales utilizados para evaluar la expresion de genes de BDNF después de la
lesion con &cido quinolinico y el trasplante con CMMO

Grupo Designacion del grupo experimental
I Ratas Sanas
11 Ratas con lesion de dcido quinolinico
IIT | Ratas con lesién de 4cido quinolinico y trasplantadas con CMMO
IV | Ratas con lesion de acido quinolinico e inyectadas con DMEM
DMEM: (de sus siglas en inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium); CMMO:
cé¢lulas mononucleares de medula 6sea.

INFNFN NS
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A) Extraccion del ARN total

Para la extraccion de 4cido ribonucleico (ARN) total se utilizé el método del TRIzol® (204). Se
utilizo 1 mL de TRIzol® (Invitrogen, EU) por cada gramo de tejido. El lisado celular se dejé reposar
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se adiciondé 200 pL de cloroformo por cada mL de
Trizol® empleado, se agitd vigorosamente y se dejo reposar 5 minutos a temperatura ambiente. El
lisado celular obtenido se centrifugd a 7 500 g a 4 °C durante 15 minutos. Se obtuvieron tres fases:
una fase superior que contenia el ARN total, una fase intermedia que contenia el acido

desoxiribonucleico (ADN) y una fase inferior que contenia las proteinas totales.

La fase superior, que contenia el ARN total, se separd y se le adicion6 500 pL de isopropanol y se
mezclo por inversion 5 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd a 7 500 g a 4 °C
durante 15 minutos y se elimind el sobrenadante. El precipitado resultante se lavo con 1 mL de
etanol al 75 % y se resuspendié en agua tratada con 0.1 % de dietilpirocarbonato (DEPC). Para
calcular la concentracion y grado de pureza del ARN obtenido se realizo la lectura a 260 nm y 280

nm en un espectrofotémetro (Shimadzu, Kyoto, Japon).

Se conoce que el ARN tiene la capacidad de absorber la luz UV a 260 nm y una unidad de densidad
optica a 260 nm equivale a 40 pug/mL de ARN de cadena simple. Por tanto la concentracién fue

calculada utilizando la férmula sugerida por el fabricante (204).

Concentracion (pug/mL) = (DO,g0— DOzgo) X volumen total x 40 x factor de dilucion

La absorbancia a 280 nm se utilizdo como un indicativo del grado de pureza de los acidos nucleicos,
ya que a esa longitud de onda las proteinas absorben la luz UV. La pureza de la muestra se estimé
calculando la relacion DO,g / DOsgo. Paralelamente se analizé6 una muestra en un gel de agarosa al

1.5 % con formaldehido y se utilizé bromuro de etidio para visualizar el ARN.
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B) Reaccion de reverso transcripcion

Una muestra de 5 pg de ARN total se centrifugd 15 minutos a 7 500 g a 4 °C, y el precipitado se lavo
dos veces con etanol absoluto al 75 %. Se centrifugé en igualdad de condiciones, se desecho el
sobrenadante, se incubd a 55 °C durante 2 6 3 minutos y se resuspendido en 1luL de
agua/dietilpirocarbonato. Se adicion6 1 pL de oligos dT (0,5 pg), (Promega, EU). Se calenté durante
10 minutos entre 70-75 °C, y se colocd en hielo inmediatamente durante 5 minutos. Mientras se
mantenia el ARN total y los oligos dT en hielo se prepard la mezcla de reaccion que incluyd: 4 pul. de
buffer 5X (Promega, EU) de la primera cadena, 2 pL de ditiotritol 0,1 M y 1 uL de una mezcla
equimolar de dinucleétido de fosfato 25 uM (Promega, EU). La mezcla de reaccién se agitd en un
vortex por 2 segundos y posteriormente se centrifugd. Se agregd la mezcla de reaccion al vial que
contenia el ARN y los oligos dT y nuevamente se centrifugéd. Se calentd por 2 minutos a 42 °C y se
le agregd 1 uL de la enzima de la reverso transcriptasa (M-MLV) (Promega, EU). Se centrifugd15

minutos a 7 500 g a 4 °C. Se incub6 50 minutos a 42 °C y se calent6 15 minutos entre 70-75 °C.

C) Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, de sus siglas en inglés polimerase chain reaction) a
partir del ADNc se realizé utilizando el “Access RT-PCR Systems” (Promega). Se amplifico
tomando 2 pL del ADNc. Se prepard la mezcla de la reaccion de PCR la cual contenia: ADN 2 pL
(100 ng de ADN en 2 pL); oligonucledtido 5° especifico 1 pL (50 pmol/uL); oligonucléotido 3’
especifico 1 uL (50 pmol/uL); Buffer 10X 5 pL; dimetilsulféxido (DMSO) 5 pL; dNTP mezcla 1
uL (25 mM); MgCl, 1 pL (50 mM); Taq polimerasa 0,3 pL; y H,O hasta completar un volumen final
de 50 pL. Seguidamente se colocaron las muestras en el equipo de PCR (termociclador: Mastercycler
personal eppendort, Alemania) y comenzo la reaccion segun el programa siguiente:

-actina (40 ciclos) BDNF (40 ciclos)
Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
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94 °C 2 minutos 94 °C 2 minutos
94 °C 30 segundos 94 °C 30 segundos
51°C 30 segundos 60 °C 30 segundos
72 °C 30 segundos 72 °C 30 segundos
72 °C 5 minutos 72 °C 2 minutos

Oligonucledtidos sintéticos

Para la determinacion de la produccion de factores neurotroficos por las CMMO, mediante RT-PCR,

se usaron oligonucledtidos sintetizados en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Habana,

Cuba.

BDNF Oligo sentido 5’- ttg gee tac cca get gtg cgg ac -3’
Oligo antisentido 5’- ctc ttc gat cac gtg ctc aaa agt g -3’

B-actina Oligo sentido 5’- att tgg cac cac act ttc tac a-3’
Oligo antisentido 5’- tca cgc acg att tce cte tca g-3’

Patrones de peso molecular (PPM) utilizados: PPM para acidos nucleicos: Patron constituido por
los fragmentos de 12216/ 11198/ 10180/ 9162/ 8144/ 7126/ 6108/ 5090/ 4072/ 3054/ 2036/ 1636/

1018/ 513 y 506/ 396/ 344/ 298/ 220/ 201/ 154/ 134 y 75 pares de bases (pb); (Promega).

D) Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de ADN amplificados con oligonucleétidos especificos para f-actina y BDNF de cada
PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % pretefiidos con bromuro de etidio
(0.5 pg/mL de gel), a 70 V en tampon amortiguador tris-borato-EDTA (TBE) (tris 0.004 M, acido
borico 0.001 M y EDTA 0.5 M; pH 8). Se aplicaron de 20 a 25 pL de las muestras antes mezcladas
con el tampon de aplicacion (bromofenol azul 0.25 %, sacarosa en agua destilada al 40 %) en una
proporcion de 5 pul del tampon y 20 ul de la muestra. Las bandas de los productos de amplificacion
se evidenciaron por medio de luz UV y las imagenes se digitalizaron a través de un sistema de
andlisis y foto documentacion de imagenes (Alpha Innotech corporation IS-1000 digital Imaging

System). El andlisis de las bandas se realiz6 mediante el programa ImageJ 1.44p.
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Cuantificacion de la proteina BDNF

Este experimento estuvo encaminado a determinar la concentracion del BDNF en las areas cerebrales
involucradas directamente en la patogenia de la enfermedad de Huntington (estriado y corteza), en
los diferentes grupos experimentales. En todos los casos fueron usados los dos hemisferios
cerebrales, derecho e izquierdo y se analizaron dos estructuras: corteza y estriado, por lo que por

cada sujeto de experimentacion se analizaron 4 muestras (Tabla 7).

58



CAPITULO 11l: MATERIALES Y METODOS

Tabla 7. Grupos experimentales utilizados para evaluar la concentracion de BDNF después del
trasplante con CMMO.

Grupo | Designacion del grupo experimental No. Ratas | Estriado | Corteza | Total
I Ratas sanas 10 20 20 40
11 Ratas con lesion de acido quinolinico 10 20 20 40
IIT | Ratas con lesion de 4cido quinolinico y 10 20 20 40
trasplantadas con CMMO
IV | Ratas con lesion de acido quinolinico inyectadas 10 20 20 40
con DMEM

DMEM: medio dulbecco’s modificado de eagle’s (de sus siglas en inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s
Médium); CMMO: células mononucleares de medula Osea.

Forma de obtencion de la muestra:

Las ratas se decapitaron bajo anestesia (se utilizd una dosis letal de hidrato de cloral al 7 %: por
encima de los 420 mg/kg de peso) los cerebros se extrajeron y se lavaron en solucion salina
fisiologica al 0.9 %, a 4 °C. Seguidamente las areas cerebrales (estriado y corteza) se disecaron sobre
hielo, y posteriormente se congelaron en hielo seco. Las muestras obtenidas de esta forma se

guardaron a —70 C hasta su uso.

Preparacion de las muestras de tejido

Homogenizacion del tejido cerebral de rata:

Los extractos de tejidos se prepararon usando el tampon de lisis, el cual contenia los siguientes
componentes: NaCL 137 nM; Tris-HCL (pH 8.0) 20 mM; NP40 1 %; Glycerol 10 %; PMSF 1 mM;
Aprotinina 10 pg/mL; Leupeptina 1 pg/mL; y Sodio Vanadate 0.5 mM. Las muestras de tejido se
pesaron y homogenizaron en el tampén de lisis previamente descrito; con una relacion peso de
tejido/volumen de 1/1. El proceder de homogenizacién se realizd sobre un bafio de hielo para
garantizar que las muestras se mantuvieran frias. Se aplicaron 20 golpes a 771 g (Homogenizador

Bioblock Scientific) y se aislo la fraccion citologica por centrifugacion a 780 g durante 30 minutos.
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Preparacién de la curva estandar de BDNF

Con el estandar de BDNF que proporciona el fabricante, se gener6 una curva lineal que fue desde 0 a
500 pg/mL. Para determinar las concentraciones de BDNF de las muestras en estudio, solamente se
usaron los valores que se encontraron en el rango lineal. E1 BDNF estandar (Promega, cat. G7610,
USA) se suministr6 en el estuche a una concentracion de 1pug/mL. El estdndar de BDNF se diluy6 en
el tampon 1X de la muestra y del bloqueo quedando a una dilucion de 1: 2 000 con una
concentracion de 500 pg/mL de BDNF (punto de mayor concentracion de la curva patron). A partir
de aqui se realizaron diluciones seriadas (100 pL/pozo) para obtener los restantes 6 puntos de la

curva estandar: 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62.5 pg/mL; 31.3 pg/mL; 15.6 pg/mL;7.8 pg/mL.

Desarrollo del Ensayo Inmunoenzimatico para el BDNF

Para la deteccion sensible y especifica de BDNF se utilizé un formato de doble sitio de anticuerpos
(BDNF Emax Sistema de Inmunoensayo, Promega Corporation, Madison, EE.UU.). En este formato,
las placas de 96 pocillos de fondo plano se revistieron con el anticuerpo monoclonal anti-BDNF para
unirse al BDNF soluble. EI BDNF capturado se une a un segundo anticuerpo policlonal especifico
para BDNF. Después del lavado correspondiente, se detectd la cantidad de anticuerpo policlonal
unido especificamente al BDNF de la muestra utilizando como reactivo terciario un anticuerpo anti-
IgG especifico de la especie conjugado con peroxidasa de rdbano picante. El anticuerpo conjugado
no unido se elimina mediante lavados, y después de la incubaciéon con un sustrato cromogénico, se
mide la intensidad del color, en un lector de microplaca automatico (ELx 800uv). La cantidad de
BDNF en la solucién de ensayo es proporcional al color generado en la reaccion de oxidacion-

reduccion.
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Estudios morfologicos cualitativos

Al terminar las pruebas conductuales, las ratas se anestesiaron y los cerebros que se extrajeron se
procesaron como se describié en la seccion de la supervivencia de las CMMO. Para el analisis con
cresil violeta e inmunohistoquimico se realizaron series de 6 secciones, tomadas todas de la misma

region en todos los grupos a través del eje rostrocaudal del estriado dorsal.

ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Cresil Violeta

Esta coloracion bésica se utilizd para mostrar la citoarquitectura general del estriado en animales
lesionados y trasplantados con CMMO. Se sigui6 el mismo procedimiento descrito en el acapite de la

evaluacion morfologica de la lesion (Ratas, n=10 por cada grupo).

ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Marcador Glial: Glial Fibrilar Acid Protein (GFAP)

GFAP + Fluoro Jade-C (FJC)+ DAPI

Los cortes de tejido se lavaron tres veces en PBS, se transfirieron a ldminas gelatinizadas. Se
incubaron durante 48 horas con el anticuerpo anti GFAP policlonal de conejo, diluido en 1:3000 en
PBS que contenia 0.3% Triton X-100 (PBS-Tritéon X-100 0.3 %)y 2 % de Albumina Sérica Bovina
(BSA 2 %). Los controles negativos se realizaron omitiendo el anticuerpo primario. Después de lavar
varias veces en PBS, los cortes de tejidos se incubaron con el anticuerpo anticonejo o antiraton Cy3,
ambos diluidos 1:500 en PBS-Triton X-100 0.3 % y BSA 2 % por 1 hora a temperatura ambiente.
Para visualizar las neuronas en degeneracion, las ldminas se secaron y se expusieron a la coloracion

Fluoro-Jade C (FJC) segin Ehara & Ueda (205). Brevemente, las laminas se lavaron durante 5
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minutos en agua destilada, y se incubaron con 0.06 % de soluciéon de permanganato de potasio
durante 10 minutos. Inmediatamente se lavaron con agua destilada durante 2 minutos, y se incubaron
10 minutos en una solucion de coloracion de fluorojade C con DAPI 0.001 %. Las ldminas después
de lavadas y secas se recubrieron con medio de montaje acuoso. Las imagenes se obtuvieron en un

microscopio confocal FV-1000 (Olympus IX-81) y analizadas con el programa Olympus Fluoview.

Marcador Neuronal: Neuronal Nuclear (NeuN)

NeuN + Fluoro Jade-C (FJC+ DAPI

Se sigui6 el mismo procedimiento que se describid para la determinacion de GFAP, solo que en este

caso se utilizo el anticuerpo anti-NeuN de raton (clone A60), diluido 1:1000 en PBS.

Marcador Gabaérgico: Descarboxilasa del Acido Glutamico (GAD)

Descarboxilasa del Acido Glutamico

Los cortes de tejido se lavaron tres veces en tampon fosfato (TF) 0.1 M por 5 minutos, y se
transfirieron a los pozos de la placa, se lavaron 3 veces con TF 0.1M durante 5 minutos y con N4HCI
50 mM durante 10 minutos, para evitar la autofluorescencia del tejido. Posteriormente se lavé con TF
0.1 M 3 veces por 5 minutos y se paso a lavar con la solucion de bloqueo 1 durante 20 minutos a 37
°C. Se incubaron los cortes durante 48 horas con el anticuerpo monoclonal Anti Descarboxilasa del
Acido Glutamico 67 (GAD67) Clon k87 (producido en Ratén) diluido 1:500 en PBS que contenia
0.3 % Triton X-100 (PBS-Triton X-100 0.3 %) y 2 % albumina sérica bovina. Los controles
negativos se obtuvieron omitiendo el anticuerpo primario. Después de lavar con TF 0.1M 3 veces por
5 minutos, los cortes de tejido se incubaron con el anticuerpo Alexa Fluor 594 con emision de
fluorescencia roja usado en compaiia del GAD diluidos 1:500 en PBS-Triton X-100 0.3 % y BSA 2
% por 2 horas a temperatura ambiente. Los cortes se lavaron 3 veces con TF 0.1 M por 5 minutos, se
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elimind el exceso del TF, se aplicod una gota de Fluoromount® en las placas y se coloco el
cubreobjetos. Una vez seca se sello la placa con esmalte transparente. Las imagenes se realizaron en

un microscopio de Fluorescencia Floid, Cell Imaging Station de Life Technologies.

Analisis morfoldgico cuantitativo

Densidad neuronal (marcador NeuN) en el estriado lesionado con acido quinolinico y

trasplantado con CMMO

La densidad neuronal se calculd utilizando el programa Image J previamente calibrado (206). El
estudio se realizd en 5 imagenes de estriado por cada sujeto experimental, tomadas con la lente
objetiva de 40X en un microscopio confocal FV-1000 (Olympus IX-81). Se contaron las neuronas
conservadas dentro de la imagen. Se consideraron neuronas conservadas las que presentaban un
nucleo distinguible facilmente con morfologia redondeada y citoplasma homogéneo. Se calcul6 la
densidad neuronal, dividiendo el nimero de neuronas entre el drea de la imagen correspondiente
(207). El 4rea total de cada imagen fue de 63022, 435 um’ y el resultado se expresd como neuronas

2
por mm".

Densidad de astrocitos (marcador GFAP) en el estriado lesionado con acido quinolinico y

trasplantado con CMMO

La densidad de astrocitos se calculé utilizando el programa Image J previamente calibrado (206). El
estudio se realizd en 5 imagenes de estriado por cada sujeto experimental, tomadas con la lente
objetiva de 40X en un microscopio confocal FV-1000 (Olympus IX-81). Se contaron los astrocitos
presentes dentro de la imagen. Se tuvieron en cuenta aquellos que fueron distinguibles facilmente por
un contorno definido de su morfologia estrellada. Se calculd la densidad de los astrocitos, dividiendo

el nimero de astrocitos entre el area de la imagen correspondiente (207). El area total de cada
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imagen fue de 63104,333 um? y el resultado se expresé como astrocitos por mm®.

Analisis de los datos

En todos los casos se realizo a los datos la prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnov.
Igualmente se prob6 la homogeneidad de varianzas mediante la Prueba de Levene. En los casos que
no hubo distribucion normal de los datos se utilizaron pruebas no paramétricas. Con vista a conocer
el comportamiento de los grupos, en los diferentes estudios se realizo estadistica descriptiva. La
comparacion de la conducta de giro y habilidad que muestra la rata al utilizar sus extremidades
anteriores para capturar el alimento entre grupos experimentales se evalud por medio de un analisis
de varianza no paramétrica (ANOVA) (prueba de Kruskal Wallis), seguida de una prueba no
paramétrica de comparacion de rangos (Prueba de Dunn). Por su parte estas mismas variables dentro
de los grupos experimentales se evaluaron utilizando la prueba de Wilcoson para datos pareados. La
comparacion entre los grupos experimentales para las variables: distancia recorrida en la barra
(Prueba de la barra transversal), tiempo de exploracion (Prueba de exploracion de objetos) latencia
de escape y numero de cruces (Prueba del laberinto acuatico de Morris) se efectudé por medio de un
analisis ANOVA bifactorial, seguida de una prueba de Tukey. La comparacion de la expresion
relativa de bdnf normalizada a la beta actina, asi como la concentraciéon de BDNF en las estructuras
estudiadas entre los diferentes grupos experimentales se realizé mediante un analisis ANOVA bi y
trifactorial respectivamente, seguida de una prueba de Tukey. La densidad neuronal y astrocitica se
realiz6 mediante un andlisis ANOVA de clasificacion simple, seguida de una prueba de Tukey. Se
trabajo con un nivel de significacion de 0.05 y se procesé toda la informacion recogida mediante el

programa profesional Statistica para Windows, Version 6.0, Copyright Statsoft, Inc. 1993.
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RESULTADOS

Implementacion del modelo de enfermedad de Huntington

1. Modelo de lesién

Volumen de &cido quinolinico de 1,4 pL (112.5 nmol/uL)

La Figura 6A representa un diagrama coronal con la coordenada de la lesion con acido quinolinico.

La Figura 6B, muestra como la inyeccion con acido quinolinico en el estriado derecho provoco la

pérdida parcial de neuronas estriatales que se acompaid de una dilatacion del ventriculo lateral,

caracteristica que se diferencia de lo observado en el estriado contralateral sano. La observacion en

campo claro con la coloraciéon de cresil violeta que tifie los cuerpos de Nissl presentes en el soma y

las dendritas neuronales asi como el nucleo de las células gliales muestra la pérdida de la imagen en

parches caracteristica del estriado (Fig. 6D) cuando se comparo6 con el estriado sano (Fig. 6C). Con

microscopia de fluorescencia, la deteccion inmunohistoquimica de la GFAP demostr6 abundante

gliosis astrocitica (Fig. 6F), cuando fue comparado con el estriado sano (Fig. 6E).

Estudio morfologico de la lesion con acido quinolinico en
el estriado (imagen representativa de n=10). A) Diagrama
coronal que muestra la coordenada de la lesion con acido
quinolinico (G. Paxinos and C. Watson, 2006). B) Corte
coronal de estriado sano y lesionado marcado con una
flecha. C y D estriado sano y lesionado (200x),
respectivamente, con coloracion de cresil violeta. E y F
estriado sano y lesionado (200x), respectivamente, con
inmunopositividad para la GFAP en F. Escala de barra: (50
mcm) para Cy D, y (20 mecm) para Ey F.
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Forma y extension de la lesion: La forma del area lesionada es ovoidal y en ocasiones algo irregular.

El volumen de la lesiéon no abarca la totalidad del estriado, pero ocupa la mayoria del mismo. El
nlcleo estriado se extiende desde la coordenada +2.2 hasta -3.8 con respecto a Bregma en sentido
anteroposterior, lo que abarca una extension en este eje de 6 mm aproximadamente. Para el volumen
de 1,4 puL de acido quinolinico la lesion se extendio 3.6 mm en sentido anteroposterior localizdndose
en los nucleos caudado y putamen, con extension a areas adyacentes tanto de tipo gabaérgico, como
no gabaérgico. Las areas extraestriatales afectadas fueron: corteza frontal parietal, claustrum, nicleo

endopiriforme, globo palido y 4reas talamicas.

Volumen de &cido quinolinico de 1,2 pL (112.5 nmol/uL)

La reducciéon del volumen de acido quinolinico empleada a 1,2 pL se realizé con el objetivo de
reducir el dafno extraestriatal. Las caracteristicas de la lesion para el volumen de 1,2 pL de acido
quinolinico se corresponden en general con las descritas en la primera etapa para 1,4 pL de acido
quinolinico, diferencidndose en la extension de la lesion. En este caso la extension anteroposterior
promedio de la lesion fue de 3.0 mm y se observo menor afectacion de las areas extraestriatales,
danandose en algunos casos claustrum, nucleo endopiriforme, globos palido, no asi palido ventral y

las areas talamicas.

Finalmente, se seleccion6 el volumen de 1,2 uL de 4cido quinolinico para lesionar el estriado,

teniendo en cuenta la menor afectacion de las areas extraestriatales.
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2. Células mononucleares de la médula 6sea de rata para el trasplante en el modelo de lesion por

acido quinolinico

Obtencion, aislamiento, marcaje y caracterizacién inmunofenotipica de las CMMO

El panel I de la Figura 7 muestra el estudio inmunocitoquimico, el cual permitié detectar de manera
especifica las proteinas de superficie celular en las CMMO. Las células fueron inmunopositivas para
los marcadores (CD34; CD38; CD45 y CD90) (Fig. 7 C, D, E y F). En la Figura 7A, se muestra la
suspension de células marcadas con bisbenzimida que fue utilizada en el trasplante; en todos los
casos la viabilidad celular estuvo por encima del 97%. Para cada marcador se utilizo el
correspondiente control negativo (Fig.7B). El panel II de la Figura 7 muestra el valor promedio del
porcentaje de células positivas para cada uno de los antigenos de superficie celular, indicando la
contribucion que aporta cada marcador al porciento general dentro de la caracterizacion
inmunofenotipica realizada: CD34= 19.33%, CD38=20.80%, CD45=17.27%, y CD90=23.52%. Este
estudio demuestra la presencia de células portadoras de marcadores de células madre adultas en la
médula d6sea y la expresion de la heterogeneidad de los antigenos de superficie presentes en las

células de interés.

