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RESUMEN

La enfermedad de Huntington (HD) es un trastorno neurodegenerativo hereditario
causado por una mutacion en el exén 1 del gen de la huntingtina, cursa con pérdida
neuronal y respuesta neuroinflamatoria entre otros procesos patologicos. Se ha
encontrado que las células cebadas (CC) participan en procesos inflamatorios donde la
histamina (Hist) participa como su principal mediador. En varios modelos de
neuroinflamacién, la Hist se ha utilizado para potenciar los efectos citotoxicos mediados
por el receptor de NMDA. Este estudio tuvo como objetivo caracterizar la participacion
de las CC durante el establecimiento del dafio neuroldgico y el estrés oxidante en un
modelo de excitotoxicidad inducido por la administracion intraestriatal de &acido
quinolinico (AQ) en ratones. Ratones W-sh / w-sh (W-sh) deficientes en CC y C57BL6 /
J se inyectaron intraestriatalmente con AQ (30 nmoles / uL), se midié la conducta de
giros, contenido de GABA estriatal, peroxidacién de lipidos (PL) y la formacién de
especies reactivas de oxigeno (EROs). Los ratones W-sh presentaron una menor
conducta de giros y se encontraron niveles méas bajos de GABA, PL y EROs en
comparacion con el grupo de control. Para establecer la relacion entre la presencia de
CC vy la susceptibilidad de los ratones al dafio inducido por AQ, los ratones W-sh se
reconstituyeron con CC obtenidas a partir de médula 6sea de ratones. La reconstitucion
con CC de médula 6sea (BMMC) se realiz6 mediante la administracion intrperitoneal
(IP)(5x10° células) e intracerebroventricular (ICV) (5x10° células). En paralelo, se
administré un grupo independiente de ratones W-sh con 5 microgramos (ICV) de Hist.
Nuestros resultados demostraron que los ratones reconstituidos con BMMC IP no
mostraban diferencia con respecto al control mientras que los reconstituidos ICV y los
administrados con Hist no estaban protegidos en la conducta de giros y mostraron
niveles intraestriatales de GABA muy similares a los encontrados en animales del grupo
de control. Los datos obtenidos evidencian la participacion de las CC en el dafio
inducido por AQ. Por lo tanto, este estudio proporciona evidencia interesante sobre la
participacion de la Hist liberada a partir de las CC aumentando el dafio neurolégico y
oxidativo en este modelo de excitotoxicidad de la EH.



ABSTRAC

Huntington's disease (HD) is a hereditary neurodegenerative disorder caused by a
mutation in exon 1 of the huntingtin gene and it courses with neuronal loss and
neuroinflammatory response among other pathological processes. Mast cells (MCs)
have been found to participate in inflammatory processes involving histamine (Hist) as
their principal mediator. In several neuroinflammation models, Hist has been used to
potentiate NMDA receptor-mediated cytotoxic effects. This study is aimed to
characterize the participation of MCs during the establishment of neurological damage
and oxidative stress in a mouse model of excitotoxicity induced by intrastriatal
administration of quinolinic acid (AQ). MCs-deficient Kit w-sh/w-sh (W-sh) and C57BL6/J
mice were injected intrastriatally with AQ (30 nmoles/uL) and ipsilateral turns, striatal
GABA content, lipid peroxidation (LP) and reactive oxygen species (ROS) levels were
measured. We observed that the W-sh mice were protected against ipsilateral circling
behavior and lower striatal GABA, LP and ROS levels were found when compared to
control group. To establish the relationship between MCs presence and mice’s
susceptibility to AQ-induced damage, W-sh mice were reconstituted with MCs obtained
from mice bone marrow. Reconstitution with bone marrow mast cells (BMMC) was
performed by their intraperitoneal (IP) (5x10° cells) and intracerebroventricular (ICV)
administration (5x10° cells). In parallel, an independent group of W-sh mice was
administered with 5 micrograms (ICV) of Hist only. Our results demonstrated that those
mice reconstituted with BMMC IP don’t show differenc whit the control group, howere
the ICV-reconstituid mice and those administered with Hist were not protected against
ipsilateral circling behaviour and showed intrastriatal GABA levels very similar to those
found in animals from control group. Obtained data evidence the participation of MCs in
AQ-induced damage. Therefore this study provides interesting evidence about
participation of histamine released from MCs increasing neurological and oxidative

damage in this excitotoxicity model of HD.
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1. Introduccién

La inflamacion es la respuesta de los tejidos vivos ante las lesiones. Puede ser
desencadenada por infecciones microbianas, elementos fisicos o quimicos, asi como
reacciones inmunitarias. El principal objetivo de este proceso es contener y aislar el sitio
de lesion, destruir el estimulo agresor y reparar el tejido para la curacion (Mitchel et al.,
2012). Durante este proceso ocurren cambios vasculares, se induce el reclutamiento y
la activacién de células proinflamatorias, con la posterior liberacion de mediadores
proinflamatorios, antiinflamatorios, compuestos angiogénicos, asi como la produccion

de especies reactivas a oxigeno y oxido nitrico (Kumar, Herbec, & Foster , 2008).

La inflamacion puede clasificarse como inflamacién aguda (horas a dias) o cronica
(meses a afios), dependiendo del tiempo de duracion. La inflamacién aguda comprende
la respuesta inmediata y temprana a un agente dafino y es basicamente una respuesta
defensiva que prepara el camino para la reparacion del sitio dafiado. La inflamacion
cronica es el resultado de estimulos persistentes o brotes repetidos de inflamacién
aguda y se caracteriza por el infiltrado de células mononucleares inflamatorias y

destruccion tisular inducida por la lesion o inflamacion persistente (Robbins , 2002).

El termino neuroinflamacion se utiliza generalmente para describir eventos cronicos,
donde la activacion de la microglia y astrocitos contribuyen al efectos neurodestructivo
(disfuncion, lesion y pérdida neuronal), asi como en la interrupcion de la capacidad
regenerativa de las células madre cerebrales (Russo, Barlati, & Bosetti , 2011), se ha
observado que la activacion de la microglia y el posterior proceso inflamatorio causa
deterioro cognitivo (Lee, y otros, 2008), atenua el LTP (potencial de larga duracion) en
el giro dentado del hipocampo y en la corteza entorrinal ( Hauss-Wegrzyniak , Lynch,
Vraniak, & Wenka, 2002) y produce cambios conductuales (Dinel et al., 2011,
Cunningham, 2013). Diversas patologias entre las que se encuentran las enfermedades
neurodegenerativas, se caracterizan por cursar con procesos neuroinflamatorios,

pérdida cognitiva y cambios conductuales (Streit et al., 2004).



1.1. Células cebadas

Las células cebadas (CC) fueron descritas por primera vez por Paul Ehrlich en 1878
(Ehrlich, 1878), son células inmunes del linaje mieloide, se caracterizan por contener
granulos que almacenan mediadores inflamatorios, una sola CC puede contener hasta
1000 granulos. Las CC juegan un papel importante en las enfermedades alérgicas
(Sayed et al.,, 2008; Blank & Rivera, 2004), participan en la defensa del huésped a
través de la inmunidad innata y la inmunidad adquirida y actian como células efectoras
gue exacerban el desarrollo de los trastornos alérgicos o autoinmunes (Morita et al.,
2016), de igual forma participan en la inflamacién aguda y croénica liberando citocinas
con actividad proinflamatorias como antinflamatorias (Mitchell et al., 2012),
encontrandose asi involucradas tanto en la degeneracion como en la reparacion de los
tejidos (Amor & Woodroofe, 2014).

1.1.1. Distribucion de las CC en el Sistema Nervioso Central (SNC)

Las CC se derivan de la médula 6sea y posteriormente transitan por el torrente
sanguineo para madurar en los tejidos periféricos a partir de progenitores inmaduros
(Dahlin & Hallgren, 2015). Es dificil determinar el numero exacto de las CC en los
tejidos, debido a que estas varian dependiendo de la edad y especie (Nautiyal et al.,
2012a, Silver et al., 1996). Las CC residen en todos los tejidos, predominantemente en
los tejidos vascularizados que interactian con el medio ambiente externo (intestinos,
vias respiratorias y piel) (Theoharides et al., 2012); asi como en la duramadre, en la
médula espinal, meninges (Varatharaj et al., 2012) y regiones especificas del cerebro
(perivasculatura del hipocampo, talamo, habénula, etc.) (Lambracht-Hall et al., 1990;
Silver et al., 1996).

Durante el desarrollo las CC ingresan al cerebro a través de los vasos sanguineos
(Skaper et al., 2014). Es posible observar la presencia de las CC desde el desarrollo.
En las ratas a partir del dia 15 de gestacion, éstas se observan esparcidas
escasamente en el feto, al dia 16 de gestacion, se encuentran en los tejidos conectivos
profundos (Gamble & Stempak, 1961), al dia fetal 19 las CC se concentran en la

piamadre rodeando el diencéfalo, del dia 5-7 postnatal se pueden observar en la fisura
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coroidea, al dia 14 se encuentran a lo largo de los vasos sanguineos del tAlamo. Para
el dia 31, la distribucion de las CC se observa de forma idéntica a la presente en los
animales adultos (Lambracht-Hall et al., 1990). En la etapa adulta las CC son capaces
de emigrar de la periferia al cerebro (Nautiyal et al., 2011; Silverman et al., 2000) y se
ha observado que diversos estados conductuales y hormonales permiten dicha
migracion (Persinger, 1980; Zhuang et al., 1993; Bugajsk et al., 1994).

1.1.2. Activacion

La activacion de las CC a través del receptor FceRI (Recetor de alta afinidad para IgE) y
mediante el receptor c-KIT ha sido estudiado ampliamente, sin embargo, existen
multiples compuestos que pueden activarlas por diversas vias. Yu y colaboradores
(2016), clasifican a las diversas sustancias que pueden activar a las CC en:
inmunoglobulinas, factores de complemento, ligandos de los receptores Toll (TLR),
patbgenos, péptidos antimicrobianos, neuropéptidos, citocinas, mediadores
inflamatorios, quimocinas y moléculas exégenas (Yu et al., 2016).

Dependiendo del receptor activado en la membrana de las CC, se lleva a cabo la
desgranulacion y liberacién de mediadores solubles preformados y sintetizados de novo
(figura 1). Los mediadores preformados incluyen proteasas (triptasa, quimasa, etc.)
aminas biogénicas (histamina y serotonina), proteoglicanos (heparina), enzimas
lisosomales, factor de necrosis tumoral (TNFa), entre otros compuestos (sintasa del
oxido nitrico, endotelina y quininas). Los mediadores sintetizados de novo incluyen
prostaglandinas, leucotrienos, citocinas (TNF, interleucinas, interferones), quimiocinas,
factores de crecimiento (como el stem cell factor) y péptidos antimicrobianos (Gri et al.,
2012).



