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Resumen

La enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno degenerativo hereditario que afecta a personas con predisposicion
genética. No existe hasta hoy un tratamiento efectivo; la enfermedad avanza lentamente y el paciente termina en incapa-
cidad o muerte después de 15 o 20 afos. Los estudios relacionados con el tratamiento de las manifestaciones clinicas que
aparecen en la enfermedad, incluyen tratamientos medicamentosos y el uso de trasplante de células. En la actualidad se co-
noce que es posible reproducir algunas caracteristicas de la enfermedad en modelos experimentales para ensayar posibles
terapéuticas (ej. el modelo de lesion estriatal por inyeccién de dcido quinolinico; [AQ]). No se conoce el efecto restaurativo
de las células de médula 6sea (CMO) en este modelo. Objetivos: 1) Caracterizar morfolégicamente la lesion por inyeccién
intraestriatal de AQ. 2) Caracterizar inmunocitoquimicamente las cMO. 3) Evaluar la concentracién 6ptima de CMO para el
trasplante en el modelo y 4) Evaluar el estado funcional del trasplante de CMO, a través de la conducta motora. Resultados:
Se estableci6 la dosis de AQ para lesionar de manera adecuada al estriado, se caracterizaron inmunofenotipicamente las
CMO, se establecié la concentracion celular 6ptima para el trasplante de CMO vy se realizé la evaluacién funcional del
trasplante. Conclusiones: 1) La dosis de 1,2 pL de AQ, fue capaz de lesionar adecuadamente el estriado, con una menor
afectacion de estructuras fuera del estriado. 2) Las CMO fueron positivas para los marcadores CD34, CD38, CD45 y CD90,
lo que sugiere que esta poblacion es heterogénea. 3) La mejor concentracion de CMO para el trasplante fue la de 100
000 cél/ml, ya que se obtuvo la mejor supervivencia y migracién celular. 4) Las pruebas conductuales demostraron una
mejoria en la conducta motora en los animales trasplantados con CMO. Este resultado sugiere la importancia de las CMO
en el recobrado de las funciones perdidas, lo cual sera de gran valor para evaluar este proceder como método terapéutico
en los pacientes aquejados de EH.

Palabras clave: corteza, enfermedad de Huntington, estriado, modelos experimentales, células de médula 6sea, trasplante
de células.
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Abstract

Huntington Disease (HD) is a heritable neurodegenerative disease that affects people with genetic history. Until today,
an effective treatment doesn't exist; the illness advances slowly and the patient finishes in inability or death after 15 or 20
years. The studies related with the treatment of the clinical manifestations, include treatments with medications and the
use of cells transplant. At the present time it is known that it is possible to reproduce, some characteristics of the disease
in experimental models for to use possible therapies [example: estriatal lesion of quinolinico acid; (QA)]. the restorative
effect of the bone marrow cells (BMC) is not known in this model. Objectives. 1) characterizationmorphofological of the
estriatal lesion whith QA. 2) to characterization immunochemical of BMC. 3) to evaluate the BMC concentration for the
transplant and 4) to evaluate the functional state of BMC transplant, through the motor behavior. Results. Establishment of
the QA dose for to injure the striatum in appropriate way, immunophenotype of BMC was characterized, the good cellular
concentration for the BMC transplant was established and was carried out the functional evaluation of the transplant. Con-
clusions. 1) the dose of 1.2 pL of QA, was able to injure appropriately of striatum, with a smaller affectation of structures
striatum outside. 2) the BMC was positive for the markers CD34, CD38, CD45 and CD90, suggesting that this population
is heterogeneous. 3) the best BMC concentration for the transplant was that of 100 000 cel / |, with the best survival and
cellular migration. 4) we demonstrated an improvement in the motor behavior in the animals with BMC transplanted. This
result suggests the importance of the BMC in the recovered of the lost functions and their importance to evaluate it as

proceeding therapeutic in the HD.

Key words: cortex, Huntington Disease, Striatum, experimental models, Bone Marrow Cells, cells.
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Introduccién

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfer-
medad hereditaria que se caracteriza por una atro-
fia y pérdida celular progresiva predominantemente
en el estriado y la neocorteza (Huntington, 1872;
Leegwater-Kim, 2004). El tratamiento de la EH ha
abarcado desde el tratamiento etiolégico hasta el tra-
tamiento de los sintomas clinicos, tratamientos sus-
titutivos, preventivo-protectores y restauradores, en
esta dltima direccion por mas de dos décadas se han
desarrollado terapias basadas en la utilizacion de cé-
lulas, la que se ha sustentado de forma importante en
la disponibilidad de modelos para su investigacién. En
la actualidad los mas utilizados son los modelos indu-
cidos por toxinas, que producen patrones de pérdida
celular en el cerebro de los animales de experimen-
tacion, los cuales permiten simular o reproducir las
alteraciones tipicas de la enfermedad, tales como las
alteraciones conductuales, bioquimicas y patolégicas
que se observan en la enfermedad en humanos, estos
modelos se basan en el mecanismo de excitotoxici-
dad vy en la alteracion del metabolismo energético
mitocondrial (Coyle, 1976; Mason, 1978;Samberg,
1984; Schwarcz, 1979; Schwarcz, 1983, Borlongan,
1997; Beal, 1993).

Los modelos de excitotoxicidad han sido utilizados
con mayor frecuencia para reproducir en parte los
cambios bioquimicos y neuropatolégicos de la EH, y
estan basados en la sobreexcitacion de las neuronas
como resultado de la estimulacién propagada y con-

Aprobado: noviembre 30 de 2011

tinua de los receptores a aminoacidos excitadores, lo
que produce serias alteraciones en la fisiologia de las
neuronas, conduciéndolas a la muerte celular (Olney,
1974; Olney, 1971. El acido quinolinico representante
de este grupo afecta a las neuronas espinosas y respe-
ta relativamente a las no espinosas.

(Albin,1990; Young,1988). El mecanismo de accién
excitotoxico de esta toxina incluye la entrada masi-
va de calcio a la célula a través del receptor NMDA,
provocando la activaciéon de enzimas liticas y de la
oxido nitrico sintasa (NOS). El dafo mitocondrial con-
secuente es uno de los factores para el incremento en
la generacion de especies reactivas de oxigeno que
conducen a la muerte neuronal debida, al dafo de las
biomoléculas y a la activacion de programas apoptoti-
cos. El déficit energético contribuye a la perpetuacion
del proceso degenerativo por favorecer la despolariza-
cion de la membrana y mantener el estado activo del
receptor NMDA (Albin, 1990).

Otra clase de modelo experimental en el que se ha
puesto gran atencién en las dltimas décadas es aquel
que utiliza un gen mutante, pues permite la genera-
cion de ratones transgénicos, los cuales son porta-
dores de las diferentes formas encontradas para este
gen (Mangiarini, 1996), reproduciendo alteraciones
motoras y en el aprendizaje equivalentes a aquellas
que han sido observadas en la EH (Carter, 1999; Lio-
ne, 1999).
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En general, todos estos modelos han aportado un cu-
mulo de evidencias de disfuncién y muerte celular que
han favorecido el estudio de la causa de los sintomas
de la enfermedad (Menalled, 2002).

El avance vertiginoso en los métodos de tratamiento
restaurador ha contribuido a que en el presente se
trate de encontrar fuentes celulares alternativas no
neurales para el trasplante, ya que la fuente de tejido
fetal humano, obtenida durante el embarazo vy utiliza-
da hasta el momento, requiere de estrictos controles
de calidad, sin olvidar los problemas éticos que entra-
nan su uso, lo cual ha sido motivo de interminables
polémicas, rechazos y aspectos legales (Boer, 1994).

Fuentes celulares para el trasplante en la EH:

Recientemente se ha encontrado que la fuente alter-
nativa de tejido para el trasplante neural en la EH, es
la célula madre, la que por definicion es célula que
puede autorrenovarse y diferenciarse de un linaje al-
ternativo para generar una o todas las células y tejidos
del cuerpo (Seaberg, 2003).

Ademas existe una poblacién de células que tienen res-
triccion de linaje, las cuales constituyen las células pro-
genitoras con capacidad limitada para diferenciarse de
un tipo celular especifico y que también pueden tener
importancia para el trasplante clinico (Seaberg, 2003).

Durante varios anos se consideré a la célula madre he-
matopoyética como la unica célula de la médula 6sea
con capacidad regenerativa, y se pensaba que solo era
multipotencial. Sin embargo, estudios recientes han
mostrado que la composicién de la médula dsea es
mas compleja, pues en ella se ha identificado un grupo
heterogéneo de células madre adultas, positivas para
las moléculas de superficie celular que se muestran en
los tipos siguientes:

+ Hematopoyéticas: CD45, CD34, CD11y CD14

« Mesenquimales (estromales): CD29, CD44, CD71,
CD90y CD106

- Poblacion lateral: CD34 positiva, pero la mayoria es
CD34 negativa, ABCG2

- Células progenitoras adultas multipotentes (MAPC):
CD13, SSEA-1, SSEA-4

+ Células ovales: CD34 positiva y Lin negativa

La presencia de uno u otro marcador celular tiene gran
importancia si tenemos en cuenta que no todas las
CMO son multipotentes, sino que las que portan deter-

minados marcadores celulares son las que se pueden
diferenciar de un fenotipo neural dado.