La Figura 7. Muestra la caracterizacion inmunocitoquimica de células mononucleares de médula

Osea utilizadas para el trasplante en el modelo de inyeccion por 4cido quinolinico.
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Figura 7. Caracterizacion inmunocitoquimica de células mononucleares de médula 6sea (CMMO) utilizadas
para el trasplante en el modelo de lesion por inyeccion de acido quinolinico (AQ). Panel I: A) CMMO
marcadas con bisbenzimida, que muestra la alta viabilidad de las células; B) Control negativo (carece de
anticuerpo primario), C) células CD34-positiva; (Dilucion 1:40, DAKO) D) células CD38-positiva; (Dilucion
1:200, DAKO) E) células CD45-positiva; (Dilucion 1:50, DAKO) y F) células CD90-positiva; (Dilucion
1:20, DAKO). Panel 11: Se representa la media + la desviacion estandar del porcentaje de células positivas
para los marcadores CD34, CD38, CD45, y CD90.

3. Establecimiento de la concentracion de CMMO para el trasplante

La Figura 8A representa un diagrama de un corte coronal del estriado con las coordenadas del
trasplante. Para la concentracion de 100 000 células totales (Fig. 8B), la observacion al microscopio
optico de fluorescencia evidencio6 la supervivencia de las células trasplantadas las cuales mostraron
un nucleo azul fluorescente. En general, las células se dispusieron linealmente en torno al area del
trazo de la aguja de inyeccion, y se observé la unidon en sentido vertical de los dos depositos de
inyeccion. Esta concentracion favorecid que las células marcadas se distribuyeran en el tejido

estriatal circundante sin que apareciera una disposicion en halo que supusiera la muerte de las células
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centrales. Ademas, hubo muy buena definicion celular, sin que se formaran agregados o “paquetes”
de células y fue muy baja la respuesta inflamatoria asociada al area de trasplante. Para las
concentraciones de 200 000 (Fig. 8C) y 300 000 (Fig. 8D) células totales se aprecid una respuesta
inflamatoria abundante asociada al 4area del trasplante dado por la presencia de macréfagos
dispuestos como un cordon a lo largo de esta area. Ademas existid muy poca definicion de célula a

célula, las cuales en ocasiones formaban agregados celulares.

La Figura 8 muestra el trasplante de CMMO en el estriado lesionado con acido quinolinico con las

concentraciones celulares utilizadas.

Figura 8. Trasplante de CMMO en el estriado lesionado con acido quinolinico. A) Diagrama coronal que
muestra las coordenadas del trasplante en el modelo de lesion con acido quinolinico (G. Paxinos and C.
Watson, 2006). B) Trasplante con una concentracion de 100 000 células totales. C) Trasplante con una
concentracion de 200 000 células totales y D) Trasplante con una concentracion de 300 000 células totales.
Escala de barra (5 mcm).
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4. Estudio de supervivencia de las CMMO

La Figura 9 muestra la suspension de CMMO marcadas con bisbenzimida que fue usada para evaluar
la viabilidad de las células trasplantadas en diferentes tiempos después del trasplante. Las células
mantuvieron una viabilidad por encima del 90%, lo que fue demostrado al realizar el conteo celular
en camara de neubauer con solucion de tripam azul. Al microscopio se pudo observar la presencia de

células con nucleos brillantes (Fig. 9). El ajuste de la concentracion celular final alcanzo6 un valor de

50 x 10° células/pl.

Figura 9. Células mononucleares de médula Osea
marcadas con bisbenzimida (Reactivo de Hoechst
33258, 20x), Estas células se trasplantaron en el
estriado lesionado con acido quinolinico. Las células
viables son las portadoras de un nucleo fluorescente
azul.

La Figura 10 muestra el estudio de la supervivencia de las células trasplantadas en el modelo de
lesion con acido quinolinico. Las células trasplantadas se analizaron en diferentes tiempos; desde 10
hasta 365 dias después del trasplante. La Figura 10A muestra un diagrama modificado tomado del
atlas de Watson y Paxinos representativo de un corte a nivel de la comisura blanca anterior, lugar de
referencia para los cortes que se exponen. La Figura 10B muestra el estriado control. Las Figuras 10
de la C a la I muestran la presencia de las células trasplantadas en los diferentes tiempos analizados.
Con este resultado se demuestra que las células trasplantadas en el estriado lesionado con acido

quinolinico tienen una supervivencia en el tejido hospedero por un periodo de hasta un afo.
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Figura 10. Estudio de supervivencia celular. Estriado trasplantado con células mononucleares de médula 6sea
(CMMO) marcadas con bisbenzimida (reactivo de Hoechst 33258). A) Diagrama coronal que muestra la

-

comisura blanca anterior (G. Paxinos and C. Watson, 1998) usada como referencia del nivel de corte. B)
Estriado control. C), D), E), F), G), H) e I) representan el estriado de ratas sacrificadas 10, 30, 45, 60, 90, 180
y 365 dias después del trasplante respectivamente. Escala de barra (25 mem).

Pruebas conductuales

Actividad rotatoria inducida por D-anfetamina

Durante la etapa de establecimiento de las condiciones para el trasplante de CMMO en el modelo de
lesién con acido quinolinico, 7 dias después de la inyeccion intracerebral de esta neurotoxina y 30
dias después de realizado el trasplante de CMMO se evalud la conducta de giro que induce la D-
anfetamina (5 mg/kg intraperitoneal) en todos los grupos experimentales, incluido el grupo control

Sano.

En el estudio pretrasplante la conducta de giro con D-anfetamina mostr6 un incremento significativo
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(H,40=24,071; p< 0,05) en el grupo de ratas de lesion con acido quinolinico, en comparacion con el
grupo control sano (Fig.11A). La comparacion de la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina en
el estudio posterior al trasplante revel6 diferencias entre los grupos experimentales (H3 40=29,011;
p<0,05) (Fig.11B). Estas diferencias respondieron a una disminucion significativa en el
comportamiento de esta variable en el grupo de lesion con acido quinolinico y trasplantado con
CMMO (TpCMMO) con respecto a los grupos de lesion con acido quinolinico (LAQ) y de lesion
con 4cido quinolinico y trasplante con vehiculo DMEM (TpDMEM). El grupo TpCMMO mostrd

valores de actividad rotatoria estadisticamente similares al grupo control sano.
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Figura 11. Actividad rotatoria inducida por D-Anfetamina antes y después del trasplante de CMMO entre los
grupos experimentales. Letras diferentes indica la diferencia estadistica significativa antes (Fig. 11A) y
después (Fig. 11B) del trasplante de CMMO encontradas en el analisis de varianza no paramétrico (ANOVA)
(prueba de Kruskal Wallis, p<0,05), seguida de una prueba no paramétrica de comparacion de rangos (Prueba
de Dunn). (Ratas por grupo, n=10). Los datos expresan la media + error estandar de la media; (EEM). LAQ:
lesion con acido quinolinico; CMMO: células mononucleares de médula 6sea; TpCMMO: ratas lesionadas
con acido quinolinico y trasplantadas con CMMO; TpDMEM: ratas lesionadas con acido quinolinico y
trasplantadas con vehiculo (DMEM).

Por otra parte la comparacion de esta variable dentro del grupo de lesion con acido quinolinico y
trasplantado con CMMO, antes y después del trasplante, reveld una disminucidon estadisticamente
significativa en el comportamiento de la misma (Z(20=2,803; p<0.05) después del trasplante
(Fig.12).
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Figura 12. Actividad rotatoria inducida por D-Anfetamina antes y después del trasplante de CMMO dentro de
cada grupo experimental, (ratas por grupo, n=10). El asterisco indica la diferencia estadistica significativa
antes y después del trasplante de CMMO en el analisis de comparacion de medias después de utilizar la
prueba de Wilcoson para datos pareados (p< 0.05). Los datos expresan la media + error estdndar de la media;
(EEM). LAQ: lesion con acido quinolinico; CMMO: células mononucleares de médula 6sea; TpCMMO: ratas
lesionadas con acido quinolinico y trasplantadas con CMMO; TpDMEM: ratas lesionadas con acido
quinolinico y trasplantadas con vehiculo (DMEM).

Prueba de las habilidades motoras de las extremidades anteriores

En el estudio pretrasplante se evidencié que el grupo de lesion con dcido quinolinico dejo un numero
significativamente mayor de alimentos residuales con respecto al grupo control sano para ambas
extremidades anteriores [Extremidad anterior derecha: (H 40=24,301; p< 0,05); Extremidad anterior
izquierda: (H3 40=21,442; p< 0,05)]; (Fig.13A y Fig.13B, respectivamente).

En la etapa postrasplante, las habilidades motoras de las extremidades anteriores mostraron
diferencias significativas entre los grupos experimentales para ambas extremidades [Extremidad
anterior derecha: (H(340=26,719; p< 0,05); Extremidad anterior izquierda: (Hg40) =26,827; p<
0,05)]; (Fig.13C y Fig.13D, respectivamente). Estas diferencias obedecieron a que el grupo con
trasplante de CMMO dejé un nimero significativamente menor de alimentos residuales en la
escalerilla de la caja experimental con respecto a los grupos de lesion con acido quinolinico y

trasplante con vehiculo DMEM. No se apreciaron diferencias significativas entre el niimero de
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alimentos residuales dejados por el grupo de trasplante de CMMO vy el grupo control sano.
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Figura 13. Evaluacion de las habilidades motoras de las extremidades anteriores. Derecha (Fig.13 Ay C) e
izquierda (Fig.13 B y D) antes y después del trasplante de CMMO. Las letras en la parte superior de grafico
indican la diferencia estadistica significativa entre los grupos en el analisis de varianza no paramétrico
(ANOVA) (prueba de Kruskal Wallis, p<0,05), seguido de una prueba de comparacion de rangos (Prueba de
Dunn). Los datos son expresados como la media = EEM (ratas por grupo, n=10). LAQ: ratas lesionadas con
acido quinolinico; TpPCMMO: ratas lesionadas con acido quinolinico y trasplantados con CMMO; TpDMEM:
ratas lesionados con acido quinolinico y trasplantadas con vehiculo (DMEM).

Por su parte, la comparacion sélo dentro del grupo de ratas con lesion de acido quinolinico y
trasplante de CMMO antes y después del trasplante reveld una disminucién significativa del nimero
de alimentos residuales dejados por la ratas después del trasplante de CMMO en ambas extremidades
anteriores [Wilcoxon, Extremidad anterior derecha: (Z 20=2,665; p< 0,05); Extremidad anterior

izquierda: (Z(120=2,803; p< 0,05)], (Fig. 14 Ay B).
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Figura 14. Evaluacion de las habilidades motoras de la extremidad anterior derecha (Fig. 14A) e izquierda
(Fig. 14B) antes y después del trasplante de CMMO en cada grupo experimental. El asterisco indica la
diferencia estadistica significativa antes y después del trasplante de CMMO en el analisis de comparacion de
medias después de utilizar la prueba de Wilcoson para datos pareados (p< 0.05). Los datos son expresados
como la media = EEM (ratas por grupo, n=10). LAQ: ratas lesionadas con acido quinolinico; TpCMMO: ratas
lesionadas con AQ y trasplantados con células mononucleares de médula 6sea; TpDMEM: ratas lesionados
con AQ y trasplantados con vehiculo (DMEM).

Las pruebas conductuales descritas hasta aqui fueron utilizadas en la etapa de estandarizacion del
modelo de lesion con acido quinolinico y el trasplante de CMMO. Para la etapa de evaluacion
funcional del trasplante de CMMO se utilizdé un conjunto de pruebas conductuales que incluyo

ensayos de evaluacion motora y cognoscitiva cuyos resultados se describen a continuacion.

Prueba de la Barra Transversal

La prueba de la barra transversal evalua el equilibrio y la coordinacion motora de la rata cuando
disminuye la superficie de apoyo. Este paradigma conductual se evalu6 30 dias después del
trasplante de CMMO. El ANOVA bifactorial (Grupos x Barras) reveld que ambos factores tienen

influencia significativa sobre la distancia recorrida por el sujeto experimental en la barra.