Activacion de las CC

Activadores Productos liberados

Unidn a receptores

: Mediadores preformados
IgE + antigeno

Histamina
Neuropéptidos Serotonina
Productos microbianos TNE
Activadores fisicos it
Temperatura :
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Factores de crecimiento
y angiogénicos

Figura 1. Activacion de las Células Cebadas y liberacion de productos (Modificada de Yu et al.,
2016)

1.1.3. Principales mediadores liberados por la Células cebadas con accién en
el SNC

Las citocinas inflamatorias y las quimiocinas ocupan un papel clave en la regulacién de
las respuestas del huésped a infecciones, la inflamacion, el estrés y traumas (Le Thuc
et al., 2015). Muchos de los productos liberados por las CC tienen efectos en el sistema
nervioso central o en el sistema nervioso periférico. En la tabla 1, se muestran algunos
de los mediadores liberados y su accién en estos sistemas (Silver & Curley, 2013).



Tabla 1. Efecto de los mediadores liberados por las células cebadas en el SNC

Mediador Efecto fisiolégico

Preformados | Histamina Modula la permeabilidad vascular de la barrera
hemato-encefélica

Sensibiliza los nociceptores y activa las vias de dolor
trigémino cervical y lumbosacra

Potencia la participacion de receptores NMDA en la
neurotransmision glutamatérgica en el hipocampo
Modula el comportamiento del raton (ansiedad o la
actividad locomotora)

Serotonina Promueve la neurogénesis en el hipocampo vy
favorece el aprendizaje y la memoria dependiente del
hipocampo

Triptasa Activa las neuronas sensoriales

Induce la liberacion de mediadores proinflamatorios
de la microglia

Quimasa Regula la permeabilidad de la barrera hemato-
encefalica después de la inflamacion
Citocinas TNFa Reduce los umbrales de activacion nerviosa

Facilita el reclutamiento de neutréfilos durante la
inflamacién para modular la permeabilidad de la
barrera hemato-encefélica

Regula las respuestas termorreguladoras después de
la induccion sepsis

Interleucinas | Regular la actividad microglial

Factores de | NGF Promueve la supervivencia y la diferenciacion de las
crecimiento neuronas; reduce los umbrales de disparo neuronal

1.1.3.1. Histamina en el SNC

La histamina (4-imidazolil-2-etilamina) es una amina biogénica presente en la mayoria
de los tejidos, como un constituyente normal, con multiples efectos en varios 6rganos
de mamiferos e invertebrados. En humanos la histamina se encuentra en diferentes
concentraciones en la mayoria de los Organos del cuerpo (cerebro, estbmago,
intestinos, Utero y uretra) (Fernandez-Novoa & Cacabelos, 2001). La histamina es

producida y almacenada predominantemente en las células cebadas, basofilos y



neuronas (Galli, 1993; Panula et al., 1990), en el cerebro regula y orquesta funciones
conductuales y homeostaticas. Cerca del 50% de los niveles de histamina en el cerebro
de ratas se encuentra en las CC (Skaper et al., 2001). Existen evidencias que sugieren
gue una sefalizacion aberrante de la histamina en el cerebro, puede ser un factor
importante en conductas adictivas y enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple y esquizofrenia (Passani et al., 2014;

Fernandez-Novoa & Cacabelos, 2001).

El efecto de la histamina estd mediado por 4 receptores (H;, Hy, Hz y Hy) distribuidos
entre los diferentes 6rganos, incluido el cerebro, los cuales estdn acoplados a proteinas
G (ver tabla 2).

Tabla 2. Receptores a Histamina, expresion y vias de sefializacion.

Receptor | Sitio de expresion Via de sefalizacion | Proteina
intracelular G
H Células nerviosas, vias aéreas y | Ca'?,cGMP, FLD, FLA;, | Gy

musculo  vascular, hepatocitos, | NFKB
células epiteliales, neutrofilos,
eosinofilos, células dendriticas,
monocitos, células By T

H, Células nerviosas, vias aéreas y | Adenilato ciclasa, cAMP, | Gas
musculo  vascular, hepatocitos, | c-Fos, c-Jun, PKC
células epiteliales, neutrdfilos,
eosinofilos, células dendriticas,
monocitos, células By T

Hs Neuronas histaminérgicas, Ca™, MAP sinasa, | Gio
eosindfilos, células dendriticas, | inhibicion cAMP
monocitos, tejidos periféricos.

H, Células hematopoyéticas, Ca*?, inhibicion de cAMP | Gijos
eosinofilos, neutréfilos, células
dendritricas, células T, basdfilos,
células cebadas, células nerviosas,
hepatocitos, bazo, intestino, colon,
corazon.

A través del receptor H; la histamina produce alguno de los signos y sintomas de las
enfermedades alérgicas en la piel, nariz y vias respiratorias bajas. Los receptores H,

son potentes supresores de la inflamacion y de funciones efectoras. Los receptores Hs



han sido identificados en el sistema de nervios periféricos y central como receptores pre
singpticos que controlan la liberacion de histamina y otros neurotransmisores y la
activacion de receptores H, promueve la acumulacion de células inflamatorias en el

lugar de la inflamacion alérgica (Akdis & Simons, 2006).

Skaper et al., en 2001, observaron que la histamina proveniente de las células cebadas,
potencia la excitotoxicidad mediada por el receptor a NMDA en cultivos de neuronas de
hipocampo incubadas con glicina (Skaper et al., 2001) y en este mismo afio Arias-
Montafio et al., observaron que la histamina a través del receptor Hs reduce la
liberacion de GABA, cuando cortes de estriado de rata son estimulados eléctricamente
(Arias-Montafio et al., 2001). Esta reportado por Molina-Hernandez y Velasco (2008),
gue en el SNC a través del receptor Hi, la histamina es critica para la diferenciacion
neuronal y la supervivencia celular y que la proliferacion celular, estéd importantemente
mediada por el receptor H, (Molina-Hernandez y Velasco, 2008). En cultivos
neuronales se ha observado que la histamina mediante la activacion del receptor H;
aumenta hasta tres veces el numero de neuronas y disminuye la poblacion de
astrocitos. Por otro lado, los animales deficientes del receptor H; muestran niveles

reducidos de neurogénesis (Ambrée et al., 2014).

1.1.4. Funcién de las células cebadas en el SNC

1.1.4.1. Interaccién células cebadas-neuronas

Aunque la relacion funcional entre las CC y las neuronas no esta del todo caracterizada,
la comunicacién de las CC con los nervios periféricos ofrece una aproximacion de lo
gue ocurre a nivel central. En la mayoria de los tejidos, las células cebadas y los nervios
estan yuxtapuestos con huecos espaciales de aproximadamente 20 nm, de igual forma,
ambas comparten vias de sefializacion y activacion comunes, sugiriendo una
comunicacién bidireccional (Silver & Curley, 2013). Del mismo modo los productos

liberados por las CC pueden alterar la respuesta de las neuronas, suponiendo asi una



comunicacion neuro-inmune (Wilhelm et al., 2005). Un ejemplo de esto es la liberacion
de heparina la cual se utiliza para bloquear la liberacion de calcio intracelular,
inhibiendo asi la respuesta neuronal (Wilhelm et al., 2005).

1.1.4.2. Interaccidn células cebadas-células gliales

La triptasa liberada por las CC puede activar el receptor activado por proteinasa 2
(PAR2) presente en la microglia, lo que conlleva a la liberacion de mediadores
proinflamatorios como TNF-a e IL-6 y la produccién de especies reactivas a oxigeno
(EROs) (Silver y Curley, 2013; Zhang et al., 2012a). Mediante este mismo receptor
(PAR2), se regula positivamente la expresion del receptor P2X4 (receptor purinérgico),
gue promueve la liberacion del factor neurotréfico derivado del cerebro (Yuan et al.,
2010). De igual forma la microglia expresa los cuatro receptores de histamina y la
estimulacién de dichos receptores dan como resultado la produccion de TNF-a, IL-1B e
IL-6 (Bafiuelos Cabrera et al., 2014; Dong et al., 2014, Ferreira et al., 2012).

1.1.4.3. Neuroinflamacioén

Las células que contribuyen mayoritariamente en la neuroinflamacion son las células
gliales, éstas ademas pueden responder a las sefiales inflamatorias procedentes de
otras células de origen inmunolégico como las CC (Dheen et al., 2007). Existe evidencia
de que en los animales carentes de CC, la activacion de la microglia es menor (Dong et
al., 2017), por lo que es claro que las CC participan en procesos inflamatorios y se
encuentran presentes en dichos sitios de lesion, jugando un papel importante en los
procesos inflamatorios, dado a que son sensores ambientales por comunicar al
organismo con su medio exterior y dar respuesta a condiciones fisiol6gicas inmunes (da
Silva et al.,2014).



1.1.4.4. Neurodegeneracion

Existen dos procesos fundamentales de muerte neuronal, ya sea por apoptosis o
necrosis, el primero es un proceso controlado que es parte de la fisiologia natural,
mientras el segundo ocurre tras un dafo en el SNC, sin embargo, es posible inducir la
muerte neuronal durante la neurodegeneracion aguda y cronica (Lyman et al., 2014). La
neuroinflamacion afecta de manera directa la apoptosis neuronal por la produccion de
moléculas inflamatorias (Lyman et al.,, 2014). Se cree que el TNF-a en conjunto con
otras citosinas liberadas por las CC pueden llevar a una neurotoxicidad con la posterior
muerte neuronal (Skaper et al., 1996; Hendrix et al., 2013).

1.1.5. Patologias cerebrales y células cebadas

El papel de las CC en el cerebro normal y en condiciones patoldgicas es complejo. Las
CC tienen un papel regulador de la microvasculatura cerebral, de la integridad de la
barrera hematoencefalica (Purcell & Atterwill, 1995; Zhuang et al., 1996), asi como de la
conducta sexual en aves (Silver et al., 1996). Existen diversas patologias cerebrales
que tienen asociado un incremento en el nimero de células cebadas como el asma
psicosomatica, migrafas, esclerosis multiple, neurofibromatosis y ciertos tumores
(Theoharides, 1990).

1.1.5.1. Depresion

Existe una marcada presencia de depresion mayor en pacientes que sufren infecciones
cronicas, como la artritis reumatoide o inflamacion del intestino. Por lo que se sugiere
gue la inflamacion crénica puede aumentar el riesgo de padecer este tipo de depresiéon
(Isch et al., 2007; Benros et al., 2013). Esto puede apoyarse en los estudios que utilizan
algunos componentes inmunologicos como el IFN-a y la IL-2, los cuales inducen una
mayor incidencia de depresion en los pacientes bajo dichos tratamientos, mientras que
el uso de anticuerpo contra el TNF-a pueden disminuir los sintomas de la depresion

mayor (Tyring et al., 2006; Uguz et al., 2009; Hoyo-Becerra et al., 2014)



1.1.5.2. Esclerosis Multiple

Amor y Woodroofe en 2014, demostraron que las proteasas liberadas por las CC
degradan las proteinas especificas de la mielina, sugiriendo que las CC participan en el
proceso de desmielinizacion (Amor & Woodroofe, 2014). En un modelo murino de

animales carentes de CC (ratéon Kit W/

), al inducir encefalomielitis experimental
alérgica (EEA) (manipulacion experimental que mimetiza a la EM), se observé que el
dafo neuronal en dichos animales es menor con respecto al control (animales con el
fondo genético C57BL6/J). Ademas, la reconstitucién de los ratones Kit "“Y™¥ con CC
derivadas de medula 6sea por via intravenosa, se observo el mismo dafio que en sus
controles. Estos experimentos le dan un papel importante de las CC a nivel periférico en

la regulacién de procesos neurodegenerativos (Bennett et al., 2009).