Teniendo en cuenta estas observaciones se deduce
que existe un nimero de fuentes potenciales de cé-
lulas progenitoras y madre, que pueden ser utilizadas
en el trasplante, dentro de las cuales se encuentran:
1) células madre embridnicas derivadas de los blas-
tocitos, 2) células progenitoras pluripotentes de em-
briones, fetos o neonatos, las que estan parcialmente
preparadas para dar origen a un linaje neural, 3) célu-
las progenitoras de la zona subventricular adulta, 4)
células germinales epidérmicas aisladas de las génadas
de embriones que normalmente estan destinadas a
convertirse en ovocitos y espermatozoides, 5) células
madre no neuronales de sangre del cordén umbilical,
colectada después del nacimiento, y 6) otro rango de
células madre no neuronales que pueden tener la ca-
pacidad de diferenciarse de células neurales cuando
se encuentran en un ambiente con sefales apropiadas.

Debido al potencial de crecimiento y diferenciacion
que tienen estas células, demostrado en gran medida
en el campo de la investigacion, surgen tres preguntas
sobre este sistema de células proliferantes:

1. ;Pueden estas células convertirse en neuronas?

2. ;Pueden estas células diferenciarse de cé-
lulas semejantes a las estriatales y ser dtiles
para los estudios de trasplante neural?

3. ;Pueden estas células sobrevivir cuando son
trasplantadas en los modelos que se han di-
sefado de la EH y tener efecto sobre las fun-
ciones perdidas?

Mucho se ha discutido acerca de este tema en la litera-
tura actual y para la mayoria de las fuentes celulares las
preguntas 1y 2 siguen siendo el foco central de los estu-
dios, y sobre la pregunta 3 han aparecido ciertas investi-
gaciones en las cuales se ha intentado dar una respuesta
plausible a dicho interrogante (Lescaudron, 2003).

La posibilidad de que la poblacion de células madre,
tales como las CMO, puedan ser potencialmente neu-
rogénicas, ha generado importantes estudios que han
abierto una oportunidad para el trasplante autélogo,
dada la existencia de un facil acceso de tejido para
ser utilizado en el trasplante. Aunque existen reportes
de CMO que tienen la capacidad de diferenciarse en
neuronas (Brazelton, 2000), en la literatura se plantean
diferentes hipotesis relacionadas con este aspecto, evi-
denciando que tales resultados han sido consecuen-
cia de diversos eventos de fusion celular (Long, 2003).
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Por otra parte, existen reportes en la literatura en los
que se ha demostrado que las CMO son capaces de
producir factores neurotréficos (FNT) como el BDNF
(del inglésBrain Derive Neurotrophic Factor) y el
factor de crecimiento nervioso NGF (del inglés Ner-
veGrowth Factor) (Dormady, 2001). Estas células,
debido a su potencialidad para producir factores tro-
ficos y generar diferentes tipos de células, podrian
ser una fuente ideal para la neuroproteccion y restau-
racion celular en enfermedades neurodegenerativas
tales como la EH.

Desarrollo futuro

En la actualidad no existe una terapia efectiva para re-
parar, reemplazar o proteger la neurodegeneracion que
aparece en la EH; la estrategia de reemplazo celular y
la neuroproteccion hasta hoy solo estan sustentadas
sobre la base de estudios experimentales, en los cuales
se busca reparar el dano ofreciendo proteccién celular
generalizada sobre aspectos que no son especificos de
una enfermedad neurodegenerativa en particular. Con la
identificacion de genes se ha ampliado la hipotesis acer-
ca de las causas del proceso patogénico en la EH (The
Huntington’s Disease collaborative Research Group,
1993), pero auln existen pocas evidencias que permiten
concluir los mecanismos que subyacen a la mutacion ge-
nética, los cuales provocan la degeneracion focal pro-
gresiva de las neuronas estriatales. Sin embargo,se han
sugerido nuevas estrategias terapéuticas para normalizar
los eventos transcripcionales, los cambios en el metabo-
lismo celular y la respuesta al estrés (TheHuntington’sD
iseasecollaborativeResearchGroup, 1993), pudiera ser,
que estos estudios experimentales identifiquen nuevos
tratamientos que puedan ser efectivos en la investiga-
cion clinica.Teniendo en cuenta el estado de la tematica
abordada, se pudo establecer las condiciones para el
trasplante de células de médula 6sea en un modelo de
enfermedad de Huntington y evaluar su efecto funcional
a través de la conducta motora.

Materiales y métodos

Diseiio experimental

El diseno experimental consto de tres fases:

La primera estuvo relacionada con la caracterizacion
morfologica de la lesion en el modelo de AQ, la se-
gunda estuvo encaminada a la obtencién, aislamiento
y caracterizacion inmunocitoquimica de las CMO asi
como a la determinacién de la concentracion 6ptima
de estas células para el trasplante en el modelo de AQ.
En la tercera fase se realizé el trasplante de CMO v,

previo a este y después de este se hizo una evaluacion
de la conducta del animal. Finalmente se realizé una
evaluacion morfolégica del trasplante.

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas machos adultas de la linea Spra-
gueDawley (SD), con pesos entre 200-250 gr al co-
mienzo del experimento, provenientes del Centro
Nacional de Produccién de Animales de Laboratorio
(CENPALAB), Cuba. Los animales fueron mantenidos
en un ambiente de humedad (67 £ 3%) y a una tem-
peratura 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 fueron mantenidas
en grupos de 5 por caja, al inicio del experimento,
y una vez que los animales fueron trasplantados se
mantuvieron 3 por caja.

Criterios de exclusion

Fueron excluidas del estudio aquellas rataspertene-
cientes a cualquiera de los grupos experimentales que
mostraron en algiin momento infecciones severas, le-
siones en los ojos que les dificultaran la vision y atrofia
marcada de alguna extremidad.

Modelo animal de EH por inyeccion intraestriatal
de AQ
+ Dosis de acido quinolinico de 1,4 pL

Los animales fueron distribuidos en tres grupos expe-
rimentales:

No. Grupos experimentales N
Ratas lesionadas con AQ 10
2 Ratas falsas lesionadas

Ratas sanas

Con el fin de provocar la muerte neuronal de las cé-
lulas del cuerpo estriado (hemisferio derecho) las ratas
fueron anestesiadas con hidrato de cloral 7% (420 mg/
Kg) y colocadas en un aparato de cirugia estereotactica
para roedores (David Kopf Instruments). Se localizaron
las siguientes coordenadas (mm) correspondientes
al estriado derecho segtn el Atlas de Paxinos y Wat-
son (Paxinos, 1986) AP=+1.2 por delante de Bregma,
[=+2,8 y DV=-5,5. Localizacion de la barra incisiva a 2
mm por debajo de la linea interaural.

110

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. Xl No. 2 Diciembre 2011 107-126



Se inyectaron 1,4 pl de una solucién de AQ a una
concentracién de 112,5 nM, la cual se prepar6 de la
siguiente manera:

1. Se pesaron en una balanza analitica 370 mg

de AQ.

2. Se disolvié con T mL de NaOH 0,1 M + 1 mL
de NaCL 0,9%.

3. Se adicion6 10 mL de NaCl 0,9%.
4. Se ajusté el pH a 7.4 ahadiendo HCL 1 M.

5. Y,finalmente, fue completado a un volumen
de 20 ml con NaCL 0,9%.

Una vez en el lugar, la neurotoxina se inyecté lenta-
mente a una velocidad de flujo de 1TmL/min, utilizando
una jeringuilla Hamilton (10 L), la cual se mantuvo in
situ 5 minutos después de finalizada la inyeccion, para
evitar el reflujo de la neurotoxina.

+ Dosis de acido quinolinico de 1,2 pL

El procedimiento quirdrgico utilizado fue igual al des-
crito anteriormente, con la diferencia de que se inyec-
taron 1,2 pL de la solucion de AQ.

El grupo de ratas falsas lesionadas fue obtenido de
igual manera que el de ratas lesionadas con AQ, con
la diferencia de que en vez de inyectar AQ), en su lugar
se utilizo solucion salina fisiolégica (SSF).

Evaluacion morfoldgica de la lesion

Transcurridos 30 dias de la lesién, todos los animales
lesionados, 4 animales falsos lesionados y 4 anima-
les sanos, fueron anestesiados con hidrato de cloral
(420 mg/Kg, i.p) y sacrificados para la realizacion del
estudio morfologico. La fijacion de las muestras se
llevé a cabo por el método de perfusion aértica; se
pasaron por cada rata 250 mL de solucién salina y
luego 300 mL de solucién fijadora (paraformaldehido
al 4% en buffer fosfato salino [PBS] al 0,1 mol/L, pH
7,3). Los cerebros fueron extraidos y posfijados en
la misma solucién fijadora durante 3h. Posteriormen-
te las muestras se deshidrataron en soluciones de
sacarosa al 7, 15 y 30% durante 12 h en cada caso
y seguidamente fueron congeladas y almacenadas a
-70 °C. Se realizaron cortes coronales a un grosor de
20 mm, en un criostato digital 1720 (Leitz, Alemania).
Se recogieron 2 series de 20 cortes, cada una repre-
sentativa de la lesion y del ntcleo estriado, mediante
un muestreo sistematico y al azar, en laminas gelatini-
zadas y se almacenaron a -20 °C, hasta su posterior

uso. Para determinar la pérdida neuronal estriatal fue
coloreada una serie de secciones con cresil violeta
al 0,5% y la otra serie se destin a la determinacién
de la actividad astrocitica por el método inmunohis-
toquimico.

