UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

“ EFECTO DE LA HISTAMINA EN LA
DIFERENCIACION DE CELULAS TRONCALES DE
MESENCEFALO VENTRAL ”

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B I O L O G A

ITZEL ESCOBEDO AVILA

TUTOR

DR. JAIME IVAN VELASCO VELAZQUEZ

2008

FACULTAD DE CIENCIAS
UNAM



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Hoja de Datos del Jurado

Datos del alumno

Escobedo

Avila

Itzel

56 08 58 90

Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Ciencias

Biologia

301653251

Datos del Tutor
Dr.

Jaime Ivan
Velasco
Velazquez

Datos del Sinodal 1
Dra.

Maria de Lourdes
Massieu

Trigo

Datos del Sinodal 2
Dra.

Anayansi

Molina

Hernandez

Datos del sinodal 3
M. en |. B. B.
Alette

Ortega

GOémez

Datos del Sinodal 4
Biol.

Nidia Samara
Rodriguez

Rivera

Datos del Trabajo Escrito

Efecto de la histamina en la diferenciacién de células troncales de mesencéfalo ventral

88 pp
2008




A mi mama y papa, por su amor y apoyo incondicional
A mis hermanos por su carifio y apoyo

A Ulises por ser mi felicidad y la mejor compaiiia



AGRADECIMIENTOS INSTITUCIONALES

Esta tesis fue realizada en el Instituto de Fisiologia Celular,
Departamento de Neurociencias, laboratorio AL-101 de la Universidad Nacional

Auténoma de México, bajo la tutoria del Dr. Ivan Velasco Velazquez.

Este trabajo fue apoyado por la por la Direccién General de Asuntos del
Personal Académico-UNAM (IN226703 e IN224207) y la Fundacion Miguel
Aleman (C/076/05<).

Durante el desarrollo de esta tesis, se recibi6 una excelente asesoria
tanto a nivel técnico como académico por parte de la Dra. Anayansi Molina

Hernandez.

El Jurado que llevdo a cabo la revision del presente trabajo, estuvo
conformado por:
Dra. Maria de Lourdes Massieu Trigo
Dra. Anayansi Molina Hernandez
M. en |.B.B. Alette Ortega Gémez

Bidl. Nidia Samara Rodriguez Rivera



AGRADECIMIENTOS

Primero quiero agradecer a la UNAM, por toda su belleza y por ser el
mejor espacio y la mejor oportunidad para desarrollarme académica y

personalmente.

Al Dr. Ivan Velasco por darme la oportunidad de llevar a cabo este

proyecto y por sus comentarios en la revision de esta tesis.

A Alette, Dra. Lourdes y de nuevo Ana y Nidia por sus observaciones y

comentarios en la revision de esta tesis.

A Ana, por su amistad, paciencia, apoyo y por compartir conmigo sus
conocimientos histaminérgicos y muchos otros mas ©. Gracias por toda tu

orientacidn y por compartir conmigo este proyecto.

A Nidia, Gris, Natllely, Rodrigo, Eugenia, Erika, Fabian y Emmanuel por
aclararme mis dudas y tratar de responder mis interminables preguntas.
Gracias por su amistad, apoyo, experiencias y sonrisas que le dan el “toque de

alegria” a cada dia en el labo.

A mi mama, por siempre demostrarme su interminable amor y apoyo, por
su fortaleza y por hacer lo imposible por que me sienta contenta en cualquier
circunstancia. Gracias por siempre estar ahi y por tu alegria que siempre nos

divierte y hace pasar buenos momentos.

A mi papa por siempre esforzarte en darnos lo mejor para salir adelante,
por saber superarte ante cualquier obstaculo y por tus palabras de aliento

cuando mas lo he necesitado.



A mis hermanos Berenice, Teresa y Gerardo y a mi abuelita Juanita por
apoyarme en mis proyectos, por su esfuerzo por entenderme y no les queda de
otra que aceptarme jeje ©, por demostrarme su carifio y por consentirme con

mis guisados favoritos al llegar a cenar a casita. Los quiero muchisimo!!

A mis tias, tios, primas y primos, por todos sus buenos deseos y por la
alegria y buenos momentos que pasamos en cada “reunién familiar”, por
hacerme sentir querida todos y cada uno de ustedes, por sus llamadas de larga
distancia cada cumpleafos, ida y llegada de paseo y por los pasados y futuros

viajes en carretera para ir a vernos ©. Los quiero mucho!!

A Ulises, por haber llegado a mi vida y hacerme disfrutar cada dia.
Gracias por tu amor, por tu sinceridad y confianza, por tu apoyo, por tu
paciencia, por los momentos increibles que siempre paso a tu lado y por las

interminables cosas que me haces sentir dia con dia.

A mis amigas de siempre que tanto las quiero y con las cuales comparto
los momentos y experiencias mas valiosas. A Ximena, por tantos afnos de risas
y momentos agradables desde la secu, por compartir la pasion universitaria e
interés por los asuntos sociales, politicos y culturales que nos rodean. Por tu
ingenioso sarcasmo que tanto me divierte y por tu asesoria en materia de linux
y pdf’s. A Adriana, por ser mi confidente # 1, por tu alegria caracteristica, por la
gran amistad que creamos en tan poco tiempo, por tu apoyo en tantas cosas
que nos han pasado en estos afnos y por las consultas médicas que han

salvado a la familia®©.

A Melisa por los montones de conferencias y cursos que compartimos y
disfruté en tu compania, por hacerme valorar la amistad y por acordarte de mi y

mandarme mensajes que siempre me animan.



A la enorme lista de amigos de la Facultad de Ciencias que siempre
recuerdo con sonrisas y que de alguna u otra manera me han acompanado y
apoyado a lo largo de la carrera y me han hecho vivir nuevas y gratas
experiencias. A los bidlogos: Laura, Paty Ramos, Claudia, Marisol, Isaac,
Alejandro, Tony, Paola, Kenneth, Joel, Miguel, Huguito, Circe, Alfredo, Carla y
Marco. Y por supuesto al inigualable grupo de fisicos: Dulce, Laura, Chucho,

Gil, Roman, Oscar, Etsaan, Damian, Felipe y Daniel.

A todos y cada uno de ustedes,

Gracias!!!!



INDICE

Lista de abreviaturas ......... ..o 2
RESUMIBN L. 4
INEFOAUCCION ...t 5
Desarrollo del sistema nervioso central (SNC) ..., 5
Especificacion del mesencéfalo ... 9
Neurogénesis ¥ gliogEeNESIS ... .oviiiii i 12
Histamina en el sistema nervioso central adulto .............................. 15
Histamina durante el desarrollo embrionario ...................ocoooiiiinn. 20
Células troncales (CTS) ..vuuuiniii i 26
Células troncales neurales (CTNS) ......oviiiiiiiie, 28
Proliferacion y diferenciacion de células troncales neurales .............. 30
Neuronas dopaminérgicas y enfermedad de Parkinson .................... 32
JUSHIFICACION ... 34
HiPO SIS ... 36
O BtIVOS e 36
MetodOolOgia .. ... 37
RESUIAAOS ...t 52
DISCUSION ...t 67
CONCIUSIONES ... . e e 75
PersSpeCliVas ... 76

Bibliografia ... s 82



LISTA DE ABREVIATURAS

AA acido ascorbico

ARNmM acido ribonucleico mensajero
BMPs proteinas morfogénicas de hueso
CNTF factor neurotrofico ciliar

CT célula troncal

CTNs células troncales neurales

DA dopaminérgicas (neuronas)

EGF factor de crecimiento epidermal
FGFb factor de crecimiento fibroblastico basico
FGF8 factor de crecimiento fibroblastico 8
Fn fibronectina

GAPDH gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

GFAP proteina acidica glial fibrilar

HA histamina

HDC L-histidina descarboxilasa

HNMT histamina-N-metiltransferasa

HPLC cromatografia liquida de alta resolucion
IP3 inositol-1,4,5-trifosfato

MAO-B monoamina oxidasa B

MesV mesencéfalo ventral



MTT bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

Nes nestina

NGS suero normal de cabra (por sus siglas en inglés)
PCR reaccion en cadena de la polimerasa
PFA paraformaldehido

PKA proteina cinasa A

PLC fosfolipasa C

PLO poli-L-ornitina

Shh sonic hedgehog

SNC sistema nervioso central

TGF- factor de crecimiento transformante 3
TH tirosina hidroxilasa

Tuj1 anticuerpo que reconoce f tubulina Ill



RESUMEN

La histamina (HA) es un neurotransmisor que, en el organismo adulto,
esta involucrado en la regulacion de diversas funciones fisioldgicas como el
sueno y la vigilia, la actividad motora, la regulacion térmica y la regulaciéon
endocrina. Durante el desarrollo embrionario, esta amina biogénica es uno de
los primeros neurotransmisores en aparecer, presentando concentraciones
mayores que en el organismo adulto, especificamente en la region del
mesencéfalo ventral (MesV); sin embargo, no se conoce su funcién durante el
desarrollo del sistema nervioso.

En este trabajo se estandariz6 un método de cultivo que nos permitio
manejar eficientemente la proliferacion y diferenciacion de CTN del MesV de
rata y, con la aplicaciéon de este método, se estudid el efecto de diversas
concentraciones de HA sobre la proliferacion, la supervivencia y la
diferenciacién celular. Por medio de RT-PCR, se encontré6 que tanto los
precursores no diferenciados como los diferenciados, expresan los 3
receptores histaminérgicos. Estudios de inmunocitoquimica, mostraron que la
HA a una concentraciéon de 10 uM, fue capaz de promover la diferenciacion
neuronal, aumentando la cantidad de neuronas en un 76.01% con respecto al
control. Estos resultados indican que la HA pudiera estar cumpliendo una
funcidn importante durante el desarrollo del Sistema Nervioso Central,

favoreciendo la diferenciacién neuronal.



INTRODUCCION

DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Durante el desarrollo, la gastrulacidon es un proceso en el cual se forman
las 3 capas embrionarias: ectodermo, mesodermo y endodermo (Fig. 1). Todo
el sistema nervioso se desarrolla a partir del ectodermo dorsal, estructura de
donde se origina la placa neural, que se define como una capa de células
epiteliales indiferenciadas que poseen un alto grado de plasticidad y que, a lo
largo del desarrollo, proliferan, adquieren identidades regionales y producen un
gran numero y variedad de tipos neuronales y gliales requeridos para la

construccion del sistema nervioso maduro (Gilbert, 2003).

Figura 1. Diferenciacion de
tejidos. A partir de las 3
capas embrionarias que se
originan durante la
gastrulacion (ectodermo,
mesodermo y endodermo),
se da la diferenciacion de los
diversos  tipos  celulares
especializados que
conforman al  organismo
(modificado de  Winslow,
2001).




Posterior a la formacién de la placa neural ocurre un proceso llamado
neurulacion, mediante el cual la notocorda envia senales inductoras a la placa
neural produciendo una invaginacion por la linea media de la misma, elevando
los bordes laterales y dando origen a los pliegues neurales y a la placa del piso.
De la fusion de las puntas dorsales de los pliegues neurales se forma el tubo
neural, el cual es el rudimento embrionario del sistema nervioso central (SNC)
(Fig. 2) (Smith y Schoenwolf, 1997; Sadler, 2005).

La diferenciacion del tubo neural en las diversas regiones que conforman
al SNC, se produce simultaneamente en 3 diversas maneras:

- A nivel anatémico, el tubo neural y su cavidad aumentan de tamano y
se comprimen para formar las camaras cerebrales y de la médula
espinal.

- A nivel tisular, las poblaciones celulares dentro de la pared del tubo
neural se reacomodan entre si para formar las diferentes regiones
funcionales del cerebro y de la médula espinal.

- A nivel celular, las células del neuroepitelio se diferencian en los
numerosos tipos de células nerviosas (neuronas, astrocitos,

oligodendrocitos) y en células de soporte presentes en el cuerpo.



Figura 2. Proceso de neurulacion. Se
esquematiza cémo, a partir de la placa
neural, por induccion de la notocorda
se produce la invaginacion de la placa
neural y la unidon de los pliegues
neurales para dar origen al tubo
neural, las células de la cresta neural y
la epidermis (modificada de Gilbert,
2003).

La regionalizacion del tubo neural se da como resultado de una serie de

movimientos morfogénicos que doblan, pliegan y contraen el tubo neural. El

tubo neural esta regionalizado en dos ejes neurales primarios:

1.

Eje antero-posterior: la polaridad anterior del SNC en vertebrados se
vuelve aparente con la division morfologica del tubo neural (Twyman,
2001). Sin embargo, esta regionalizacion se da incluso antes de que la
porcidon posterior del tubo se ha formado. En la regién anterior, el tubo
neural da origen a las tres vesiculas cerebrales primarias denominadas:
prosencéfalo (encéfalo anterior), mesencéfalo (encéfalo medio) y

romboencéfalo (encéfalo posterior); en la parte posterior se formara la



médula espinal. Cuando la porcion posterior del tubo neural se ha
cerrado, las vesiculas primarias se subdividen y forman las vesiculas
secundarias; el prosencéfalo da origen al telencéfalo y diencéfalo, el
mesencéfalo se mantiene y, el romboencéfalo da origen al metencéfalo y
mielencéfalo. Todas estas regiones a su vez, producen regiones

encefalicas adicionales en el adulto (Fig. 3) (Gilbert, 2003).