1.1.5.3. Enfermedad de Alzheimer

Estudios en tejido post mortem de pacientes con enfermedad de Alzheimer, mostraron
presencia de CC cercanos a las lesiones de placa amiloide en diversas regiones
cerebrales (Maslinska et al., 2007). En cultivos de CC de ratones APPswe/PS1dE9
(ratones que expresan placas de B-amiloide a partir de su cuarta semana de edad en el
parenquima ) tratados con el péptido AB25-35 puede activar el Panxl y mediar la
afluencia de Ca®" y la desgranulacién, aumentaron su liberacién de histamina y
presentaron un aumento en el nimero de CC en la corteza e hipocampo antes de la
apariciéon de la placa amiloide (Harcha et al., 2015), las citosinas proinflamatorias
liberadas por las CC y microglia puede regular positivamente la B-secretasa (Sastre et
al., 2003), dando como resultado un aumento de la produccién de las especies

amiloideas AR (Corrigan et al., 2011).
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1.1.5.4. Enfermedad de Parkinson

En un modelo in vitro para la enfermedad de Parkinson, se observo que al incubar tanto
CC derivadas de medula 6sea de raton por un lado y CC de humanos por otro lado con
1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP™; toxina dopaminérgica utilizada para inducir EP en
animales), ocasiona la liberacién de la quimiocina CCL2 (Kempuraj et al., 2016), lo cual
en un organismo completo, se traduce un mayor reclutamiento de células inmunes al
sitio de inflamaciéon y una mayor neuroinflamacion en el caso especifico de dafio al
SNC. Contrariamente Tuncel y colaboradores (2004), proponen que el VIP (péptido
intestinal vasoactivo) contenido en las CC puede reducir el dafio observado tras la
lesion estriatal con 6-hidroxidopamina (6-OHDA), dado que observaron que dicho
neuropéptido atenda los cambios de la respuesta motora, reduce la muerte celular y

pérdida de mielina causada por la administracién de 6-OHDA (Tuncel et al., 2004).

1.1.6. Modelo de estudio de las eélulas cebadas in vivo

1.1.6.1. Ratones c-Kit Wsh/W-sh

Los ratones deficientes en células cebadas son una herramienta valiosa para la
identificacion y cuantificacion de la contribuciébn de ese tipo celular en respuestas

biolégicas in vivo. La mutacion Kit "Ve\We"

(W-sash o W-sh) surgi6 de manera
espontanea, en un cruce entre dos cepas puras de ratones (C3H / HeH x 101 / H), y
esta fue trasladada a ratones C57BL6/J a través de retrocruzas. W-sh es una mutacion
de inversion en los elementos reguladores de la transcripcion rio arriba del sitio de inicio
de transcripcion de c-kit en el cromosoma 5 del raton. Esta mutacion modifica también
la expresion de la proteina corina y causa diversas alteraciones fenotipicas, como la
interrupcion del crecimiento y supervivencia normal de las CC, la carencia de células
intersticiales de Cajal, la coloracion blanca del pelaje del raton por la deficiencia de
melanocitos en la piel y ligeras alteraciones en la contraccién cardiaca (Grimbaldeston
et al., 2005). Existen anormalidades en la angiogénesis que afecta a la vascularizacién

de los tumores de estado solido y del tejido adiposo, dando como resultado tumores
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mas pequefios y la prevencion de la obesidad inducida por la dieta (Soucek et al.,
2007).

Los animales W-sh presentan algunas ventajas con respecto a otros modelos animales
con mutaciones o deficiencias de c-kit, porque son fértiles, no desarrollan anemia ni
otras anormalidades fenotipicas (Grimbaldeston et al., 2005). El receptor c-kit es
necesario para la maduracion de los melanocitos, por lo cual los ratones mutantes
homocigotos presentan una coloracion blanca y los mutantes heterocigotos presentan

una franja blanca o “sash” a la mitad del torso (Besmer et al., 1993).

Una caracteristica de los animales carentes de CC es que pueden ser reconstituidos
con precursores obtenidos de médula 6sea que, al igual que las CC normales, se
instalan en distintos tejidos. La reconstitucion de CC también puede hacerse por
trasplante directo de médula 6sea o por inyeccion de sangre periférica total proveniente
de ratones normales. Al realizar estas manipulaciones se puede tener una repoblacion
de CC en diversos tejidos y érganos como son: los pulmones, intestinos, la médula
0sea, el higado, el bazo, etc., sin embargo, ninguno de estos métodos permite la
reconstitucion completa del SNC (Bennett et al., 2009; Nautiyal et al., 2011; Tanzola et
al., 2003; Grimbaldeston et al., 2005).

Los modelos més cercanos de infiltrado de CC en el cerebro, estan relacionados con la
ruptura o dafios en la barrera hematoencefalica (BHE). Tanzola y colaboradores
observaron la presencia de CC, en el cerebro de animales W/W" carentes de CC tras
realizar el modelo de EEA, dicho modelo consiste en una respuesta inflamatoria
generalizada que irrumpe con la permeabilidad de la BHE (Tanzola et al., 2003). La
inyeccion de sangre periférica a través de la arteria carétida ha demostrado la
infiltracion de CC en el cerebro (Nautiyal et al., 2011), esto puede estar relacionado con
los modelos de oclusién de la arteria cardtida, lo cual ocasiona dafio en la BHE
(Sandoval & Witt, 2008).
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1.2. Enfermedades neurodegenerativas

La degeneracion del SNC se caracteriza por la pérdida progresiva de la estructura y
funciones neuronales, lo que resulta en alteraciones funcionales y mentales (Campbell
et al.,, 1999). Si bien las causas asociadas con la neurodegeneracion son poco
conocidas, la incidencia de ésta aumenta con la edad en la vida adulta y vejez (Hof &
Mobbs, 2010). Este fendmeno que afecta principalmente a las personas mayores es un
proceso comun, aunque de diferente etiologia en las enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer (EA), la esclerosis multiple (EM), la enfermedad de
Parkinson (EP), la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) (Chen et al.,, 2016), y la
enfermedad de Huntington (Woodroofe & Amor, 2014). Las enfermedades
neurodegenerativas son un grupo de trastornos incurables, crénicos y degenerativos del
SNC. El estrés oxidante, la neuroinflamacion y neurodegeneracion son procesos

presentes en estas enfermedades (Peterson & Toborek, 2014).

1.2.1. Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington (EH) es un desorden neurodegenerativo hereditario
causado por una mutacién en el exdn 1 del gen de la huntingtina (HTT), localizado en el
brazo corto del cromosoma 4 y consiste en la repeticion del trinucle6tido citosina-
adenina-guanina (CAG) (O Walker, 2007). Dicha repeticibon CAG se traduce a una
expansion de glutaminas en la proteina HTT. La HTT, se encuentra de manera normal
en individuos sanos, presentando menos de 35 repetidos de CAG. En pacientes con la
EH se presenta una expansion de repetidos de CAG mayor a 36 lo cual provoca el
desarrollo de la enfermedad (Kremer et al., 1994 ). El periodo de vida de un paciente
que cursa con al EH se reduce a un promedio de 15.5 afios después de aparecidas las
manifestaciones motoras de la enfermedad, que suelen aparecer en la cuarta década
de la vida. La expansion de CAG es relativamente inestable, particularmente cuando el
padre es el portador, dado que permite el aumento en el nimero de repetidos en la
descendencia (Myer et al., 1982), esta caracteristica permite que la enfermedad se

presente en etapas tempranas de la vida generalmente antes de los 21 afios de edad,
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la aparicién temprana de la EH se encuentra relacionada de manera inversa con el
namero de repetidos de CAG (Figura 2) (Nance & Myers, 2001).
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Figura 2. Relacién entre el numero de repetidos de CAG y la edad de inicio de la enfermedad
de Huntington. El tamafio de la repeticion esta fuertemente relacionado con la edad de inicio. La
edad de inicio antes de los 20 afios suele asociarse con un tamafio repetido de mas de 60
unidades de CAG (Modificado de Nance & Myers, 2001).

La agregacion intranuclear o citoplasmatica de la HTTmutada, estd asociada a la
atrofia neostriatal y a la neurodegeneracion en el putamen y caudado en los pacientes y
en el cuerpo estriado en los roedores. Los agregados de HTT mutada causan la muerte
neuronal a través de la apoptosis, entre otros mecanismos. Y es posible que los
productos de la apoptosis, puedan desencadenar respuestas inmunes inflamatorias
(Creus, 2012). En general, la actividad neuroinflamatoria en la EH es atribuida a la
microglia (Woodroofe & Amor, 2014).
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Existe evidencia que sugiere que los procesos excitotoxicos y el estrés oxidante estan
involucrados en la etiologia de la EH (Browne et al.,, 1999), esto se ha demostrado,
tanto en pacientes como en modelos con roedores (Browne et al., 1997). Dicho estrés
oxidante se caracteriza por un aumento en el dafio al ADN, a las proteinas y a los
lipidos, asi como un incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes tales
como: la glutation peroxidasa, la catalasa y la superéxido dismutasa, como respuesta al
dafio (Sorolla et al., 2008).

A consecuencia del dafio a nivel celular se presentan alteraciones en el fenotipo del
individuo afectado, pueden aparecer sintomas psicéticos, paranoides o depresivos,
precediendo a los movimientos coreicos. Los movimientos tales como coreas, atetosis,
balismos, distonias y tics, se relacionan con lesiones en los ganglios basales los cuales
estan asociados principalmente con el inicio y fin de los movimientos voluntarios e
involuntarios (Afifi & Bergman, 2006). Estudios de imagenologia post-mortem de
individuos que padecieron la EH, muestran que al inicio existe atrofia cerebral
caracteristica, la cual es notable en el cuerpo estriado; debido a esto existe una severa
pérdida de neuronas de proyeccion espinosa media, especialmente las que sintetizan
encefalina y acido y-aminobutirico (GABA) (Novak & Tabrizi, 2010). El dafio en la via
indirecta de los ganglios basales en la EH intensifica los impulsos excitatorios a la
neocorteza, con lo que se producen movimientos coreiformes involuntarios (Figura 3).
En algunos pacientes el signo clinico predominante es la rigidez y no la corea, situacion
especialmente frecuente en pacientes cuyo trastorno comenzo en la juventud y esto se
asocia a un dafio en la via directa como indirecta de los ganglios basales (Brunton,
2012).
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Figura 3. Los ganglios basales en la enfermedad de Huntington. Las neuronas que establecen
proyecciones desde el estriado a GPe y forman la via indirecta son afectadas primero en la
evolucion de la enfermedad, lo cual causa que se pierda la inhibicion de GPe. A su vez, la
mayor actividad de dicha estructura inhibe STN, SNpr y GPi, lo cual causa pérdida de la
inhibicién al nacleo VA/VL y un mayor impulso excitador talamocortical. Las estructuras violetas
muestran menor actividad en HD, en tanto las de color rojo muestran mayor actividad. La linea
azul palido denota vias primarias con menor actividad. Par reticular de la sustancia negra
(SNpr), par compacta de la sustancia negra (SNpc), globo palido interno (GPi), globo palido
externo (GPe), nlcleo subtalamico (STN), nlcleos ventroanterior y ventrolateral (VA/VL).