Inmunohistoquimica: Las muestras fueron descon-
geladas y lavadas (PBS 0.1M). Posteriormente se in-
cubaron en una solucién de bloqueo durante 20 min
(PB 0,1 M, suero fetal de ternera al 20% vy tritén al
0.25%). El anticuerpo primario policlonal anti-GFAP
(proteina acida fibrilar glial, del inglés Glial Fibrilar
AcidProtein) (1/1000, Dako), el anticuerpo secun-
dario biotinilado anti-lg de conejo (1/500, Dako), y
el complejo ABC peroxidasa (1/100, DAKO), fueron
diluidos con PBS que contenia suero fetal de ternera
al 1%, y 0.125% de triton (X-100). Para el anticuerpo
primario la incubacién se realizé6 durante toda la
noche y para 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 mn cada uno. Para el revelado se utilizé
3,3 diaminobenzidina al 0.05% y H.O> al 0.01%. Se-
guidamente las secciones fueron deshidratadas en
concentraciones crecientes de alcohol, aclaradas en
xilol y montadas con la solucién de montaje DPX. La
observacion de las muestras se realizé en un micros-
copio de campo brillante.

CMO de rata para el trasplante en el modelo
de lesion por AQ

Las células fueron obtenidas de fémur de ratas machos SD,
con peso entre 250 y 300 g. Todo el material utilizado 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 la técnica inmunicitoquimica empleada para la
caracterizacion de las mismas:

« Obtencion de las CMO

Las CMO fueron aisladas a partir de fémures de rata
segln se describe en el trabajo de (Woodbry y Col,
2000). Ratas SD machos fueron anestesiadas por via
intraperitoneal con hidrato de cloral al 7% (0,6 mg/
Kg de peso). Se les realizé un corte de la piel en las
patas traseras, decolando el tejido paralelo al hueso.
Seguidamente se realizé un corte alrededor de las
epifisis distales del fémur. Durante 30 minutos fue co-
locado el hueso extraido en una placa de Petri que
contenia cloruro de sodio al 0,9%. En condiciones es-
tériles se cortaron las epifisis distales del hueso para
dejar expuesta la médula 6sea y se le infundié PBS

Enfermedad de Huntington

111



en una sola direccion utilizando una jeringuilla de 10
mL, la suspension obtenida, rica en CMO, fue reco-
gida en tubos estériles para su posterior lavado por
centrifugacion.

- Aislamiento de las CMO

Para el aislamiento celular se siguieron las normas esta-
blecidas en el PNO 605.5.22 del laboratorio de Inmu-
nologia , como brevemente se explica:

El tubo que contenia las CMO en suspension, fue la-
vado con PBS 3 veces (en una proporcién volumen
a volumen), durante 10 minutos a 540 g (20 °C). Des-
pués de cada lavado se deseché el sobrenadante y se
mezclaron nuevamente las células con PBS.

Se colocaron en un tubo de cristal 2,5 mL de ficoll-
Paque™ Plus (Amershan AB Sweden), y seguidamen-
te se depositaron 5 mL de la suspension de CMO de
forma cuidadosa, dejandola caer por las paredes del
tubo evitando que se uniera el ficoll con la mezcla de
PBS-células.

Los tubos se centrifugaron durante 45 minutos a 2100
g, a una temperatura de 20 °C. Finalizada la centrifu-
gacion se extrajo la capa de células mononucleadas,
succionando el anillo celular con una pipeta pasteur.

Las células fueron lavadas 3 veces con PBS durante 10
minutos a 1100 g, a una temperatura de 20 °C. Fina-
lizados los lavados por centrifugacion desechamos el
sobrenadante en un recipiente con hipoclorito al 7%
y el sedimento celular fue resuspendido en medio de
cultivo (DMEM + Suero Fetal Bovino [SFB] al 10% +
Glutamina 2 mM).

- Marcaje de las CMO

A la suspension de células obtenidas por el método
anteriormente descrito y resuspendidas en el medio
de crecimiento (DMEM + SFB al 10% + Glutamina 2
mM) se le anadié un volumen de solucion de bisbenzi-
mida (Reactivo de Hoechst-33258), para obtener una
concentracion final en el medio de Tmg/mL. Seguida-
mente las células fueron incubadas durante 12 h en
atmosfera de 5% de CO, /aire saturada de humedad.
Al cabo de este tiempo las células se centrifugaron a
250 g durante 5 minutos. El sobrenadante resultante
de esta centrifugacion se eliminé y el boton celular se
lavé tres veces con 10 mL de medio de cultivo DMEM.
Las células marcadas mostraron un nucleo fluorescen-
te azul a 420 nm. El conteo del nimero de células
se realizé en camara de Neubauer, utilizando como
colorante vital azul de tripan, y la concentracion final
de la suspension se ajusté en dependencia del tipo de

experimento a realizar, como sera descrito en lo suce-
sivo. La viabilidad celular estuvo por encima del 90%,
en todos los casos.

- Caracterizacion inmunofenotipica de las CMO

Para la caracterizacién de las CMO se utilizé una
técnica inmunicitoquimica que siguié las normas es-
tablecidas en el PNO605.5.24del laboratorio de Inmu-
nologia, como brevemente se explica:

Utilizamos un formato en el cual las laminas de 12 poci-
llos fueron recubiertas con las células mononucleares, a
las cuales se les uniria el anticuerpo monoclonal especi-
fico contra una de las proteinas en estudio CD34 (1/40,
DAKO), CD38 (1/200, DAKO), CD45 (1/50, DAKO) y
CD90 (1/20, DAKO). Después del lavado, la cantidad
de anticuerpo monoclonal unido especificamente se de-
tecté usando un anticuerpo anti-lgG de raton conjugado
(1/700, DAKO) con biotina, que actué como anticuerpo
secundario. El complejo ABC/Fosfatasa Alcalina (1/100,
DAKO) se diluy6 en PBS que contenia suero fetal de ter-
nera 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 ABC se co-
rrieron los tiempos de incubacion de 50 y 45 minutos, a
temperatura ambiente respectivamente. Para el revelado
se utilizé el 4-cloro 2-metilbencenodiazonio (fas red) 1
mg y naftol 1T mL. Este procedimiento permiti6 la entrada
de la avidina, amplificando la respuesta del sistema cuan-
do se le anadi6 el sustrato cromogénico. La lectura se
realiz6 en un microscopio de luz.

Establecimiento de la concentracién celular

Este experimento estuvo dirigido a evaluar cual de
las concentraciones de CMO trasplantadas (tabla 3),
lograba una mejor sobrevivencia e integracion en el
tejido hospedero.

+ Grupos experimentales

Se crearon tres grupos experimentales que fueron
lesionados en el estriado con AQ (1,2 mlL) y tras-
plantados con tres concentraciones diferentes de la
suspension celular segin el grupo experimental, ver
tabla siguiente:

+ Procedimiento experimental

1. Se trasplantaron por cirugia esteriotactica las
CMO marcadas con bisbenzimida, en el es-
triado derecho de ratas lesionadas con AQ
(1,2 mL).
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Grupo Concentracion celular por | Numero de Volumen por Nuamero total de células
experimental n depositos (cel/pL) deposito deposito (ML) trasplantadas
Grupo | 8 150 000 2 1 300 000
Grupo |l 3 100 000 2 1 200 000
Grupo Il 7 50 000 2 1 100 000

Cantidad de células utilizadas (cel/pl), en la estandarizacién de la concentraciéon de CMO. Se usaron 2 depésitos con un volumen en cada uno de

ellos de 1 pL.

2. La coordenada de trasplante utilizada fue:
AP=+1.2 mm, [l=+2.8 mm, V,=-5.5 mm, V,=
-4.6 mm.

3. Se colocaron 2 pyl como volumen final de las
suspensiones celulares. La concentracion fi-
nal por depésito para cada caso se indica en
la tabla No. 3 segun el grupo experimental.

- Parametros para seleccionar la concentracion de
CMO a trasplantar

1. Sobrevivencia de las células trasplantadas.

2. Migracion de las células: Se evalué la exten-
sion antero-posterior del trasplante, asi como
la localizacion anatémica del mismo.

+ Estudio morfologico

Se realizé la evaluaciéon morfolégica cualitativa del
trasplante, 30 dias después del mismo. El sacrificio
de los animales, la extraccion del cerebro, el procesa-
miento, la conservacion y el corte fueron realizados
como se describe anteriormente. Para el andlisis de las
células mononucleares de la médula 6sea, los cortes
histolégicos fueron observados al Microscopio Opti-
co/fluorescencia a una longitud de onda de 330-380
nm (filtro ultravioleta).