Figura 3. Desarrollo temprano del cerebro humano. De izquierda a derecha, se
muestra la regionalizacién del tubo neural en las tres vesiculas cerebrales
primarias (prosencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo), que posteriormente
daran origen a las 5 vesiculas cerebrales secundarias. Mientras que en el estado
adulto, se muestran las estructuras especificas, derivadas de cada regién del
tubo neural en el embrion. (Figura tomada de Gilbert, 2003).

2. Eje dorso-ventral: el tubo neural de vertebrados muestra una polaridad
dorso-ventral, la cual se establece desde el estadio de placa neural.
Una vez que el tubo neural se ha cerrado, el extremo mas dorsal del
tubo neural (linea media dorsal), se forma por una estructura

denominada la placa del techo, la cual emite sehales como las proteinas



morfogénicas de hueso (BMPs) que a su vez activan la expresion de
Dorsalina-1 y permiten mantener la polaridad dorsal del tubo neural. Por
otro lado, en la linea media ventral, se forma otra estructura denominada
la placa del piso, la cual libera sefales como Sonic Hedgehog (Shh), que

establecen el patron del eje ventral (Twyman, 2001).

La especificacion de los linajes celulares para la formacién del SNC
durante el desarrollo, estd dada por una compleja interaccion entre las
cascadas de sefalizacion de moléculas protéicas denominadas morfégenos,
cuya accion se da de manera dependiente de su concentracion. Entre estas
moléculas se encuentran: los factores de crecimiento fibroblastico (FGFs), la
familia de proteinas wingless/Wnt (Wnt), la superfamilia de factores de
crecimiento transformante 8 (TGF-B), el Shh y los antagonistas de las BMPs

como la nogina, la cordina y la folistatina (Wessely y De Robertis, 2002).

ESPECIFICACION DEL MESENCEFALO

Como ya se menciond, durante la embriogénesis, la division temprana
de la placa neural se va delimitando progresivamente mediante una gran
variedad de mecanismos que llevan al establecimiento de las subregiones que
finalmente, daran origen a poblaciones celulares especificas de cada region del

cerebro en el organismo adulto. El destino de ciertas regiones del neuroepitelio



que todavia no han madurado por completo, esta determinado por la accion en
conjunto de determinados factores de transcripcion, cuya expresion depende
de seiales organizadoras.

En vertebrados, el territorio mesencefalico se especifica poco después
de la induccion del neuroectodermo a partir del epiblasto dorsal de la gastrula.
Morfolégicamente, el mesencéfalo se encuentra delimitado en su parte anterior,
por la vesicula del diencéfalo y en su parte posterior por el istmo, que lo separa
del cerebro posterior (Fig. 3). El desarrollo del mesencéfalo es altamente
dependiente de las sefnales organizadoras provenientes del istmo (Prakash y
Wurst, 2004).

El mesencéfalo se establece molecularmente, incluso antes de que la
division morfolégica aparezca. Esta especificacion se debe a los patrones de
expresion especificos de los factores de transcripcion “orthodenticle homologue
2” (Otx2), “paired box 2” (Pax2) y “engrailed 1” (En1) en el neuroectodermo
anterior, que posteriormente se delimitan por el establecimiento de centros de
sefnalizacion en el limite del mesencéfalo y romboencéfalo y en la porcidon
anterior del surco neural (Nakamura y Watanabe, 2005).

Otx2 es un factor de transcripcion que se expresa en el prosencéfalo y
mesencéfalo. “Gastrulation brain homeobox” (Gbx2) es otro factor de
transcripcion, que se expresa en el romboencéfalo en estadios mas tempranos
del desarrollo. En fases tempranas, los dominios de expresion de Otx2 y Gbx2

se sobrelapan en la region del istmo. Se ha visto que el limite caudal del



dominio de expresion de Otx2 corresponde con el limite caudal de la region del
mesencéfalo, por lo que Otx2 resulta esencial para definir la identidad del
mesenceéfalo y el limite entre el mesencéfalo y el romboencéfalo se define por
una interaccion de sefiales de represion entre Otx2 y Gbx2 (Nakamura y
Watanabe, 2005).

Entre los factores de crecimiento que son importantes para la expresion
de los factores de transcripcion en el mesencéfalo esta el factor de crecimiento
fibroblastico 8 (FGF8) (Nakamura, Katahira et al., 2005). Se cree que la regién
del istmo (limite entre el mesencéfalo y romboencéfalo) funciona como un
organizador para definir estas dos regiones, siendo la molécula organizadora,
FGF8. Sin embargo, la via de transduccion de sefales hacia el destino
mesencefalico rio abajo de la sefal de FGF8, aun se desconoce (Nakamura,

Katahira et al., 2005; Nakamura y Watanabe, 2005) (Fig. 4).

Figura 4. Esquema de las vesiculas
cerebrales y la interaccion de
diversos factores de transcripcion
que determinan el destino de cada
region. Se observa que un sobrelape
en la expresion de Otx2, Pax2 y Enl,
definen el territorio del mesencéfalo,
mientras que la sefial de FGF8 en el
mesencéfalo, reprime la expresién
de Otx2 e induce la expresion de
Gbx2 y asi, el cambio en el destino
del mesencéfalo hacia metencéfalo
(modificado de  Nakamura vy
Watanabe, 2005).




NEUROGENESIS Y GLIOGENESIS

Como se dijo antes, para la formaciéon del SNC, se requiere de la
produccion de diversos tipos celulares neuronales y gliales.

La capa celular del tubo neural, denominada neuroepitelio germinal, es
el primordio del SNC y consiste en células multipotentes que tienen la
capacidad de diferenciarse en células neuronales y gliales por medio de los
procesos denominados neurogénesis y gliogénesis. Estas células se
denominan células troncales neurales (CTNs) y tienen la capacidad de
autorrenovarse 'y de producir progenitores intermediarios que estan
comprometidos a un destino neuronal o glial.

Durante el desarrollo, la neurogénesis precede a la gliogénesis. En el
SNC de mamiferos, las neuronas se generan principalmente durante el
desarrollo embrionario temprano, mientras que la glia se produce durante el
desarrollo tardio y posterior al nacimiento (Fig. 6) (Bertrand ef al., 2002).

En el mesencéfalo de rata, la neurogénesis comienza alrededor del dia
10 de desarrollo embrionario (E10), alcanza un pico al dia 14 (E14) y decrece

hasta poco antes del nacimiento (Gétz et al., 2005) (Fig. 5).



Telencéfalo Figura 5. Neurogénesis.
! A Representacion  del curso
[ temporal del proceso de
Diencéfalo e neurogénesis en diversas
- regiones del SNC de roedores,
. desde el octavo dia embrionario
WG - hasta el nacimiento. En
i particular, en el éarea del
Cerebro posterior / mesencéfalo, la neurogénesis
cerebelo I ___= comienza al dia E10, mostrando
un pico de produccion neuronal
—t—— en el dia E14 (modificado de

E8  E10 E12 FE14 E16 E18 PO Gotz etal., 2005).

Edad gestacional

Estudios genéticos realizados en Drosophila y modelos de vertebrados
muestran que existen algunos “genes proneurales” activados por factores de
transcripcion como los pertenecientes a la familia bHLH (basic helix-loop-helix,
por sus siglas en inglés), que son necesarios y suficientes para iniciar el
desarrollo de linajes neuronales y promover la generacion de progenitores que
estdan comprometidos a diferenciacion, inhibiendo a su vez destinos gliales
(Bertrand et al., 2002; Morrison, 2001).

Inicialmente, la neurogénesis es promovida por la expresion de factores
bHLH como son la familia de neurogenina y Mash, cuya expresion depende de
sefales neurogénicas como las ya mencionadas BMPs vy eritropoyetina.
Cuando estas proteinas se encuentran en altas concentraciones en las CTNs,
activan la via de diferenciacion neuronal e inhiben la diferenciacion glial. Al
mismo tiempo, por medio de un proceso denominado inhibicion lateral, la via de
sefnalizacion de Notch regula y/o inhibe la expresidn de genes proneurales en
otras células, bloqueando su entrada a la via neuronal. Asi, la regulacion de

genes proneurales es un mecanismo clave que mantiene un balance entre los



progenitores que se dirigen a la via de diferenciacién neuronal, los progenitores
que se mantienen indiferenciados y los que producen otros tipos celulares
gliales (Morrison, 2001) (Fig. 6).

Posteriormente, la gliogénesis inicia por la induccion de diversas senales
gliogénicas, como las del factor neurotrofico ciliar (CNTF) y las BMPs. Estas
sefales activan la diferenciacion glial y, en paralelo, inhiben la neurogénesis a
través de varios mecanismos como la activacion de inhibidores proneurales
como el Id (inhibidor de diferenciacion) y los pertenecientes a la familia Hes.
Por otro lado, se ha demostrado que la sefalizacidn de Notch presenta una
actividad gliogénica y actua inhibiendo la actividad de genes proneurales
promoviendo asl, la entrada a la via de diferenciacién glial (Bertrand et al.,

2002; Morrison, 2001) (Fig. 6).



Figura 6. Modelo de neurogénesis y gliogénesis durante el desarrollo neural. En el
curso temporal del desarrollo neural, ocurre primero el proceso de generacion de
neuronas y posteriormente ocurre la generacién de glia. La activacion de ambos
procesos depende de factores intrinsecos y extrinsecos que regulen las propiedades
de los precursores neurales. Las sefiales neurogénicas, son factores extrinsecos que
regulan la activacion de genes proneurales, promoviendo el arresto del ciclo celular, la
diferenciacion neuronal y a su vez, inhibiendo la diferenciacion glial. También hay un
evento de inhibicién lateral sobre genes proneurales, dado por la sefalizacion de
Notch, que inhibe la expresion de genes proneurales, evitando su entrada a la via de
diferenciacion neuronal. Por otro lado, las sefiales gliogénicas son factores que
inhiben a los genes proneurales, y actian sobre los precursores neurales para inducir
la diferenciacion glial (modificado de Bertrand et al., 2002).

HISTAMINA EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL ADULTO

La histamina (HA) es una amina biogénica que es sintetizada en las
neuronas a partir del aminoacido precursor L-histidina. Su sintesis involucra 2
pasos: el transporte de la histidina al interior de la célula, que se lleva a cabo
por el transportador de L-aminoacidos, y su posterior descarboxilacion en las
vesiculas sinapticas por la enzima L-histidina descarboxilasa (HDC), que es
altamente especifica. Posteriormente es liberada por un estimulo
despolarizante, reconocida por sus receptores especificos en la membrana

post y pre-sinaptica, e inactivada por enzimas catabdlicas como la histamina-N-



metiltransferasa (HNMT) y la monoamina oxidasa B (MAO-B) (Huszti, 1998;
Haas y Panula, 2003; Nissinen y Panula, 1995; Schwartz, Arrang ef a/., 1991)
(Fig. 7). Sin embargo, el sitio de inactivacion de la HA todavia no se conoce y

es tema de estudio de diversos investigadores.

Figura 7. Transporte y metabolismo neuronal de histamina. La HA se
sintetiza a partir del precursor L-histidina, el cual entra a la célula por
un transportador especifico de L-aminoacidos. La enzima HDC se
encarga de sintetizar la histamina, que posteriormente sera
transportada para ser almacenada en vesiculas por el transportador
vesicular de monoaminas. Al ser liberada por algun estimulo
despolarizante, se inactiva por enzimas catabdlicas como la HNMT
(modificado de Haas v Panula. 2003).

La HA es un neurotransmisor que ha sido propuesto por nuestro grupo
como un importante modulador del desarrollo neuronal (neurorregulador) en el
SNC.

En el SNC de mamiferos, la HA esta involucrada en la regulacion de
diversas funciones fisioldgicas como el suefo y la vigilia, la actividad motora, la
regulacion térmica y cardiovascular, el balance hidrico y la regulacién
endocrina (Schwartz, Arrang ef al,, 1991; Martinez-Mir ef al., 1990).

