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II.ABREVIATURAS

ADNCc acido desoxirribonucleico complementario

AMPc adenosin-monofosfato ciclico

ARNmM acido ribonucleico mensajero

BMPs proteinas morfogénicas de hueso (del inglés “bone morphogenic

proteins™)

BrdU 5-bromo-2-desoxiuridina

ca?* calcio

CRE elemento de respuesta a AMPc (del inglés “cAMP responsive
element”)

CREBP proteina de union al elemento de respuesta a AMPc
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DA dopamina

dUuTP desoxiuridina-trifosfatada

FGF factor de crecimiento fibrobléstico (del inglés “fibroblast growth
factor”)

GAPDH gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

GFAP proteina acidica glial fibrilar

GMPc guanosin-monofosfato ciclico

HA histamina

HDC L-histidina descarboxilasa

Ins(1,4,5)P3 inositol-1,4,5-trifosfato

MAO-B monoamina oxidasa B

MAPK cinasas activadas por mitogenos (del inglés “mitogen activated protein
kinase™)

MesV mesenceéfalo ventral

NDA neuronas dopaminérgicas

NO oOxido nitrico

PBS solucion salina amortiguada por fosfatos (del inglés ‘“phosphate

buffered saline”)
PCR reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés “polymerase chain

reaction”)

PFA paraformaldehido



PKA
PLC
PLO
Shh
SNC
SNCa
TdT
TGF-B

TH
t-MeHA
TUNEL

proteina cinasa A

fosfolipasa C

poli-L-ornitina

sonic hedgehog

sistema nervioso central

suero normal de cabra

transferasa de desoxinucle6tidos terminales

factor de crecimiento transformante  (del inglés “transforming growth
factor )

tirosina hidroxilasa

tele-metilhistamina

marcaje de residuos de desoxiuridina trifosfato mediante la
desoxitransferasa (del inglés “terminal deoxynucleotidyl transferase
biotin-dUTP nick end labeling)



I11. RESUMEN

Antecedentes: La histamina (HA) es un neurotransmisor/neuromodulador que regula
funciones esenciales en el organismo como el ciclo de suefio y vigilia, la plasticidad
sinptica, actividad motora y la memoria en mamiferos adultos. Durante el desarrollo
embrionario, se ha reportado la existencia de un sistema histaminérgico transitorio cuya
funcion se desconoce. Este sistema correlaciona temporalmente con periodos de
neurogénesis, asi como con la especificacion y diferenciacion dopaminérgica en la region del
mesencéfalo ventral (MesV).

Resultados: Para estudiar el efecto de la estimulacion de receptores histaminérgicos
sobre la generacion de neuronas dopaminérgicas, administramos HA a precursores
dopaminérgicos in vitro e in vivo. Mostramos que los cultivos de progenitores neurales de
MesV de dia embrionario (E) 12 se diferencian hacia neuronas y macroglia. Estos cultivos
expresan los receptores histaminérgicos RHi, RH, y RHs;. Al evaluar la muerte celular,
observamos que la HA, mediante la activacion del RH;, incrementa la apoptosis en
comparacion con los cultivos control. La HA incrementd de manera significativa la
diferenciacion neuronal, pero disminuydé la proporcion de neuronas dopaminérgicas debido a
la activacion del RHj;. Posteriormente, evaluamos si los efectos de la HA también se
observaban in vivo durante el desarrollo del MesV, mediante inyecciones intrauterinas
guiadas por ultrasonido en embriones de 12 dias. La administracion de HA disminuy6 la
proporcion de neuronas dopaminérgicas generadas en el MesV, a través de la activacion del
RH;. Los niveles de transcritos y proteina de diversos marcadores involucrados en la
diferenciacion dopaminérgica, disminuyeron significativamente en el grupo inyectado con
HA. También disminuy6 la proliferacion celular en el grupo que fue tratado con HA. No
encontramos efectos sobre la diferenciacion GABAérgica y serotoninérgica.

Conclusién: En conjunto, estos resultados revelan nuevas funciones de la HA

inhibiendo la especificacion/diferenciacion de las neuronas dopaminérgicas en el MesV.




ABSTRACT

Background: Histamine (HA) is a neurotransmitter/neuromodulator that regulates the
sleep-wake cycle, synaptic plasticity, motor activity and memory in adult mammals. During
embryonic development, it has been reported the existence of a transitory histaminergic
system which function has not been addressed. Neurogenesis and dopaminergic
specification/differentiation in the embryonic ventral midbrain (VM) coincides with
increased HA brain levels.