Evaluacion funcional del trasplante de CMO

Se trabajo con la concentracién celular ajustada (50
000 cel/ml, en 2 depdsitos diferentes, o sea 100 000
células totales), en el estriado lesionado con AQ (1,2

ul).

En todos los grupos experimentales se realizo la prue-
ba una semana después de la inyeccion con AQ vy 2
meses después del trasplante de CMO.

- Grupos experimentales: Se utilizaron animales SD
machos adultos con peso corporal entre 200 a 250

8.

Grupo Designacion del grupo experimental N
| Ratas sanas 10
Il Ratas con lesion de AQ solamente 10

Ratas con lesion de AQ y trasplantadas con
CMO

Ratas con lesion de AQ y trasplantadas con
DMEM

Muestra los grupos experimentales utilizados para evaluar la conduc-
ta motora en los animales de experimentacién. DMEM: (del inglés,
Dulbecco “sModifiedEagle “s Médium).

El DMEM es un medio artificial formulado para el man-
tenimiento in vitro de células de mamiferos.

+ Pruebas conductuales:

Prueba conductual 1. Conducta de Giro inducida por
D-anfetamina (Ungerstedt, 1970).

Este experimento estuvo dirigido a avaluar la conducta
motora del animal a través de la Conducta de Giro
inducida por D-anfetamina.

Se inyecté a cada sujeto experimental 5 mg/Kg de
peso de D-anfetamina intraperitoneal (i.p.), una se-
mana después de la inyeccion con AQ fue analizada
en todas las ratas la Conducta de Giro inducida por
esta droga, tomando el nimero de vueltas completas
(3602) que dieron los animales cinco minutos después
de la inyeccion con D-anfetamina, las cuales se regis-
traron en un rotémetro electrénico que cuantifica au-
tomaticamente los giros que realiza el animal hacia la
derecha y/o izquierda (multicontador LE 3806 acopla-
do a sensores LE 902 panlab, Espana).

Prueba conductual 2.Habilidades motoras de las ex-
tremidades anteriores (Montoya,, 1991).

Este experimento estuvo dirigido a evaluar la conducta
motora del sujeto experimental a través de la habilidad
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que muestra el animal al utilizar sus extremidades anterio-
res para capturar el alimento en una caja de restriccion.

Caja experimental:

En la evaluacion de las habilidades motoras en los ani-
males de experimentacion, se emplearon cajas de acrili-
co transparentes (3 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 estaban ocupados por una plata-
forma central de 4.7 cm de alto y 2,9 cm de ancho, con
espacios en ambos lados para insertar una escalerilla
movil de seis escalones en cada uno de los extremos.
Cada escalon y nivel inferior (piso de la caja) tenian
una pequena concavidad donde se situaron dos trozos
de alimento (pellets) con sabor diferente al que normal-
mente ingieren, por lo cual los animales disponian de
catorce pellets a cada lado. La plataforma central impe-
dia que cada animal alcanzara el alimento de un lado
con la extremidad contraria. La base del extremo poste-
rior de la caja fue eliminada para posibilitar el acceso de
la rata al compartimiento interior.

Seis dias antes de la realizacion de la prueba las ra-
tas fueron sometidas a un régimen restringido de ali-
mentacion (10-12 g de alimento diario por animal).
Tres dias después de comenzado este, los animales
se colocaron dentro de las cajas experimentales una
vez por dia durante 15 minutos, con el propésito de
que se familiarizaran con la prueba y las condiciones
experimentales.

Una vez comenzadas las sesiones experimentales las
ratas se introdujeron en las cajas de prueba, una vez
al dia durante 15 minutos por 6 dias consecutivos. Al
final de cada sesion se retiraron las escaleras de las
cajas experimentales y se contabilizaron los trozos de
alimentos que no fueron comidos, de cada lado (dere-
cho e izquierdo), de manera independiente.

Procesamiento estadistico

Fue analizada la distribucion y la homogeneidad de
varianza de la variable Conducta de Giro inducida por
D-anfetamina,ndmero de trozos de alimentos, median-
te la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la prueba de
Levene, respectivamente. Una vez comprobada la no
distribucion normal de la muestra los datos fueron ana-
lizados con pruebas no paramétricas.

Con el propésito de conocer de manera general el com-
portamiento de los grupos, en las diferentes pruebas
conductuales desarrolladas se realizé una estadistica
descriptiva y se procesé toda la informacion recogida

mediante el software profesional Statistica para Win-
dows. Version 6.0, Copyright Statsoft, Inc. 1993.

Para conocer la efectividad del trasplante se llevo a
cabo la comparacion de los resultados de la Conducta
de Giro inducida por D-anfetamina, de la “Prueba de
Habilidades Manuales de las extremidades anteriores”
antes y después del trasplante mediante la aplicacion
de la prueba de Wilconxon para muestras pareadas.
Para el estudio comparativo de la Conducta de Giro in-
ducida por D-anfetamina, entre los grupos experimen-
tales, se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis seguida
de una prueba U de Mann-Whitney. La comparacién
de los resultados de la “Prueba de Habilidades Ma-
nuales de las extremidades anteriores” se hizo siguien-
do el mismo esquema descrito para la Conducta de
Giro inducida por D-anfetamina.

Resultados

Modelo animal de EH por inyeccion intraestriatal de
AQ y evaluacién morfolégica de la lesion

+ Dosis de acido quinolinico de 1,4 pL

La inyeccion con AQ en el estriado derecho provoco
la pérdida parcial de neuronas estriatales y abundante
gliosis (hipertrofia e hiperplasia de microglias y astroci-
tos) que se acompano de una dilatacion del ventriculo
lateral, caracteristica que se diferencia de lo observado
en el estriado contralateral sano (figura 1A). La colo-
racion de cresil violeta empleada tifie los cuerpos de
Nissl presentes en el soma y las dendritas neuronales,
asi como el ndcleo de las células gliales (figura 1 B, C).
La deteccion inmunohistoquimica de la GFAP demos-
tré la gliosisastrocitica. La observacién en campo claro
y microscopia de fluorescencia muestra en algunos ca-
sos la pérdida de la imagen en parches caracteristica
del estriado (figura 1 D, E).

Forma y extension de la lesion: La forma del area le-
sionada es ovoidal y en ocasiones algo irregular. El vo-
lumen de la lesién no abarca la totalidad del estriado,
pero ocupa la mayoria del mismo. El nicleo 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 aproxima-
damente. Para la dosis de 1,4 pL de AQ la lesion se
extendié 3,6 mm en sentido anteroposterior y no solo
se ubico en los nicleos caudado putamen, sino que se
extendié a areas adyacentes tanto de tipo GABAérgi-
co, como no GABAbaérgico. Las areas extraestriatales
mayormente afectadas fueron: corteza frontal parietal
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motora, claustrum, nicleo endopiriforme, globos pali-
do, palido ventral y dreas talamicas.

+ Dosis de acido quinolinico de 1,2 pL

La reduccién de la dosis de AQ empleadaa 1,2 L se
realizé con el objetivo de reducir el dafo extraestriatal.
Las caracteristicas de la lesion para la dosis de 1,2 uL
de AQ se corresponden en general con las descritas
en la primera etapa para 1,4 pyL de AQ, diferenciandose
en la extension de la lesion. En este caso la extension
anteroposterior promedio de la lesion fue de 3,0 mm
y se observd menor afectacion de las areas extraestria-

tales, danandose en algunos casos claustrum, nicleo
endopiriforme, globos pélido, no asi palido ventral y
las dreas talamicas.

Finalmente se selecciond la dosis de 1,2 uL de AQ para
lesionar el estriado, teniendo en cuenta la afectacion
de las dreas extraestriatales. Se comprobé que con
este volumen de AQ se induce una lesion en el ndcleo
estriado, similar a la producida con el volumen de 1,4
uL de AQ), pero a diferencia de lo que ocurre con este
volumen, encontramos que con la dosis mas baja exis-
te una menor afectacion de los tejidos vecinos.

Figura 1. A). Corte coronal de estriado sano y lesionado (derecha), 200x. Estriado normal y lesionado donde se demuestra la
pérdida neuronal, el aumento de la gliosis y la pérdida de la imagen definida en parches de esta estructura al compararse con el
lado estriatal sano, coloracién de cresil violeta (B y C). Demostracién del aumento de la gliosisastrocitica (GFAP) con respecto

al lado sano (D y E).
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CMO de rata para el trasplante en el modelo de
lesion por AQ

Obtencion, aislamiento, marcaje y caracterizacion
inmunofenotipica de las CMO

Las CMO fueron obtenidas, aisladas y marcadas como
se describié previamente, ademas se realizo la carac-
terizacion de estas células desde el punto de vista
inmunofenotipico, lo que permitié conocer la compo-
sicion de la suspension celular que seria utilizada para
el trasplante. En la Figura No. 2 se muestra el estudio
inmunocitoquimico, el cual permitié detectar, de ma-
nera especifica en las CMO, las proteinas de superfi-
cie celular. Durante su caracterizacion estas células
fueron positivas para los marcadores (CD34+; CD38+;

CD45+ y CD90+). Para cada caso se utilizo el corres-
pondiente control negativo (figura 2 a, b, c, d y e).