El sistema histaminérgico en el cerebro esta conformado por un grupo

de neuronas (aproximadamente 64,000) altamente conservado a lo largo de la



evolucion. En vertebrados, las neuronas productoras de histamina se localizan
en el nucleo tuberomamilar, que forma parte del hipotalamo posterior (Fig. 8).
Las principales areas de proyeccion histaminérgica varian de acuerdo a la
especie, pero en general abarcan la mayor parte del sistema nervioso central
(hipocampo, hipotalamo, corteza cerebral, bulbo olfatorio, amigdala, sustancia

nigra y estriado).
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Figura 8. Localizacién del sistema
histaminérgico en el nucleo
tuberomamilar. Serie de esquemas
de secciones del hipotadlamo
posterior de rata. Se ilustran en
puntos negros 5 grupos celulares
(E1-E5) que corresponden a las
neuronas histaminérgicas
concentradas en la zona del nucleo
tuberomamilar. Los grupos E1 4 Miecleo
(caudal) y E2 (rostral) se localizan en SIS
la superficie lateral del nucleo Nﬁclelﬂ Midleo Area
mamilar; el grupo E3 corresponde a medial suprarnarmilar ,'":'E”r';'lar
la superficie ventral del cuerpo

mamilar; el grupo E4 se localiza en la
parte dorsolateral y el E5 se dispersa
entre los grupos E2 y E4 (modificado
de Onodera et. al., 1994). Ez
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En mamiferos, la histamina en el cerebro actua a través de receptores
metabotrdpicos (acoplados a proteinas G). Se han clonado 4 receptores
histaminérgicos (H1-Hs), de los cuales 3 (Hi-H3) se encuentran ampliamente
distribuidos en diversas regiones del cerebro de mamiferos y activan diversas
vias de senalizacion, mientras que el receptor Hs se detecta
predominantemente en sistema nervioso periférico (Fig. 9):

Receptor Hi: Es una proteina cuyo tamano es de 486-491 aminoacidos. En
SNC, se expresa en las regiones del talamo, hipocampo, corteza, amigdala y
en la parte basal del cerebro anterior. Se acopla a la proteina Gqg/11. Este
receptor regula acciones excitadoras. Su funcién principal es la liberaciéon de
Ca2* de almacenes intracelulares mediante la activacion de receptores a
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) a través de la via de la fosfolipasa C (PLC).
Receptor H2: Es una proteina de 358-359 aminoacidos. En SNC, este tipo de
receptores se expresa ampliamente en los ganglios basales, hipocampo y
amigdala. También se expresa en células piramidales, nucleo de raphe y
sustancia nigra. Este receptor se acopla a proteinas Gs y activa la via de la
proteina cinasa A (PKA). Regula acciones excitadoras, generando un efecto
bloqueador de los canales de Ca?* y K*, regulando el balance hidrico, y la
secrecion hormonal.

Receptor Hi: presenta varias isoformas (se cree que por lo menos 3 de ellas
son funcionales) que van de 326 a 445 aminoacidos. Este receptor permite una

autoinhibicion en la liberacion del neurotransmisor, es decir, controla la sintesis



y liberacion endogena de histamina en el cerebro, principalmente en neuronas
del nucleo tuberomamilar (Maeda et.al., 2008). Su estimulacién por sustancias
agonistas, inhibe la sintesis y liberacion de HA, mientras que su inhibicion por
antagonistas, incrementa la liberacion de HA. En SNC, se expresan
ampliamente como autoreceptores presinapticos, principalmente en el nucleo
acumbens, el estriado, el bulbo olfatorio, la sustancia nigra y la amigdala y en
menores densidades, se expresa en el hipotalamo. Este receptor se encuentra
constitutivamente activo y se acopla a proteinas Gi/o. La sefalizacion a través
de este receptor, también afecta la liberacion de otros neurotransmisores
ademas de la histamina, como dopamina, serotonina, norepinefrina y diversos

péptidos (Haas y Panula, 2003; Raber, 2007).

Figura 9. Vias de sefializacion
activadas por receptores
histaminérgicos. De lado
izquierdo se muestran los 3
receptores histaminérgicos del
SNC, que se encuentran
acoplados a proteinas G, y el
cuadro contiene las vias de
sefializacion 'y  moléculas
blanco que son activasda y/o
bloqueadas en cada caso
(modificado de Haas y Panula,
2003).




HISTAMINA DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO

Durante el desarrollo, la HA se encuentra ampliamente distribuida en
diversos tejidos del embrién, mayormente durante la segunda mitad de
desarrollo tanto de rata como de raton (Nissinen y Panula, 1995).

Durante el desarrollo del sistema nervioso de vertebrados, la histamina
es uno de los primeros neurotransmisores en aparecer, presentando
concentraciones incluso varias veces mayores que en el sistema nervioso de
adultos. Durante el desarrollo del cerebro de mamiferos, la HA se encuentra
tanto en neuronas en la region del mesencéfalo como en mastocitos; se han
identificado neuronas inmunorreactivas para HA en el SNC embrionario, las
cuales presentan grandes proyeccidnes a diversas regiones del cerebro
(Auvinen y Panula, 1988). Es interesante senalar que la poblacién de células
que sintetizan HA aparece transitoriamente durante el desarrollo, y es distinta a
la que se observa en el organismo adulto, ya que la primera corresponde con el
desarrollo de las neuronas serotoninérgicas en el nucleo raphe (Kinuen et. al,
1998; Karlstedt ef al,, 2003).

El desarrollo del sistema histaminérgico difiere de otros sistemas
aminérgicos debido a que éstos ultimos presentan dos picos de concentracion:
uno prenatal y otro postnatal, mientras que el histaminérgico presenta dos

picos de concentracion prenatal (Fig. 10).



Las células nerviosas inmunorreactivas para histamina, aparecen en el
puente y mesencéfalo en el dia E13 (Nissinen y Panula, 1995). Por medio de la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), se ha podido
detectar la concentracion de histamina en diversas regiones del cerebro
durante el desarrollo embrionario. En particular en el mesencéfalo, se detectan
bajas concentraciones hasta el dia E12, presentando sus mas altas
concentraciones en los dias E14 y E16, seguidos por un decremento en los
dias E17 y E18, y alcanzando las concentraciones vistas en el adulto, a partir

del dia E20 (Vanhala ef al,, 1994; Auvinen y Panula, 1988) (Fig. 10).
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Bajo condiciones normales, los receptores histaminérgicos H1 y Ho, se
encuentran en células neuronales, gliales y endoteliales, mientras que los

receptores Hs se encuentran en células neuronales. Estos receptores se han



detectado en cerebro de fetos de roedores mediante algunas técnicas como
Northern blot e hibridacion /in situ (Panula ef al., 2000; Raber, 2007).

Receptor Hi: En el dia E14, la expresion del acido ribonucleico mensajero
(ARNm) del receptor H1 se ha detectado en el romboencéfalo y prosencéfalo,
asi como en tejidos periféricos (Fig. 11, a y b). El patron de expresion se vuelve
mas pronunciado hacia el dia E16, cuando la expresion se puede observar en
el puente, neuroepitelio superior del tectum, neuroepitelio ventricular y talamo,
asi como en el funiculo ventral de la médula espinal (Fig. 11, c y d). También
se observa en el diencéfalo y en la corteza. Para el dia E18, la expresion se
observa en la corteza cerebral, en el neuroepitelio ventricular (Fig. 11, e y f).
Posteriormente, se da un decremento en la expresion del receptor H1 hasta el
nacimiento, lo cual correlaciona con el decremento observado en la
concentracion de histamina durante el desarrollo embrionario (Fig. 11, g y h)

(Kinnunen, et. al, 1998) (Fig. 11).



" mg’ Figura 11. Pruebas de hibridacion
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\%’y ARNm del receptor H; en fetos de
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desarrollo embrionario. De lado
izquierdo se muestra la expresion
del ARNm y de lado derecho se
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transferasa  de S. aureus
(modificado de Kinnunen et. al.,
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Receptor Ha: Este receptor se encuentra ampliamente distribuido en diversas
areas del SNC. No se tienen estudios en estadios anteriores al E15, sin
embargo se sabe que a partir de este estadio en adelante, se observa la
expresion de este receptor en las partes frontal y caudal del area del nucleo de
raphe. Esto coincide con la produccién transitoria de HA en las neuronas de
este nucleo, observada a edades tempranas del desarrollo. A lo largo del
desarrollo y hasta el nacimiento, la expresién de este receptor es observada en

el area del nucleo tuberomamilar, la parte ventral del hipotalamo y la parte mas



externa de la corteza cerebral (Karlstedt ef. a/., 2001) . En general, los patrones
de expresion de este receptor en el nucleo raphe y tuberomamilar,
correlacionan temporalmente con el desarrollo del sistema histaminérgico en el
cerebro. Asi, se cree que el receptor Hz podria jugar un papel regulador y guiar
la distribucion de las neuronas histaminérgicas  durante el desarrollo

embrionario (Fig. 12).
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Figura 12. Expresién del ARNm del receptor H, durante el desarrollo
embrionario detectado mediante pruebas de hibridacién in situ. En
E15, las puntas de flecha sefalan el area rostral y caudal del nucleo
raphe, donde la expresibn es mayor, mientras que en E17, la
expresion se concentra en el area del ndcleo tuberomamilar y el
hipotalamo (modificado de Karlstedt, 2001).

Receptor Hi: Se cree que este receptor juega un papel muy importante durante
el desarrollo embrionario. Se ha detectado la expresion temprana de este
receptor exclusivamente en el SNC en los dias 15 y 16 de desarrollo
embrionario. En el dia E15 se observa una mayor expresion en el epitelio
ventricular del mesencéfalo, asi como en la médula oblonga y en la médula
espinal; mientras que en el dia 16, la expresidén se detecta en la parte dorsal
del mesencéfalo, el tdlamo, hipotalamo y nucleo accumbens. Hacia el dia E18,
se observa el mismo patron de expresion que en el dia E16. Posteriormente, en

E19 y hasta el nacimiento, el patron de expresion es distinto que el observado



en estadios mas tempranos, encontrandose mayormente en la placa cortical
(Karlstedt et. al, 2003; Héron, 2001) (Fig. 13).

A pesar de que la mayoria de los estudios se enfocan en los efectos a
corto plazo que podria tener la HA en el cerebro durante el desarrollo
embrionario, poco se ha estudiado acerca de los efectos que el incremento de
la HA en el cerebro embrionario pudiera tener a largo plazo, en el organismo
adulto. En este sentido se ha sugerido que el bloqueo especifico del receptor
Hs durante el desarrollo embrionario, podria afectar negativamente las pruebas
conductuales de reconocimiento de objetos, aprendizaje espacial en el

laberinto de agua e inhibicién de pre-pulso (Raber, 2007; Acevedo ef al., 2007).

Figura 13. Expresion del receptor Hs durante el desarrollo en rata. Las figuras de lado izquierdo
(A, D, G, J, My P) muestran la expresion del receptor Hs, mientras que las de lado derecho (B, E,
H, K, N y Q) corresponden a tinciones con hematoxilina-eosina. La composicién de ambas
imagenes para cada caso, corresponde a las figuras C, F, I, L, O y R. Las estructuras
observadas son: epitelio ventricular del mesencéfalo (MBven), médula (MY), médula espinal
(SP), techo del mesencéfalo (MBrf), talamo (TH), hipotalamo (HY), ndcleo acumbens (ACB),
tejido adiposo (BAT) y placa cortical (cpl) (modificado de Karlstedt, 2001).




Debido a esto, se ha propuesto que la histamina podria jugar un papel
importante en el desarrollo del sistema nervioso, a pesar de que todavia no se
conoce el mecanismo a través del cual podria estar actuando (Fioretti ef al.,
2004). Sin embargo, se ha sugerido que la histamina actua como un regulador
autocrino durante el desarrollo, a través de mecanismos intracelulares y que
podria estar implicada en mecanismos de crecimiento y diferenciacion celular

(Nissinen y Panula, 1995).

CELULAS TRONCALES

Dependiendo de las caracteristicas o funcién celular, se han adoptado
diferentes nombres para referirse a las células precursoras de algun linaje en
particular. Sin embargo, de manera general, célula troncal es el nombre que se
le da a las células no diferenciadas (no especializadas) que presentan un
potencial de diferenciacion para generar diversos linajes celulares y que
mantienen la capacidad teorica de autorrenovarse indefinidamente. Estas
células se pueden clasificar en tres tipos:

- Célula troncal totipotente: son las mas primitivas y el término se refiere

al cigoto unicelular, que es la unica célula que tiene la capacidad de dar
origen a todos los tipos celulares que componen al embrién, asi como a
tejidos extraembrionarios (placenta, cordon umbilical), pero no presenta

la capacidad de autorrenovacion.



- Células troncales pluripotentes: estas células tienen la capacidad de
autorrenovarse y de producir las células que componen las 3 capas
embrionarias: ectodermo, mesodermo y endodermo. Por lo tanto,
pueden dar origen a cualquier linaje celular dentro de un organismo.
Las células pluripotentes mejor caracterizadas son las células troncales
embrionarias.

- Células troncales multipotentes: tienen la capacidad de autorrenovarse
y de dar origen a los diversos tipos celulares que pertenecen a un linaje
especifico. Ejemplos: hematopoyético, neural.

En general, las células con amplio 6 restringido potencial de diferenciacion,
capacidad de autorrenovarse y capacidad limitada de proliferacion se han
denominado células progenitoras, por la dificultad que existe para determinar si
una célula del SNC presenta todas las caracteristicas de célula troncal (CT)
(Baizabal et al., 2003; Gage, et. al., 1995) (Fig. 14).