La comparacion entre grupos reveld una disminucion significativa de la distancia recorrida por las

ratas a medida que se incrementa la dificultad de la tarea motora (F 167=8.52, p<0.05). En este
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sentido el grupo de ratas sanas mostrd las mayores distancias recorridas y los grupos de lesion con
acido quinolinico y trasplante con vehiculo DMEM mostraron las menores distancias. El grupo de
trasplante de CMMO presentd un comportamiento intermedio, sin diferir estadisticamente ni del

grupo de lesion con dcido quinolinico ni del grupo sano (Fig.15).

Por su parte la comparacion entre BARRAS revel6 diferencias significativas con menores distancias
recorridas por las ratas en las barras con forma circular (F3,167=6.16, p<0.001). La interaccion entre
ambos factores (GRUPOxBARRA), revel6 diferencias significativas (F(9,167=5.58, p<0.001) entre el
grupo control y los grupos lesionados en todas las condiciones excepto en la barra cuadrada grande

(Fig.15).
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Figura 15. Prueba de la barra transversal. La prueba incluy6 cuatro tipos diferentes de barras: barra cuadrada
grande (BCQ); barra cuadrada pequena (BCP); barra redonda grande (BRG); barra redonda pequeiia (BRP).
El grafico representa la distancia recorrida sobre cada barra entre los diferentes grupos experimentales. Las
letras diferentes en la parte superior del grafico corresponden a diferencias estadisticas entre los grupos en el
analisis de comparacion de medias después del ANOVA bifactorial (Prueba de Tukey, p<0.05). Los datos son
expresados como la media £+ EEM (ratas por grupo, n=10). LAQ: lesion con acido quinolinico. TpCMMO:
ratas lesionadas con acido quinolinico y trasplantadas con células mononucleares de medula 6sea. TpDMEM:
ratas lesionadas con acido quinolinico y trasplantadas con vehiculo (DMEM).
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Prueba de Reconocimiento de Objetos

Esta prueba cognoscitiva esta basada en la tendencia espontanea de los animales a pasar mas tiempo
explorando un objeto nuevo que uno que le resulta familiar. Este paradigma conductual se evalué 30
dias después del trasplante de CMMO. En el primer dia de ejecucion todos los grupos emplearon un
tiempo estadisticamente similar en explorar los dos objetos presentados (Fig.16A), los cuales eran
idénticos (F34=0,91969, p>0.05). Sin embargo, se pudo apreciar una tendencia a que las ratas
lesionadas emplearan menos tiempo en explorar los objetos en comparacion con los controles. Las
ratas trasplantadas con CMMO vy las tratadas con vehiculo DMEM mostraron un tiempo de
exploracion estadisticamente similar a la de los controles. En el segundo dia de la prueba (Fig.16B)
se apreciaron diferencias significativas entre grupos en el tiempo de exploracion del nuevo objeto
(F3.41=4,84746, p<0.05). Estas diferencias estan relacionadas con una disminucion significativa del
tiempo de exploracion en el grupo de lesion con 4cido quinolinico (F3,172=9,9042, p<0.05) con
respecto al grupo control sano y trasplantado con CMMO. Los animales tratados con vehiculo

(DMEM) mostraron cierto grado de recuperacion en el reconocimiento del nuevo objeto.
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Figura 16. Prueba de reconocimiento de objetos. En el primer dia de la prueba (A) los sujetos experimentales
fueron presentados a dos objetos similares en tamafio, forma y color. En el segundo dia de la prueba (B) los
sujetos experimentales fueron presentados a un objeto familiar unido a un objeto nuevo, diferente en tamaio,
forma y color. Los datos son expresados como la media £ EEM (ratas por grupo, n=10). Las diferencias
estadisticas entre los grupos corresponden con el analisis de comparacion de medias después del ANOVA
bifactorial (Prueba de Tukey, p<0.05). LAQ: lesiéon con acido quinolinico. TpCMMO: ratas lesionadas con
acido quinolinico y trasplantadas con células mononucleares de médula 6sea. TpDMEM: ratas lesionadas con
acido quinolinico y trasplantadas con vehiculo (DMEM).

Laberinto Acuético de Morris

La Figura 17 muestra los resultados de la prueba de memoria espacial, que fue realizada 30 dias
después del trasplante de CMMO. La latencia de escape mostr6é una reduccion progresiva siguiendo
un comportamiento que describe una curva asintética en todos los grupos experimentales sin que se
observaran diferencias estadisticamente significativas entre los grupos durante la prueba de
adquisicion (F(i5252=1,1091, p=0,34339) (Fig. 17A). Sin embargo, en la prueba de retencion (Fig.
17B) se detectaron diferencias estadisticamente significativas (F342=9,1577, p<0.001) entre el grupo
lesionado y trasplantado con vehiculo (DMEM), cuando fueron comparados con el grupo control y

trasplantado con CMMO.
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Figura 17. Prueba del laberinto acuatico de Morris. A) Efectos del trasplante de CMMO en el ensayo de
adquisicion (con plataforma). B) Efectos del trasplante de CMMO en el ensayo de retencion (sin plataforma).
Los datos son expresados como la media = EEM (ratas por grupo, n=10). Las diferencias estadisticas entre
los grupos corresponden con el analisis de comparacion de medias después del ANOVA bifactorial (prueba de
Tukey, p<0.05). B: bloques de latencia por dia. LAQ: lesion con acido quinolinico. TpCMMO: ratas
lesionadas con acido quinolinico y trasplantadas con células mononucleares de médula 6sea. TpDMEM: ratas
lesionadas con acido quinolinico y trasplantadas con vehiculo (DMEM).

Estudios moleculares

Expresion génica de BDNF por RT-PCR

La Figura 18 muestra el efecto del trasplante de células mononucleares de médula dsea sobre la
expresion del bdnf en la corteza cerebral y el estriado que se midi6 30 dias después del trasplante de
CMMO, por RT-PCR en todos los grupos experimentales. Un ANOVA bifactorial demostré que el
factor GRUPO tiene una influencia significativa (F;324=4,2921, p < 0.05) en el porcentaje de
expresion de bdnf tanto en la corteza cerebral como en el estriado. En la corteza cerebral el
porcentaje de expresion de bdnf evidencié un aumento significativo en el grupo de trasplante de
CMMO con respecto a los restantes grupos (p < 0.05). Por su parte en el estriado el grupo
trasplantado con CMMO mostr6 diferencias significativas con respecto a los grupos lesionados (p<

0.05), manteniendo un comportamiento estadisticamente similar al grupo control.

79



CAPITULO IV: RESULTADOS

3 SANO

&= LAQ .
Corteza Estriado
200+ E= TpDMEM

i
. TpCMMO B-Actinai‘

b i |
o
b ;
a a a

LAQ+TpCMMO
CORTEZA ESTRIADO

150+

b

100+ a

Expresion relativa de bdnf
normalizada a la beta actina (%)

Figura 18. Efecto del trasplante de células mononucleares de médula 6sea (CMMO) sobre la expresion génica
del factor neurotréfico derivado del cerebro (bdnf) en la corteza cerebral y el estriado, expresada como
porcentaje de B-actina. Las letras en la parte superior del grafico corresponden a las diferencias estadisticas
entre los grupos detectadas en el analisis ANOVA bifactorial (Prueba de Tukey, p < 0,05). A la derecha se
muestra el estudio electroforético para el grupo de trasplante de CMMO. LAQ: lesion con acido quinolinico.
TpCMMO: lesion con acido quinolinico y trasplante de células mononucleares de medula 6sea. TpDMEM:
lesion con acido quinolinico y trasplante con vehiculo (DMEM).

Cuantificacion de la proteina de BDNF por Ensayo Inmuno Enzimatico

La Figura 19 muestra el efecto del trasplante de células mononucleares de médula dsea sobre las
concentraciones del BDNF en la corteza cerebral y el estriado, las que fueron evaluadas 30 dias
después del trasplante de CMMO. El ANOVA trifactorial (Grupo, Estructura y Lado) demostré que
existen diferencias significativas entre ambos hemisferios (F(,133=6.2568, p<0.05), entre grupos
experimentales (F4,113=103.1874, p< 0.05); y no entre las estructuras estudiadas, corteza cerebral y
estriado (F(1,113y=0.5763, p>0.05). No se observaron interacciones significativas entre estos tres
factores, ni considerados en pares ni en conjunto (F(;,113=0.8995, p>0.05). Las diferencias entre
lados, resultaron esperadas dada la naturaleza unilateral del modelo que trabajamos. En relacion con
las diferencias entre los grupos experimentales, el estudio demostr6 que la lesion con acido
quinolinico, redujo significativamente las concentraciones de BDNF en ambas estructuras de interés
(Fig. 19). La inyeccion con vehiculo (DMEM) no modificé de forma significativa estos valores, sin

embargo, el trasplante de CMMO indujo una recuperacion de los niveles de BDNF hasta ser
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similares al grupo sano y estadisticamente diferente de los grupos con lesion sin trasplante de

CMMO. Este comportamiento se aprecio tanto en la corteza cerebral (Fig. 19A) como en el estriado

(Fig.19B).
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Figura 19. Efecto del trasplante de células mononucleares de médula dsea sobre las concentraciones del factor
neurotrofico derivado del cerebro (del inglés Brain Derived Neurotrophic Factor; BDNF) en muestras de
tejido cerebral de ratas. (A) Corteza cerebral y (B) Estriado. Las letras en la parte superior del grafico
corresponden a las diferencias estadisticas entre los grupos detectadas en el analisis ANOVA trifactorial
(Prueba de Tukey, p < 0,05). Los datos expresan la media + error estandar de la media; (EEM). Letras
comunes: indican que no hay diferencias significativas; letras diferentes indican diferencias significativas.
LAQ: lesiéon con acido quinolinico. TpCMMO: lesion con acido quinolinico y trasplante de células
mononucleares de medula 6sea. TpDMEM: lesion con acido quinolinico y trasplante con vehiculo (DMEM).

Estudios morfoldgicos

ESTUDIO HISTOLOGICO

Cresil Violeta

En la Figura 20 se muestra un corte coronal de estriado que permitié la inspeccion general de la
morfologia de esta estructura en diferentes condiciones usando la coloracion de cresil violeta. La

Figura 20A muestra la distribucion normal de las células en esta region. La lesion con &acido
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quinolinico redujo drasticamente la densidad celular (Fig.20B), situacién que permanece sin cambios
después de la inyeccion del vehiculo (DMEM) (Fig.20C). En el grupo de trasplante con CMMO en el
estriado (Fig.20D) la distribucion celular es similar a la observada en el estriado del grupo control

Sano.

Figura 20. Distribucion de células en el estriado con coloracion bésica de cresil violeta. El corte coronal del
estriado derecho (20x), muestra la citoarquitectura general del estriado de ratas lesionadas con acido
quinolinico y trasplantadas con células mononucleares de medula 6sea. A) estriado sano, B) estriado lesionado
con acido quinolinico, con pérdida neuronal C) estriado lesionado con acido quinolinico e inyeccion del
vehiculo (DMEM), que constituye el grupo control del trasplante con signos de dafio neuronal. D) estriado
derecho lesionado con acido quinolinico y trasplante de células mononucleares de médula 6sea (CMMO), con
una estructura semejante a la observada en el estriado sano. Escala de barra (25 mcm).

ESTUDIOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Marcador glial: Glial Fibrilar Acid Protein (GFAP)

GFAP + Fluoro Jade-C (FJC)+ DAPI

El estudio inmunohistoquimico se realizd 2 meses después del trasplante de CMMO o medio de

cultivo DMEM. El resultado mostr6 una intensa reactividad para la GFAP, determinado por un
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aumento de la gliosis astrocitica en el estriado de los grupos lesionados con 4cido quinolinico y
trasplantados con vehiculo (DMEM) (Fig.21A). Es notable que estos grupos mostraran ser positivos
para el fluorojade C, que marca de forma selectiva neuronas en degeneracion. La inmunopositividad
para la GFAP fue menos intensa o nula en el estriado del grupo sano y en el grupo de trasplante de
CMMO, que interesantemente mostrd ser negativo para el Fluorojade C. Las ratas lesionadas con
acido quinolinico y las trasplantadas con el vehiculo DMEM mostraron evidencia de una intensa
degeneracion, que no fue corroborada en los sujetos sanos ni en los trasplantados con CMMO. La
coloracion con DAPI fue utilizada para marcar todos los ntcleos celulares independientemente del
tipo celular que se tratara, dada su habilidad de integrarse al ADN del ntcleo de todas las células en
general. En el panel unido a la derecha, para los grupos lesionados con acido quinolinico se muestra
una mayor coexpresion de los nicleos con GFAP, DAPI y el Fluorojade C. En la Figura 21B se
muestra un aumento estadisticamente significativo (F396=49,468, p< 0.05); de la densidad de
astrocitos en los grupos lesionados con acido quinolinico y trasplantados con vehiculo (DMEM)

cuando se comparan con el grupo control sano y el grupo trasplantado con CMMO (Fig.21B).