La figura 3 muestra la media del porciento de células
positivas para cada uno de los antigenos de superfi-
cie celular, indicando la contribucién que aporta cada
marcador al porciento general dentro de la caracte-
rizacion realizada: CD34 = 19,33%, CD38= 20,80%,
CD45 = 17,27%, y CD90 = 23,52%. Estos resultados
muestran la heterogeneidad de los marcadores estu-
diados.

Establecimiento de la concentracién celular

Para el establecimiento de la concentracién celular de
las CMO que debian ser trasplantadas se realizaron
tres grupos experimentales, cada uno a diferentes con-

Figura 2. Células mononucleadas de médula ésea caracterizadas para el trasplante en el modelo de lesién por inyeccién de 4ci-
do quinolinico: a) Control negativo, b) CD34; (1:40, DAKO), c) CD38; (1:200, DAKO), d) CD45; (1:50, DAKO) y e) CD90; (1:20,

DAKO).
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Figura 3. Media * la desviacién estdndar del porciento de células positivas para los marcadores CD34, CD38, CD45 y CD90.

centraciones como se describié en materiales y mé-
todos. Los animales fueron lesionados en el estriado
con AQ (1.2 ul) y trasplantados con CMO, marcadas
con bisbenzimida,a la concentracién indicada segtn el
grupo experimental.

+ Estudio morfologico

Se constato en cada animal la lesion estriatal por AQ.
La observacion al microscopio 6ptico de fluorescencia
demostré sobrevivencia de las células trasplantadas,
las cuales mostraron un nidcleo azul fluorescente. En
general, las células trasplantadas se dispusieron lineal-
mente en torno al drea del trazo de la aguja de inyec-
cion, y se observé la union en sentido vertical de los
dos depdsitos de inyeccion. No fue caracteristica la
disposicion de las células trasplantadas en halo que su-
pusiera la muerte de las células centrales. Se observé,
ademas,una distribucién de las células marcadas en el
tejido estriatal circundante.

Para las concentraciones de 200 000 y 300 000 célu-
las totales se aprecié una abundante respuesta infla-
matoria, por la presencia de células macrofagicas del
sistema inmune que mostraban autofluorescencia de
color amarillo-verdoso.

Grupo | (300 000 células totales): Se observaron un to-
tal de 8 cerebros, en cinco de ellos pudo verse supervi-
vencia de las células trasplantadas, en los tres cerebros
restantes no se observaron células marcadas de color
azul. Sin embargo, la supervivencia para esta concen-
tracion puede evaluarse, desde el punto de vista cua-

litativo, como muy pobre, ademds existi6 muy poca
definicién de célula a célula, las cuales en ocasiones
formaban agregados celulares o “motas”. Asociadas
al drea del trasplante se hallaron abundantes células
macrofagicas de la respuesta inmune. Figura 4A.

Grupo 1l (200 000 células totales):Se analizaron un
total de 3 cerebros. En todos los casos se observé una
baja sobrevivencia de las células trasplantadas, acom-
panadas por células macrofagicas dispuestas como un
cordon a lo largo del area de trasplante. Figura 4B.

Grupo Il (100 000 células totales)

En los 7 cerebros analizados se pudo apreciar una alta
supervivencia de las células trasplantadas. En el area
del trasplante, definida en torno al trazo de inyeccién,
se pudieron apreciar claramente los dos depdsitos
celulares. Ademas se pudo comprobar que para esta
concentracion se favorecio la migracion de las células
hacia el tejido hospedero estriatal circundante. Hubo
muy buena definiciéon celular, sin que se formaran
agregados o “paquetes” de células y fue muy baja la
respuesta inflamatoria asociada al area de trasplante.
Se observaron claramente los dos depdsitos de inyec-
cion. Para esta concentracion se pudo evaluar la su-
pervivencia, desde el punto de vista cualitativo, como
muy buena. Figura 4C

En la figura 4 se muestra una fotografia de las con-
centraciones celulares utilizadas para el trasplante del
estriado lesionado con AQ.
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Figura 4. Trasplante de CMO en el estriado lesionado con AQ. A) Trasplante con una concentracién total de células de 300 000
cél/ pl. B) Trasplante con una concentracién total de células de 200 000 cél/ pl. C) Trasplante con una concentracién total de
células de 100 000 cél/ pl. De manera comparativa se puede apreciar que en C hay una mejor distribucion de las células trasplan-

tadas.

Evaluacion funcional del trasplante de CMO a través
de la conducta motora

Prueba conductual 1 pre y postrasplante de CMO:

Conducta de Giro inducida por D-anfetamina

La Conducta de Giro inducida por D-anfetamina (5
mg/Kg intraperitoneal) se evalué una semana después
de la inyeccion intracerebral de AQ en todos los gru-
pos experimentales, incluidos el grupo de controles
sanos y un mes después de realizado el trasplante de
CMO. La grafica representada en la figura No. 5 mues-
tra la conducta rotatoria antes y después del trasplan-
te de CMO, donde se puede constatar que un mes

después del trasplante de CMO (n= 10), las ratas tras-
plantadas mostraron una disminucion significativa (p<
0.005, prueba de Wilconxon para muestras pareadas)
en la Conducta de Giro inducida por D-anfetamina.
Un hallazgo interesante para el grupo de lesion con
AQ solamente, fue la disminucion estadisticamente sig-
nificativa (p< 0,0093), encontrada un mes después de
la lesion con AQ (sin tratamiento con CMO) cuando
se compard con la prueba inicial que se realizé una
semana después de la lesion con AQ.

De manera general la Conducta de Giro con D-anfe-
tamina en el estudio pre-trasplante se manifesté de
acuerdo con lo esperado, donde los grupos lesio-
nados con AQ se diferenciaron del control sano; de
igual manera, en la comparacién entre los grupos
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pos-trasplante se observaron diferencias significativas
(p<0,005) en la Conducta de Giro entre el grupo de
animales trasplantados con CMO, los lesionados con
AQ vy los que recibieron un falso trasplante, mostrando
el grupo de trasplante un comportamiento similar al
control sano.

Prueba conductual 2 pre y pos-trasplante de CMO:

Prueba de las habilidades motoras
de las extremidades anteriores

A la tercera semana después de la lesion con AQ y a
la sexta semana después del trasplante de CMO y/o
DMEN fueron evaluadas las habilidades motoras de las
extremidades anteriores, mediante la aplicacion de la
“Prueba de Habilidad Manual”. Los resultados obteni-
dos tanto para la extremidad derecha como izquierda
pre y pos- trasplante se muestran en las figuras No. 6 y
No. 7 donde se puede evidenciar que los grupos lesio-
nados con AQ (grupo LAQ solamente; LAQ + TpCMO;
LAQ + DMEN) dejaron un mayor nimero de pellet que
los animales del grupo sano (p< 0,0007). Ademas se
demostré para ambas extremidades, una disminucién
estadisticamente significativa (p<0,0007) en el nimero
de pellet dejados por el grupo LAQ + TpCMO para
ambas extremidades después del trasplante con CMO.

Discusién

Modelo animal de EH por inyeccion intraestriatal de
AQ.

La infusion intracerebral de AQ produce cambios mor-
folégicos y bioquimicos en los animales de experimen-
tacion que semejan lo observado en los cerebros de
pacientes con enfermedad de Huntington, es por ello
que en la bdsqueda de modelos para el estudio de esta
enfermedad se ha planteado la hipétesis de que esta
excitotoxina interviene en su patogenia. La lesion tisular
producida por el AQ constituye el mejor modelo de ex-
citotoxicidad que se conoce hasta ahora, lo que ha sido
atribuido al tipo de dano neuronal que produce, don-
de hay una lesion selectiva de neuronas de talla media,
con una pérdida significativa de GABA y de sustancia P,
unido a una pérdida relativa de las concentraciones de
somatostatina y neuropéptido (Beal, 1986).

En este trabajo se utilizaron dos dosis diferentes de
AQ para lesionar el estriado (1,4 yL y 1,2 uL). Con
ambas dosis se obtuvieron pérdidas neuronales que
abarcaron, aunque no en su totalidad, una gran parte
de esta estructura. Esto permitié reproducir el modelo

de AQ), que ya habia sido establecido hace varias dé-
cadas (Schwarcz, 1983). Se demostré que la lesion
estriatal con AQ induce una marcada muerte neuronal
en el estriado, acompanada por una gliosis de grado
variable en dependencia de la dosis de AQ utilizada,
que pudo ser evidenciada por la alta reactividad en la
expresion de GFAP ( fig. 1 Dy E). En los animales lesio-
nados con AQ), esta marcada gliosis aparece no solo
en el estriado, sino también en otras dreas. Ademas,
con las dosis utilizadas, las estructuras dafadas fuera
del estriado,reportadas en este trabajo, fueron muy
similares a las que se reportan en la literatura, relacio-
nadas a la amigdala, septum, hipotalamo, globo palido,
entre otras (Beal, 1986). Este hecho también ha sido
obtenido por otros autores (Francis,(verificar, en la bi-
bliografia aparece Ty no L) 2000), quienes describen,
ademas, hipertrofia e hiperplasia de las microglias y los
astrocitos, unido a la pérdida neuronal (Beal, 1991).