Las CTs embrionarias (pluripotentes) estan resultando ser un tema de gran
interés debido a sus propiedades bioldgicas y potencial importancia médica.
Para efectos de este trabajo, me voy a referir especificamente a las células
troncales neurales, que de acuerdo con la clasificacién anteriormente descrita,

se incluyen en el grupo de células troncales multipotentes.



Figura 14. Potencial de las células troncales con destino neural. Se
muestra como a partir de una célula troncal totipotente, se va dando
una especializacion y compromiso celular hasta generar los tipos
especializados de células que conforman al SNC. Se ilustran los
grados de restriccion que dan origen a la diferenciacion de neuronas
(modificada de Gage, 2000).

CELULAS TRONCALES NEURALES

Una caracteristica intrinseca del Sistema Nervioso es su enorme
diversidad celular. En el cerebro adulto, neuronas especificas producen
neurotransmisores y receptores especializados y tienen contactos eléctricos o

quimicos con otras células.



Las CTNs son los progenitores de todos los tipos celulares
especializados del SNC. Estas células se encuentran en diversas regiones del
cerebro embrionario, neonato y adulto. Funcionalmente, se definen como
células no diferenciadas, que presentan la capacidad de autorrenovarse a largo
plazo, y de diferenciarse y dar origen a los tres tipos celulares que componen el
sistema nervioso maduro: neuronas, astrocitos y oligodendrocitos.

Como ya mencioné anteriormente, estas células se originan durante la
formacion de la placa neural y posiblemente constituyen el tipo celular
predominante del neuroectodermo. Mientras continua el desarrollo, se forma el
tubo neural y las células troncales neurales se vuelven progresivamente menos
abundantes y emergen progenitores celulares mas restringidos.

En el Sistema Nervioso, el modelado aparente en los ejes antero-
posterior y dorso-ventral ocurre tempranamente, de manera paralela con la
induccién neural. Debido a esto, las células troncales aisladas de diferentes
regiones neurales generan células especificas de cada region /n vitro. Asi, las
células troncales en vertebrados parecen estar especificadas posicionalmente.
Por otro lado, los diferentes tipos celulares neurales se originan a un tiempo
determinado, que es caracteristico de una region y especie en particular. Como
ya se menciond, en el SNC, las neuronas se originan antes que la glia, y
determinados tipos celulares tienen edades de origen especificas. Asi que las

células troncales a parte de estar especificadas posicionalmente, también



tienen informacion temporal que refleja los cambios de los progenitores

dependiendo del estadio de desarrollo en que se encuentran (Temple, 2001).

PROLIFERACION Y DIFERENCIACION DE CELULAS TRONCALES NEURALES

Durante el desarrollo en vertebrados, los precursores neurales tienen
que pasar por procesos de proliferacion, migracion y diferenciacion en una
secuencia ordenada espacio-temporal para que se de un desarrollo apropiado
del sistema nervioso. Esto requiere de interacciones celulares complejas que
se presentan a lo largo del desarrollo embrionario.

Las sefiales morfogénicas de los factores de crecimiento son elementos
clave durante el desarrollo, ya que pueden promover la inhibicion o activaciéon
de los procesos de proliferacion, diferenciacion y control de la sobrevivencia.
Generalmente, la actividad de factores especificos, depende del tipo celular al
que van dirigidos y mayormente, del estado de diferenciacion en que se
encuentran. Existe un gran numero de factores de crecimiento que tienen
diversos efectos sobre los precursores neurales y que han sido encontrados
durante el desarrollo del SNC (Panchision y McKay, 2002; Gage, et. al., 1995).

El factor de crecimiento epidermal (EGF) y el FGFb parecen tener un
amplio espectro de accidén, promoviendo la proliferacidn y aumentando la

sobrevivencia y crecimiento de precursores neurales a diferentes estadios



durante el desarrollo embrionario y en varias regiones del SNC (Santa-Olalla y
Covarrubias, 1995; Saariméaki-Vire et. al, 2007).

Los estudios relacionados al establecimiento fenotipico de células
neurales y su habilidad de responder ante diversos factores, se facilitan cuando
estos precursores se aislan y expanden en presencia de factores de
crecimiento, que resultan elementos clave para promover los procesos de
proliferacion y dirigir la diferenciacion neural. En conjunto, es posible el
aislamiento de poblaciones celulares de tejido del SNC embrionario y su
mantenimiento, proliferacion y diferenciacion en condiciones in vitro, bajo la
accion de multiples factores. Estudios recientes han mostrado que el cultivo de
progenitores neurales aislados de roedores se expande eficientemente en
presencia de EGF y FGFb (Saariméaki-Vire et al, 2007). En estos sistemas de
cultivo, la ausencia de estos factores mitogénicos y la adicién de suero o algun
otro factor, promueven la diferenciacion de estos progenitores neurales a
células neuronales y gliales. Un claro ejemplo que ha sido ampliamente
estudiado, es el mantenimiento de progenitores neurales en cultivos
adherentes, en presencia de FGFb, lo cual promueve que estos cultivos se
diferencien hacia diversos tipos neuronales (Carpenter ef.al, 1999).

El propdsito de este trabajo es estudiar el efecto del la HA sobre
diferentes parametros celulares como la proliferacidén, la supervivencia y la
diferenciacion celular de CTN del mesencéfalo ventral (MesV) en presencia del

factor mitogénico FGFb y en ausencia del mismo. De este modo trataremos de



entender /n vitro la funcion de la HA durante los picos de concentracion de esta

amina biogénica presentes /n vivo.

NEURONAS DOPAMINERGICAS EN MESENCEFALO Y ENFERMEDAD DE

PARKINSON

En vertebrados, existen diversos grupos de neuronas dopaminérgicas
(DA) ubicados en diferentes regiones del cerebro, tales como el bulbo olfatorio,
la retina, el hipotalamo y el mesencéfalo. La formacidn mas grande de
neuronas DA se ubica en la region del mesencéfalo ventral dentro de la
sustancia nigra y la zona tegmental ventral. Durante el desarrollo embrionario
del cerebro, la especificacion del fenotipo dopaminérgico depende de la
interaccién de factores como Shh, derivado de la linea media ventral de la
placa del piso, y FGF8, derivado del borde entre el mesencéfalo y metencéfalo
(istmo), que se sabe son muy importantes para la especificacion de
precursores dopaminérgicos, y cuyos efectos se regulan por medio de factores
de transcripcion como Nurr1 y En-1, que llevan a la inducciéon neural y al
posterior mantenimiento de las neuronas DA del mesencéfalo.

La enfermedad de Parkinson es un desorden neurodegenerativo cuya
principal caracteristica es la pérdida progresiva de neuronas DA de la region
del mesencéfalo. Estas neuronas son la fuente de dopamina del estriado, un

neurotransmisor relacionado con las funciones motoras, por lo que una pérdida



de éstas, conlleva a la aparicion de disfunciones motoras (Riaz etf.al., 2002).
Por lo cual, en la actualidad, las células precursoras de estas neuronas (DA) y
el estudio de los mecanismos que permiten su eficiente generacion, poseen un
valor clinico muy elevado, por su posible aplicacién para el tratamiento de la

enfermedad de Parkinson.



JUSTIFICACION

Como ya se menciono en la parte introductoria, se cuenta con datos que
indican que las primeras células inmunorreactivas para histamina aparecen
alrededor del dia 13 de gestacién en el mesencéfalo y que los 3 receptores
para histamina, asi como la enzima que la sintetiza, estan presentes en el SNC
a edades tempranas del desarrollo embrionario. La histamina tiene una mayor
concentracion que la reportada en adulto en las regiones del mesencéfalo, el
puente y la médula (Vanhala et al., 1994; Auvinen y Panula, 1988). Se ha
propuesto que la histamina podria jugar un papel importante durante el
desarrollo embrionario y mas especificamente en el desarrollo del sistema
nervioso.

Los cultivos /n vifro son herramientas experimentales muy utiles para el
estudio de los mecanismos que se dan durante el desarrollo del cerebro y
gracias a la utilizacion de estos modelos se sabe que las células troncales de
estadios mas tempranos producen mas neuronas y tienen una menor
tendencia a producir glia, que aquellas de estadios mas avanzados (Baizabal
JM, et. al., 2003).

Ademas, durante el desarrollo la etapa de mayor produccion de
neuronas coincide con el primer pico de concentracion de HA (E14) en la
region del mesencéfalo (Gotz y Huttner, 2005), lo cual resulta muy interesante y

nos ha llevado a pensar que es posible que exista una relacién entre los picos



de neurogénesis y la concentracion de HA en este dia y que ésta pudiera
ejercer algun efecto sobre las CTN del mesencéfalo ventral, relevante para la
formacion del SNC.

Con respecto a los métodos de cultivo, se han realizado estudios que
indican que los precursores neurales derivados de la corteza y del mesencéfalo
de embriones en estadios tempranos, tienen un mayor potencial neurogénico, y
precursores derivados de embriones en estadios mas tardios, presentan un
mayor potencial gliogénico, especificamente en la diferenciacion de astrocitos.
Ademas, se ha reportado que en cultivo se reproduce el curso temporal para la
generacion de neuronas y glia, ya que un menor numero de pasajes genera
mayor numero de neuronas, comparado con cultivos de mayor tiempo y con
mayor numero de pasajes, en los que se obtienen una mayor poblacion de
células gliales (Chang et al., 2004).

Debido a que la funcion de la histamina durante el desarrollo embrionario
no ha sido determinada aun, resulta importante y sumamente interesante el
estudio del sistema histaminérgico en células precursoras neurales, por lo que
el presente estudio esta enfocado en evaluar la funcion que la histamina podria
tener sobre diversos procesos celulares como la proliferacion, sobrevivencia y
diferenciacion en cultivos de la regidn de mesencéfalo ventral de rata, y asi
poder estudiar el papel de la HA sobre el curso temporal de procesos tan

importantes como la neurogénesis.



HIPOTESIS

La histamina es capaz de modular la proliferacion, sobrevivencia y
diferenciacion de células troncales neurales in vitro, aisladas de mesencéfalo

ventral de rata de 12 dias de desarrollo embrionario.

OBJETIVOS

General:
Estudiar el efecto de la histamina durante la proliferacion y la
diferenciacion /n vifro de células troncales neurales aisladas de mesencéfalo

ventral de rata,

Especificos:

1. Determinar las condiciones adecuadas /n vifro para el estudio del efecto
de la HA sobre las CTN del mesencéfalo ventral de rata.

2. Evaluar la presencia de receptores histaminérgicos en cultivos de
mesencéfalo ventral de rata de 12 dias de desarrollo embrionario.

3. Estudiar el efecto de diversas concentraciones de histamina en la
sobrevivencia, proliferacion y diferenciacion neuronal /n vitro.

4. Determinar como se afecta la expresion de los receptores para HA por
los tratamientos con HA durante la proliferacion y la diferenciacion

celular.



METODOLOGIA

I. DISECCION DEL MESENCEFALO VENTRAL DE RATA DE 12 DIAS DE DESARROLLO
EMBRIONARIO

Para la obtencion de CTN de mesencéfalo ventral, se utilizaron ratas
Wistar de 12 dias de gestacidn, proporcionadas por el Bioterio del Instituto de
Fisiologia Celular. Estas ratas se sacrificaron por decapitaciéon y se obtuvieron
los embriones, a partir de los cuales se hizo la extraccion de CTN de
mesencéfalo ventral.

Para llevar a cabo la extraccion de los embriones y la diseccién, el area de
trabajo y los instrumentos utilizados, se desinfectaron previamente con etanol
al 70%. Se siguen los siguientes pasos:

1. Hacer una incision en la parte baja del abdomen de la rata gestante de
12 dias; localizar y extraer el utero que contiene los embriones.

2. Colocar el utero en una caja petri con solucién salina para el
mantenimiento de tejidos (Krebs/Mg2*/BSA; ver apéndice 1). Por cada
rata se obtienen de 12 a 18 embriones aproximadamente.

3. En la caja petri, extraer los embriones del utero, mediante la remocion
del saco vitelino y transferirlos a una nueva caja con solucion fresca.

Para la diseccion de la region del mesencéfalo ventral, se utiliza un

microscopio estereoscopico (Nikon SMZ1500) (Fig. 15).



Figura 15. Se esquematiza la metodologia de diseccion del area del mesencéfalo ventral
de embriones de rata de 12 dias de desarrollo. Una vez que se ha extraido el embrion del
Utero y se ha removido el saco vitelino (1), se retira la cabeza del resto del embrion (2)
para facilitar su manipulacién. Posteriormente, se quita la parte frontal de la cabeza para
poder aislar el tejido neural. Una vez que se ha removido el tejido excedente y se tiene
soOlo el tubo neural, se observa claramente el area del mesencéfalo al centro del tubo
neural, marcada con las lineas punteadas (3). Esta se abre por su parte dorsal, para dejar
expuesta el area del mesencéfalo ventral (4). Una vez que queda expuesta el area, se
remueve el tejido excedente de los extremos y se va eliminando lo que corresponde a la
parte dorsal. Asi, queda disectado el mesencéfalo ventral (5).