83



CAPITULO IV: RESULTADOS

A) GFAP FIC DAPI UNIDO
SANO -
- -
. -
TFCJCIMMO-
400+
B) . b b
"E 3004
E
@
o
g 2004
7
3
< 1004 -
O R
0 T T
c:fé\o \3‘(}

Figura 21. Inmunohistoquimica para GFAP, Fluorojade C y DAPI. A) Las imagenes muestran una intensa
reactividad para la GFAP y positividad para el Fluorojade-C en los grupos de lesion con acido quinolinico
cuando se comparan con el grupo sano y trasplantado con CMMO. Aparecen los nicleos fluorescentes azules
con coloracion DAPI y en el panel unido se muestra la superposicion de los nticleos con el marcador GFAP
sefialando el sitio de degeneracion celular. B) La grafica muestra la densidad de astrocitos por mm®. Las letras
en la parte superior del grafico corresponden a las diferencias estadisticas entre los grupos detectadas en el
analisis ANOVA (Prueba de Tukey, p < 0,05). LAQ: lesioén con acido quinolinico. TpCMMO: lesiéon con
acido quinolinico y trasplante de células mononucleares de medula 6sea. TpDMEM: lesion con acido
quinolinico y trasplante con vehiculo (DMEM). Escala de barra (40 mcm).
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Marcador Neuronal: Neuronal Nucleous (NeuN)

NeuN + Fluoro Jade-C (FJC)+ DAPI

La determinacion del marcador neuronal NeuN, mostro reactividad positiva en los grupos sano y de
trasplante con CMMO (Fig. 22A). En contraste, estos grupos se mostraron negativos para la
coloracion con Fluorojade C. El grupo de lesion con acido quinolinico y el grupo trasplantado con
vehiculo DMEM no mostraron reactividad para el marcador NeuN, lo que indica una disminucion en
el nimero de neuronas y por consiguiente la ocurrencia de muerte neuronal. Este resultado se
complementa con la presencia de inmunopositividad a Fluorojade C en estos dos grupos
experimentales. En el panel unido a la derecha con coloracion DAPI, se muestra una mayor presencia
de cuerpos neuronales positivos a la superposicion del NeuN en los grupos sano y trasplantado con
vehiculo DMEM, sugiriendo la presencia de células que pudieran diferenciarse a un fenotipo neural.
En la Figura 22B se muestra un aumento estadisticamente significativo (F395=313.05, p< 0.05); de
la densidad neuronal en el grupo trasplantado con CMMO cuando se compara con los grupos
lesionados con acido quinolinico y trasplantado con vehiculo DMEM, manteniendo un

comportamiento estadisticamente similar al grupo control sano (Fig.22B).
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Figura 22. Inmunohistoquimica para NeuN, Fluorojade C y DAPI. A) Las imagenes muestran una reactividad
positiva en los grupos control y de trasplante con CMMO para el marcador NeuN, y negatividad para el
colorante Fluorojade C, cuando se comparan con los grupos de lesion. B) La grafica en B muestra la densidad
de neuronas por mm’. Las letras en la parte superior del grafico corresponden a las diferencias estadisticas
entre los grupos detectadas en el analisis ANOVA (Prueba de Tukey, p < 0,05). LAQ: lesion con acido
quinolinico. TpDMEM: lesion con acido quinolinico y trasplante con vehiculo (DMEM). TpCMMO: lesion
con acido quinolinico y trasplante de células mononucleares de medula 6sea. Escala de barra (40 mcm).
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Marcador gabaérgico: Descarboxilasa del Acido Glutamico (GAD)

Descarboxilasa del Acido Glutamico

El estudio inmunohistoquimico para la GAD, marcador de neuronas gabaérgicas, mostré reactividad
positiva en el grupo control sano y el grupo de trasplante con CMMO (Fig. 23). Los grupos de lesion
con acido quinolinico y el grupo trasplantado con vehiculo DMEM no mostraron reactividad para el
marcador GAD, indicando en ellos la pérdida de neuronas gabaérgicas de talla mediana en el estriado

lesionado con 4cido quinolinico (Fig. 23).

SANO LAQ TpDMEM TpCMMO

Figura 23. Efectos del trasplante de CMMO sobre la pérdida de neuronas gabaérgicas estriatales, estudiadas
con Inmunohistoquimica para GAD, (20x). CMMO: células mononucleares de médula 6sea. LAQ: lesion con
acido quinolinico. TpDMEM: lesioén con acido quinolinico y trasplante con vehiculo (DMEM). TpCMMO:
lesion con acido quinolinico y trasplante de células mononucleares de medula 6sea. Escala de barra (20
mcm).
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DISCUSION

I. Implementacién del modelo de enfermedad de Huntington

La infusién intracerebral de acido quinolinico produce cambios morfologicos y bioquimicos en las ratas
que remedan lo observado en los cerebros de pacientes con enfermedad de Huntington, es por ello que,
en la busqueda de modelos para el estudio de esta enfermedad, se haya planteado la hipdtesis de que esta
neurotoxina interviene en su patogenia (126). La lesion tisular producida por el acido quinolinico,
constituye el mejor modelo de toxicidad del glutamato que se conoce hasta el presente (54). Este hecho
se atribuye al tipo de dafio neuronal que produce el acido quinolinico, ya que provoca una lesion
selectiva de las neuronas gabaérgicas de talla media, asi como una disminucion significativa de las
concentraciones de GABA, sustancia P, somatostatina y neuropéptido Y (126;208). Cuando se inyecta
acido quinolinico en el parénquima cerebral, su difusion produce un gradiente de lesidon en el que se
definen tres areas: una inmediatamente alrededor de la inyeccion que se caracteriza por gliosis intensa, y
deplecion indiscriminada de todas las neuronas (126;209), seguida de un area de gliosis con pérdida
neuronal parcial, que constituye una zona de transicion, y periféricamente una region en la cual las

neuronas aparecen sin ninguin dafio (132).

1. Modelo de lesion

En la fase inicial de nuestro experimento se utilizaron dos volimenes diferentes de acido quinolinico,
para lesionar el estriado: 1,4 uL y 1,2 uL. Los dos voliimenes se trabajaron a una concentracion de acido
quinolinico de 112.5 nmol/uL, lo que se encuentra en el rango reportado en la literatura (210;211).
Ambos volumenes provocaron pérdidas neuronales que abarcaron, aunque no en su totalidad, una gran
parte del estriado. En nuestro estudio se corrobord que la lesion estriatal con acido quinolinico induce
una marcada degeneracion neuronal en el estriado, acompanado por una gliosis de grado variable en
dependencia del volumen de 4cido quinolinico utilizado, que pudo ser evidenciada por la pérdida de la
imagen definida en parches de esta estructura y por la alta reactividad en la expresion de la GFAP. En
las ratas lesionadas con &cido quinolinico esta marcada gliosis aparece no solo en el estriado, sino
también en otras areas muy similares a las que se reportan en la literatura, como la amigdala, septum,
hipotalamo, y el globo palido entre otras (126). Este hecho también se reporta por otros autores (212),

que describen ademas hipertrofia e hiperplasia de las microglias y los astrocitos, unido a la pérdida
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neuronal (213).

Para las siguientes etapas de nuestro estudio, se seleccion6 el volumen de 1,2 pL. Se escogid este
volumen de acido quinolinico teniendo en cuenta que con el se induce una lesion en el nucleo estriado,
similar en amplitud a la observada con el volumen de 1,4 uL, pero con una menor afectacion de los
tejidos vecinos. La efectividad de la lesién con acido quinolinico pudo ser evaluada a través de los
estudios conductuales realizados que demostraron un aumento significativo de la actividad rotatoria
inducida por D-anfetamina en correspondencia con las ratas que mostraron mayor extension de la lesion

estriatal.

En conclusion, los estudios iniciales para introducir un modelo de enfermedad de Huntington mostraron
que la inyeccion de 4cido quinolinico (volumen: 1,2ul) fue capaz de provocar una lesion del estriado
analoga a la que produce la enfermedad, con una menor afectacion de estructuras extraestriatales, debido

a que en este volumen la cantidad de acido quinolinico fue menor.

2. CMMO de rata para el trasplante en el modelo de lesion por acido quinolinico

Obtencidn, aislamiento, marcaje y caracterizacion inmunofenotipica de las CMMO

La médula 6sea es una fuente importante de células mononucleares que pueden ser utilizadas con un alto
grado de confiabilidad para el trasplante celular en aquellas enfermedades donde se haya demostrado
que ellas juegan un papel fundamental en la regeneracion del tejido dafiado. Estas células constituyen
una fuente alternativa para ser empleadas en el trasplante de pacientes con enfermedades neurologicas.
En nuestro estudio las CMMO fueron obtenidas, aisladas y marcadas con bisbenzimida, utilizando
métodos sencillos, lo cual indica que existe una forma de acceder a ellas relativamente facil. La muestra
de médula 6sea obtenida directamente del fémur de las extremidades traseras de la rata, contiene las

células mononucleares.

Existen marcadores de superficie especificos que caracterizan a la poblacion de las células de la médula
osea. Estas células pueden expresar un espectro de marcadores de etapas tempranas y otros que estan
sujetos al estado de diferenciacion celular; los antigenos de superficie aparecen y desaparecen en un
periodo determinado del desarrollo evolutivo, lo que hace que su inmunofenotipo sea mucho mas

complejo (214;215). En este trabajo se evidencid porcentajes de células positivas para los marcadores
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CD34, CD38, CD45 y CD90, que se encuentran en el rango de lo reportado por otros autores (214;215).
El hecho de que no todas las células hayan sido portadoras del mismo marcador, indica la existencia de
lineas celulares diferentes, que estan formando parte de la muestra en estudio. Esta heterogeneidad

celular explicaria la positividad para diferentes marcadores lo cual no difiere con lo reportado por otros

autores (216-220).

Durante varios afios se considerd que las células madre hematopoyéticas eran las Uinicas células de la
médula 6sea con capacidad regenerativa. Sin embargo, hoy se sabe que la composicion de la médula
Osea es diversa, ya que se ha identificado un grupo heterogéneo de células madre adultas que incluyen
ademas de las hematopoyéticas y mesenquimales, la denominada poblacion lateral (221), y las células
progenitoras adultas multipotentes, entre otras (222). Nuestro estudio apoya el concepto actual de la
diversidad de las poblaciones de células madre adultas existentes en la médula odsea, pues la
identificacion de los antigenos CD34, CD38, CD45, y CD90 fue posible en todos los casos, y los
mismos representan subclases de poblaciones existentes, en diferentes estadios de diferenciacion. Este
resultado no fue obtenido de lineas celulares separadas, sino que se calculd sobre la base de una
suspension celular en la cual habia una mezcla de todas estas poblaciones celulares. Lo que indica que al
porcentaje general de cada marcador esté contribuyendo el aporte individual de cada una de las
subpoblaciones celulares que porte el marcador correspondiente. Al mismo tiempo, la posibilidad de que
no todas las células hayan sido positivas para un marcador, significa que hay células en diferentes
estadios de diferenciacion, o que este grupo de células corresponde a una subpoblacion celular diferente,
como las células progenitoras multipotenciales adultas, que pertenecen también a la poblacion de células
que forman parte de la médula 6sea. Asimismo, que el porcentaje de positividad de un marcador dado,
representa a mas de un tipo celular, pues se conoce que varias de estas células son portadoras de un

mismo marcador de superficie que las identifica (223).