Las dos dosis se trabajaron a una concentracion de
112,5 nM, lo que se encuentra en el rango reportado
en la literatura (Pérez-De La Cruz, 2009, Curry, 2004,
Hanbury, 2003). Para la dltima etapa del presente es-
tudio, fue seleccionada la dosis de 1,2 pL. Se escogi6
esta dltima dosis teniendo en cuenta la afectacion de
las dreas extraestriatales, ya que se comprobé que con
este volumen de AQ se induce una lesion en el ndcleo
estriado, similar en amplitud a la observada con el vo-
lumen de 1,4 ulL, pero con una menor afectacion de
los tejidos vecinos. Una explicacion plausible a la de-
cisién de no reducir mas el volumen de AQ), estuvo ba-
sada en que una disminucién mayor de la cantidad de
esta neurotoxina, implicaria una mayor reduccién del
area estriatal lesionada; es decir, que la pérdida celular
no podria ser evidenciada a través de cambios morfo-
l6gicos manifiestos, lo que entorpeceria la obtencion
adecuada de nuestro modelo. La pérdida neuronal y
la gliosis astrocitica, reportada en el estudio, concuer-
dan con lo obtenido por otros autores, evidencian-
dose que inmediatamente que las neuronas mueren,
aparecen mecanismos por medio de los cuales se trata
de reparar el dano. Por tanto, se puede deducir que
la dosis de 1,2 mL de AQ es apropiada para la lesion
del ndcleo estriado, independientemente de que no
queda lesionado en su totalidad y que se mantienen
algunas afectaciones extraestriatales. Esta dosis brinda
el sustrato morfolégico adecuado para la obtencién
del modelo, que pudo ser evidenciado a través de los
estudios conductuales.

Empleo de las CMO de rata para el trasplante

Las CMO son una fuente importante de células que
pueden ser utilizadas con un alto grado de confiabi-
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Figura 5. Conducta de Giro inducida por D-Anfetamina antes y después del trasplante de CMO en los grupos controles, lesiona-
dos con AQ y trasplantados con CMO. Abscisas: nlimero de vueltas completas (3600) ipsilateral al hemisferio lesionado (media
EEM); ordenadas: Grupos experimentales. Asimetria significativa (p<0,005).

lidad para el trasplante celular en aquellas enferme-
dades donde se ha demostrado que pueden jugar un
papel fundamental en la generacion del tejido danado.
Estas células constituyen una fuente alternativa para
ser empleadas en el trasplante de pacientes con en-
fermedades neurolégicas. En nuestro estudio las CMO
fueron obtenidas, aisladas y marcadas con bisbenzi-
mida, sin presentar ningin riesgo, y utilizando méto-
dos sencillos, lo cual indica que existe una forma de
acceder a ellas relativamente facil y libre de censuras
éticas. Para comenzar, se partié de una muestra ob-
tenida directamente del fémur de las patas traseras de
la rata, la cual contenia una mezcla de células, que
posterior al aislamiento fueron separadas y permitio
circunscribirnos a las células mononucleares, hecho
que demuestra la heterogeneidad de la composicion
de la suspension celular, pues ya se conoce que en
ella existen células de diferentes linajes. El aislamiento
de las CMO fue realizado utilizando un gradiente de
Ficoll-Hypaque (Colter, 2001), que permitié la obten-
cion de las células deseadas con un alto rendimiento y
buena viabilidad. De manera general se puede asegu-
rar que en el estudio realizado se monitoreé este pro-
ceso bajo condiciones estrictas de esterilidad, lo que
garantizo una muestra pura para obtener resultados
mas confiables.

Existen marcadores de superficie que indican el tipo de
célula especifica que forma parte de la poblacion de las
CMO. Habitualmente se ha empleado marcadores de
superficie celular para la identificacion de estas células
en etapas tempranas, pero estudios mas amplios han
mostrado que el inmunofenotipo de ellas es mucho

mas complejo. Estas células pueden expresar un es-
pectro de marcadores mas extenso que esta sujeto al
estado de diferenciacién celular, donde los antigenos
de superficie aparecen y desaparecen en un periodo
determinado del desarrollo evolutivo (Prosper, 2003;
Weissman, 2001 (verificar orden cronolégico)). Los
resultados expresaron los porcientos de células positi-
vas para los marcadores CD34, CD38, CD45 y CD90
(figura 3), demostrandose que los mismos se encuen-
tran en el rango de lo reportado por otros autores. El
hecho de que no todas ellas hayan sido portadoras del
mismo marcador, indica la existencia de lineas celula-
res diferentes, que estan formando parte de la muestra
en estudio. En este caso, la heterogeneidad celular ex-
plicaria el hallazgo encontrado , que no difiere con lo
reportado por otros autores.

Durante varios afos se consider6 que la célula madre
hematopoyética era la tnica CMO, con capacidad re-
generativa, sin embargo hoy se sabe que la composi-
cion de la médula 6sea es mas compleja, ya que se ha
identificado un grupo heterogéneo de células madre
adultas que incluyen ademas de las hematopoyéticas
y mesenquimales, la denominada poblacién lateral
(Jiang, 2002) y las células progenitoras adultas multi-
potentes (Zanjani, 1999). El estudio realizado apoya
el concepto actual de la diversidad de las poblaciones
de células madre adultas existentes en la médula 6sea,
pues la identificacion de los antigenos CD34, CD38,
CD45 y CD90 fue posible en todos los casos, y los mis-
mos representan subclases de poblaciones existentes,
en diferentes estadios de diferenciacion. Este resulta-
do no fue obtenido de lineas celulares separadas, sino
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Figura 6. Evaluacién de las habilidades motoras de la extremidad anterior derecha antes y después del trasplante de CMO en
cada grupo experimental. Se muestra el valor promedio total del niimero de trozos de alimentos dejados en el lado derecho de la
escalera por cada grupo. Nétese la diferencia significativa (p< 0,0007) que aparece en el grupo de trasplante de CMO (LAQ + Tp).
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Figura 7. Evaluacién de las habilidades motoras de la extremidad anterior izquierda antes y después del trasplante de CMO en
cada grupo experimental. Se muestra el valor promedio total del niimero de trozos de alimentos dejados en el lado izquierdo de la
escalera por cada grupo. Nétese la diferencia significativa (p< 0,0007) que aparece en el grupo de trasplante de CMO (LAQ + Tp).

que se calculé sobre la base de wuna suspension
celular en la cual habia una mezcla de todas estas
poblaciones celulares. Lo que puede indicar que al
porciento general de cada marcador esté contribu-
yendo al aporte individual suministrado por cada
una de las subpoblaciones celulares que porte el
marcador correspondiente. Ademas, la posibilidad
de que no todas las células hayan sido positivas para
un marcador, pudiera significar que hay células en
diferentes estadios de diferenciaciéon, o que este
grupo de células corresponda a una subpoblacion

celular diferente, como las células progenitoras mul-
tipotenciales adultas, que pertenecen también a la
poblacién de células que forman parte de la médula
6sea, y que no fueron identificadas en este estudio,
ya que no se utilizaron marcadores especificos para
ellas. Ademas de estos aspectos se puede pensar
en que el porciento de positividad a un marcador
dado esté representando la unién de mas de un tipo
celular, pues se conoce que varias de estas células
son portadoras de un mismo marcador de superficie
que las identifica.
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En general, muchas son las moléculas que pueden
ser utilizadas para la caracterizacion de las diferen-
tes poblaciones celulares que forman parte de los
elementos formes de la médula 6sea. En la subpo-
blacion de células hematopoyéticas el marcador
CD34, asi como el CD38 y el CD45, son considera-
dos dentro del inmunofenotipo caracteristico de esta
poblacion, ya que constituyen marcadores de linaje
celular (Verfaillie,2002;Langman,1997). Por otra par-
te, dentro de la subpoblacién de células mesenqui-
males que forman parte del repertorio de las CMO,
se ha identificado otro antigeno de superficie vélido
para su caracterizacion, el CD90 (Prosper, 2003;Hay-
nesworth, 1992). Este antigeno fue detectado de ma-
nera satisfactoria en las células del presente estudio,
aportando también como el resto de los antigenos
un porciento en la identificacion de las mismas. For-
mando parte de la poblacion lateral se ha detectado
subpoblaciones CD34 +y CD34 - (Garrido, 2003), y
de las células ovales el CD34+, entre otros (Theise,
2000). Un aspecto que se debe destacar y que con-
forma el elemento basico del presente estudio, es
que los porcientos hallados de células positivas para
los marcadores de superficie celular se encuentran
dentro de los valores que han sido descritos en la
literatura (Haynesworth, 1992; Weissman, 2001). De
manera general las células madre tienen una frecuen-
cia media en la médula 6sea muy baja, por lo que
esto explica los bajos porcientos de expresion deter-
minados en este estudio para los diferentes marca-
dores analizados.