II. CuLTivo PRIMARIO DE CTN DE MESENCEFALO VENTRAL DE RATA E12
Las porciones de tejido obtenidas por diseccion se transfieren a un tubo de
15 ml (Corning 430791), con 5 ml de solucion fisiolégica Krebs nueva y se
realiza el siguiente procedimiento:
1. Centrifugar los fragmentos de mesencéfalo ventral fetal a 1000 rpm (200
X g) en una centrifuga de mesa (Thermo Forma 1L GP) durante 5
minutos a 4° C.
2. Desechar el sobrenadante y agregar 950 pl de solucion fisiologica Krebs
fria al boton que contiene los fragmentos de tejido.
3. Disociar mecanicamente los fragmentos de tejido con la ayuda de una
micropipeta de 1 ml (Gilson P1000), subiendo y bajando el émbolo
suavemente de 6 a 8 veces para deshacer el tejido y obtener las células

en suspension.



4. Dejar reposar la suspensiéon durante 3 minutos para que los fragmentos
no disociados se sedimenten.

5. Recuperar el sobrenadante y se transfiere a un tubo nuevo, cuidando de
no tomar los fragmentos sedimentados.

6. Agregar nuevamente 950 pl de solucién fisiologica Krebs fria al
sedimento que contiene los fragmentos de tejido, y repetir los pasos 3, 4,
y 5, juntando asi los 2 sobrenadantes recuperados del tubo anterior.

7. La suspension obtenida a partir de la mezcla de los 2 sobrenadantes, se
lleva a un volumen final de 5 ml con solucion fisiolégica Krebs y se
centrifuga nuevamente a 200 x g durante 5 minutos a 4° C.

8. Una vez obtenido el botdn celular, retirar el sobrenadante y agregar de 1
a 3 ml (dependiendo del tamano del boton) de medio N2 (Ver apéndice
1) para resuspender el boton.

9. Tomar una alicuota de la suspensién y cuantificar la cantidad de células
obtenidas utilizando la camara de Neubauer, contando el numero de
células en 4 cuadrantes de la cuadricula de la camara. Para obtener el

numero total de células en la suspension, se realiza el siguiente calculo:

# de células / 4 campos x 2 (factor de dilucion) x 10, 000 (factor del
hemocitometro) x ml del volumen en el que se resuspendieron las células

= # total de células en la suspension



10. Una vez calculado el numero de células obtenido, sembrar de 1 a 1.5
millones de células por caja de cultivo de 10 cm de diametro,
previamente tratadas toda la noche con poli-L-ornitina (PLO, Sigma; 15
pg/ml) y 2 horas con fibronectina (Fn, Invitrogen; 1 pg/ml) en 7 ml finales
de medio N2 y 10 ng/ml de FGFb (R & D systems y Peprotech).

11. Incubar a 37° C y 5% de CO2 para su expansion, adicionando
diariamente FGFb a una concentracion final de 10 ng/ml y cambiar el
medio cada 2 dias, hasta alcanzar una confluencia de 60 a 80%.

A estos cultivos se les denomina en pasaje 0 (PO).

lll. PASAJE DE CULTIVOS PRIMARIOS DE CTN DE MESENCEFALO VENTRAL DE
RATA E12
Una vez que los cultivos en PO alcanzan una confluencia de 80%, fueron
pasados a cajas de 24 pozos (1.77 cm2/pozo, Corning 3524) a una densidad de
15,000 células por pozo para comenzar el experimento con tratamientos con
HA (Sigma).
1. Para despegar las células, se retira el medio de cultivo de la caja POy se
hace un lavado de 5 minutos con 5 ml de solucion PBS-EDTA 0.1 mM
(Ver apéndice 1), previamente calentada a 37° C.
2. Agregar 7 ml de PBS-EDTA nuevo y dejar 5 minutos incubando a 37° C

y 5% de COs.



3. Despegar las células con la ayuda de una pipeta de 10 ml, subiendo y
bajando la solucién a una velocidad y fuerza constantes, para que se
despeguen las células de la caja.

4. Observar al microscopio la caja para verificar que se haya despegado la
totalidad de las células. En caso de que no haya sido asi, repetir los
pasos 2y 3.

5. Las células en suspensidon se recuperan en un tubo de 15 ml y se
centrifugan a 1 500 rpm (300 x g) durante 10 minutos a 4° C.

6. Retirar el sobrenadante y resuspender el botdn celular en 1 a 3 ml de
medio N2, dependiendo del tamano del botén.

7. Calcular la cantidad de células utilizando la camara de Neubauer de la
misma manera que se explicd anteriormente.

8. Una vez calculado el numero de células, se siembran 15 000 células por
pozo en cajas de cultivo de 24 pozos o 450 000 células por pozo en
cajas de 6 pozos, previamente tratadas toda la noche con PLO y 2 horas
con Fn en 0.5 ml o 1.5 ml finales de medio N2 y 10 ng/ml de FGFb,
respectivamente.

A estos cultivos celulares se les denomina en pasaje 1 (P1). El

procedimiento a seguir es el mismo cuando se requiere pasar células de P1 a

P2.



IV. TRATAMIENTOS CON HISTAMINA

Los tratamientos se comienzan el mismo dia que se pasan las células de

PO a P16deP1aP2.

Se prepara un stock de histamina a 500 mM (Ver apéndice 1).

Posteriormente, se hacen diluciones a partir del stock y se dan los tratamientos,

de la siguiente forma:

@ @ Para: Agregar: | De una
dilucion:

ololelolololl: ===
1uM 2 ul 250 uM

OO0O00
Q 100 pM 2l 25 mM
OOO0O0O0| =

Para continuar el experimento, se dejan 4 dias en proliferacion,

cambiando el medio cada 2 dias y agregando 10 ng/ml de FGFb y tratamientos

con HA diariamente. Posterior a la proliferacion se comienza la diferenciacion,

retirando el FGFb y agregando acido ascoérbico (AA) como antioxidante a una

concentracion de 2 mM cada cambio de medio. En esta etapa, también se dan

tratamientos con histamina diariamente, durante 6 dias. Estas condiciones se

esquematizan de la siguiente forma:

Proliferacion Diferenciacion
. B dias
4 dias , FGFb
+FGFh + Ac. ascorbica

L

Tratamientos con histamina
10 dias




Una vez que han concluido las etapas de proliferacion y diferenciacion,
las células sembradas en cajas multipozos de 24 se fijan con solucion de

paraformaldehido (PFA) al 4% (Ver apéndice 1) para hacer inmunotinciones.

V. INMUNOCITOQUIMICA
Anticuerpos Primarios:
Anticuerpo monoclonal anti-nestina 1:100

(Developmental Studies Hybridoma Bank)

Anticuerpo anti-TH 1:1000
(Pelfreeze)
Anticuerpo monoclonal anti-tubulina-gli| 1:2000

(Covance, Berkeley, CA)
Anticuerpo policlonal anti-tubulina-gll| 1:2000
(Covance, Berkeley, CA)
Anticuerpo policlonal anti-GFAP 1:2000
(DAKO)
Anticuerpos Secundarios (Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR):
Alexa Fluor 568 anti-lgG de conejo hecho en cabra
Alexa Fluor 568 anti-lgG de ratdn hecho en cabra
Alexa Fluor 488 anti-lgG de rata hecho en cabra
Alexa Fluor 488 anti-lgG de raton hecho en cabra

Todos se usan en una dilucion 1:1000



Para las inmunocitoquimicas se lleva acabo el siguiente procedimiento:

1. Absorber el medio N2.

N

. Lavar 2 veces con PBS 1X (Ver apéndice 1).

w

. Fijar las células en PFA al 4% por 20 minutos (Ver apéndice 1). A
partir de aqui se puede continuar el procedimiento fuera de la

campana.

N

. Retirar el PFA y hacer 3 lavados de 5 minutos con PBS 1X + 0.1 %

BSA (Ver apéndice 1), en agitacion.

@)

. Aplicar solucion bloqueadora de PBS 1X + 0.3% de Triton X-100 +
10% de NGS (Ver apéndice 1) durante 45 minutos a TA.

6. Hacer 3 lavados de 5 minutos con PBS 1X + 0.1% BSA.

N

. Incubar toda la noche a 4° C con 20 ul del o los anticuerpos primarios
+ 10% de NGS.
Cubrir cada pozo con un pedazo de parafim para distribuir
homogéneamente el anticuerpo en todo el pozo.
8. Recuperar los anticuerpos primarios y lavar 3 veces con PBS 11X +
0.1% BSA.
9. Adicionar el o los anticuerpos secundarios + PBS 1X + 10% de NGS e
incubar 1 hora a temperatura ambiente.
10. Recuperar los anticuerpos secundarios y hacer 3 lavados de 5

minutos con PBS 1X + 0.1% BSA.



11. Tehir los nucleos por 5 minutos con una solucion de Hoechst (1
ng/ml) / PBS 1X.

12. Lavar 3 veces con PBS 1X.

VI. EXTRACCION DE ARN
Para hacer extraccion de ARN, se parte de las mismas condiciones de

cultivo sélo que en este caso, las células se siembran en cajas de 6 pozos
(Corning 3516) a una densidad de 450, 000 células por pozo. Una vez que se
han cumplido 4 dias de proliferacion y 6 de diferenciacion bajo los diversos
tratamientos con histamina, como se explicdé en parrafos anteriores, se realiza
la extraccion de ARN por el método de TRIZOL (Invitrogen) a partir del
siguiente protocolo:

1. Agregar 1 ml de TRIZOL (Invitrogen) y homogenizar con el vortex 60

seg.

2. Incubar 15 min a 30° C

3. Agregar 200 ul de cloroformo por cada ml de TRIZOL

4. Agitar en vortex 15 seg

5. Incubar 3 min a 30°C

6. Centrifugar 15 min a 4000 rpm a -2-8° C

7. Transferir solo la parte acuosa (parte superior) a un tubo nuevo

8. Agregar 500 ul de isopropanol

9. Agitar en vortex 15 seqg.



10.Incubar 10 min a 30° C

11. Centrifugar 10 min a 4000 rpm a -2-8° C

12. Quitar el sobrenadante con una pipeta pasteur estirada

13.Lavar con 1 ml de etanol absoluto

14. Agitar en vortex 15 seg.

15. Centrifugar 5 min a 4000 rpm a -2-8° C

16.Lavar con 1 ml de etanol al 75%

17.Agitar en vortex 15 seg

18. Centrifugar 5 min a 4000 rpm a -2-8° C

19. Quitar el etanol y dejar secar con el ependorf volteado sobre una sanita.

20.Una vez que se haya evaporado todo el etanol, agregar 20 pl de agua
inyectable, raspando las paredes del tubo y resuspendiendo de manera
vigorosa.

21.Incubar 10 min a 60° C

22.Centrifugar 10 seg.

23.Resuspender nuevamente y tomar 1 pl para correr un gel de agarosa al
1% para observar el ARN ribosomal 18S y 28S.

24.Si se observa integro el ARN, tomar 1 pl en 59 yl para cuantificar en el

espectrofotometro (Factor de dilucion = 60).

Para calcular la cantidad de ARN, utilizar la siguiente férmula:

pMg/ml= Absorbancia a 260 nm x Factor de dilucion x 40



VII.

RT-PCR

Una vez que se ha realizado la extraccion de ARN, es necesario

retrotranscribirlo para obtener cADN que pueda ser amplificado mediante la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para esto se utilizan 500 ng de

ARN, calculados con la formula anterior y se sigue este protocolo:

1.

Poner en cada tubo 500 ng de ARN total de cada condicion
(tratamientos con y sin histamina) y calentar a 65° C durante 15 minutos.
Poner los tubos en hielo durante 5 minutos.
Preparar una mezcla que contenga por cada tubo:
1 ul de primers (hexameros) aleatorios (5 nmol/ml, 50uM)
1 yl de una mezcla de dNTPs a 10 mM (ver apéndice 1)
lo que falte para 13 pl con H20 ultrapura, inyectable
Calentar a 65° C durante 5 minutos
Incubar en hielo 1 minuto
Centrifugar brevemente
Agregar por tubo los siguientes reactivos (Invitrogen):
4 ul de 5X First-strand buffer
1ulde DTT0.1 M
1 ul de ARNasa OUT (40 U Inhibidor de RNAsa recombinante)
1 ul de SuperScript Il RT (200 U/ pl)

La reaccion tiene un volumen total de 20 pl.