1.2.1.1. Modelo animal para estudiar la enfermedad de Huntington

1.2.1.1.1. Modelo del acido quinolinico

Schwarcz y colaboradores en 1983, demostraron que la inyeccién estriatal con acido
2,3-piridina descarboxilico (AQ), ejerce un efecto citotéxico en el estriado, asi como
cambios conductuales y patologicos. El AQ es un metabolito endogeno del triptofano,
cuando este se dirige a la via de las kinureninas. Esta reportado que el metabolito AQ
esta presente de manera normal en el cerebro de rata y humano (Schwarcz et al.,

1983). En 1981 Stone y Perkins, descubrieron que el AQ es un potente excitador de las
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neuronas en el SNC, debido a que es un agonista de los receptores a NMDA (N-metil-
D-aspartato) (Stone & Perkins, 1981).

La via de las kinureninas se encuentra en células gliales y en células inflamatorias de
la circulacion, asi como en otros grupos celulares, diferentes grupos han demostrado
que una activacion inapropiada de la via de las kinureninas puede conducir a un
aumento de los niveles de AQ. La alteracion en los niveles de AQ, esta implicado en
diferentes patologias tales como el EA, EP y EH, asi como en modelos experimentales
de dichas enfermedades en las que AQ desempefia un papel especial que actla en la
cascada neurodegenerativa (Maddison & Giorgini, 2015).

Se ha observado que en este modelo neuroquimico hay una reduccién de los niveles de
GABA y sustancia P, sin alterar los niveles de dopamina, vasopresina, somatostatina y
neuropéptido Y, en comparacion con otros modelos que disminuyen estos ultimos
(Tabla 3), y asemeja de manera mas adecuada a las caracteristicas bioquimicas
expresadas en los pacientes con la EH (Beal et al., 1986; Ellison et al., 1987; Caraceni
et al., 1977).

Tabla 3. Contenido de neurotransmisores en el estriado en diferentes modelos
neuroquimicos de la EH

Acido quinolinico

N-metil-D-aspartato - - - = =

Ibotenato - - - - = =

Kainato - - - - = =

Misma concentracién del neurotransmisor (-), menor concentracién del neurotransmisor (-) con respecto al contenido basal en
animales sin lesion. Somatostatina (GHIH), neuropéptido Y (NPY), sustancia P (SP), acido v-amino butirico (GABA), dopamina (DA),

vasopresina (VP).
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2. Justificacién

Debido a los recientes estudios donde se observa la participacion de las CC en diversas
patologias cerebrales y al papel de la histamina como potenciador o atenuador del dafio
ocasionado por el receptor NMDA, es de sumo interés estudiar como interaccion estos

en un modelo neuroquimico de la enfermedad de Huntington.
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3. Hipotesis General

Con base a los antecedentes, en este proyecto se plantea la siguiente hipétesis

general:

Las CC patrticipan en el proceso neurodegenerativo que se induce con un agonista

NMDA en el modelo murino de la enfermedad de Huntington

Asimismo, pondremos a prueba las siguientes hipotesis:

4. Objetivo general

Caracterizar la participacion de las células cebadas y su mediador histamina en el
proceso de dafio neuronal en un modelo neuroquimico de la enfermedad de

Huntington.

4.1. Objetivos especificos

1) Evaluar el dafio neuroldgico conductual y el contenido de GABA estriatal en
ratones deficientes de células cebadas (W-sh) y ratones C-57BL6/J posterior a la
lesion con AQ.

2) Determinar el nivel de dafio oxidante estriatal en ratones deficientes de células
cebadas (W-sh) y ratones C57BL6/J posterior a la lesion con AQ.

3) Realizar la reconstitucion de las células cebadas en el SNC de ratones
deficientes (W-sh).

4) Evaluar el efecto de la lesion intraestriatal con AQ en ratones W-sh,
reconstituidos con CC y/o administrados con su mediador histamina por medio
de la evaluacion conductual y parametros de oxidacion.
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5. Metodologia

5.1. Material bioldgico

Se utilizaron ratones C57BL6/J y ratones Kit V""" hembras de 12 semanas de edad,
mantenidos con agua y alimento estériles ad libitum bajo condiciones de temperatura,
humedad y ciclos luz-oscuridad 12:12. Los animales fueron obtenidos bajo el protocolo
0074-13 del CICUAL.

Se formaron 10 grupos con una n=12 ratones por grupo, bajo el siguiente esquema de
trabajo descrito en la tabla 4.

Tabla 2. Grupos experimentales de acuerdo al tratamiento y lesién intraestriatal

Grupo Tratamiento Intraestriatal
Kit VoW Ssl
Kit WshW-s AQ
Kit VoW BMMC IP Ssi
Kit WshW-s BMMC IP AQ
Kit WVonWs BMMC ICV Ssi
Kit WshW-s BMMC ICV AQ
Kit WshWs Histamina ICV SSl
Kit WshW-s Histamina ICV AQ

---= sin ningln tratamiento SSI=Solucién salina isotdbnica BMMC= CC derivas de medula 6sea de ratén

AQ= Acido quinolinico IP= Intraperitoneal ICV= Intracerebroventricular

20



Posterior a la inyeccion intra estriatal con AQ o SSI, una n=6 de ratones de cada grupo
experimental se sacrificO para la medicion del estrés oxidante. Una n=6 ratones se
mantuvieron durante 3 dias después de la lesion para realizar la prueba de conducta

rotatoria y un dia después de la prueba se sacrificaron para la medicion de GABA.

5.2. Modelo neuroquimico inducido por la lesién estereotaxica con acido
quinolinico

Bajo anestesia general (PISABENTAL®; pentobarbital sédico a una dosis de 40 mg/kg
IP), los ratones fueron colocados en un aparato estereotaxico modificado para especies
pequefias. Se realizo la asepsia a la cabeza del ratdn con solucion de yodopovidona
(10%) y se realiz6 un corte sagital no mayor a 2 cm, partiendo de la linea de los ojos del
animal, para asi exponer el crdneo. Se inyect6 1 pL de AQ (30 nmol/uL) o SSI en el
cuerpo estriado del hemisferio derecho, usando las siguientes coordenadas: +0.6 mm
anterior y -2.0 mm lateral a bregma y -2.7 mm ventral a la duramadre, para los animales
entre 25-30 g de peso y +0.5 mm anterior y -1.8 mm lateral a bregma y -2.5 mm ventral
a la duramadre para los animales de 20-25 g, esto de acuerdo al atlas de Paxinos y
Franklin (Paxinos & Franklin, 2012), la inyeccién de AQ y SSI se realiz6 a un flujo
controlado de 0.5 pL/min, dejando un minuto para la difusion de los compuestos,
transcurrido este tiempo se retird la jeringa y se realizdé la sutura de la piel y la
esterilizacion de la herida con la solucion de yodopovidona (el cual tiene un espectro
muy amplio de actividad germicida, ya que actla contra una gran variedad de bacterias,

hongos, virus, protozoarios y esporas).

5.3. Diseccion del tejido cerebral

Los ratones de los diferentes grupos se sacrificaron por decapitacion, inmediatamente
se tomo la cabeza y fractur6 el craneo para exponer el cerebro del animal. Se extrajo el
cerebro con ayuda de una espatula y se coloco sobre papel filtro puesto sobre un vidrio
de reloj incrustado en hielo. Con pinzas tipo relojero se separaron los hemisferios y se

dej6é expuesto el cuerpo estriado, con ayuda de las pinzas se diseco la region de interés
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y se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 mL y se almacenaron a -70°C hasta su

analisis.
5.4. Conducta

5.4.1. Evaluacién conductual

La conducta de rotacion se evalud a los 3 dias posteriores de la lesion intraestriatal 5
minutos antes de la prueba los ratones se administraron con apomorfina (1mg/kg via
subcutanea) disuelta en una solucién antioxidante de acido ascorbico, preparada el
mismo dia. Los animales se colocaran en cajas de acrilico independientes, limpias,
deodorizadas con metanol y una cama delgada de aserrin. Pasados los 5 minutos se
cuantific6 el nimero de giros ipsilaterales (lado derecho) realizados por cada raton

durante una hora (Norman et al., 1987).

5.4.2. Medicién de los niveles de GABA

Un dia después de la prueba de conducta rotatoria, se administrd un inhibidor de la
glutamato descarboxilasa (GAD), el acido 3-mercaptopropionico (1.2 mmol/kg IP) para
inhibir el incremento GABA post mortem. Dos minutos después, los animales se
sacrificaron por decapitacion y se diseccionara el cuerpo estriado derecho (lado
lesionado). Los tejidos estriatales se homogenizaron con 20 volimenes metanol-agua
(85% v/v). Las muestras se centrifugaron a 3000 g durante 10 minutos y se tomo el
sobrenadante, posteriormente se almacenaron a —70°C hasta su analisis por HPLC. Los
niveles de GABA se cuantificaron utilizando un método por HPLC con deteccion por
fluorescencia. Primeramente, se realizd una reaccion de derivatizacién precolumna, se
adicionan 10 pL de reactivo de OPA a 10 pL de los sobrenadantes del tejido estriatal.
Se inyect6 20 pL de la mezcla al cromatografo de liquidos. Para llevar a cabo la
separacion, se utilizé una columna OPA-HS (RP 12.5 x 4.5 mm, tp 3 um Alltech) con
una fase movil consistente de solucibn 50 mM de acetato de sodio (pH 5.9),
conteniendo 1.5% v/v de tetrahidrofurano, y metanol grado HPLC en un gradiente lineal

que va desde un 10% hasta un 65% de metanol. La cuantificacion se realizara por
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medio de un detector de fluorescencia a 232 nm de excitacion y 455 nm de emision.
Para su reporte se estandarizan los valores de GABA con respecto a la concentracion

de proteinas de cada muestra (Monge-Acufia & Fornaguera-Trias, 2009).

5.5. Mediciéon del dafio oxidante

5.5.1. Cuantificacién de la peroxidacion de lipidos

Para la determinacion de la peroxidacion de lipidos se realiz6 la técnica descrita por
Triggs y Willmore, basada en la determinacion de productos lipidicos que generan
fluorescencia en extracciones cloroformo-metanol (Triggs & Willmore, 1984). Los tejidos
estriatales se homogenizaron con 2 mL de SSI, de dicho homogenizado se tomaron dos
alicuotas de 900 pL. A 900 puL de homogenado se agregaron 4 mL de una mezcla de
cloroformo-metanol (2:1, v:v) y se mezclaron. Posteriormente la mezcla se refriger6 por
30 minutos para permitir la separacion de las fases, siempre protegida de la luz. La fase
acuosa (fase superior) se aspird con una bomba de vacio. Finalmente se transfirieron 2
mL de la fase organica (cloroférmica) a una celda de cuarzo y se agregdé 200 uL de
metanol. La muestra se analizé usando un espectrofotometro de fluorescencia (Perkin
Elmer LS50B) a longitudes de onda de 370 nm de excitacion y 430 nm de emision. Para
la referencia se utiliz6 una solucion de 0.001 mg/mL de quinina. Los valores de
fluorescencia se corrigen con los valores de proteinas en cada muestra (Pérez-

Severiano et al., 2004).