Establecimiento de la concentracion celular para el
trasplante

Desde hace varias décadas el trasplante de células ha
constituido una via alternativa de tratamiento para las
enfermedades degenerativas en el SN, donde se co-
noce que el principal problema de la pérdida de las
células que componen dicho sistema radica en que
son células muy diferenciadas que pierden su capa-
cidad para proliferar, de ahi que a pesar de su plas-
ticidad este hecho provoque deficiencias funcionales
irreversibles. Asi, en la EH el cambio patolégico que
probablemente desempena el papel principal en la sin-
tomatologia de la enfermedad es la muerte de las cé-
lulas gabaérgicas de talla media del estriado (Ferrante,,
1985). Esta pérdida ocasiona diferentes alteraciones
morfofuncionales, que al parecer son las responsables
de los trastornos observados en estos pacientes. Uno
de los campos de la medicina que mas expectativas
ha levantado en los dltimos afos es la terapia celular
con células madre para sustituir a las células dafadas,
constituyendo una via potencial para el tratamiento de

la EH. El aislamiento de células embrionarias humanas,
la aparente e inesperada potencialidad de las células
madre adultas y el desarrollo de la terapia génica nos
lleva hacia posibles tratamientos de enfermedades in-
curables como la EH. Las aplicaciones de las células
madre se basan, fundamentalmente, en su potencial
de diferenciacion y su capacidad para servir como ve-
hiculo terapéutico de genes. De ahi la importancia de
tener una fuente segura y confiable de células para
su uso en el injerto celular si se tiene en cuenta que
numerosos trabajos presentes en la literatura demues-
tran la utilidad de las células madre en la recuperacion
del tejido danado (Lescaudron, 2003). En el presente
estudio se empled, como fuente de trasplante, células
procedentes de la médula 6sea de rata. Antes de su
uso se establecié la concentraciéon a la cual debian
ser utilizadas, para obtener un resultado satisfactorio
en cuanto al impacto que estas células pudieran te-
ner sobre las alteraciones conductuales previamente
encontradas en el modelo de AQ. Para partir de una
concentracion adecuada, fue necesario apoyarse en la
experiencia previa de trasplantes celulares que habian
sido realizados por otro grupo de investigacion (Blan-
co, 2000).

Para este estudio se probaron tres concentraciones
diferentes, distribuidas en tres grupos (grupo 1:100
000 cél/uL, grupo 11:200 000 cél/uL, y grupo I11:300
000 cél/uL), demostrando que la menor concentra-
cion utilizada era la mas apropiada para los trasplantes
en el modelo de AQ. Una explicacién posible a esta
consideracion estuvo basada en el anadlisis de los re-
sultados obtenidos en cada grupo; asi en los animales
perteneciente al grupo I, con concentracion de célu-
las de 300 000 cél/ul totales (figura 4A), se observo
una supervivencia baja de las células trasplantadas y
una respuesta inflamatoria potente. Los resultados
concuerdan con los obtenidos por otros autores, que
evidencian que en los trasplantes donde la concentra-
cion celular a implantar es alta, no logran una buena
integracion con el tejido hospedero. De igual manera
los animales pertenecientes al grupo Il con concen-
tracion de 200 000 cél/mL totales (figura 4B), mostré
un comportamiento similar al grupo I. Aunque la res-
puesta inflamatoria fue menos potente en este grupo,
también se observé una baja sobrevivencia de las célu-
las trasplantadas. A diferencia de las concentraciones
anteriores, para los animales pertenecientes al grupo
Ill, con concentracion de células de 100 000 cél/mL
totales (figura 4C), es decir una concentracion menor
de células, se pudo apreciar una alta supervivencia ce-
lular. Se supone que esta dltima concentracién favo-
recio la integracion y migracion de las células, lo que
sugiere que, en el lugar donde fueron implantadas,
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ellas pueden actuar de manera beneficiosa, si no hay
agregacion de las mismas en el sitio de la inyeccion,
ya que se favorece el desplazamiento, una vez que se
han integrado en el tejido hospedero. Estos resultados
permiten afirmar que la concentracion celular a utilizar
en el trasplante es un parametro muy importante para
lograr una adecuada sobrevivencia e integracion de
estas células en el tejido hospedero. Por otro lado se
piensa, como ya han sugerido otros autores, que el
ambiente alrededor del sitio del implante interviene de
alguna manera sobre las células que seran implantadas
y viceversa, o sea que las células trasplantadas ejercen
una influencia notoria sobre el tejido hospedero, siem-
pre y cuando estas lleguen al sitio del implante en un
nimero adecuado que favorezca su insercion. Con
relacion a la respuesta inflamatoria que tuvo lugar en
cada uno de los grupos experimentales, se puede se-
falar que la respuesta mas baja fue encontrada en el
grupo lll, lo cual concuerda con los datos reportados
por otros autores, y es congruente con los hallazgos
encontrados, donde la maxima migracion y sobrevi-
vencia celular tuvo lugar en aquel grupo cuya concen-
tracion celular era mas baja, lo que favorecié junto a
otros factores ambientales que las células no murieran
y se integraran mejor al tejido. Esto explica el porqué
la respuesta inflamatoria fue menor para este grupo y
abundante en los grupos | y Il, donde el factor concen-
tracion celular, mas el dafo tisular previo provocado
por la lesion AQ, marcé el inicio de una respuesta in-
flamatoria que fue mas potente donde los mecanismos
de muerte celular fueron mas evidentes.

Evaluacion funcional del trasplante de CMO a través
de la conducta motora

Conducta de Giro inducida por D-anfetamina

En los estudios dirigidos al desarrollo de nuevas es-
trategias terapéuticas para el tratamiento de la EH, asi
como para la busqueda de alteraciones que expliquen
la fisiopatologia de la enfermedad, se han usado dife-
rentes modelos experimentales que tratan de simular
sus caracteristicas clinicas. En el modelo utilizado, la
inyeccion intraestriatal de AQ provoca la muerte de
neuronas en el area lesionada, lo cual induce un déficit
de la conducta motora (Hantraye, 1990). Para eva-
luar los trastornos conductuales que aparecen en este
modelo, se pueden utilizar diferentes pruebas. Para
este estudio se realizaron las rotaciones inducidas por
D-anfetamina, como predictoras del grado de déficit
motor presente en los animales, tanto antes de rea-
lizar el trasplante de CMO como después de este. La
conducta motora en esta prueba es dosis dependiente

y usualmente se acompana de episodios de rotacio-
nes en barril, las cuales han sido relacionadas con un
incremento de la actividad de la dopamina en el estria-
do (Marrannes, 1988). Los animales controles también
fueron sometidos a esta prueba con el objetivo de ob-
servar su conducta, aun cuando no hay posibilidades
de obtener una asimetria como la encontrada en los
animales lesionados. Este grupo control mostré una
conducta estereotipada tipica, que fue debida a la re-
accion que tiene un cerebro intacto ante la accién de
un agonista dopaminérgico. La grafica representada en
la figura No. 5 muestra la conducta de giro antes y
después del trasplante de CMO, donde se puede cons-
tatar que antes del trasplante los animales lesionados
desarrollaron una actividad rotatoria ipsilateral al he-
misferio lesionado que contrasta con la conducta que
aparece en los animales sanos descrita anteriormente.
La explicacion a esta conducta hipercinética clasica
en los animales lesionados es debida a la pérdida de
las proyecciones gabaérgicas inhibitorias, ya descrita
por otros autores (Hantraye, 1990). Un hallazgo in-
teresante para el grupo de lesion con AQ solamente,
fue la disminucion estadisticamente significativa (p<
0,0093) de la Cconducta de Giro, que fue encontrada
un mes después de la lesion con el AQ (sin tratamiento
con CMO) cuando se compar6 con la prueba inicial
que se realizé una semana después de la lesion. Este
resultado puede indicar la presencia de regeneracién
espontanea de la lesion, lo cual ya ha sido descrito por
otros autores, y traduce la existencia en el organismo
de mecanismos compensatorios propios que ayudan a
reparar parcialmente el tejido lesionado.

En el presente estudio también se observé que, un
mes después, los animales que recibieron trasplante
de CMO mostraron una disminucion significativa en la
Conducta de Giro inducida por D-anfetamina, lo que
habla a favor de la efectividad del trasplante de CMO
sobre el area lesionada. Estos resultados estan en linea
con los de otros autores que afirman que el trasplante
de CMO mejora los trastornos conductuales en los ani-
males lesionados con AQ (Lescaudron, 2003).