8. Mezclar con la pipeta suavemente, y si se esta trabajando con primers

aleatorios, incubar a 25° C durante 5 minutos.
9. Incubar a 50° C durante 1 hora, o a 55° C para primer gene-specific.
10. Inactivar la reaccion a 70° C durante 15 minutos.
11. Cuantificar y utilizar 100 ng de cADN para la PCR, utilizando la siguiente

formula:

pMg/ml= Absorbancia a 260 nm x Factor de dilucion x 50
Una vez cuantificado, el cADN puede ser utilizado para amplificacién por PCR
mediante el siguiente protocolo:

1. Agregar a cada tubo 500 ng de cADN de cada condicién.
2. Por cada tubo de PCR, preparar una mezcla de los siguientes reactivos

(Invitrogen):

5 I del buffer PCR 10X (200 mM Tris-HCI pH8.4, 500 mM de KClI)

1.5 pl de una soluciéon a 50 mM de MgClI2 (1.5 mM) para H1R y H3R
0
2 ul de una solucion a 50 mM de MgClI2 (2 mM) para H2R y GAPDH
1 yl de mezcla de dNTPs a 10 mM cada uno (Ver apéndice 1)
1 pl de primer para amplificar 5-3’, a partir de stock de 20 pmol
(Ver apéndice 1)
1 ul de primer para amplificar 3'-»5’, a partir de stock de 20 pmol
0.4 yl de Taq polimerasa de ADN (5 U/pl)

lo que falte para 50 pl con H20 ultrapura, inyectable



3. Mezclar suavemente y centrifugar de 2 a 5 segundos.

Las condiciones de la PCR se ajustaron de la siguiente forma:

Etapas Temperatura y tiempo
Receptores H1R y H3R H2R y GAPDH
Desnaturalizacion 95° C durante 15 minutos 95° C durante 15 minutos
Ciclos 30 ciclos de desnaturalizacién a | 30 ciclos de desnaturalizacién a
95° C durante 1 minuto 95° C durante 1 minuto
Alineacion 58° C durante 1 minuto 62° C durante 1 minuto
Polimerizacion 72° C durante 1 minuto 72° C durante 1 minuto
Extension 74° C durante 10 minutos 74° C durante 10 minutos

Para el caso de cada receptor, se us6 como control negativo de la
reaccion una mezcla de reactivos sin agregar cADN, y como control positivo se
us6 cADN de corteza de adulto, que sabemos que expresa estos receptores.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en un gel de
agarosa al 2% y el tamafno de los productos de la reaccion fue determinando
mediante la comparacidén con un estandar de peso molecular después de teiir

el gel con bromuro de etidio.

VIII. ENSAYO DE CRISTAL VIOLETA

Para evaluar el numero de células se llevo a cabo el ensayo de cristal
violeta, que nos permite cuantificar los componentes membranales presentes
en las células, basados en la densidad Optica obtenida (Velazquez et al.,
2003). Para esto, se siguen estos pasos:

1. Retirar el medio a los cultivos celulares.



2. Lavar los pozos 3 veces durante 5 minutos con PBS 1X tibio.

3. Fijar las células con 10% de formol-PBS 1X, pH 7.4 durante 20 minutos.

4. Retirar el formol.

5. Lavar 3 veces durante 5 minutos con PBS 1X.

6. Dejar secar a temperatura ambiente.

7. Agregar 400 pl de solucion de cristal violeta al 0.5%, durante 10 minutos
a temperatura ambiente en agitacion suave.

8. Lavar la solucion de cristal violeta a chorro de agua con agua bidestilada
hasta que no salga colorante.

9. Secar a temperatura ambiente.

10.Agregar una solucion acuosa de acido acético glacial al 33% en agua
bidestilada para eluir el colorante.

11.Medir la absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda de

595 nm.

IX. ENSAYODE MTT
Se llevd a cabo el ensayo de reduccidon de MTT par determinar la
sobrevivencia y viabilidad celular (Mosmann, 1983; Denizot, 1986). Se usa el
siguiente protocolo:
1. Agregar 30 yL de MTT de un stock de 5 mg/ml a las cajas de cultivo que
contienen medio N2 y se encuentran en el ultimo dia de la etapa de

proliferacion o diferenciacion.



2. Incubar de 1 a 3 horas a 37 °C, dependiendo del niumero de células,
para permitir la formacion de cristales de formazan.

3. Retirar el medio y agregar 1 ml de isopropanol para que los cristales de
formazan sean disueltos.

4. Recuperar el isopropanol y medir la absorbancia en un

espectrofotometro a una longitud de onda de 570 nm.

X. ANALISIS DE RESULTADOS
Los datos se presentan con barras de error estandar (S.E.M.). Se
realizaron pruebas de analisis de varianza (ANOVA) seguidos de la prueba de
Student-Newman-Keuls. El analisis estadistico de los resultados obtenidos, se
llevd a cabo utilizando el software GraphPad Instat 3.0, y las graficas

presentadas se realizaron con el software GraphPad Prism 4.0.



RESULTADOS

ESTANDARIZACION DEL PROTOCOLO DE EXPANSION Y DIFERENCIACION DE CTN DE
MESENCEFALO VENTRAL DE RATA

El primer objetivo de este trabajo fue estandarizar un método mediante
el cual se pudieran expandir precursores neurales y diferenciar células
neuronales satisfactoriamente, bajo la exposicion a diferentes concentraciones

de histamina. El protocolo se estandarizo de la siguiente forma.

1. AISLAR PRECURSORES NEURALES DE MESENCEFALO VENTRAL DE RATA, A

PARTIR DE EMBRIONES DE RATA DE 12 DIAS DE DESARROLLO.

En este primer paso, se hicieron diversos experimentos en los cuales se
aislé el tejido a partir de embriones de 14 dias de desarrollo, debido a que éste
es el dia en el que se ha reportado que, /n vivo, se da un pico en el proceso de
neurogénesis en el area de mesencéfalo, lo cual nos parecié una edad optima
para la extraccion del tejido. Sin embargo, vimos que la proporcion de neuronas
obtenidas a partir de los experimentos realizados en estos cultivos era muy
baja, y la diferenciacion astrocitica era mayor (Fig. 16). En este caso no se
hicieron conteos celulares, ya que a partir de nuestras observaciones,
determinamos que la cantidad de neuronas obtenidas era muy baja con
respecto al el numero de células presentes en el cultivo. Ya que los cultivos a

partir de embriones E14 mostraron tener poca eficiencia para la diferenciacion



neuronal, se decidi6 usar como modelo y metodologia experimental, cultivos
mas jovenes (de embriones de 12 dias de desarrollo) debido a que es una
etapa en la que /n vivo ya ha iniciado el proceso de neurogénesis sin haber
llegado a su pico de produccion neuronal y también, debido a que diversos
autores senalan que el uso de precursores de dias tempranos de desarrollo,
promueven una mayor diferenciacion neuronal que los provenientes de dias
posteriores, ya que se ha visto que los cultivos /n vifro afectan de alguna
manera las propiedades de diferenciacién celular, en comparacion con lo que
se observa in vivo (O'Keeffe ef. al, 2005; Chang et al, 2004; Yan etf. al.,
2001). En estos cultivos se obtuvo una mayor eficiencia en la obtenciéon de
neuronas Tuj1+ que en los cultivos de edad E14 (Fig. 16). Por lo cual
decidimos continuar la metodologia experimental de este trabajo con cultivos a

partir de embriones E12.

Figura 16. Se muestra la comparacioén de imagenes representativas de inmunotinciones
realizadas en cultivos diferenciados durante 6 dias, obtenidos a partir de embriones E14
(izquierda) en donde no se observan neuronas, sélo células GFAP+ (verde) y E12
(derecha) en donde es claro que hay una mayor poblacion neuronal (Tuj1+, rojo). Ambas
imagenes fueron tomadas a un aumento de 40X.




2. DETERMINACION DEL PASAJE EXPERIMENTAL PARA LOS TRATAMIENTOS CON
HISTAMINA.

Una vez que se extrae el tejido de los embriones, se siembra en cajas de 10
cm de diametro a una densidad de 1 a 1.5 millones de células. A este cultivo se
le denomina pasaje 0. Cuando estos cultivos llegaban a una confluencia de
aproximadamente el 80%, las células se resembraban a pasaje 1 para que
proliferaran mas tiempo y posteriormente se comenzaban los tratamientos con
histamina en pasaje 2. Sin embargo, para el caso de las células provenientes
de mesencéfalo ventral, vimos que se obtiene una baja proporcion de
diferenciacién neuronal en este pasaje.

Para evaluar la diferenciacion neuronal en estos cultivos, se realizaron
inmunotinciones con marcadores para precursores neurales (nestina),
neuronas diferenciadas (MAP2) y astrocitos (GFAP). En esta condicion
tampoco se realizaron conteos, ya que la deteccidn de neuronas es muy baja o
casi nula en algunas condiciones, pero se muestran imagenes representativas

de cada caso (Fig. 17).

Figura 17. Se muestra la comparacion de imagenes representativas de inmunotinciones
realizadas en cultivos extraidos de embriones de 12 dias, diferenciados durante 6 dias en
pasaje 2 (izquierda) y en pasaje 1 (derecha) en donde se ve que en pasaje 1 hay una
mayor poblacién neuronal. GFAP+ (verde); MAP2 (rojo); Hoechst (azul).




3. OPTIMIZACION DE LA DENSIDAD CELULAR

Al realizar los experimentos en pasaje 1, se siembran en cajas de 24 pozos
a una densidad de 15, 000 células por pozo. Este aspecto también fue
modificado, ya que en un inicio, la densidad utilizada era de 10, 000 células por
pozo, pero en estos experimentos se observaba que las células no proliferaban
lo suficiente, y no sobrevivian a los 6 dias de diferenciaciéon. En cambio, al
sembrar a densidades de 20, 000 células por pozo, al llegar a la etapa de
diferenciacion, se obtenian demasiadas células, lo cual propiciaba que se
despegaran en capas y no se pudiera llevar a cabo su analisis. Asi que se optd

por la densidad de 15, 000 células por pozo (Fig. 18).

Figura 18. Imagenes en campo claro de cultivos celulares de MesV a partir de embriones
E12, después de la etapa de proliferacién de 4 dias, sembrados a densidades de 10,000
(a) v 15.000 (b) células por pozo. Barra de escala para ambos casos = 100 um.

Es importante mencionar que para la estandarizacion de cada uno de los
puntos anteriores, no se hicieron cambios en la concentracion de HA que fue
utilizada en cada condicion, ni en la concentracion de bFGF utilizada durante la

etapa de proliferacion ni de acido ascérbico en la etapa de diferenciacion. Por



lo que las condiciones de cultivo estandarizadas, no se vieron afectadas por
cambios en estos parametros.

Una vez optimizadas estas condiciones de cultivo, se evalua el efecto que
ejercen las diversas concentraciones de histamina sobre los precursores

neurales.

EVALUACION DE LA PRESENCIA DE RECEPTORES HISTAMINERGICOS EN CELULAS DE

MESENCEFALO VENTRAL DE RATA DE 12 DIAS DE DESARROLLO EMBRIONARIO (E12).

Una vez optimizadas las condiciones de cultivo, el segundo objetivo de
este trabajo fue evaluar la presencia de receptores histaminérgicos en
mesencéfalo ventral de rata de 12 dias de desarrollo embrionario, tanto en
células no diferenciadas como en células diferenciadas, para lo cual se realizé
extraccion de ARN (Fig. 19) y reacciones de RT-PCR en cada una de las

condiciones experimentales.

No Diferenciadas Diferenciadas
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Figura 19. Imagen de electroforesis de un gel de agarosa al 1% para verificar la
integridad del RNA. Se observan las bandas del RNA ribosomal 18S y 28S en cada
condicién tanto en células no diferenciadas como en células diferenciadas.




Se encontr6 que tanto en células no diferenciadas como en células
diferenciadas, se expresan los tres receptores histaminérgicos (Fig. 20). Sin
embargo, como se observa en la figura, es evidente que hay cambios en los
niveles de expresion de cada uno, dependiendo de la concentracién de HA con
la que se trataron las células. Estos cambios se dan tanto en células no
diferenciadas como en células diferenciadas. Para efectos de este trabajo, solo
se evalud la presencia de estos receptores en células no diferenciadas vy
diferenciadas; sin embargo, resulta interesante un posterior analisis del papel
que juega cada uno de los receptores en la proliferacion y diferenciacion
celular, y las causas por las cuales se da una expresion diferencial de los
mismos en cada concentracion.
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c) H3

No Diferenciadas Diferenciadas g
Ctl 100 1 10 100 : 1 Ctl 100 1 10 Wi 1 Ctl+ Ctl-
nM micM micM mich milM oM micM micM micM-milM' -

393 pb
G 297 pb
249 pb
d) GAPDH
No Diferenciadas Diferenciadas
Ctl 100 1 10 100 1 Cil 100 1 10 100 1 Ctl+ Cil-
nM  michM micM micM milM nM  micM micM micM milM Ctx
kooid
H---------—-- <+— 573 pb

Figura 20. Electroforesis en geles de agarosa al 2% para evaluar la expresion de los
receptores histaminérgicos H1 (a), H2 (b) y H3 (c) tanto en células diferenciadas como
en células no diferenciadas que fueron expuestas a tratamientos con diferentes
concentraciones de histamina, asi como el control de GAPDH (d). La banda del receptor
H1 corresponde a 290 pb. La banda del receptor H2 corresponde a 309 pb y las bandas
de las 3 isoformas del receptor H3 corresponden a 249, 297 y 393 pb. La banda de
GAPDH corresponde a 573 pb. Se us6 como control positivo (Ctl+) corteza cerebral de
rata adulta y como control negativo (Ctl-) se hizo la PCR sin cDNA. Imagenes
representativas de 3 experimentos.

