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RESUMEN

La presente propuesta aborda por primera vez en Cuba el estudio del trasplante de célu-
las mononucleares de médula 6sea (CMMO) en un modelo experimental de la enferme-
dad de Huntington (EH) en ratas, con el objetivo de evaluar el posible efecto protector de
las CMMO trasplantadas sobre la funcion cognitiva y la conducta motora, asi como, los
cambios morfolégicos y moleculares que aparecen en el modelo. Se emplearon técnicas
de cirugia estereotactica, histoguimicas e inmunohistoguimicas, ensayo inmunoenzima-
tico, cromatografia liquida de alta resolucion, técnicas de biologia molecular y estudios
conductuales. La EH es un trastorno de origen hereditario con cambios en la esfera con-
ductual, cognoscitiva y psiquiatrica. La inyeccidn de dcido quinolinico (AQ) en el estriado
ha sido utilizada como modelo experimental de la EH. El tratamiento farmacoldgico en
estos pacientes, constituye un proceder paliativo, por lo que en la actualidad no existe
una terapia efectiva que permita curar la enfermedad. Todo lo anterior justifica la necesi-
dad de desarrollar nuevas alternativas terapéuticas que mejoren, sustituyan o refuercen
la pérdida neuronal que se produce en el cerebro de estos enfermos. El Centro Interna-
cional de Restauracién Neurolégica (CIREN) tiene experiencia de méas de dos décadas
en la reproduccion del modelo experimental de EH lo cual constituye una fortaleza para
evaluar desde el punto de vista preclinico una alternativa terapéutica para estos pacien-
tes. A nivel mundial se trabaja con modelos que abordan diferentes aspectos que van
desde los mecanismos productores de la enfermedad hasta la evaluacion de estrategias
de intervencion tal como el trasplante de células madre. En nuestro estudio demostra-
mos que la inyeccion de AQ en el estriado induce una pérdida neuronal que se traduce
en trastornos cognitivos y motores y que las CMMO trasplantadas son capaces de so-
brevivir, desarrollarse y tener un efecto positivo sobre la recuperacion del tejido lesionado
con AQ demostrado histologicamente asi como conductual y cognitivamente. Esto se




encuentra posiblemente relacionado con la capacidad del trasplante de restablecer la actividad
neuroquimica y modificar la expresion génica y las concentraciones de BDNF. Por otra parte, se
demostro en las células trasplantadas, la expresion de NeuN, asi como de GAD, lo que sugiere la
diferenciacion de ellas a un fenotipo neuronal gabaérgico que sustentaria la utilidad del trasplante
de CMMO como alternativa de tratamiento para los pacientes con EH.

La enfermedad de Huntington (EH) se reafirma como un
problema de salud a nivel mundial. En Cuba se desconoce cual
es la frecuencia de aparicién, sin embargo se sabe que en la
region oriental del pais hay una frecuencia notable de la EH lo
que sugiere un efecto fundador que merece especial atencion
(1). El tratamiento de la EH se ha enfocado en varias direc-
ciones (2), incluyendo el tratamiento etioldgico, sintomatico,
sustitutivo, preventivo-protectores y neurorrestauradores. Sin
embargo, en la actualidad no existen terapias que detengan
o retarden su progresion, por lo que desde hace mas de dos
década se desarrollan alternativas terapéuticas basadas en
la utilizacién de células madre, las que se sustentan de forma
importante en la disponibilidad de modelos experimentales
que permitan el estudio de la factibilidad de estas células con
fines terapéuticos.

Existen reportes en la literatura que demuestran la utili-
dad de las células madre de médula ¢sea (CMMO) con estos
fines (3). Debido a su potencialidad para producir factores
troficos y originar diferentes tipos celulares (3, 4), estas cé-
lulas, podrian ser una fuente ideal para la neuroproteccion y
restauracion celular en la EH, lo cual constituye una estrate-
gia novedosa y aun no explorada. Por ello, el objetivo de este
trabajo estuvo dirigido a evaluar tanto mecanismos al nivel
molecular, como aspectos relacionados con la conducta mo-
tora y cognoscitiva de los sujetos experimentales sometidos
al trasplante de CMMO.