Generalmente, muchas son las moléculas que pueden ser utilizadas para la caracterizacion de las
diferentes poblaciones celulares que constituyen elementos formes de la médula 6sea. En la
subpoblacion de células hematopoyéticas el marcador CD34, asi como el CD38 y el CDA45, son
considerados dentro del inmunofenotipo caracteristico de esta poblacion, ya que constituyen marcadores
de linaje celular (224;225). Por otra parte, dentro de la subpoblacién de células mesenquimales que
forman parte del repertorio de las células de la médula dsea, se ha identificado otro antigeno de

superficie valido para su caracterizacion, el CD90 (226-228). Este antigeno se detectd de manera
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satisfactoria en las células que se estudiaron, aportando también como el resto de los antigenos un
porcentaje en la identificacion de la estirpe celular. Un aspecto que se debe destacar y que conforma el
elemento basico de este trabajo, es que los porcentajes de células positivas para los marcadores de

superficie celular, se encuentran dentro del rango que se describe en la literatura (217;218;229).

En resumen, podemos afirmar que aproximadamente entre el 17 % y el 20 % de las células de médula
oOsea utilizadas para el trasplante, se correspondian con células de la estirpe hematopoyética y el 23 % a
células estromales, lo que nos permitio caracterizarlas y sugerir la heterogeneidad de esta poblacion en
la médula 6sea. Por otro lado, se pudo evidenciar que estas células fueron capaces de generar un efecto

restaurador, siendo adecuadas para nuestro estudio.

3. Establecimiento de la concentracion de CMMO para el trasplante

Estudio morfolégico

Desde hace varias décadas el trasplante de células, ha constituido una via alternativa de tratamiento para
las enfermedades degenerativas en el sistema nervioso, donde se conoce que el principal problema de la
pérdida de las células que componen dicho sistema, radica en que son células muy diferenciadas que
pierden su capacidad para proliferar, y de ahi que a pesar de su plasticidad, este hecho provoque
deficiencias funcionales irreversibles (230-232). Asi, en la enfermedad de Huntington el cambio
patoldgico que probablemente desempefia el papel principal en la sintomatologia de la enfermedad, es la
muerte de las neuronas gabaérgicas de talla media del estriado (233). Esta pérdida ocasiona diferentes
alteraciones morfofuncionales, que al parecer son las responsables de los sintomas observados en estos
pacientes. Uno de los campos de la medicina que mas expectativas ha generado en los tltimos afios es la
terapia celular con células madre, para sustituir a las células danadas constituyendo una via potencial
para el tratamiento de la enfermedad de Huntington (38). El aislamiento de células embrionarias
humanas, la aparente e inesperada potencialidad de las células madre adultas y el desarrollo de la terapia
génica nos pueden conducir a tratamientos de enfermedades incurables como la enfermedad de
Huntington (234). Las aplicaciones de las células madre, se basan fundamentalmente en su potencial de
diferenciacion y su capacidad para servir como vehiculo terapéutico de genes (234). De ahi la
importancia de tener una fuente segura y confiable de células para su uso en el injerto celular si tenemos

en cuenta que numerosos trabajos en la literatura demuestran la utilidad de las células madre en la
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recuperacion del tejido dafiado (235;236). En este estudio, se emplea como fuente de trasplante, células
procedentes de la médula 6sea de rata. El establecimiento de la concentracion a la cual se utilizan las
células, tuvo el objetivo de maximizar la posibilidad de un efecto positivo sobre las alteraciones
conductuales y morfoldgicas previamente encontradas en el modelo de acido quinolinico (237). Como
referencia se utilizaron los valores de concentracion celular de los trasplantes realizados en el modelo de
ratas hemiparkinsonianas llevado a cabo por un grupo de investigacion del Centro Internacional de

Restauracion Neurologica de CUBA (238).

En este trabajo, se evaluaron tres concentraciones diferentes, distribuidas en tres grupos (Grupo I: 100
000 células totales, Grupo II: 200 000 células totales, y Grupo III: 300 000 células totales) y se demostrd
que la menor concentracion utilizada, era optima para los trasplantes en el modelo de acido quinolinico.
Esta consideracion se basé en el andlisis de los resultados obtenidos en cada grupo. Asi en las ratas
perteneciente al Grupo III, con concentracion total de 300 000 células, se observo una supervivencia
baja de las células trasplantadas asociada a una respuesta inflamatoria. De igual manera, las ratas
pertenecientes al Grupo II con concentracion de 200 000 células totales mostraron un comportamiento
similar al Grupo III. Aunque la respuesta inflamatoria fue menor en este grupo, también se observo una
baja supervivencia de las células trasplantadas. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por
otros autores, que evidencian que en los trasplantes, con una elevada concentracion celular, no se logra
una buena integracion con el tejido hospedero (239). A diferencia de las concentraciones anteriores, para
las ratas pertenecientes al Grupo I con concentracion de 100 000 células totales, se pudo apreciar una
elevada supervivencia celular. Esta concentracion favorece la integracion y migracion de las células, lo
que propicia, que ellas puedan actuar de manera beneficiosa en el lugar donde fueron implantadas. Estos
resultados permiten afirmar que la concentracion celular a utilizar en el trasplante es una variable
importante, para lograr una adecuada supervivencia e integracion de estas células en el tejido hospedero.
Por otro lado, como ya han sugerido otros autores, el ambiente alrededor del sitio del implante interviene
sobre las células implantadas y viceversa, o sea que las células trasplantadas ejercen una influencia
notoria sobre el tejido hospedero, siempre y cuando estas lleguen al sitio del implante en un niimero
adecuado que favorezca su insercion (240). Concerniente a la respuesta inflamatoria que se observo en
cada uno de los grupos experimentales, la menos relevante fue encontrada en el Grupo 1. Este resultado
es congruente con la maxima migraciéon y supervivencia celular observada en el grupo de menor

concentracion celular. La concentracion celular, junto a otros factores ambientales, favorecid que las
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células sobrevivieran y se integraran mejor al tejido hospedero. A nuestro juicio, esto explica por qué la
respuesta inflamatoria fue menor para este grupo y abundante en los Grupos II y III, donde el factor
concentracion celular, en consonancia con el dafio tisular previo provocado por la lesion con acido

quinolinico, marc6 el inicio de la respuesta inflamatoria.

4. Estudio de la supervivencia de CMMO

El estudio de las CMMO marcadas con bisbenzimida en el estriado lesionado revel6 la presencia de
células en el sitio del trasplante hasta un afio después de haberlo realizado, constituyendo el reporte de
supervivencia mas prolongado de estas células descrito en la literatura en el modelo experimental de
acido quinolinico lo cual confiere novedad a nuestro estudio. El hecho de que las células trasplantadas
en el estriado lesionado hayan sobrevivido en el tejido hospedero, sugiere que ellas pudieran ser las
responsables de los efectos positivos encontrados en los estudios conductuales. Otros resultados de
nuestro laboratorio han mostrado la capacidad de las CMMO de sobrevivir después del trasplante en el
estriado lesionado (241). En contraposicion, hay autores que plantean que la supervivencia de las células
disminuye con el tiempo y que estas sufren una degeneracion similar a la que ocurre en las neuronas del
paciente con enfermedad de Huntington (242). Sin embargo, otros autores han reportado una
supervivencia prolongada para los trasplantes de otras fuentes celulares, incluso superior a los 6 afios
(243). En este sentido, los mecanismos por medio de los cuales las células trasplantadas sobreviven
permanecen desconocidos, aunque pueden involucrar otros factores, tal como la edad del donante de las
células, lo que les confiere ciertas propiedades para su supervivencia (177). Se sefiala que una
concentracion excesiva favorece la aglomeracion celular, aumentando la competencia por los nutrientes
y el desarrollo de una respuesta inflamatoria destructiva contra el tejido implantado, lo cual promueve la
muerte celular, como lo muestran los resultados expuestos en el acépite: “Establecimiento de la
concentracion celular para el trasplante”. En este estudio se logrd ajustar a las condiciones de trabajo la
menor concentracion celular examinada para el trasplante. Esta concentracion se considerada apropiada

ya que permiti6 la integracion de las células al tejido hospedero con una supervivencia prolongada.
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I1. Pruebas conductuales

Para evaluar los resultados del trasplante de CMMO se realizaron pruebas conductuales, que permitieron
definir el déficit motor y las alteraciones cognitivas que aparecen en los sujetos experimentales y la

recuperacion o no de estos trastornos después del trasplante de estas células.

Actividad rotatoria inducida por D-anfetamina

En los estudios dirigidos al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de la
enfermedad de Huntington, asi como para la busqueda de alteraciones que expliquen su fisiopatologia,
se muestra el uso de diferentes modelos experimentales que tratan de simular sus caracteristicas clinicas.
En el modelo utilizado en este trabajo, la inyeccion intraestriatal de dcido quinolinico provoco la muerte
de neuronas en el area lesionada, que indujo alteraciones motoras (125;244). En este estudio, se evaluod
la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina, como predictiva del grado de déficit motor presente en
las ratas, tanto antes de realizar el trasplante de CMMO como después de este. Esta conducta motora es
dosis dependiente y usualmente se acompana de episodios de "rotaciones en barril” (125;245), lo que se
atribuye a una asimetria de la actividad de la dopamina entre el estriado lesionado y el sano (246). El
grupo sano mostrd una conducta estereotipada tipica, reaccion hipercinética caracteristica de un cerebro
intacto ante la accién de un agonista dopaminérgico. En esta prueba se evidencio que las ratas lesionadas
desarrollaron una actividad rotatoria ipsilateral al hemisferio lesionado. Esta asimetria se asocia a la

pérdida de las proyecciones gabaérgicas ya descrita por otros autores (125).

Un mes después del trasplante de CMMO la actividad rotatoria inducida por D-anfetamina disminuyo
significativamente, lo que habla a favor de la efectividad del trasplante de CMMO sobre la recuperacion
de células en el area lesionada. Estos resultados estan en linea con los de otros autores que aseveran que
el trasplante de CMMO, mejora los trastornos conductuales en las ratas lesionadas con 4cido quinolinico

(125;247).
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Prueba de las habilidades motoras de las extremidades anteriores

Esta prueba llamada también "Prueba de la Escalera” es un ensayo eficaz para evaluar el uso de las
extremidades anteriores en los roedores, y se ha considerado una prueba compleja de conducta
sensorimotora (248) que depende de la integridad del circuito intrinseco cortico-estriato-palidal (200).
Durante el experimento, observamos que la lesion unilateral del estriado con acido quinolinico provoco
una mayor dificultad en la utilizacion de ambas extremidades anteriores en los grupos lesionados,
cuando se compararon con el grupo control sano. Opinamos que, cuando aplicamos este paradigma a las
ratas lesionadas, el deterioro encontrado refleja el dafio que ocasiond la pérdida neuronal provocada por
la lesion de 4cido quinolinico en el estriado. El hecho de que las alteraciones se localicen en ambos
miembros superiores, sin predileccion por uno de ellos, es consecuencia del dafio de circuitos motores de
integracion, localizados en ambos hemisferios cerebrales implicados en la ejecucion de los movimientos
de ambos miembros; de ahi la importancia de conocer la integridad de las vias nerviosas que intervienen
en la correccion postural de las ratas (249). También se demostré que después del trasplante de CMMO,
los sujetos experimentales mejoraron en el uso de las extremidades anteriores, por lo que con esta prueba
se evidenci6 también el efecto positivo del trasplante de CMMO sobre la funcionalidad del area
lesionada. En general, nuestros resultados estan en correspondencia con lo reportado por otros autores
que afirman la recuperacion del déficit motor producido por la lesion y la recuperacion de este posterior

al trasplante de células madre (250;251).

Prueba de la Barra Transversal

Otros aspectos de la funcion motora también se ven afectados por la lesion inducida por acido
quinolinico (252;253), lo cual es reportado por autores que plantean modificaciones en la marcha y el
equilibrio de las ratas lesionadas. En todos los grupos, incluido el grupo de trasplante con CMMO, la
distancia recorrida por lo sujetos experimentales en la barra se modific6 a medida que aument6 la
complejidad de la misma (disminucidn del grosor y cambio de la forma de la barra). Estos resultados son

consistentes con los publicados por otros autores (254;255).