EFECTO DE DIVERSAS CONCENTRACIONES DE HISTAMINA EN LA SOBREVIVENCIA,
PROLIFERACION Y DIFERENCIACION NEURONAL /N VITRO

Una vez que confirmamos la expresion de los receptores en cada
condicion y etapa de diferenciacion, se procedié a evaluar el efecto que ejercen

las diversas concentraciones de histamina sobre los precursores neurales.

CELULAS EN PROLIFERACION



Efecto de la histamina sobre la identidad celular

Para estudiar si la HA ejerce algun efecto sobre la identidad celular en
nuestros cultivos en proliferacion, que también estuvieron bajo el tratamiento
con FGFb, se analizé la identidad celular mediante inmunocitoquimicas, en
donde se evaluo la expresion del marcador nestina (Nes), que es una proteina
de filamentos intermedios ampliamente utilizada para identificar precursores
neurales indiferenciados. Una vez realizadas las inmunocitoquimicas, se
hicieron conteos de células positivas para Nes, GFAP (astrocitos) y Tuj1
(neuronas), en 10 campos aleatorios. La Figura 21 muestra las imagenes y
graficas representativas de los resultados obtenidos en 3 experimentos
independientes. Se observa que en todas las condiciones se obtiene un
porcentaje mayor del 90% de células Nes+, lo cual indica que nuestros cultivos
se componen principalmente de células indiferenciadas. Sin embargo, también
observamos que en todas las condiciones hay un bajo porcentaje de células
positivas para marcadores de células diferenciadas (GFAP y Tuj1), lo cual
indica que se esta dando un bajo grado de diferenciaciéon temprana en nuestros

cultivos, principalmente hacia el linaje neuronal (Tuj1+).

Ctl Tujl/Nes/Hoechst HA 100 nM Tujl/Nes/Hoechst



HA 1 puM Tujl/Nes/Hoechst HA 10 uM Tuj1/Nes/Hoechst

HA 100 uM Tuj1/Nes/Hoechst HA 1 mM Tujl/Nes/Hoechst
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Figura 21. Imagenes de inmunotinciones y grafica de porcentajes de células en etapa
de proliferaciéon. En las imagenes se muestran células positivas para nestina (verde) y
Tuj1 (rojo) y los nucleos tefiidos con Hoechst (azul). La grafica muestra los porcentajes
con sus respectivas barras de error; n=3; barra de escala de las imagenes100 pym.




Efecto de la histamina sobre e/ numero de células
a) Cristal violeta

La proliferacion se evalu6 mediante el ensayo de cristal violeta, a partir
del cual se obtuvieron los resultados mostrados en la figura 22, en donde las
mediciones se expresan como porcentajes de absorbancia en cada una de las
condiciones mas las barras de error estandar. En general, es claro que en las
células en proliferacion, la HA ejerce un efecto sobre la proliferacion
dependiendo de su concentracion; sin embargo, la mayor absorbancia se dio
en la concentracion de 100 nM, en donde la proliferacibn aumenta en un
13.47% con respecto al control. Aunque los resultados no presentaron
significancia estadistica, se observa una tendencia clara que conforme va
aumentando la concentracion de HA, la absorbancia decrece y un efecto

positivo sobre la proliferacion celular s6lo se observa en las concentraciones de

100 nM y 1 uM.
Cristal Violeta
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Figura 22. Ensayo de cristal violeta en células no diferenciadas. Grafica de
absorbancias obtenidas en cada tratamiento y valores de absorbancias y porcentajes de
equivalencia con respecto al control. EI mayor incremento en la proliferacion se observa
en la concentracién de 100 nM. La grafica se muestra con barras de error estandar.
n=3




b) MTT

Se llevé a cabo el ensayo de reduccion de MTT, para determinar el
efecto potencial de la HA sobre la supervivencia in vifro de las CTNs de MesV.
Este ensayo se basa en la reduccidon metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa en un compuesto de color azul (formazan),
permitiendo determinar la actividad mitocondrial de las células bajo los
diferentes tratamientos. Asi, la cantidad de células vivas es proporcional a la
cantidad de formazan producido. Abajo se muestran la grafica de las
absorbancias registradas en cada condicion (Fig. 23). En este caso, el efecto
de la HA es mayor en la concentracion de 100 uM, en donde la superviviencia
se ve incrementada en un 38.26 % con respecto al control, aunque este efecto
no alcanza significancia estadistica. A diferencia de los ensayos de cristal
violeta, la HA aumenta la supervivencia en la mayoria de los tratamientos, a

excepcion de su menor concentracion (100 nM).

MTT
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Figura 23. Ensayo de MTT en células no diferenciadas. Grafica de absorbancias
obtenidas en cada tratamiento y tabla con valores de absorbancias y porcentajes de
equivalencia con respecto al control. EI mayor incremento en la sobrevivencia se

observa en la concentracion de 10 pM. La gréfica se muestra con barras de error
estandar. n=3




CELULAS DIFERENCIADAS
Para inducir la diferenciacion celular, se retiré el FGFb del medio y los
cultivos se dejaron diferenciar durante 6 dias, cambiando medio y agregando

AA cada 2 dias y dando tratamientos con histamina diariamente.

Efecto de la histamina sobre la identidad celular

Para estudiar si la HA ejerce algun efecto sobre la identidad celular en
nuestros cultivos diferenciados, se analiz6 la identidad celular mediante
inmunocitoquimicas, en donde se evalud la expresion de los marcadores Tuj1
(neuronas) y TH (neuronas dopaminérgicas). Una vez realizadas las
inmunocitoquimicas, se hicieron conteos de células positivas para cada uno de
los marcadores en 10 campos elegidos aleatoriamente. En la Figura 24 se
muestran las graficas e imagenes representativas de los resultados obtenidos.
Se observa que en cada condicion, la HA favorece la diferenciacién de ciertos
tipos celulares, ya que encontramos gran variabilidad en la identidad celular
dependiendo de la concentracion de HA con la cual fueron tratadas las células.
En especifico, la concentracion de HA que favorecié significativamente la
diferenciacion neuronal fue 10 yM, mostrando un aumento en el porcentaje de
produccion neuronal del 76.01% con respecto al control; mientras que la
concentraciones de 1 pM y 100 pM favorecieron la diferenciacién

dopaminérgica, aunque no significativamente, incrementando un 38.81% vy



19.97% la cantidad de neuronas TH+ con respecto al numero total de neuronas
producidas, respectivamente.
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Figura 24. Imagenes y graficas de inmunotinciones en células diferenciadas. (a)
Imagenes representativas de cada tratamiento. (b) Valores obtenidos a partir de los
conteos celulares en 10 campos. El mayor incremento en la diferenciacion neuronal se

observa en la concentracion de HA de 10 pM (p<0.05), mientras que 1 uM y 100 uM de
HA aumentaron la diferenciaciéon dopaminérgica. La grafica se muestra con barras de

Efecto de /a histamina sobre el numero de células

a) Cristal violeta

En la etapa de diferenciacion celular, se observaron pequefas

diferencias en el numero de células en cada condicion, evaluados por el

ensayo de cristal violeta. Respecto al control, no se observo ninguna diferencia,

ya que los porcentajes siempre fueron muy similares con respecto a las

condiciones control.
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Figura 25. Ensayo de cristal violeta en células diferenciadas. (a) Grafica de
absorbancias obtenidas en cada tratamiento. (b) Valores de absorbancias y porcentajes
con respecto al control. La arafica se muestra con barras de error estandar. n=3




b) MTT
Con respecto a la supervivencia celular en la etapa de diferenciacion, la
histamina tampoco ejerce algun efecto, ya que los porcentajes se mantienen

muy similares en cada condicion, no mostrando cambio alguno con respecto al

control.
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Figura 23. Ensayo de MTT en células diferenciadas. (a) Grafica de absorbancias
obtenidas en cada tratamiento. (b) Valores de absorbancias y porcentajes con respecto
al control. La grafica se muestra con barras de error estandar. n=3




DISCUSION

ESTANDARIZACION DEL PROTOCOLO DE EXPANSION Y DIFERENCIACION DE CTN
DE MESENCEFALO VENTRAL DE RATA

En el Sistema Nervioso Central de mamiferos, la neurogénesis es un
proceso que comienza durante el desarrollo embrionario, y en ciertas regiones
continua postnatalmente hasta la adultez. Estas células neurales pasan por
diferentes estadios de proliferacion, migracion, y diferenciacion.

Una manera de estudiar estos procesos, es mediante el uso de cultivos
primarios de precursores neurales tratados con factores de crecimiento y
sustancias que nos permitan evaluar la respuesta celular ante diversas
manipulaciones de su entorno.

En este trabajo, pudimos estandarizar un protocolo que nos permitio
manejar eficientemente la proliferacion y diferenciaciéon de cultivos celulares
provenientes de la region del MesV, encontrando que existe una gran
variabilidad en las poblaciones celulares, dependiendo de las condiciones de
cultivo en que se manejen las mismas. En nuestro caso, factores como la edad
del tejido obtenido, la densidad celular a la que se sembraron los cultivos y el
numero de pasajes realizados, resultaron ser elementos clave para el manejo
eficiente de estos cultivos.

Con respecto a la edad del tejido, se pudieron obtener resultados

interesantes que nos indican que la extraccién y manipulacién /in vitro de tejidos



de edades jovenes, parecen comportarse (diferenciarse) /n vifro de manera
similar a cémo lo hacen tejidos un poco mas avanzados en el desarrollo
embrionario /n vivo. Como se ha reportado que /n vivo, la neurogénesis en la
region del mesencéfalo presenta un pico de produccion neuronal al dia 14 de
desarrollo embrionario (G6tz et al., 2005), ésto nos llevé en un inicio a utilizar
tejido proveniente de embriones de la edad de E14. Sin embargo, estos cultivos
presentaron muy poca diferenciacion neuronal. Por el contrario, los tejidos que
obtuvimos de edad mas temprana (E12), se comportaron satisfactoriamente
con respecto a la diferenciacion neuronal esperada, obteniendo un 21% de
diferenciacion neuronal en nuestros cultivos en condiciones control (Fig. 24, b),
lo cual es un alto porcentaje que concuerda con la informacién que se tiene
acerca de la diferenciacion neuronal /n vivo. Estos resultados concuerdan con
un estudio previo que hay sobre el efecto de la edad gestacional en la
diferenciacion de CTNs provenientes de mesencéfalo ventral de rata (O 'Keeffe
y Sullivan, 2005), en donde se extrajo tejido embrionario de 12, 13 y 14 dias de
desarrollo y a partir de la formaciéon de neuroesferas, se diferenciaron diversas
poblaciones celulares. Aqui se obtuvo un mayor porcentaje de céluas Tuj1+ a
partir de células provenientes de tejido E12, siendo éste de 18.3%. Lo cual
sugiere que el método estandarizado en este trabajo, resulta mas eficiente en
cuanto a la diferenciacion neuronal, ya que obtuvimos un mayor porcentaje de
células Tuj1+ en nuestras condiciones control a partir de tejido E12 (21%), que

en este estudio reportado.



En cuanto al numero de pasajes realizados, se ha reportado que las
propiedades de los precursores neurales embrionarios, se ven alteradas
durante su proliferacion /n vitro (Chang et. al., 2004; Yan, 2001). Asi, otro factor
importante que fue necesario considerar en este trabajo para establecer un
protocolo de manejo eficiente de estos cultivos, fue la duracion de la
proliferacion /n vitro. Como se expuso en los resultados, nuestros cultivos se
dejaban proliferar durante los pasajes 0 y 1, y posteriormente se comenzaban
los tratamientos experimentales con histamina hasta el pasaje 2; sin embargo,
observamos que para este tiempo, las células habian perdido su potencial de
diferenciacion neuronal. Ya que los cultivos presentaron muy baja
diferenciacion, decidimos optar por proliferar las células sélo en pasaje 0 y
comenzar los tratamientos en pasaje 1, lo cual resultdé una estrategia muy
eficiente ya que se logré que las células mantuvieran una eficiente capacidad
de diferenciacion neuronal en comparacion con los cultivos obtenidos a partir
de los tratamientos en pasaje 2.