Los datos obtenidos en este estudio aportaron desde el
punto de vista tedrico conocimientos sobre estos aspectos
demostrando que las CMMO trasplantadas son capaces de
sobrevivir, desarrollarse y tener un efecto positivo sobre la
recuperacion cognitiva y motora posiblemente relacionado
con su capacidad de modificar la actividad neuroquimica y
la expresion génica y las concentraciones de BDNF (5-7), lo
que forma parte del sustrato fisioldgico que subyace al efecto
neuroprotector que se atribuye a estas células.

Implementacion del modelo de
enfermedad de Huntington

Modelo de lesion

Se obtuvo el modelo de enfermedad de Huntington por
inyeccion de acido quinolinico en el estriado, en las coordena-
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das (mm) correspondientes segun el Atlas de Paxinos y Wat-
son (8), donde demostramos la pérdida parcial de neuronas
en esta estructura, acompafiada de una dilatacion del ventri-
culo lateral. La coloracion de cresil violeta mostré la pérdida
de la imagen en parches, caracteristica del estriado, y la de-
teccion inmunohistoquimica de la GFAP demostré abundante
gliosis astrocitica cuando se compardé con el estriado sano.
En este biomodelo, se realizé la evaluacion del trasplante de
CMMO donde el resultado satisfactorio constituyé una prue-
ba de concepto necesaria para sustentar su posterior uso en
la clinica (9).

Células mononucleares de médula 6sea de rata
para el trasplante en el modelo de lesion por acido
quinolinico

Se caracterizaron inmunofenotipicamente las células
mononucleares de la médula ésea (CMMO). Se mostré que
las células fueron inmunopositivas para los cluster de dife-
renciacion CD34; CD38; CD45 y CD90, y se pudo determi-
nar el porcentaje para cada marcador de superficie celular:
CD34 = 19,33 %, CD38 = 20,80 %, CD45 = 17,27 %, y CDI0 =
23,52 %. Ademas, se estableciod la concentracion optima de
CMMO para el trasplante y se demostro que la concentracion
de 100 000 células totales fue la mas adecuada para esta in-
tervencion (10).

Establecimiento de la concentraciéon de células
mononucleares de médula 6sea para el trasplante

Se evaluaron tres concentraciones, distribuidas en tres
grupos (grupo I: 100 000 células totales, grupo Il: 200 000 cé-
lulas totales, grupo IlI: 300 000 células totales) y se demos-
tré que la menor concentracion utilizada, era 6ptima para los
trasplantes en el modelo de acido quinolinico ya que se pudo
apreciar una elevada supervivencia celular. Esta concentra-
cion favorece la integracion y migracion de las células, lo que
propicia, que ellas puedan actuar de manera beneficiosa en el
lugar donde fueron implantadas.

En relacién con la respuesta inflamatoria que se observé
en cada uno de los grupos experimentales, la menos relevan-
te fue encontrada en el grupo I. Este resultado es congruente
con la maxima migracion y supervivencia celular observada
en el grupo de menor concentracion celular.



Estudio de supervivencia de las células
mononucleares de médula 6sea

El estudio de supervivencia de las células mostro la pre-
sencia de las células trasplantadas en los diferentes tiempos
analizados hasta el afio posterior al trasplante. Este fue el pri-
mer reporte de supervivencia mas prolongada de estas célu-
las que se ha descrito en la literatura mundial (5, 6).

Pruebas conductuales

La conducta de giro con D-anfetamina (11) mostrd en
el estudio pretrasplante un incremento significativo (H(3’4O) =
24,071; p <0,05) en el grupo de ratas de lesion con dcido qui-
nolinico, en comparacion con el grupo control sano. El estu-
dio posterior al trasplante revelé diferencias entre los grupos
experimentales (H,,, = 29,011; p <0,05). Estas diferencias
respondieron a una disminucion significativa en el compor-
tamiento de esta variable en el grupo de lesién con acido qui-
nolinico y trasplantado con CMMO (TpCMMO) con respecto
a los grupos de lesién con acido quinolinico (LAQ) y de lesion
con 4cido quinolinico y trasplante con vehiculo DMEM (TpD-
MEM). El grupo TpCMMO mostré valores de actividad rota-
toria estadisticamente similares al grupo control sano. Por
otra parte, la comparacién de esta variable dentro del grupo
de lesion con acido quinolinico y trasplantado con CMMO, an-
tes y después del trasplante, reveld una disminucion estadis-
ticamente significativa en su comportamiento (Z( )= 2,803;
p <0,05) después del trasplante (5, 6).