5.5.2. Cuantificacion de la formacion de especias reactivas a oxigeno

La formacion de especies reactivas de oxigeno se evaluo utilizando diacetato de 2°7"-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA), el cual es oxidado por accién de las EROs para
formar 2°7 -diclorofluoresceina (DCF), la cual es capaz de generar fluorescencia. Se
preparé una solucion amortiguadora TRIS-HEPES (18:1). A partir de esta mezcla se
tomaron 5 pL de muestra los cuales se incuban con 145 pL de solucién amortiguadora
TRIS-HEPES (18:1) y 50 puL de DCF-DA 50 pM a 37°C durante 1 hora con agitacion
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constante en una placa de 96 pozos. Posteriormente se determiné la fluorescencia de
cada muestra en un multi-lector de placa FLx800 (Biotek Instruments, Inc.), a una
longitud de onda de 488 nm de excitacion y 525 nm de emision. Los valores obtenidos
se calcularon a partir de la interpolacion en una curva de calibracion de DCF. Los
valores de proteinas de cada muestra se utilizaron para expresar los resultados como

nmoles de DCF/mg proteina/min (Gomes et al., 2005).

5.6. Cuantificacion de proteinas por BCA

Se colocaron en una placa de 96 pozos 95 pL de agua, posteriormente se adicionara 5
pL de muestra, adicionalmente se agregaran 100 pL de reactivo BCA por muestra, se
incubo la placa durante 20 minutos a 60°C. Se realiz6 la lectura a 540 nm y 450 nm de
referencia. Antes de agregar el BCA por cada mililitro de este se agregaron 20 pL de
sulfato de cobre al 4%, para obtener las concentraciones de proteinas se realizdé una

curva con albamina bovina (BSA) (Stoscheck, 1990).

5.7. Reconstitucion con Células cebadas

5.7.1. Obtencién de BMMC

Se recolectd la médula 6sea de fémures de animales wild type (C57BL6/J) y se
realizaron cultivos de células cebadas en medio RPMI con IL-3. Para la reconstitucion,
se centrifugaron las células durante 6 minutos a 1000 rpm, se retiré el sobrenadante y

se resuspendieron en buffer isotonico (Tyrode’s) sin albumina.
5.7.2. Reconstitucion intraperitoneal

tVsVWsh - hembras de 8 semanas de edad se administraron

Los ratones Ki
intraperitonealmente con 2x10° células en 200 pL de Tyrode’s sin albimina
(Grimbaldeston et al., 2005), se dejaron recuperar durante 4 semanas para ser

sometidos posteriormente al modelo neuroquimico de la EH.
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5.7.3. Reconstitucion intracerebroventricular

Bajo anestesia general (PISABENTAL®; pentobarbital sédico a una dosis de 40 mg/kg
IP) los ratones KitV """ hembras de 10 semanas de edad se administraron ICV en el
ventriculo lateral derecho con 5x10°% 5x10* y 5x10° células en 200 uL de Tyrode’s sin
albumina, usando las siguientes coordenadas: -1.0 mm lateral a bregma y -2.0 mm
ventral a la duramadre (Grimbaldeston et al., 2005; Paxinos & Franklin, 2012), se
dejaron recuperar durante 2 semanas para posteriormente someterlos al modelo

neuroquimico de la EH.

5.8. Administracion intracerebroventricular de Histamina

Bajo anestesia general (PISABENTAL®; pentobarbital sédico a una dosis de 40 mg/kg
IP) los ratones KitVs"Ws" hembras de 12 semanas de edad se administraron ICV en el
ventriculo lateral derecho con 1 pL de histamina (5 pug/uL) en el ventriculo derecho,
usando las siguientes coordenadas: -1.0 mm lateral a bregma y -2.0 mm ventral a la
duramadre (Paxinos & Franklin, 2012; Masaki et al., 2001), pasados 20 minutos los

animales fueron sometidos al modelo neuroquimico de la EH.

5.9. Histologia

5.9.1. Tincién azul de toluidina

Bajo anestesia general (PISABENTAL®: pentobarbital sédico a una dosis de 40 mg/kg
IP), los animales fueron perfundidos con una solucion de formalina al 4 %,
posteriormente se obtuvieron los cerebros y se realizaron 5 cortes coronales seriados
de 100 um de grosor del tejido. Se prepardé una solucibn madre al 1% de azul de
toluidina en alcohol al 70% disuelta en NaCl al 0.5% (pH 2.3), y los portaobjetos con
rebanadas se sumergieron durante 30 min en la solucion. Posteriormente se realizaron

tres lavados en agua destilada, se deshidrataron en una serie de concentraciones
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crecientes de etanol y por ultimo las muestras se montaron para su observacion al
microscopio (Dong et al., 2016). Las células fueron observadas bajo microscopio optico
a 10x, 40x y 100x. La tincion de azul de toluidina, utiliza un colorante catidnico
débilmente hidrdfilo, el cual al unirse al ADN, ARN, cromatina o cuerpos de Nissl tiene
una coloracion azul, mientras que al unirse con los glicosaminoglicanos contenidos en
los granulos de las CC (por la presencia de heparan sulfato, heparina e histamina),

torna a un color metacromatico parpura (Sridharan & Shankar, 2012).

5.10. Estadistica

Los datos recolectados se analizaron mediante el programa estadistico GraphPad
Prism 6. Realizando prueba de Kruskal-Wallis para las mediciones conductuales
seguidas de la prueba de Dunnet. Para el contenido de GABA, PL y EROs se realizé un
analisis de varianza (ANOVA), las comparaciones multiples se llevaron a cabo por la
prueba de rangos de Tukey. Los valores reportados se expresan como el promedio +

error estandar.
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6. Resultados

Con el fin de observar como se desarrollaba el modelo del AQ en los animales W-sh, se
realizé el analisis del numero de giros posteriores a la lesidbn con AQ en ratones
C57BL6/J (C-57) y W-sh administrando apomorfina (s.c.) y midiendo los giros
ipsilaterales durante 1 hora. En los ratones C57BL6/J lesionados con AQ se observo
una media de 57.83+1.47 giros por hora. En los animales W-sh con AQ se obtuvo una
media de 35+1.26 giros. Este dato es significativamente diferente (p<0.05) con respecto
al grupo de ratones C-57 (Figura 4). En los diferentes grupos examinados se observa
que al ser inyectados con solucion salina y posteriormente estimulados con apomorfina

no se presentan giros.
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Figura 4. Evaluacion de la conducta rotatoria después de la lesion con AQ ratones W-sh. Los
valores representan el promedio + el error estandar de 6 animales por grupo. Kruskal-Wallis
seguido por Dunnet. *p<0.05 diferentes del grupo SSI.tp<0.05 diferentes del grupo control con

AQ.

Para evaluar la pérdida de neuronas GABAEérgicas tras la lesion con AQ se midié por
HPLC el contenido de GABA en el estriado. En los ratones C-57 inyectados con
solucion salina (SS) se observd un contenido de 0.029+0.003 pumol/mg proteina de

GABA que disminuy6 significativamente (p<0.05) al ser lesionados con AQ 0.0155
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+0.003 pmol/mg. Los ratones W-sh con SS presentaron una concentracion media de
GABA de 0.034+0.004 pmol/mg la cual no representa diferencia significativa con
respecto al grupo C-57 con SS. Al ser lesionados con AQ el valor de GABA en ratones
W-sh disminuye a 0.027+0.002 pmol/mg el cual presenta diferencias significativas

(p<0.05) con el grupo C-57 y AQ y el grupo W-sh con SS (Figura 5).
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Figura 5. Contenido de GABA después de la lesion con AQ ratones W-sh. Los valores
representan el promedio * el error estdndar de 6 animales por grupo. ANOVA seguido por
Tukey. *p<0.05 diferentes del grupo SSI. 'p<0.05 diferentes del grupo control con AQ.

Con el fin de observar el dafio oxidante producido en los animales W-sh bajo el modelo
del AQ, se midi6 la produccion de especies reactivas a oxigeno (EROSs) en los ratones
tratados con AQ, los animales fueron sacrificados dos horas después de la lesiébn con
AQ vy el tejido fue procesado para efectuar la medicion de las EROs utilizando diacetato
de 27 -diclorofluoresceina. En los ratones C-57 con AQ, se detectd la formacion de
10.70+0.57 pmol/mg proteina/minuto de EROs. En los ratones W-sh el valor de EROs
fue significativamente menor 7.593+0.2807 pmol/ mg proteina/ minuto (p<0.05) que el
obtenido en el grupo C-57 con AQ (Figura 6).
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Figura 6. Produccion de EROs después de la lesion con AQ ratones W-sh. Los valores
representan el promedio + el error estandar de 6 animales por grupo. ANOVA seguido por
Tukey. *p<0.05 diferentes del grupo SSI. 'p<0.05 diferentes del grupo control con AQ.

La peroxidaciéon de lipidos en los ratones C-57 lesionados con AQ, fue de 17.65+1.72
UF/mg proteina, en los ratones W-sh con AQ se obtuvo un valor menor que fue
estadisticamente significativo con respecto al grupo C-57 12.59 +0.86 UF/ mg proteina
(p<0.05) (Figura 7).
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Figura 7. Peroxidacion de lipidos después de la lesion con AQ ratones W-sh. Los valores
representan el promedio + el error estandar de 6 animales por grupo. ANOVA seguido por
Tukey. *p<0.05 diferentes del grupo SSI. 'p<0.05 diferentes del grupo control con AQ.
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Con el fin de repoblar el cerebro de animales W-sh con CC, se llevd a cabo la
reconstitucion ICV en los ratones deficientes W-sh. Se inyecté ICV 5x10° 5x10* y
5x10* CC derivadas de médula 6sea (BMMC; contenidas en 10 pL de solucién Tyrode’s
sin albumina), en el ventriculo lateral derecho de los animales. Posteriormente, bajo
anestesia, se llevd a cabo la perfusibn cardiaca con PBS y PFA al 4% e
inmediatamente los cerebros fueron recolectados y mantenidos en PFA al 4% hasta su
utilizacion. Previo a realizar los cortes histologicos del cerebro, éstos permanecieron 24
hrs en solucion de sacarosa al 30% con 0.01% de azida de sodio. Posteriormente se

procedio a realizar los cortes coronales a diferentes niveles cerebrales.