Para explicar este efecto conductual, es necesario
apoyarse en la idea de que las CMO trasplantadas son
capaces de diferenciarse de otros tipos celulares, que
no son del tejido que ellas originan, sino que tienen
la potencialidad de convertirse en células del tejido
nervioso (Sanchez Ramos, 2000). Este hecho puede
ser responsable, al menos en parte, de la recuperacién
motora vista en el grupo experimental después del
trasplante de CMO. Por otro lado, la accién positiva
del trasplante puede estar modulada también por la
produccion de diferentes factores neurotréficos, por
parte de las CMO trasplantadas, que ejercen su accion
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sobre las células que estan en via de muerte y/o que
circundan los tejidos lesionados. Estos factores poten-
cian la supervivencia de las neuronas, favorecen su
diferenciacion y funcionamiento e inducen a la forma-
cion de sinapsis. En la literatura se han publicado datos
referentes a la produccién por parte de la CMO de
factores neurotroficos, tales como el BDNF (Dormady,
2001); por tanto, este podria ser otro mecanismo a
través del cual se pueda explicar como estas células
revierten los efectos de la lesion producida por el AQ
en el estriado.

Prueba de las habilidades motoras de las
extremidades anteriores

Lapruebadelaescalera esuna tarea eficaz para evaluar
el uso de las extremidades anteriores, y se ha conside-
rado una prueba compleja de conducta sensorimotora
(Whihaw, 1992; Pavén,, 1998), que depende de la in-
tegridad del circuito intrinseco cértico-estriato-palidal
(Montoya, 1990, Montoya, 1991). En el experimento
hecho se observé que la lesion unilateral del estriado
con AQ provoco una mayor dificultad en la utilizacién
de las extremidades anteriores tanto derechas como
izquierdas en aquellos grupos que presentaban lesién
con AQ, cuando se compararon con los controles sa-
nos. Cuando se aplicé este paradigma a los anima-
les lesionados se detectd que el deterioro encontrado
en las extremidades anteriores, reflejaba el dano que
ocasiono la pérdida neuronal provocada por la lesion
de AQ en el estriado. Igualmente, que las alteraciones
fueron localizadas en ambos miembros superiores, sin
predileccion por uno de ellos, lo cual pudo ser debi-
do al dano de circuitos motores de integracion, loca-
lizados en ambos hemisferios cerebrales, implicados
en la ejecucion de los movimientos de ambos miem-
bros, de ahi la importancia de conocer la integridad
de las vias nerviosas que intervienen en la correcciéon
postural del animal (Montoya, 1990; Pavén, 1998).
También se demostré que después del trasplante de
CMO los animales mejoran en el empleo del uso de las
extremidades anteriores, por lo que con esta prueba
se evidencia también el efecto positivo del trasplante
de CMO sobre el drea lesionada. De manera general,
los resultados obtenidos estin en concordancia con
lo reportado por otros autores que ya han utilizado
esta prueba para medir el déficit motor producido por
la lesion y la recuperacion de este tras un trasplante
de células madre (Pavén, 2004). Los mecanismos por
medio de los cuales aparece la mejoria significativa en
estos animales, estin muy relacionados con los expli-
cados en la prueba de la Conducta de Giro inducida
por D-anfetamina. Para este caso especifico serd ne-
cesario realizar otros estudios que permitan saber si

estas células trasplantadas se diferenciaron en algin
fenotipo neural que haya permitido la reconstruccion
de circuitos dafados o que permitan saber si estas
células fueron capaces de liberar factores neurotrofi-
cos que previenen los cambios degenerativos de las
neuronas estriatales y brindan una neuroproteccion
que reduce el dano estriatal producido por la lesion
(Alberti, 2005). Evidentemente se necesita profundizar
mas en el conocimiento de los mecanismos por los
cuales el trasplante de células actda sobre la zona le-
sionada, ya que este podria ser una diana farmacolo-
gica interesante para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, especialmente la EH.

Conclusiones

La dosis mas baja de AQ seleccionada fue capaz de
lesionar adecuadamente el estriado, con una menor
afectacion de estructuras fuera del estriado.

Las células de médula 6sea fueron positivas para los
marcadores CD34, CD38, CD45 y CD90.Esto sugiere
la heterogeneidad de esta poblacion.

La mejor concentracion de CMO para el trasplante fue
la de 100 000 cél/ml, ya que con ella se obtuvo la
mejor supervivencia y migracion celular.

Las pruebas conductuales demostraron una mejoria
en la conducta motora de los animales trasplantados
con CMO. Este resultado sugiere la importancia de las
CMO en el recobrado de las funciones perdidas.
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Every two years since 1967 the mixing community meets to share and discuss the latest
research and technology developments in mixing. Participants come from academia,
industry, equipment manufacturers, private and government research institutions based in
North America and all over the world. Mixing XXIII will take place in the Riviera Maya, Mexico,
for the first time. The conference this year includes an additional night enabling not only our
scientific inquisitiveness to be cultivated, but also to nurture our souls by learning about the
Mexican ancient culture that was able to have great achievements both in astronomy and
mathematics. - Interestingly, the Mayan Culture also provided the world of its time with a highly
sophisticated device for efficient mixing!

Come and join us in this most exciting conference. In June 2012 it will be held in the beautiful

State of Quintana Roo, Mexico, in the heart of the Riviera Mayal!

Enrique Galindo
Chair of Mixing XXIII
galindo@ibt.unam.mx
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The call for papers
for Mixing XXIIl is now open

In keeping with the tradition of the conference, the acceptance of both oral and poster presentation is based -
solely on submitted abstracts (300 — 600 words). Full papers are not required. The deadline for the

submission of abstracts is March 15th, 2012. There will be no published proceedings for the
conference, which allows for the presentation and discussion of the most recent mixing research in a collegial
environment.

Sessions will cover mixing related subjects from fundamentals to the application of mixing in a wide range of
industrial processes. Topics include, but are not limited to:

* Mixing Fundamentals * New modeling and simulation approaches to mixing
Mixing on small scales * Mixing and chemical reaction
Static and Otherin-Line Mixers CFD Modeling of mixers and mixing processes
Mixing of Multi-phase Systems Mixing aspects of biotechnological processes
Mixing of solids Industrial Mixing Processes

Short course on Mixing: June 17th

A special session of Mixing XXIII will be devoted to celebrate the 21st anniversary of NAMF, discussing the 21
mostinfluential contributions to mixing.

Please e-mail your abstract submission to marcela.garcia@agronegociosinternacionales.com.mx. You will
receive an e-mail confirmation within the next 24 hours. If not, please contact Marcela Garcia at the same e-
mail address.

For further information visit: www.mixing.net « www.23mixing.net

The Iberostar Paraiso Beach lies between Playa del Carmen and the lesser-known city of Puerto Morelos,
which is some 15 minutes from Cancun International Airport. The contrast between these two cities is
immediately noticeable: Puerto Morelos is a far more relaxed, laid-back destination, popular with artists and
craftsmen, fishermen and divers. In contrast, the glamorous Playa del Carmen is far more lively and vibrant,
and is packed with tourists who flock to the beaches during the day and in the evening enjoy a drink at one of
the many bars. The hotel addressiis:

Carretera Chetumal - Puerto Juarez, km.309

Playa Paraiso, Quintana Roo —Mexico

Phone +(52-984) 8772800

Fax: +(52-984) 8772810

Web site: http://www.iberostar.com/EN/Riviera-Maya-hotels/Iberostar-Paraiso-Beach.html

For further information visit: www.mixing.net « www.23mixing.net




Mae/an Riviera
onference site
characteristics

Hotel: Iberostar Paraiso Beach

The Iberostar Paraiso Beach is a family hotel built in
traditional Mexican colonial style, with arches and columns
throughout. The furniture in this All Inclusive hotel includes
authentic works of art that wouldn't look out of place in an
exhibition of fine art. Upon arrival at the hotel the superb
wooden carvings in the reception area will immediately strike
you. This is the perfect spot to escape from the crowds. The
hotel is so large that a small train runs every 15 minutes
transporting guests around the facilities to the restaurants,
lobby, rooms and even the shopping mall and modern spa
that form part of the Paraiso complex.

E—————

Dinner in XCARET is included in the program

As night falls on Xcaret, a fiesta awakens with the most famous i = "
musical performance in Mexico: Xcaret Mexico Espectacular. More ﬂ“ - - 1‘54 _i_:[& ‘E r
than 300 artists on stage will amaze you with a vibrant musical 2
journey through the history of Mexico, which brings to life colorful

traditions and the heritage of the country

Xcaret Mexico Espectacular will take you to presence an

unforgettable display of Mexican traditional hand-made dresses,

dances and musical performances that will stay in your heart forever.

This is the most amazing representation of Mexico's national identity

and cultural heritage. Dinners are served while guests enjoy Xcaret

Mexico Espectacular.

Knowing The Heart Of Maya's Civilization

Alsoincluded is a day-trip to Chichen ltza. It was the mostimportant
regional capital of the Mayan culture from 750 to 1200 B.C. Their
structures are well conserved, as well as the Yucatan ancient
Mayas tales. Their vestiges show the incredible Mayan civilization
and architecture, enriched with other cultural currents of
Mesoamerica. The temple of Kukulcan, also called "El Castillo”, is a
magnificent construction of 23 meters of height in pyramidal form.
It has four faces, in which during the equinox a shade of a serpent
can be seen descending by the stairs of the building. You will also
visit the Ball Game (the greatest of Mesoamerica), the
Observatory, the Temple of the Soldiers with its figure of the Chac-
Mool and the sacred cenote.

For further information visit: www.mixing.net « www.23mixing.net
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