En la prueba de las habilidades motoras de las extremi-
dades anteriores (12) en el estudio pretrasplante se evidencio
que el grupo de lesion con acido quinolinico dejé un numero
significativamente mayor de alimentos residuales con res-
pecto al grupo control sano para ambas extremidades ante-
riores [extremidad anterior derecha: (H, . = 24,307; p <0,05);
extremidad anterior izquierda: (H(s,m) =21,442; p <0,05)]. En el
estudio posterior al trasplante, se mostraron diferencias signi-
ficativas entre los grupos experimentales para ambas extremi-
dades [extremidad anterior derecha: (H,,,=26,719; p <0,05);
extremidad anterior izquierda: (H@AO) =26,827; p <0,05)].

Estas diferencias obedecieron a que el grupo con tras-
plante de CMMO dejé un numero significativamente menor
de alimentos residuales en la escalerilla de la caja experimen-
tal con respecto a los grupos de lesion con acido quinolinico y
trasplante con vehiculo DMEM. No se apreciaron diferencias
significativas entre el nimero de alimentos residuales deja-
dos por el grupo de trasplante de CMMO vy el grupo control
sano. Por su parte, la comparacion soélo dentro del grupo de
ratas con lesién de acido quinolinico y trasplante de CMMO
antes y después del trasplante reveld una disminucion sig-
nificativa del numero de alimentos residuales dejados por la
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ratas después del trasplante de CMMO en ambas extremida-
des anteriores [Wilcoxon, extremidad anterior derecha: (Z,, ,,
=2,665; p <0,05); extremidad anterior izquierda: (Z, ,, = 2,803;
p <0,05)] (5, 6).

En la prueba de la barra transversal (13) la comparacion
entre grupos revelé una disminucién significativa de la dis-
tancia recorrida por las ratas a medida que se incrementa la
dificultad de la tarea motora (F , ., = 8,52, p <0,05). El grupo
de ratas sanas mostro las mayores distancias recorridas y los
grupos de lesion con acido quinolinico y trasplante con vehi-
culo DMEM mostraron las menores distancias. El grupo de
trasplante de CMMO presentd un comportamiento interme-
dio, sin diferir estadisticamente ni del grupo de lesién con aci-
do quinolinico ni del grupo sano. Por su parte la comparacion
entre BARRAS revel6 diferencias significativas con menores
distancias recorridas por las ratas en las barras con forma
circular (F(SW): 6,16, p <0,007). La interaccion entre ambos
factores (GRUPOXBARRA), revelé diferencias significativas
(F o167 = 558, p <0,001) entre el grupo control y los grupos le-
sionados en todas las condiciones excepto en la barra cua-
drada grande (5, 6).

En la prueba de reconocimiento de objetos (14) el primer
dia se pudo apreciar una tendencia a que las ratas lesionadas
emplearan menos tiempo en explorar los objetos en compa-
racion con los controles. En el segundo dia de la prueba se
aprecid una disminucién significativa del tiempo de explo-
racion en el grupo de lesidon con acido quinolinico (F(3,172) =
9,9042, p <0,05) con respecto al grupo control sano y trasplan-
tado con CMMO. Los animales tratados con vehiculo (DMEM)
mostraron cierto grado de recuperacion en el reconocimiento
del nuevo objeto (5, 6).

En el laberinto acudtico de Morris (15) durante la prueba
de retencion la latencia de escape mostrd una disminucion
estadisticamente significativa (F ,,, = 9,1577, p <0,001) entre
el grupo lesionado con acido quinolinico y el trasplantado con
vehiculo (DMEM), cuando fueron comparados con el grupo
control y trasplantado con CMMO (5, 6).
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Estudios moleculares

El estudio de la expresién génica de BDNF por RT-PCR
(16) demostro que en la corteza cerebral el porcentaje de
expresion de bdnf tuvo un aumento significativo en el grupo
de trasplante de CMMO con respecto a los restantes grupos
(p <0,05). Por su parte en el estriado el grupo trasplantado con
CMMO mostré diferencias significativas con respecto a los
grupos lesionados (p <0,05), manteniendo un comportamien-
to estadisticamente similar al grupo control.