Las imagenes representativas de los cerebros analizados de los diferentes grupos, se
muestran en la figura 8. Se observa una clara proliferacién de las CC en el estriado de
los animales C-57, y en los cerebros de animales W-sh, como ya esta reportado hay
ausencia de éstas. En los cerebros reconstituidos con 5x10° y 5x10* BMMC, se observa
una menor densidad de esta poblacion celular. En los cerebros de los animales
reconstituidos con 5x10° BMMC, se observé una poblacién semejante a la de los
animales C-57. Por lo que la cantidad de 5x10°> BMMC administrada por la via ICV fue
la que mejor repoblé con CC. En la figura 9 se muestra la grafica de conteo de las CC

en los diversos grupos analizados.
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Figura 8. Imagenes representativas del estriado de los diferentes grupos analizados posterior a
la reconstitucion ICV con BMMC, objetivos 10x y 40x. Ratones C-57BL6/J (WT), Ratones W-
sh/W-sh (W-sh), ratones reconstituidos con 5x10° células (5x10°), ratones reconstituidos con
5x10* células (5x10% y ratones reconstituidos con 5x10° células (5x10°).
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Figura 9. Promedio del coteo de CC en el estriado de los diferentes grupos analizados. Los
valores representan el promedio * el error estandar de 3 animales por grupo. Kruskal-Wallis
seguido por U de Mann Whitney. *p<0.05 diferente con respecto al grupo WT

En la figura 7 se muestra el nUmero promedio de CC encontrados en el estriado de los
diferentes grupos evaluados, determinando asi un promedio de 24 CC en los animales
WT, la usencia de estas células en los animales W-sh, un promedio 13 CC en los
ratones reconstituidos ICV con 5x10° BMMC, 16 CC en los ratones reconstituidos con
5x10* BMMC y un promedio de 23 CC en los animales reconstituidos con 5x10°> BMMC,
por lo cual se determiné que la cantidad adecuada para reconstituir a estos animales
con CC es de 5x10° BMMC via ICV.

Con el fin de observar la participacién de las CC a nivel periférico en el dafio inducido
por AQ, se llevéd a cabo la reconstitucion de los animales W-sh con 2x10° BMMC
intraperitonealmente (W-shlP) y se sometieron al modelo neuroquimico inducido con
AQ, midiendo posteriormente la conducta de giros, y dafio oxidante en dichos animales.
Al ser lesionados con AQ, la media de numero de giros aumentd ligeramente a

39.17+3.71, sin embargo no se observo el mismo nivel de dafio que en su fondo
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C57BL6/J (Figura 10). La formacién de EROs aument6 a 8.528 £0.4123, sin embargo
no se observo el mismo nivel de EROs que en su fondo C57BL6/J (Figura 11), y en PL
de igual manera no se observo el mismo valor que en su fondo C57BL6/J (Figura 12).
Por lo que se comprobd que esta via no parece contribuir en los parametros de dafio en
el modelo del AQ.

Giros ipsilaterales

Figura 10. Evaluacion de la conducta rotatoria después de la lesidon con AQ reconstitucion IP.
Los valores representan el promedio + el error estandar de 6 animales por grupo. Kruskal-
Wallis seguido por Dunnet. *p<0.05 diferentes del grupo SSI. 'p<0.05 diferentes del grupo control
con AQ.
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Figura 11. Produccion de EROs después de la lesion con AQ reconstitucion IP. Los valores
representan el promedio * el error estandar de 6 animales por grupo. ANOVA seguido por
Tukey. *p<0.05 diferentes del grupo SSI. 'p<0.05 diferentes del grupo control con AQ.
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Figura 12. Peroxidacion de lipidos después de la lesiébn con AQ reconstitucion IP. Los valores
representan el promedio * el error estdndar de 6 animales por grupo. ANOVA seguido por
Tukey. *p<0.05 diferentes del grupo SSI. 'p<0.05 diferentes del grupo control con AQ.

Prosiguiendo con el estudio de la participacién de las CC en el dafio inducido por AQ,
se realizd la reconstitucion ICV de CC en animales W-sh con 2x10° BMMC,
posteriormente se realizo la lesion con AQ y se midieron la conducta de giros, niveles
de GABA estriatales, formacion de EROs y PL.

Con respecto a la conducta de giros los animales reconstituidos ICV con BMMC (W-
shiCV), aumentaron el nimero de giros alcanzando un promedio de 48.7+4.3, dicho
valor no presenta diferencia significativa con respecto al grupo C-57 lesionado con AQ
(Figura 13), en el contenido de GABA estriatal se observa una disminucion del
contenido de este neurotransmisor 0.0183+0.003 que no presenta diferencia con
respecto al contenido de GABA estriatal de los animales C-57 lesionados con AQ
(Figura 14), con lo cual se observa que la reconstitucion ICV recupera la condicion de

dafo en los animales W-sh.
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En los pardmetros de oxidacion se observa un aumento tanto en los parametros de
formacion de EROs asi como la PL en los animales reconstituidos ICV con BMMC,
dando un promedio de 10.026+0.268 en EROs (Figura 15) y 18.23+1.27 en PL (Figura
16), dichos datos no difieren estadisticamente con los observados en los animales WT
lesionados con AQ, por lo cual el dafio oxidante esta relacionado con la presencia de

estas células en dicho modelo.
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Figura 13. Evaluacién de la conducta rotatoria después de la lesion con AQ reconstitucion ICV.
Los valores representan el promedio + el error estandar de 6 animales por grupo. Kruskal-
Walllis seguido por Dunnet. *p<0.05 diferentes del grupo SSI.'p«0.05 diferentes del grupo control
con AQ.
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Figura 14. Niveles de GABA estriatal después de la lesion con AQ reconstitucion ICV. Los
valores representan el promedio * el error estdndar de 6 animales por grupo. ANOVA seguido
por Tukey. *p<0.05 diferentes del grupo SSI.'p<0.05 diferentes del grupo control con AQ.
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Figura 15. Produccion de EROs después de la lesion con AQ reconstitucion ICV. Los valores
representan el promedio * el error estandar de 6 animales por grupo. ANOVA seguido por
Tukey. *p<0.05 diferentes del grupo SSI.'p«0.05 diferentes del grupo control con AQ.
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Figura 16. Peroxidacion de lipidos después de la lesion con AQ reconstitucion ICV. Los valores
representan el promedio + el error estandar de 6 animales por grupo. ANOVA seguido por
Tukey. *p<0.05 diferentes del grupo SSI. 'p<0.05 diferentes del grupo control con AQ.
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Dentro de los objetivos propuestos de este trabajo, fue evaluar como la histamina
puede mediar el dafio observado en el modelo del AQ dado que se conoce que esta
amina es uno de los principales mediadores liberado por las CC, por lo cual se
administré histamina ICV en los animales W-sh y posteriormente se realiz6 el modelo
del AQ. Con respecto a la conducta rotatoria se observé un aumento en el numero de
giros llegando un valor de 63.5+4.97, el cual no difiere con lo observado en los animales
C-57 (Figura 17), de igual forma en el contenido de GABA, dicho neurotransmisor se
encuentra reducido en el estriado de animales tratados con histamina a una cantidad de
0.02476+0.003 el cual no presenta diferencia con el contenido de GABA en los

animales C-57 (Figura 18).

En los parametros de dafio oxidante, la formacion de EROs en los animales tratados
con histamina, llego a valores de 12.3+0.72)+, los cuales se asemejan a los vistos en
los animales C-57 (Figura 19), de igual forma sucede con la PL donde se observan
valores de 25.23+2.46 que no difieren con respecto a los animales C-57 lesionados con
AQ (Figura 20). Por lo cual se observa que la histamina media el dafio conductual y

oxidante en el modelo del AQ.
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Figura 17. Evaluacion de la conducta rotatoria después de la lesién con AQ administracion de
Hist. Los valores representan el promedio * el error estandar de 6 animales por grupo. Kruskal-
Wallis seguido por Dunnet. *p<0.05 diferentes del grupo SSI. p<0.05 diferentes del grupo control
con AQ.
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Figura 18. Niveles de GABA estriatal después de la lesién con AQ administracién de Hist. Los
valores representan el promedio * el error estandar de 6 animales por grupo. ANOVA seguido
por Tukey. *p<0.05 diferentes del grupo SSI.'p<0.05 diferentes del grupo control con AQ.
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Figura 19. Produccién de EROs después de la lesion con AQ administracion de Hist. Los
valores representan el promedio * el error estandar de 6 animales por grupo. ANOVA seguido
por Tukey. *p<0.05 diferentes del grupo SSI. 'p<0.05 diferentes del grupo control con AQ.
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Figura 20. Peroxidacion de lipidos después de la lesion con AQ administracion de Hist. Los
valores representan el promedio * el error estandar de 6 animales por grupo. ANOVA seguido
por Tukey. *p<0.05diferentes del grupo SSI.'p<0.05 diferentes del grupo control con AQ.

7. Discusion

La enfermedad de Huntington es una enfermedad neurodegenerativa causada por una
mutacion en el brazo corto del cromosoma 4 en el gen que codifica para la proteina
HTT (O Walker, 2007). Dicha mutacién causa la expresion de una HTTm la cual se
encuentra relacionada con la baja supervivencia y muerte de las células neuronales
(Creus, 2012). En general la EH el inicio de la enfermedad se caracteriza por la pérdida
neuronal progresiva de las neuronas GABAérgicas que participan en la via indirecta de
los ganglios basales, ocasionando de esta manera una perdida en el control del
movimiento en los pacientes que cursan con la enfermedad (Brunton, 2012). Entre otra
de las caracteristicas de los pacientes con Huntington es una desregulacion en la via de
las kinureninas, disminuyendo la produccion de acido kinurénico y un aumento de la
formacion del AQ (Maddison & Giorgini, 2015). EI AQ es un agonista de los receptores
NMDA lo cual puede producir una desregulacién en el influjo de calcio al interior de las
neuronas (Stone & Perkins, 1981). La teoria de la participacion del AQ en la
enfermedad de Huntington, asi como en algunas otras patologias del SNC nos dan una

herramienta para el estudio de la EH en modelos animales que permitan simular las
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caracteristicas neuroquimicas y anotomopatologicas de dicha enfermedad (Schwarcz et
al., 1983). La inyeccidon de AQ intraestriatalmente estimula las neuronas GABAérgicas a
través del receptor NMDA llevando a cabo la produccion de EROs, PL y la posterior

muerte neuronal en el sitio de lesion (Stone & Perkins, 1981; Schwarcz et al., 1983).

7.1. Conducta de giro

El modelo experimental de la EH inducido por AQ permite mostrar una conducta de
giros inducidos por la administracion de apomorfina, debido a la muerte neuronal
asociada a la afinidad del AQ al receptor NMDA lo cual ocasiona una sobre
estimulacién de dicho receptor y un influjo de calcio al interior de la célula ocasionando
excitoxicidad (Schwarcz et al., 1983; Stone & Perkins, 1981).

En este trabajo se observa que los animales carentes de CC presentan un menor
namero de giros que su fondo genético que posee dichas células, esta caracteristica de
disminucion de dafio en modelos de dafio cerebral concuerdan con los estudios
realizados por Tanzola en 2003, donde al inducir un modelo de encefaleomelitis
experimental alérgica (EEA) los animales carentes de CC presentan un dafio
disminuido en las alteraciones motoras evaluadas en el modelo (Tanzola et al., 2003),
de igual forma en un modelo de isquemia focal se observa una disminucién del volumen
de edema e infiltrado de neutrofilos en el SNC de animales carentes de CC (Mc Kittrick
et al., 2015). Dichos estudios demuestran que la ausencia de CC disminuye el dafio
ocasionado en diversos modelos experimentales, lo cual concuerda con los resultados
obtenidos en este trabajo. Tras la reconstitucion de las CC en el estriado de los
animales W-sh e inducir el modelo neuroquimico de la EH observamos un aumento en
el dafio ocasionado por el AQ, esto concuerda con el experimento de Tanzola de EEA
donde al reconstituir a los animales carentes de CC con BMMC de animales WT se
aumenta el nivel de dafo en dicho modelo (Bennett et al., 2009). Del mismo modo en
un modelo de miocarditis autoinmune experimental, se inmunizaron corazones de ratas
con miosina cardiaca porcina lo cual llevo a un aumento en la dilatacion del ventriculo
derecho, su disfuncion y la formacion de fibrosis miocardica, sin embargo al utilizar un

estabilizador de las CC (Cromoglicato de sodio) dichos parametros fueron reducidos
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(Mina et al., 2012), por otro lado en un modelo de isquemia intestinal inducida por
reperfusién en perros, se observé que el compuesto 48/80 (un desgranulador de las
CC) aumentaba el dafio ocasionado en dicho modelo (Boros et al., 1999). Lo cual
demuestra un papel importante de las CC en el potenciamiento del dafio inducido en

diversos modelos.