En nuestro estudio, las ratas lesionadas y trasplantadas con vehiculo (DMEM) mostraron un déficit de la
coordinacién motora que se expresa en menores distancias recorridas en la barra y por tanto una

disminucion en la exploracion del eje horizontal. De manera general estos dos grupos presentaron ciertas
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disfunciones en el agarre y en el mantenimiento del equilibrio en la barra, lo cual contribuye a las
menores distancias recorridas. A partir de los hallazgos descritos anteriormente, podemos hipotetizar
que los mecanismos basicos relacionados con esta conducta subyacen en la pérdida del sustrato
morfolégico que mantenia las conexiones adecuadas en el circuito motor antes de la lesion. En el grupo
trasplantado con CMMO esta conducta se vio atenuada, observandose una mejor coordinacion de las
extremidades durante la prueba. Nuestros resultados apuntan a que el éxito de las ratas trasplantadas con
CMMO es producto del efecto restaurativo que se le ha atribuido a estas células y que repercute

positivamente sobre la funcién motora (256;257).

Las exploraciones motoras realizadas permitieron comprobar que la lesion estriatal unilateral con acido
quinolinico afecta profundamente varios aspectos de la funcion motora, de forma semejante a lo que
ocurre en pacientes con Enfermedad de Huntington y que el trasplante de CMMO atenuia de forma

significativa estos déficits motores.

Prueba de Reconocimiento de Objetos

A los ganglios basales se les ha atribuido funciones de memoria (258) en particular aquellas relacionadas
con la memoria de procedimiento o habilidades motoras. También se describen en la literatura otras
afectaciones de la memoria visual, evidenciada por alteraciones en la prueba de reconocimiento de
objetos en ratas con lesion estriatal (259). Nuestros resultados muestran que durante el primer dia de
ejecucion de la prueba todos los sujetos de los diferentes grupos experimentales exploran de manera
similar los dos objetos idénticos. Sin embargo, las ratas lesionadas emplean menos tiempo en la
exploracion que el resto de los grupos, lo que concuerda con el grupo de Bengoetxea y colaboradores
que plantean que la lesion estriatal reduce la conducta exploratoria (260). Los resultados de nuestro
estudio confirman que durante el segundo dia de la prueba, las ratas trasplantadas exploran
significativamente mas y muestran una mayor preferencia en la exploracion del nuevo objeto que las
ratas lesionadas con &cido quinolinico y las trasplantadas con vehiculo DMEM, sugiriendo una
recuperacion de la memoria y del reconocimiento visual, lo cual estd en linea con lo reportado por otros
autores (202;260-262). No obstante, la mejoria que experimentd el grupo de trasplante con vehiculo
DMEM plantea la pregunta de si este efecto es el resultado de la presencia de las células trasplantadas o
un efecto inespecifico de la inyeccion. Teniendo en cuenta que como DMEM contiene altos niveles de

aminoacidos, vitaminas y glucosa, no seria sorprendente que algun beneficio se reporte después de la
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aplicacion local del mismo en el tejido lesionado. Por ejemplo, y en correspondencia con este resultado,
en la literatura se reportan efectos beneficiosos con la inyeccion de DMEM sobre el mantenimiento y
diferenciacion de células epiteliales (263). De este resultado se concluye que para nuevos estudios se

seleccionen al mismo tiempo otros controles para el trasplante de las células.

Laberinto Acuatico de Morris

Esta prueba mide el aprendizaje y memoria espacial en ratas, capacidad que se basa en el uso y
conservacion de la informacion visual que tiene lugar durante la adquisicion y la retencion. Este ensayo
es altamente dependiente de la informacion procesada y almacenada en multiples regiones cerebrales,
particularmente en la formacion hipocampal (264). Se conoce que la memoria espacial esta ligada a la
funcion del hipocampo (265) lo que se confirma en nuestro resultado al comprobar que la lesion

unilateral en el estriado inducido por acido quinolinico no afecto6 la prueba de adquisicion.

Sin embargo, los resultados obtenidos aportaron evidencias sobre un efecto benéfico del trasplante en la
prueba de retencion efectuada al final del entrenamiento. La medida utilizada para ello, fue el nimero de
veces que la rata pasé por el lugar donde se encontraba la plataforma de escape. El mejor desempefio
encontrado en el grupo trasplantado, concuerda con las evidencias que en este sentido otros autores han
sefialado sobre los cambios cognitivos que pueden experimentar los sujetos tras el trasplante de células

madre (266;267).

Consideracién general relativa a las pruebas conductuales

Los mecanismos que median la mejoria en la ejecucion de los diferentes paradigmas conductuales en el
grupo trasplantado pudieran estar relacionados con las propiedades restaurativas que se le atribuyen a las
células madre (268;269). Se sabe que estas células implantadas, en condiciones adecuadas, son capaces
de diferenciarse en células especializadas capaces de reemplazar el tejido dafiado (270;271). Por otro
lado, la accion positiva del trasplante sobre la conducta motora y cognitiva estd mediada a su vez por los
diferentes factores neurotroficos secretados por las CMMO (272) que ejercen su accion sobre células

que circundan los tejidos lesionados.

Las neurotrofinas liberadas por las CMMO potencian la supervivencia de las neuronas, favorecen su

diferenciacion y funcionamiento e inducen la formacion de sinapsis (273;274). Han sido publicados
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datos referentes a la produccion por parte de las CMMO de estos factores tales como el BDNF
(275;276). Aunque, se necesita profundizar mas en el conocimiento de los mecanismos por medio de los
cuales el trasplante de células actiia sobre la zona lesionada, esta podria ser una diana farmacologica
interesante para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, especialmente la enfermedad de
Huntington. Esta y otras ideas nos llevaron a realizar en nuestro trabajo los estudios moleculares y

morfoldgicos que discutimos a continuacion.

I11. Estudios moleculares

La presencia de cambios en la expresion del BDNF ha sido descrita en un numero diverso de
condiciones patologicas, incluida la enfermedad de Huntington (277;278). Esta proteina es producida
por neuronas corticales y es necesaria para la supervivencia de las neuronas estriatales, razon por la cual
se utiliza en terapias neuroprotectoras aplicadas en el estriado (279). Nuestros resultados mostraron una
disminucion en la expresion del gen a nivel del estriado en los grupos lesionados con acido quinolinico y
el grupo de trasplante con vehiculo (DMEM), que sustenta el fallo en la produccién de esta proteina
secundaria a la lesion, lo que concuerda con lo planteado por otros autores (280;281). Por el contrario,
un aumento del porcentaje en la expresion de bdnf fue evidente en el estriado y la corteza de los grupos
trasplantados, lo cual estd en congruencia con lo reportado en la literatura por otros autores (282).
Teniendo en cuenta nuestros hallazgos y lo planteado por Jiao y cols cuando opinan sobre el efecto que
tiene el BDNF aumentando la supervivencia y diferenciacion de neuronas estriatales (283) consideramos
que el incremento en la expresion de esta proteina en el grupo de trasplante es el responsable de los
efectos positivos encontrados en este grupo desde el punto de vista conductual, asi como de los cambios
morfoldgicos que ya han sido presentados. Los mecanismos por medio de los cuales esta neurotrofina
ofrece neuroproteccion en la actualidad no se conocen con claridad. Se ha planteado que puede
involucrar entre otros la regulacion de proteinas que inhiben la apoptosis como por ejemplo las caspasa-
2y 9, que juegan un papel critico en la muerte celular estimulada por la deprivacion de factores troficos

en las neuronas (284).

La cuantificacion de BDNF en las mismas estructuras donde ya conociamos la expresion del gen mostro
la capacidad de las células trasplantadas para aumentar los niveles de BDNF en el cuerpo estriado
lesionado y la corteza, lo que pudiera ser suficiente para explicar los efectos benéficos de las CMMO,

aun sin que se produzca una diferenciacion a fenotipos neuronales y el restablecimiento de la
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conectividad normal (285). Diversos reportes en la literatura demuestran que las células madre
mesenquimales derivadas de la médula 6sea pueden producir factores neurotréficos y reparar el tejido
dafiado (286;287). Se conoce que el BDNF induce respuestas nucleares que son fundamentales para la
promocion de la supervivencia y la recuperacion de la lesion (288), accion que es posible cuando se une
al receptor TrkB pre- y post-sinaptico, y participa en la modulacion de la transmision sinédptica, actuando
en forma autocrina o paracrina (289). De acuerdo con nuestros resultados, es posible que las células de
la médula o6sea trasplantadas constituyan la fuente de BDNF, ya que las concentraciones de la proteina

solo se incrementan en el grupo trasplantado con CMMO.

Considerandolo de ese modo, el trasplante de CMMO puede constituir una alternativa a la infusion
directa de BDNF en el cerebro, con la ventaja de que la produccion celular de BDNF podria ser regulada
fisiologicamente, lo que no es posible en un sistema de infusion artificial. Por otra parte, las CMMO

podrian producir factores distintos del BDNF que también pueden contribuir a la recuperacion.

El BDNF se transporta anterdgrada y retrégradamente (288), lo cual podria explicar el aumento del
BDNF cortical después del trasplante de células de médula 6sea en el cuerpo estriado ipsilateral. Se
conoce que la estructura que esta afectada mayoritariamente en la Enfermedad de Huntington, es el
estriado (290). Sin embargo, se sabe que otros ntcleos y estructuras, como la corteza cerebral, sufren
degeneracion secundaria a medida que avanza la enfermedad, (291). De ahi, que se estudiara la corteza
anterior, por constituir un componente clave en el circuito cerebral que controla la conducta motora en

estado normal y de manera particular en la Enfermedad de Huntington.

A partir de los elementos expuestos y nuestros resultados, planteamos que las CMMO trasplantadas en
el sitio de la lesion, a través de un aumento de la producciéon de BDNF, ejercen una influencia
beneficiosa en el cuerpo estriado lesionado, atenuando los déficits derivados de los mecanismos
neuropatologicos que operan en la enfermedad de Huntington. Estos resultados funcionales apoyan el

uso potencial de las CMMO para reparar el tejido cerebral dafiado (286).

IV. Estudios morfoldgicos

ESTUDIO HISTOLOGICO

En este trabajo se evalué como se manifestd la pérdida neuronal después de la lesion neurotdxica con
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acido quinolinico y como después del trasplante de CMMO las células trasplantadas sobreviven en el
tejido hospedero.

Las caracteristicas neuropatoldgicas que se han descrito para la enfermedad de Huntington causadas por
el glutamato y otros aminodcidos excitatorios se definieron desde la década de los 60 del pasado siglo
por John Olney y cols. (292). Este estudio confirma, que la lesion que se induce con 4cido quinolinico
reduce de manera importante la densidad celular, lo que causa de manera secundaria una pérdida de la
imagen definida en parches caracteristica del estriado. Trabajos previos han mostrado observaciones
histologicas similares que demuestran que el acido quinolinico inyectado en el estriado es responsable
de la neurotoxicidad selectiva de neuronas en esta estructura (213). La lesién que hallamos en el grupo
de trasplante con vehiculo (DMEM) fue muy similar a la mostrada en el grupo con lesion de acido
quinolinico, mientras que el grupo de trasplante de CMMO exhibe un restablecimiento en la
citoarquitectura del estriado. De forma general se describe que el trasplante de células madre actia
positivamente sobre los tejidos dafiados (237;293). Nuestros resultados confirman este efecto

beneficioso de las CMMO en el restablecimiento del area lesionada.
ESTUDIOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Para determinar si los cambios moleculares y morfologicos en la red neuroglial pudieran estar
involucrados en la patogénesis de la enfermedad de Huntington, se analizé la respuesta astrocitica y la
expresion de NeuN en el cerebro de las ratas con lesion inducida por acido quinolinico y trasplantadas

con las CMMO.

Hay grupos de trabajo que apoyan el papel de la GFAP como un marcador astrocitico con importantes
implicaciones para la funcion cerebral (294). En este sentido, se ha planteado que la astrocitosis reactiva
esta fuertemente implicada en el desarrollo de enfermedades inflamatorias y neurodegenerativas (295).
En el estriado de todas las ratas tratadas con acido quinolinico se demostrd una respuesta astroglial
severa, evidenciada a través de la actividad GFAP con aumento de la densidad de astrocitos por mmz,
que contrasta con la presencia para estos mismos grupos de un Fluorojade C positivo que indica
degeneracion neuronal y que sugiere que el aumento en la expresion de GFAP en el tejido, se encuentra
asociada a la pérdida celular. Estos resultados estan en congruencia con lo sefialado por otros autores
sobre la respuesta astroglial en enfermedades neurodegenerativas, incluida la enfermedad de Huntington
(296).