El estudio de las concentraciones de BDNF en la corteza
cerebral y el estriado por ensayo inmunoenzimatico demostro
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que la lesiéon con acido quinolinico, redujo significativamen-
te las concentraciones de BDNF en ambas estructuras de
interés. La inyeccion del vehiculo DMEM no modifico de for-
ma significativa estos valores, sin embargo, el trasplante de
CMMO indujo una recuperacion de los niveles de BDNF hasta
ser similares al control sano y estadisticamente diferente de
los grupos con lesion sin trasplante de CMMO.

Este comportamiento se aprecio tanto en corteza como
en estriado (6,7). Por otro lado el estudio de la actividad neu-
roguimica en el cerebro de los sujetos experimentales estu-
diados también revelé cambios, evidenciados por diferencias
significativas entre los grupos en el contenido de glutamato
tanto en el estriado (H,, ,,, = 16,28 p <0,007) como en la corte-
za (Hg 5 = 15,53 p<0,001) y en el contenido de GABA tanto en
el estriado (H, ., = 12,55, p <0,005) como en la corteza (H,; .,
= 12,72, p <0,005). Donde el contenido de glutamato y GABA
fue mas alto en el grupo de trasplante con CMMO cuando fue
comparado con el grupo control en ambas estructuras (17).

Estudios morfolégicos

El estudio del marcador glial mostré una intensa reactivi-
dad para la GFAP determinado por un aumento de la gliosis
astrocitica en el estriado de los grupos lesionados con aci-
do quinolinico y trasplantados con vehiculo (DMEM) (5, 6).
Es notable que estos grupos mostraran ser positivos para el
fluorojade C, que marca de forma selectiva neuronas en de-
generacion. Las ratas lesionadas con acido quinolinico y las
trasplantadas con el vehiculo DMEM mostraron evidencia de
una intensa degeneracion, que no fue corroborada en los su-
jetos sanos ni en los trasplantados con CMMO.

Por otra parte se pudo demostrar un aumento estadisti-
camente significativo (F ., = 49,468, p <0,05); de la densidad
de astrocitos en los grupos lesionados con acido quinolinico
y trasplantados con vehiculo (DMEM) cuando se comparan
con el grupo control sano y el grupo trasplantado con CMMO.
El estudio del marcador del marcador neuronal NeuN, mostro
reactividad positiva en los grupos sano y de trasplante con
CMMO. En contraste, estos grupos se mostraron negativos
para la coloracion con Fluorojade C. Ademas, se evidencid
un aumento estadisticamente significativo (F ., = 313,05,
p <0,05); de la densidad neuronal en el grupo trasplantado con
CMMO cuando se compara con los grupos lesionados con
acido quinolinico y trasplantado con vehiculo DMEM, mante-
niendo un comportamiento estadisticamente similar al grupo
control sano (5, 6).

Finalmente, otro estudio reveld que el marcador de neu-
ronas gabaérgicas (GAD), muestra reactividad positiva en el
grupo control sano y el grupo de trasplante con CMMO (6).
Los grupos de lesion con acido quinolinico y el grupo tras-

plantado con vehiculo DMEM no mostraron reactividad para
el marcador GAD (6).

Consideraciones finales

En esta investigacion se describieron los principales re-
sultados dirigidos a la busqueda de una alternativa terapéuti-
ca para la EH, mediante estrategias novedosas y no emplea-
das hasta el momento en el modelo experimental de EH. La
novedad cientifica del presente trabajo radica en que en este
biomodelo, el resultado satisfactorio de la evaluacién del tras-
plante de CMMO constituyd una prueba de concepto nece-
saria para sustentar su posterior uso en la clinica. Ademas el
trasplante de CMMO en el estriado lesionado tuvo un efecto
terapéutico beneficioso ya que se pudo comprobar una recu-
peracion cognitiva y motora demostrada conductual e histo-
|6gicamente, lo que convierte a estas células en un posible
candidato terapéutico para estos enfermos.

Los resultados se incluyen en 6 publicaciones cientificas
(5,6,7,9, 10y 17). Han sido presentados en eventos cienti-
fico-técnicos de caracter nacional e internacional, y han sido
merecedores de dos premios nacionales en el Premio Anual
de Salud (2014, 2017). Esta investigacion ha formado parte
de los resultados cientifico-técnico del CIREN (2016 y 2017)
y ha dado lugar a certificaciones de aporte e introduccion del
resultado cientifico. Ademas, constituye la base de una tesis
de doctorado en ciencias particulares.
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