La conducta de giros inducida por apomorfina se encuentra regulada por la liberacion
del neurotransmisor GABA de las neuronas en el estriado, una menor liberacion de este
neurotransmisor se asocia con la falta del control del movimiento en dicha estructura
(Pan et al.,, 1990). Los animales W-sh se conocen tienen disminuido el nivel de
histamina en el cerebro (Nautiyala et al., 2008). Este hecho es importante dado que
estudios muestran que el agonista H3 (immepip) y la histamina inhiben la liberacion de
GABA marcado radiactivamente [3H] en cortes de la par reticulata de la sustacia nigra,
tras su activacion. Dicha inhibicion es revertida por el antagonista del receptor H3
(tioperamida) (Garcia et al., 1997), esto demuestra un papel importante de la histamina

como modulador de conductas motoras.

En general se sabe que las neuronas histaminérgicas del NTM tienen proyecciones
hacia los ganglios basales inervando principalmente el estriado. Existe una amplia
expresion de los receptores H1, H2 y H3 en el estriado siendo el receptor H3 el de
mayor prevalencia (Bolam y Ellender, 2016). Esto es de gran importancia debido a que
se conoce que la histamina es un neuromodulador de las transmisiones neuronales
(Albach, 2002), y especificamente para este modelo la liberacion de dicha amina en el
estriado se encuentra relacionada al control de la funcion motora. Una caracteristica de
nuestro modelo es la administracion de apomorfina para inducir la conducta de giros
(Pan et al., 1990), y se ha observado que la administracién de un agonista de los
recetores D2 (quimpirona) en el NTM incrementa la liberacion de histamina. De igual
forma las neuronas en el NTM responde a la administracion de dopamina, quinpirola
(agonista D2) y SKF 38393 (agonista D1/D5) aumentando la tasa de disparo de las
neuronas de dicha regién (Yanovsky et al., 2011), estos datos son importantes dado
gue la liberacion de histamina pudiera mediar la conducta de giro observada en nuestro

modelo. En un modelo de la EP ratas lesionadas con 6-hidroxidopamina en la par
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compacta de la sustancia nigra tras la administracion de apomorfina presentan una
conducta de giros contralateral al hemisferio de lesion y dicha conducta se ve
aumentada por la administracion de histidina (precursor de la histamina), mientras que
la administracion de a-flurometilhistidina (inhibidor irreversible de la histamina
descarboxilasa) inhibe la conducta de giros. De igual forma la administracion de
pirilamina (antagonista H1) y cimetidina (antagonista H2) disminuye la conducta de
giros de igual forma que un agonista del receptor H3 (imemepip) (Liu et al., 2008). Por
otro lado ratas neonatas (3 dias) inyectadas ICV con 6-OHDA presentan una conducta
de masticado de manera espontanea y esta aumenta con la administracion de SKF
38393 mientras que la administracion de un antagonista H3 (tioperamida) induce la
conducta de masticado similar al agonista dopaminérgico, asi también la tioperamida
aumento la conducta en animales tratados con SKF 38393 y el antagonista H3 (Nowak
et al., 2006). En otro modelo de ratas lesionadas con 6-OHDA el numero de giros
inducidos por apomorfina se redujo por la administracion de emmepip intranigralmente
(Garcia-Ramirez et al., 2004). Por otro lado se sabe que la administracion de
apomorfina en ratas induce una conducta de lamida y se ha observado que la
administracion ICV e IP de agonistas H1 o H2, aumenta dicha conducta inducida por
apomorfina, mientras que el agonista del receptor H3 (imetit) la reduce (Farzin y
Attarzadeh, 2000). Estos estudios sugieren que los mecanismos histaminérgicos
pueden estar implicados en la modulacion del comportamiento inducido por apomorfina
y en nuestro caso los animales carentes de CC y que poseen menor cantidad del
neuromodulador histamina presenten una conducta de giros disminuida por la escasa

participacion del neuromodulador en el sistema motor.

7.2. Contenido de GABA

Otro parametro relacionado con la muerte neuronal por el dafio excitotéxico de dicho
modelo es la disminucion de contenido de GABA debido a la selectividad del AQ por las
neuronas GABAérgicas (Schwarcz et al, 1983) y la posterior exitotoxicidad mediada por
el receptor NMDA (Stone & Perkins, 1981). Nuestros resultados muestran una

disminucién del contenido de GABA estriatal en todos los grupos lesionados con AQ,
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sin embargo los animales carentes de CC presentan un mayor contenido de este
neurotransmisor, esto como se mencioné anteriormente por la participacion de dicho
linaje celular en la potenciacion de dafio causado en diferentes modelos de dafio, asi
como también este hallazgo concuerda con lo observado por Ryu y cols (2077), donde
en un modelo animal en el cual se le ocasiona neutropenia por el uso de suero anti-
neutrofilos la lesion con AQ disminuye la perdida neuronal en dichos animales (Ryu et
al., 2007), lo cual indica que una carencia de linajes celulares relacionados con las

respuestas inflamatorias reduce la perdida neuronal tras una lesidén excitotoxica.

En el caso especifico de los animales W-sh tratados con histamina, la disminucion del
contenido de GABA asociado a la perdida de neuronas estriatales por la accion del AQ,
se asemeja a lo visto en un modelo de la EP, donde ratas lesionadas con 6-OHDA en la
sustancia nigra reduce el contenido de las neuronas dopaminérgicas en dicha region y
que tras el tratamiento diario de los animales con histidina incrementa la pérdida de
neuronas dopaminérgicas, mientras que la administracion de a-flurometilhistidina
disminuye dicha lesion. De igual forma el tratamiento diario con pirilamina (antagonista
H1) disminuye la perdida neuronal dopaminérgica (Liu et al., 2007), observandose una
participacion de la histamina en la perdida neuronal tras un dafio excitotoxico. Asi
también los experimentos de Burban y col. en 2009 muestran que el activar el receptor
NMDA en cultivos hipocampales para determinar la muerte neuronal, presentan una
disminucién en el nimero de células sobrevientes con la administracion exégena de
histamina, asi como también el realizar cocultivos de células hipocampales con CC y
posteriormente inducir la activacion de estas Ultimas aumenta la muerte neuronal
mediada por el receptor NMDA (Burban et al., 2009 ), lo cual concuerda con nuestros
resultados observados al repoblar el estriado de los animales W-sh con CC y realizar la
lesion con el AQ. Estos resultados contrastan con los observados en células corticales,
donde la administracion de histamina aumenta la supervivencia tras el tratamiento con
NMDA (Bravo et al., 2008), lo cual sugiere que la histamina puede aumentar o disminuir
el dafo excitotoxico mediada por el receptor NMDA de manera region dependiente,
aumentando el dafio en estructuras como el hipocampo y estriado y protegiendo en la

corteza.
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7.3. Dafo oxidante

Con respecto a los valores de peroxidacion de lipidos y formacion de EROs, los
radicales libres oxidan a los acidos grasos poliinsaturados de la membrana celular y los
grupos tioles de algunos aminoacidos (Behan, 1999), resultando en dafio celular. Se ha
demostrado que la administracion de AQ aumenta la PL de manera dosis dependiente
(Kubicova et al., 2013), por lo cual en todos nuestros grupos de animales lesionados
con AQ, presentan un aumento en dicho parametro oxidante. De igual forma se sabe
que la estimulaciéon del receptor NMDA induce la produccion de EROs debido a la
activacion de 6xido nitrico sintasa y debido a disfuncion mitocondrial (Behan, 1999) por
lo cual en nuestro modelo dicho pardmetro se observé de misma cuenta aumentado en

todos los grupos con AQ.

En los animales W-sh se observé disminuidos los parametros de PL y formacion de
EROs lo que concuerda con los observado por Ryu y col en 2007, en su modelo de
neutropenia, tras el cual al realizar la lesion con AQ se disminuye el estrés oxidante
(Ryu et al., 2007), también se ha observado que la activacion del sistema inmunologico
aumenta la formacion de EROs, en el caso de las CC se ha estudiado que la activacion
de dichas células a través de la estimulacion con IgE, aumenta la produccion de EROs
(Kumar et al., 2008), por otro lado el sulfito de sodio promueve la formacion de EROs
en cultivos de CC (RBL-2H3) (Collaco et al., 2006), y de manera importante para este
trabajo se ha observado que la estabilizacion de las CC ejerce un efecto neuroprotector
disminuyendo la peroxidacion lipidica e inhibieron la formacién de 6xido nitrico tras la
administracion sistémica de rotenona (Abdel-Salam et al., 2016), por lo cual se observa
gue la ausencia de linajes celulares inmunoldgicos asi como la modulacion de las CC
disminuye el nivel de dafio oxidante en modelos excitotoxicos y esto podria explicar
nuestros resultados en los cuales se observa que la ausencia de las CC disminuye la
produccion de EROs mientras que al reconstituir los animales W-sh con BMMC dicho

parém etro aumenta.

Se sabe que las CC en alergias y enfermedades inflamatorias de la piel como la
dermatitis atopica, la urticaria y la psoriasis muestran un aumento de marcadores de

dafo oxidante formado por las CC, dentro de estas se observa un aumento de la 8—
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hidroxiguanina (marcador de dafio de DNA), aumento de la 4-hidroxi-2-nonenal, y
malondialdehido (marcadores de dafio oxidante lipidico) (Okayama, 2005). Por otro
lado en los modelos de isquemia por reperfusion en el intestino delgado se ha
observado que las CC aumenta el dafio oxidante producido en el modelo (Zhao et al.,
2014). Al tratar a los animales con cromoglicato de sodio los niveles de malonaldehido
posteriores a la reperfusion se encuentran disminuidos, mientras que al usar el
compuesto 48/80 los niveles de dicho marcador de dafio lipidico se encuentran
aumentando (Huang et al., 2012), esto concuerda con nuestros resultados en los cuales
la reconstitucion estriatal de CC aumenta los parametros de dafio oxidante en los

animales lesionados.

En el modelo de inyeccion sistémica de rotenona se observa una disminucién del dafio
oxidante al utilizar antagonistas del receptor H1 (ketotifeno y loratadina) lo cual indica
una participacion de dicho receptor a histamina en el control del dafio oxidante causado
por rotenona (Abdel-Salam et al., 2016). Por otro lado se ha observado que la histamina
permite un mayor influjo de calcio tras la activacion del receptor NMDA por L-aspartato
o NMDA en neuronas hipocampales (Burban et al., 2010), este aumento de calcio al
interior de la célula mediado por el receptor NMDA y potenciado por la histamina
conlleva a la produccion de un mayor nimero de EROs y por consiguiente un mayor
nivel de PL en los animales tratados ICV con histamina al igual que a los animales W-sh
reconstituidos ICV con CC, pudiera poseer dicho efecto por la liberacion de dicha amina
tras ser activadas estas células y por consiguiente potenciar la citotoxicidad por el
receptor NMDA.