100



CAPITULO V: DISCUSION

El NeuN es un marcador especifico para neuronas. Todas las células neuronales del sistema nervioso
central y periférico incluyendo las interneuronas pequefias, tales como las células granulares del
cerebelo son inmunoreactivas para el NeuN (297). Nuestros resultados mostraron inmunoreactividad
positiva para este marcador, en el grupo control sano y el grupo de trasplante con CMMO asociado a un
aumento de la densidad neuronal por mm?, esta observaciéon es consistente con la idea de que las
CMMO trasplantadas adquieren un fenotipo parecido al de las células neuronales. Por otra parte,
sustenta lo planteado por otros autores en la literatura, cuando se refieren a la capacidad que tienen las
células madre de convertirse en el fenotipo celular especifico para reemplazar las del tejido dafiado
(194). Por el contrario, la observacion de que este marcador fue negativo en las poblaciones celulares de
los grupos de lesion con acido quinolinico y en el grupo de trasplante con vehiculo (DMEM) unido a un
Fluorojade C positivo, demuestra degeneracion neuronal. Estos datos hablan a favor de que las CMMO
trasplantadas experimentan cierta diferenciacion neuronal. Por esta razon, se hizo necesario conocer si
estas células expresan ademas algun marcador especifico de neuronas de talla media, que son las células

mas afectadas en los pacientes portadores con enfermedad de Huntington.

La descarboxilasa del acido glutamico (GAD) es la enzima responsable de la sintesis de GABA, que en
el sistema nervioso central juega un papel importante en la neurotrasmision inhibitoria. Nuestros
resultados muestran la ausencia de inmunoreactividad a GAD en el grupo de lesion con acido
quinolinico y en el grupo de trasplante con vehiculo DMEM lo que corrobora la pérdida de la poblacion
de neuronas gabaérgicas en el estriado, lo que esta en linea con lo reportado por otros autores (298). Por
el contrario, encontramos reactividad positiva para la GAD en el grupo control sano y el grupo de
trasplante con CMMO, lo cual pudiera sugerir para este ultimo grupo una recuperacion, que a nuestro
juicio es brindada por la produccion de neurotrofinas por parte de las células trasplantadas. Se conoce
que el BDNF es necesario para la regulacion de la actividad de la GAD (299) potenciando la liberacion

de GABA, lo cual puede resultar importante en la regulacion de la plasticidad sinaptica (300).
V1. Consideraciones finales

La enfermedad de Huntington es una enfermedad hereditaria autosémica dominante que clinicamente se
caracteriza por alteraciones motoras, sintomas psiquiatricos y deterioro cognitivo (301). Actualmente, no
existe ningln tratamiento que permita curar o enlentecer el progreso de la enfermedad. La busqueda de

alternativas terapéuticas incluye el uso de células madre para la reparacion de los tejidos dafiados (302).
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Los principales resultados de esta tesis permiten proponer el modelo que se presenta en la Figura 24,
para dar una explicacion plausible a los mecanismos que se ponen en marcha antes, durante y después
del trasplante de CMMO en el modelo experimental de enfermedad de Huntington por lesion con acido
quinolinico en el estriado. La Figura 24A muestra el estriado de la rata en condiciones fisioldgicas,

donde se modela la integridad de la estructura.

En este modelo experimental se evidencid la aparicion de cambios conductuales, morfologicos y
moleculares que remedan los que ya se han descrito para esta enfermedad (Fig. 24B). Después del dafio
cerebral inducido por 4cido quinolinico estos cambios se demostraron por la pérdida neuronal asociada a
una astrogliosis reactiva que provoca la ruptura de la integridad del circuito motor. Esto condujo a
alteraciones en la conducta motora y cognoscitiva de los sujetos experimentales. Se pudo comprobar la
disminucion en la expresion y cuantificacion del BDNF y la disminucion en la actividad de la GAD. Por
otro lado, el tratamiento con CMMO (Fig. 24C), tuvo una influencia positiva atenuando los déficits

motores y cognoscitivos provocados por la lesion.

Se concluye que los mecanismos por medio de los cuales las células trasplantadas en el estriado

lesionado producen la recuperacion motora y cognoscitiva de las ratas, son multifactoriales:

Primero, la observacion de un aumento en la densidad neuronal y que las células trasplantadas expresan
la proteina NeuN, sugiere la transformacion de ellas en un fenotipo neural gabaérgico, lo cual indica un
efecto neurorestaurador de estas células que pudiera ser eficaz actuando a nivel intraestriatal. Sin
embargo, aun es imposible saber si estas células son capaces de restablecer contactos sinapticos
localmente y fuera del estriado, como normalmente hacen las células espinosas de talla media del

estriado. Investigaciones futuras podran abordar este crucial aspecto.

Segundo: Es posible que la llegada de BDNF desde otras éareas al tejido lesionado, contribuya al efecto
positivo observado tras el trasplante. Se conoce que la lesion a nivel del estriado puede estimular la
neurogénesis en la zona subventricular y con ello la produccion de factores troficos, incluido el BDNF
(303). Sin embargo no se excluye la posibilidad de que la liberaciéon de BDNF que se detecta en este
estudio y que entre otras acciones produce un aumento de la GAD, provenga de las propias células que
fueron injertadas y que unido al microambiente del trasplante ofrezca el escenario adecuado para

producir un efecto positivo en el area lesionada a través de la activacion de otros factores como por
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ejemplo interleucinas, y/o factores de crecimiento. Estos agentes garantizan la supervivencia de las
células nerviosas, y elevan el umbral de resistencia al &cido quinolinico. Por otro lado se describen para
estas células que forman parte del sistema inmunologico, efectos de autoinmunidad protectora como una
respuesta fisiologica que se produce después del dafo (304) y que depende directamente del

microambiente donde fueron implantadas.

Independientemente de los mecanismos involucrados, el tratamiento con CMMO pudiera disminuir el
desbalance que existe en el circuito motor en los pacientes con enfermedad de Huntington, lo que les
confiere a estas células un papel promisorio como una alternativa de tratamiento para la enfermedad.

Los resultados que se muestran en esta tesis constituyen el primer ensayo preclinico en nuestro medio
que evalua el efecto neurorestaurador de las CMMO como una opcidn de tratamiento para la enfermedad
de Huntington. La posibilidad de utilizar este tipo de células en estos pacientes tiene como ventaja que
proceden de la médula 6sea, la que constituye una fuente de acceso facil y brinda una alternativa a la
utilizacion de células de origen neural. Esta investigacion muestra el estudio mas prolongado de la
supervivencia de las CMMO trasplantadas descrito en la literatura unido a resultados positivos en la
evaluacion de pruebas conductuales y morfolégicas que se implementan por primera vez en el modelo

de la enfermedad de Huntington.
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Figura 24. Esquema que resume los principales resultados del trabajo de Investigacion. A) Estado Sano. B) Modelo de lesion por inyeccion de acido
quinolinico (AQ) en el estriado. C) Efecto del trasplante de células mononucleares de médula 6sea (CMMO) sobre la esfera cognitiva y la conducta en los
sujetos experimentales. NMDA (N-metil D-aspartato); Gp (Globo Palido); BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor); GFAP (Glial Fibrilar Acid
Protein); GAD (descarboxilasa del acido glutamico); Fluorojade-C (FJIC); NeuN (proteina Neuronal Nuclear); GABA (Acido Gamma Amino Butirico).
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CONCLUSIONES

1. El modelo experimental por lesion de acido quinolinico en ratas produce un dafio estriatal que
remeda los trastornos cognitivos y motores caracteristicos de la enfermedad de Huntington. En
este biomodelo, el resultado satisfactorio de la evaluacion del trasplante de CMMO constituye
una prueba de concepto necesaria para sustentar su posterior uso en la clinica.

2. El trasplante de CMMO en el estriado lesionado tuvo un efecto terapéutico beneficioso ya que
produce cambios tanto en la expresion génica como en las concentraciones de BDNF, que tiene
un efecto positivo sobre la recuperacion cognitiva y motora de los sujetos experimentales. Estos
cambios se asocian con la activacion de mecanismos de supervivencia celular los cuales son
responsables del efecto neurorestaurador que se le atribuye a las CMMO.

3. El aumento de la densidad neuronal y la expresion de NeuN y GAD, en el estriado lesionado y
trasplantado, indica que las células trasplantadas experimentan una polarizacion hacia un
fenotipo neuronal gabaérgico, lo que tiene un valor adicional en la utilidad del trasplante de

CMMO en el biomodelo de enfermedad de Huntington.
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RECOMENDACIONES

1.

Validar el modelo experimental por lesion de acido quinolinico en ratas y los métodos de
estudios morfologicos desarrollados en esta tesis en la evaluacion de otra fuente de células madre
como grupo control al trasplante de CMMO, con diferente mecanismo de accion.

Evaluar las CMMO como terapéutica en otros modelos de la enfermedad de Huntington.
Realizar estudios electrofisioldgicos para confirmar el papel de las CMMO en la reconexion de
los circuitos dafiados en el modelo de lesion con acido quinolinico.

Realizar el analisis de la expresion de otras proteinas marcadoras de neuronas espinosas de talla
mediana como por ejemplo la fosfoproteina neuronal regulada por dopamina (DARPP32, de sus

siglas en inglés dopamine- regulated neuronal phosphoprotein).
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ANEXOS

ANEXOS

ANEXO 1

Actividad rotatoria inducida por D-anfetamina

Rata GE FL FRL ROT FTp FRTp ROT

GE: Grupo experimental, FL: Fecha de la lesion, FRL: Fecha de la rotacion después de la
lesion, ROT: rotacion, FTp: Fecha del trasplante, FRTp: Fecha de rotacion después del
trasplante.
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ANEXOS

ANEXO 2

Representacion esquemadtica de la caja empleada para la realizacion de la "Prueba de Habilidades
Motoras de las Extremidades Anteriores”.

1) Caja de Acrilico; 2) Plataforma Central; 3) Espacio a ambos lados para insertar la escalerilla movil
de seis escalones; 4) Escalerilla mévil provista de una pequefia concavidad en cada escaléon y en el
piso de la caja donde se sittian dos trozos de alimentos.
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ANEXOS

ANEXO 3

Prueba de habilidades motoras de las extremidades anteriores

Fecha

GE

ler dia

2do dia

3er dia

4to dia

5to dia

6to dia

El

ED

EIl

ED

EIl

ED

El

ED

EIl

ED

EIl

ED

GE: Grupo experimental, EI: Extremidad izquierda, ED: Extremidad derecha
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ANEXOS

ANEXO 4

Prueba de la barra transversal

Fecha

Rata

Grupo

Barra

Distancia (en cm)
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ANEXOS

ANEXO 5

Prueba de Exploracioén de Objetos

Grupo experimental Tiempo (seg) OBJETOS Tiempo (seg) OBJETOS
Primer dia Segunda dia

SANO (n=10)

Grupo experimental Tiempo (seg) OBJETOS Tiempo (seg) OBJETOS
Primer dia Segunda dia

LAQ (n=10)

Grupo experimental Tiempo (seg) OBJETOS Tiempo (seg) OBJETOS
Primer dia Segunda dia

TpDMEM (n=10)

Grupo experimental Tiempo (seg) OBJETOS Tiempo (seg) OBJETOS
Primer dia Segunda dia

TpCMMO (n=10)
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ANEXOS

ANEXOS 6

Prueba del laberinto acuatico de Morris (LAM).

Rata: Grupo:

Fecha: Nombre del fichero:

Fecha: Posicion: SO

Intento 5 7
Inicio E O N
Fecha: Posiciéon: SO

Intento 4 7
Inicio S E 0O
Fecha: Posicion: SO

Intento 4 7
Inicio O E O
Fecha: Posicion: SO

Intento 4 5

Inicio N S

Fecha: Posicion: NE (VISIBLE)

Intento 4 5 7
Inicio N S E
Latencia
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