Con respecto a la densidad celular, vimos que también es un factor
importante para el adecuado manejo de los cultivos, ya que en cultivos con
baja densidad celular, la sobrevivencia a las etapas de proliferacion y
diferenciacién es muy baja. Por el contrario, en cultivos sembrados a mayor
densidad celular (entre 15 mil y 20 mil células por pozo), observamos que los
cultivos proliferaron y se diferenciaron de manera muy eficiente, sugiriendo que

la interaccion celular y posiblemente la secrecion de diversos factores, resultan



un factor clave para el mantenimiento y plasticidad de los cultivos, ya que en
estas condiciones es donde observamos una mayor proliferacion vy
diferenciacion neuronal. Incluso hay reportes que indican que existe un efecto
directo de la densidad de cultivos sobre la diferenciacion de CT de MesV hacia
neuronas dopaminérgicas (Ko, et. al, 2005)

En conjunto, ésto nos ha permitido determinar que, ya que sabemos que
/n vivo existe un programa celular intrinseco que regula las propiedades de los
precursores neurales, y que /in vitro, es necesario considerar una gran variedad
de estos aspectos para poder mantener estos cultivos de la manera mas
eficiente posible y sobre todo, permitir que los precursores mantengan sus
propiedades y capacidad de diferenciacion como lo hacen en su ambiente
natural (/n vivo). Asi, consideramos que los factores evaluados en este trabajo
resultaron ser de gran importancia para el mantenimiento de las propiedades
celulares de estos cultivos y sobre todo, el mantenimiento de su potencial de

diferenciacién neuronal para la conformacién del SNC.

EFECTO DE LA HISTAMINA EN LA SOBREVIVENCIA, PROLIFERACION Y DIFERENCIACION
NEURONAL /N VITRO

El estudio de los precursores neurales aislados durante el desarrollo
embrionario, ha indicado que diversos grupos celulares llevan a cabo procesos
mitéticos y posteriormente diferenciacion neuronal y glial /n vifro. Distintos

factores de crecimiento y sus moléculas sustrato son esenciales para la



proliferacion, la restriccion de linajes y la determinacion del destino de estas
células. Las CTs multipotentes son células con linaje restringido al SNC, que
pueden mantenerse e inducirse a diferenciacién en respuesta a muchos de los
factores que actuan también en el organismo adulto. Sin embargo, no se sabe
qué combinacion de factores 6 moléculas sustrato estan involucradas en la
proliferacion y diferenciacion de cada grupo particular de estas células.

Una manera de estudiar estos procesos, es mediante el uso de cultivos
primarios de precursores neurales tratados con diversos factores de
crecimiento y sustancias que nos permitan evaluar la respuesta celular ante
diversas manipulaciones de su entorno.

Ya que en condiciones de cultivo /n vifro es improbable que se tengan
todos los factores necesarios para inducir la proliferacion y diferenciacion de
precursores neurales, es necesario estudiar las propiedades de las poblaciones
de precursores neurales bajo la exposicion a diversos agentes, que permitan
caracterizar las poblaciones celulares diferenciadas a partir de éstas. Esto
permitira caracterizar la importancia de éstos factores en la diferenciacién de
precursores y su plasticidad en la conformacion del Sistema Nervioso Central.

En este trabajo, investigamos si la histamina puede tener la capacidad
de regular la proliferacién, sobrevivencia y/o diferenciacion de cultivos celulares
derivados de mesencéfalo ventral de rata E12.

Nuestros resultados obtenidos a partir de ensayos de MTT y CV

mostraron que en las células que se encuentran en estado no diferenciado



(etapa de proliferacion) bajo tratamientos de bFGF, la HA presenta una clara
tendencia en la regulacion de la proliferacion y supervivencia celular. En los
resultados de CV, se observa una clara tendencia de la HA sobre la
proliferacion, dependiente de su concentracibn ya que a menores
concentraciones, se promovié una mayor proliferacion que a concentraciones
mayores, mientras que en el ensayo de MTT, se vio que la HA favorece la
sobrevivencia en la concentracién de 10 pM, incrementandola en un 40 % con
respecto al control. Los resultados en la etapa de proliferacion, indican que el
bFGF y la HA podrian estar actuando en conjunto. Es sabido que el bFGF
favorece la proliferacion de diversos cultivos celulares. Sin embargo, resultaria
interesante una posterior evaluacion de los mecanismos y la combinacién de
factores mediante los cuales esta amina biogénica podria estar actuando.

Por otro lado, en la etapa de diferenciacion, vimos que la HA favorece
significativamente la diferenciacion neuronal en la concentracion de 10 uM,
mientras que la diferenciacion dopaminérgica se vio favorecida en las
concentraciones de 1 pM y 100 uM, aunque estos resultados no mostraron
significancia estadistica.

Hay estudios que indican que el acido ascérbico es un factor que
promueve la diferenciacion dopaminérgica (Yan, 2001). En este trabajo fue
claro que la HA ejerce un efecto en la diferenciacion dopaminérgica, mayor en
la concentracion de 100 uM de HA; por lo cual, ésta podria estar actuando en

conjunto con el acido ascérbico, promoviendo esta diferenciacion.



La via de accion de la HA en cada etapa no es clara aun; sin embargo,
con base en nuestros resultados y debido a que se observaron diferencias en
los niveles de expresion de cada receptor histaminérgico en los tratamientos
durante la diferenciacion celular, podriamos sugerir que los efectos de la
histamina observados en la proliferacién y supervivencia involucran receptores
histaminérgicos y son especificos en cada caso. Por ejemplo el H1, del cual se
sabe que su via de senalizacion esta involucrada en la liberacion de calcio
intracelular; o el receptor H3 que activa cinasas MAP, involucradas en la
proliferacion, las cuales también se sabe que son activadas por la accion de
FGFb, el cual es bien sabido que juega un papel muy importante sobre la
proliferacion celular (Bloemers, etal, 1993; Haas y Panula, 2003). Sin
embargo, es necesaria una posterior evaluacion de las vias de sefalizacion de
los tres receptores histaminérgicos y su interaccion con otras sehales que se
encuentran en la regidn del mesencéfalo durante el desarrollo embrionario,
para aclarar los efectos observados por la HA.

La induccién de CTNs para diferenciarse hacia el linaje neuronal se vio
favorecida a concentraciones micromolares de histamina, lo cual vimos que
correlaciona con los altos niveles de esta amina observados durante el
desarrollo embrionario en la region del mesencéfalo que son mucho mayores a
los observados en el organismo adulto, especificamente en el dia E14, donde

se sabe también que /n vivo se da el pico de neurogénesis.



Finalmente, la diferenciacion de neuronas dopaminérgicas causada por
el tratamiento con HA podria ser util en la generacion de neuronas que podrian

utilizarse para la terapia celular de la enfermedad de Parkinson.



CONCLUSIONES

ESTANDARIZACION DEL PROTOCOLO DE EXPANSION Y DIFERENCIACION DE CTN DE
MESENCEFALO VENTRAL DE RATA

En este trabajo se lograron estandarizar las condiciones adecuadas /n
vitro para la expansion y diferenciacion de CTN de mesencéfalo ventral de rata,

cuya aplicacién nos permitio el estudio del efecto de la HA sobre éstas células.

EFECTO DE LA HISTAMINA EN LA SOBREVIVENCIA, PROLIFERACION Y
DIFERENCIACION NEURONAL /N VITRO

Al aplicar el protocolo estandarizado, se logré estudiar el efecto de la
histamina sobre las CTN aisladas de mesencéfalo ventral de rata, durante la
proliferacion y la diferenciacidén /n vifro, comprobando la presencia de
receptores histaminérgicos en cada etapa y condicion de cultivo, asi como los
niveles de expresion de los receptores de HA de acuerdo a los tratamientos
con HA aplicados, y de acuerdo a la etapa en que se encontraban los cultivos
celulares (proliferacion 6 diferenciacion). La histamina fue capaz de modular la
proliferacion y sobrevivencia de CTNs /n vitro aisladas de MEsV de rata de 12
dias de desarrollo embrionario, favoreciendo la diferenciacion de neuronas
Tuj1+ en la concentracion de 10 yM, obteniendo un 26.5 % de neuronas con
respecto al total de células, mientras que en condiciones control el porcentaje

fue 18.9%.



PERSPECTIVAS

El protocolo de expansion y diferenciacion neuronal a partir de cultivos
de CTN de mesencéfalo ventral de embriones ratas E12 estandarizado en este
trabajo, nos permitié estudiar el efecto que tiene la histamina en etapas de
proliferacion y diferenciacién celular, asi como la presencia de receptores
histaminérgicos en estas etapas, lo cual nos brindé resultados interesantes que

resultan herramientas muy utiles para llevar a cabo posteriores analisis como:

» Procesos de muerte celular que pudieran estar llevandose a cabo de
manera selectiva en nuestros cultivos.

> Evaluar el papel que juegan cada uno de los receptores en cada etapa y
condicion, ya que en este trabajo observamos que existe un nivel de
expresion diferencial de cada uno, dependiendo de cada condicion.

» Evaluar la expresion de receptores de FGF para estudiar una
interaccidon que se pudiera estar dando con la HA especificamente en la
etapa de proliferacion.

» Realizar ensayos de BrdU para un analisis mas detallado en la etapa de
proliferacion.

> Realizar ensayos de Western Blot e inmunocitoquimicas para detectar

la HA en cada condicion.



APENDICE 1. SOLUCIONES

EXTRACCION Y DISECCION DE CMN DE MESENCEFALO VENTRAL DE RATA DE

DESARROLLO EMBRIONARIO DIA 12 (E12)

- Solucién Krebs 10X (500 ml)

NaCl 35.35¢
KCI 1.8¢
KH2PO4 0.83¢g
NaHCO3 10.7 g
Glucosa 12.85¢
Rojo de fenol 75 mg

- Solucion Krebs 1X (500 ml)

Krebs 10X 50 ml
Albumina 1.5¢
MgSO4+7H20 4 mi

CuLTivo PRIMARIO DE CMN DE MESENCEFALO VENTRAL DE RATAE12

- Medio N2 (1 litro)

Medio F12/DMEM (GIBCO) 12 g



Glucosa

Glutamina

NaHCOs3

Insulina

1.55¢ (8.6 mM)
0.073 g (0.4 mM)
1.69 g (20 mM)
0.025g

En 1 ml de NaOH (10 mM)

Apo-transferrina

Putresina (1M)

Selenito de Sodio (300 uM)
Progesterona (300 uM)

pH 7.2

019

100 pl (100 pM)
60 pl (30 nM)

66.6 pl (20 nM)

Filtrar en membrana de 0.22 ym vy agregar 10 ml de antibidtico penicilina-

estreptomicina 100X, concentracion final al 1%.

PASAJE DE CULTIVOS PRIMARIOS DE CMN DE MESENCEFALO VENTRAL DE RATA E12

- PBS-EDTA

PBS 1X

EDTA (0.5 mM, pH 8)

TRATAMIENTOS CON HISTAMINA

- Acido Ascorbico 1000X [200mM]

1 Lt.

20 ml



- Histamina [500 mM]
Pesar 91.6 mg de hidrocloruro de histamina (CsHgN3;®2HCI Sigma H 7250) y

disolver en 1 ml de agua inyectable.

INMUNOCITOQUIMICA
-PFA al 4%
Para preparar 20 ml de solucion de paraformaldehido al 4%:
1. Tomar 15 ml de agua bidestilada.
2. Calentar en el horno de microondas durante 15 segundos.
3. Agregar 0.8 g de PFA y dejar en agitacion.
4. Agregar 2 ml de PBS 10X
5. Agregar 16 yl de NaOH al 42%
6. Anadir 3 ml de agua bidestilada para completar los 20 ml.
7. Dejar enfriar a temperatura ambiente.

8. Filtrar en campana con membrana de 0.22 ym.

Solucion Salina Amortiguadora con fosfatos (PBS) 10X (1 Lt)

NaCl 80 g (1.37 M)
KCI 29 (2.7 mM)
Na;HPO4 27.07 g (10 mM)
NaH.PO4 2.4 g (2 mM)

Esterilizar por autoclave



PBS BSA 0.1%
PBS 1X 100 ml

BSA 100 mg

- Solucién Blogueadora (10 ml)

PBS 1x 9 mi
NGS 1 ml
Tritén X-100 30 l
RT-PCR

Para preparar la mezcla de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dUTP) se
utilizan los siguientes reactivos (Roche):

dATP 10 pl

dGTP 10 pl

dCTP 10 pl

dUTP 10 pl
Agua estéril 60 pl

Los oligonucledtidos (primers) utilizados para cada receptor de

histamina, fueron los siguientes:

H1 sentido 5 - CTTCTACCTCCCCACTTTGCT -3’

antisentido 3- TTCCCTTTCCCCCTCTTG -5’



H2 sentido 5 -TTCTTGGACTCCTGGTGCTGC -3’
antisentido 3’ - CATGCCCCCTCTGGTCCC -¥%'’
H3 sentido 5 - CCAGAACCCCCACCAGATG -3

antisentido 3'—- CCAGCAGAGCCCAAAGATG-5%
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