7.4. Dafo inflamatorio

Debido al tiempo en el cual se desarrolla el modelo del AQ se puede intuir que éste
representa un modelo de neuro-inflamacion aguda. Cuando se inyecta AQ en el
estriado de rata se ha visto una activacion de la microglia, no solo en el area de lesion,
sino en area cercana. Desde el dia 1 post inyeccion se observa la activacion de la

microglia en el estriado y el glébulo palido, en el dia 3 post inyeccidn se ve activacion
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de la migroglia en la sustancia y para el dia 5 se observa su activacion en el talamo
(Topper et al., 1993), lo cual indica un papel importante de la microglia y los procesos
inflamatorios en dicho dafo, de igual forma se ha observado un aumento en el mMRNA
de la IL-1B, IL-6, TNF-a tras la inyeccion de AQ en el estriado de ratas, lo cual da
evidencias de que algunos mediadores inflamatorios pudieran tener participacion en el
dafio ocasionado por el AQ (Ryu et al., 2006). La inhibicion de TNF-a por la
administracion de XPro1595, disminuye los niveles altos de este en la corteza y estriado
de animales R6/2, asi como también reduce los cambios motores, la activacion de la
caspasa, disminuye los agregados de HTT mutada, la gliosis y aumenta la densidad
neuronal en el estriado de dichos animales (Hsiao et al, 2014), observandose asi una
neuroproteccion al bloquear a dicha citosina y dandole un papel importante en el dafio
ocasionado en la EH. Por otro lado al agregar un vector lentiviral para aumentar la
expresion de IL-6 e IL6/IL6R (recombinate de la IL-6 con su receptor), se observa un
menor dafio estriatal en ratas lesionadas con AQ, sin embargo en la conducta rotatoria
el aumento de IL-6 no muestra proteccion con respecto al control de dafio (Bensadoun
et al.,, 2001). También se ha observado un aumento en la liberacién de la quimiocina
CCL2 en cultivos primarios de astrocitos fetales humanos, tras la adicion de AQ
(Guillemin et al, 2003), CCL-2 es uno de los quimioatrayentes mas potentes para
monocitos (Hayashi et al., 1995; Hurwitz et al., 1995) esto puede llevar a la propagacion
de la respuesta inflamatoria a las células microgliales del cerebro (Peterson et al., 1997,
Andjelkovic et al., 1999). Por el contrario se ha visto que el factor neurotrofico derivado
de glia disminuye la conducta de giros inducida por anfetamina en ratas lesionadas
unilateralmente en el estriado con AQ, asi como también disminuye la perdida neuronal

causada por dicha toxina (Araujo y Hilt, 1997), esto indica que la microglia tiene un
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papel fundamental en el modelo del AQ sin embargo se ha observado que la deplecion
de diversos linajes celulares inmunolégicos disminuyen la activacion de la microglia tras
la lesion cerebral, el uso de suero anti-neutroéfilos para inducir neutropenia, disminuye la
gliosis después de la inyeccion con AQ (Ryu et al., 2007) y mas importante para este
trabajo se ha observado que la modulaciéon de las CC y los animales carentes de estas
disminuyen la activacion de la microglia tras la administracion en el hipotdlamo de

C48/80 (Dong et al., 2016).

De acuerdo con nuestros resultados, proponemos el siguiente esquema que muestra
los posibles mecanismos por los que las CC estan ejerciendo un aumento en el dafio
causado por el AQ. Se sabe que la histamina puede modular el receptor de NMDA
aumentando y disminuyendo la excitotoxicidad de este (Bravo et al., 2008; Burban et
al., 2010; Skaper et al., 2001), por lo que una posible via que se sigue es la liberacion
de histamina por las CC que aumenta la entrada de calcio llevando a un aumento de la
muerte neuronal, PL y formacion de EROs, mediada por este receptor (Fig. 5A). Del
mismo modo, es posible que la histamina liberada por las CC active la microglia
(Ferreira et al., 2012; Rocha et al., 2016), ya que se sabe que las CC pueden activar a
la microglia llevando a la liberacion de TNF-a e IL-6 y la produccién de EROs (Fig. B)
(Silver y Curley, 2013; Zhang et al., 2012a). Por otro lado, en los animales W-sh debido
a la ausencia de CCs en el cerebro, presentan un dafo disminuido debido a la baja
Hist, asimismo debido a esta falta de Hist liberada por las CC no puede llevarse a cabo
la sefial de dafio y, por lo tanto, la microglia no recibe una sefial que induzca la

liberacidon de sus mediadores inflamatorios.

47



@ Histamina
@ Acido quinolico

- Célulacebada o
S T Potenciacion

EROs <" PL

Citocinas proinflamatorias

MICTOglI'a TNF-a e IL-6

Figura 21. Esquema propuesto de los posibles mecanismos de dafio que se llevan a cabo en el
modelo del AQ. A) La liberacion de histamina por las CC pueden potenciar la excitotoxicidad del
receptor NMDA lo cual conlleva a un aumento en la formacién de EROs y PL. B) La histamina
liberada por las CC puede llevar a la activacion de la microglia y por consiguiente a la liberacion
de citocinas proinflamatorias que contribuyen al dafio neuronal ocacionado por el AQ.

7.5. Reconstitucion ICV de CC

Para utilizar una cepa destinada al estudio de la funcion de las CC en vivo, se requiere
que cumpla con dos puntos importantes, 1) los animales de deben carecer
completamente de este linaje celular y 2) su deficiencia puede ser reparada (Wolters et

al., 2008).

De acuerdo con estos dos puntos, se ha caracterizado que los ratones W-sh recién
nacidos presentan algunas CC en la piel, las cuales desaparecen en su semana 8 de
vida (Duttlinger et al., 1993). En nuestro estudio observamos que los animales W-sh de
12 semans de edad carecen de este linaje celular en el estriado, esto mediante el uso

de la tincién de azul de toluidina, lo cual concuerda con lo observado por Grimbaldeston
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y col. en 2005, donde analizan el contenido de CC en las meninges, cerebelo y talamo
de los animales W-sh, observando que en ninguna de estas regiones se encuentran

presentes las CC (Grimbaldeston et al., 2005).

Con respecto en las estrategias de reconstitucion para lograr la repoblacién de CC en el
cerebro, se ha observado que ni la inyeccion peritoneal ni por la vena de la cola del
ratbn con BMMC permite observar el asentamiento de las CC en diversas estructuras
periféricas, sin embargo estos métodos de reconstitucion no permiten repoblar el
cerebro de los animales W-sh con CC (Bennett et al.,, 2009; Nautiyal et al., 2011,
Tanzola et al., 2003; Grimbaldeston et al., 2005). Se sabe que en condiciones normales
las CC dejan la médula 6sea y circulan en la sangre como precursores inmaduros y que
maduran asentados en los tejidos (Kitamura y Fujita, 1989), las diversas formas de
reconstitucion demuestran que no existen problema en el movimiento de las CC a
través del torrente sanguineo para llegar a asentarse en diferentes 6rganos y tejidos

(Cyphert et al., 2011; Wolters et al., 2005; Seeley et al., 2011; Nautiyal et al., 2011).

La reconstitucion en el SNC de los ratones W-sh presenta grandes retos, las
reconstituciones periféricas (por la vena de la cola del raton o inyeccién IP de BMMC)
presentan dificultad en la repoblacion del cerebro probablemente a la disminuida
permeabilidad de la BHE en los ratones W-sh (Zhuang et al., 1996), dado que se ha
observado que la administracion de sangre periférica total de animales Okabe en
animales WT los cuales presentan una mayor permeabilidad de la BHE logran llegar al
cerebro (Nautiyal et al., 2011), este método permite la llegada de las CC a la pia madre
de los animales W-sh, sin embargo no permite el ingreso de las CC al interior del

cerebro, este modelo se relacionan con una ruptura de la BHE, dado que este modelo
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simula la isquemia focal donde se ocluye una arteria por un lapso corto de tiempo y en
el cual se ha observado conlleva a la ruptura de la BHE (Nautiyal et al., 2011). El éxito
obtenido en nuestro método de reconstitucion puede deberse a la inyeccion directa de
las BMMC en el cerebro de los animales W-sh, pasando asi la dificultad de la

permeabilidad de la BHE.

Por otro lado el uso de BMMC, es decir precursores inmaduros de cultivos conlleva a
otro punto importante de analisis y es el establecer la maduracion de dichas células en
los tejidos. Se sabe que las CC se encuentran de manera normal circulando en la
sangre (Kitamura y Fujita, 1989) y que los estimulos especificos obtenidos en los
diversos ejidos donde se establecen conllevan a la maduracion de estas células (Dahlin
& Hallgren, 2015). Se ha observado que los precursores inmaduros requiere la
expresion de la integrina a4p7 y el receptor de quimiocinas CXCR2, para su tréfico
hacia el intestino y la expresion de MAdCAM-1 y VCAM-1 en el endotelio intestinal, en
el caso del pulmoén los progenitores deben expresar las integrinas o437 y a4B1para su
trafico hacia los pulmones (Galli, 1987). Esto indica que las CC que se encuentren en
dichos tejidos desde etapas inmaduras se deben encontrar pre dispuestas para su
asentamiento en los tejidos especificos y a partir de esto llevar a cabo su maduracion
en su 6érgano de residencia, esto podria dar explicacion a porque al utilizar cantidades
altas de CC para ser inyectadas solo un nimero pequefio de estas logran asentarse en
el SNC, esto podria apoyar las teorias de que las CC se encuentran pre destinadas a
llevar su maduracion en tejidos especificos desde etapas tempranas de su desarrollo

(Kitamura y Fujita, 1989; Valent et al., 1991; Dahlin y Hallgren, 2015).

50



8. Conclusiénes

Las células cebadas y la histamina participan en el dafio oxidante causado por la

administracion intraestriatal de &cido quinolinico.

Las células cebadas y su mediador histamina participan en el proceso de dafio neuronal

en el modelo del acido quinolinico de la enfermedad de Huntington.

Las células cebadas a nivel periférico no ejercen efecto en nivel de dafio observado en

el modelo del acido quinolinico.

La inyeccién intracerebroventricular de 5x10° células cebadas permite repoblar el

estriado de los animales deficientes (W-sh).

9. Perspectivas

De acuerdo a los resultados obtenidos se propone analizar la participacion de otros
mediadores inflamatorios liberados por las CC en el modelo del AQ para descartar o
proponer la participacion de dichos mediadores tanto en el dafio inducido en el modelo
como en la conducta motora observada.

Se propone realizar estudios farmacoldgicos para ver el efecto de los diferentes
receptores a histamina y su papel en el dafio inducido en el modelo del AQ, para
dilucidar mediante cual de estos se esta llevando a cabo dicho dafio.

Basandose en los resultados obtenidos utilizar farmacos que inhiban la actividad
histaminérgica como posible terapéutica en modelos de la EH.
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