Results: To study the effect of HA receptor stimulation on dopamine (DA) neuron
generation, we administered HA to DA progenitors, both in vitro and in vivo. Cultured
embryonic day 12 (E12) VM neural stem/progenitor cells differentiate into neurons and
macroglia. These cultures expressed HA receptors HiR, H2R and H3sR. These undifferentiated
progenitors increased intracellular calcium upon HA addition. In HA-treated cultures, dopamine
neurons significantly decreased after activation of HiR. We performed intrauterine injections in
the developing VM to investigate HA effects in vivo. HA administration to E12 rat embryos
notably reduced VM Tyrosine Hydroxylase (TH) staining 2 days later and this effect was
mediated by activation of HiR. gRT-PCR and Western blot analyses confirmed that several
markers important for the generation and maintenance of dopaminergic lineage such as TH,
Lmxla and Lmx1lb were significantly diminished. Proliferation was significantly diminished,
whereas neuronal death was not increased in the VM after HA administration. GABA neurons in
the midbrain, nor serotonin neurons in the mid-hindbrain boundary were affected.

Conclusion: These results reveal a novel action of HA inhibiting dopaminergic lineage

during VM development.




IV. INTRODUCCION

La histamina (HA) es una molécula que ha sido estudiada desde hace mas de un siglo.
Su nombre incluye la raiz griega histos, que significa “tejido”, ya que desde que comenz6 a
estudiarse, se observé que se distribuye a lo largo de todo el cuerpo humano y se encuentra
presente en la mayoria de los tejidos. Es por ésto que también presenta diversas funciones en

el organismo.

LA HISTAMINA EN LA MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE

La HA tiene un papel fundamental tanto en el sistema inmune, como en diversos
procesos fisioldgicos como la secrecion de acidos gastricos, contraccion muscular y
vasodilatacion. También participa en procesos patoldgicos como alergias, enfermedades
autoinmunes Yy reacciones inflamatorias, asi como en las funciones de las células cebadas, la
inmunomodulacion por las células T (Ramos-Jiménez et al., 2009). Las células cebadas
regulan la comunicacion entre los sistemas nervioso e inmune. En tejidos conectivos, cerca
de los vasos sanguineos, estas células almacenan y liberan HA y otras moléculas que
sefializan en respuesta a la exposicion a antigenos, asi como a condiciones patoldgicas
asociadas con la lesion de algun tejido, inflamacion y autoinmunidad. Las células cebadas
son capaces de entrar al cerebro en condiciones de dafio (Ennis et al., 1981; Metcalfe et al.,
1997).

La sintesis, sefializacion y funcion de la HA esta controlada por una variedad de
seflales inmunes denominadas citocinas. En animales deficientes de HA en los que se ha
suprimido la expresion de la enzima histidina descarboxilasa se observan niveles elevados de
citocinas proinflamatorias como el interferon, el factor necrético tumoral y la hormona
leptina. Los receptores histaminérgicos participan en la inflamacion y otras respuestas del
sistema inmune; por lo tanto, la HA puede modificar la respuesta inmune dependiendo de su
concentracion y del receptor activado. Por ejemplo, la estimulacion de los receptores H;
(RH;) aumenta la adhesién y quimiotaxis de los eosinofilos y los neutréfilos (Tanaka y
Ichikawa, 2006). Asimismo, se ha observado que la activacion de los RH; favorece la
proliferacion de los linfocitos T y B. Las células endoteliales también expresan RH; y su
activacion incrementa la expresion de moléculas de adhesion (Banu y Watanabe, 1999). Por
otro lado, los leucocitos expresan RH, y la estimulacion de estos receptores reduce la
activacion, quimiotaxis y desgranulacion de los neutréfilos y eosindfilos. Asimismo, se ha

observado que la activacion de los RH; inhiben la sintesis de anticuerpos en los linfocitos B,
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la proliferacion de linfocitos T y la inmunidad celular (Jutel et al., 2001). Debido a que los
RH3; son expresados principalmente en el sistema nervioso central (SNC), no se ha reportado
una participacion importante en la funcion del sistema inmune. Sin embargo, se ha descrito
que la activacion del receptor inhibe la liberacion de citocinas por macréfagos alveolares,
células cebadas y células dendriticas (Bissonnette, 1996). La activacion de los RH4 promueve
la quimiotaxis de las células cebadas, eosindfilos y células dendriticas por movilizacion de
Ca®" intracelular, asi como la polimerizacién de la actina, cambios en la morfologia celular y
en la expresion de moléculas de adhesion, eventos requeridos para la migracion celular
(Idzko et al., 2002). La activacion de los RH,4 induce también cambios en la localizacion
tisular de las células cebadas (Godot et al., 2007). En conjunto, estos datos permiten
considerar a la HA como un agente relevante en el funcionamiento normal del sistema

inmunoldgico y como un blanco terapéutico en patologias del mismo.

HISTAMINA EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL ADULTO
Metabolismo

Esta amina se sintetiza a partir del aminoécido L-histidina; su sintesis involucra 2
pasos: el transporte de L-histidina al interior de la célula, que se lleva a cabo por el
transportador de L-aminodacidos, y su posterior descarboxilacion intracelular por la enzima L-
histidina descarboxilasa (HDC). La HDC es la Unica enzima encargada de la sintesis de HA y
se encuentra activa en una amplia variedad de tejidos, en particular durante el desarrollo
embrionario (Karlstedt et al., 2001). En el cerebro, la HDC se localiza tanto en neuronas
como en células cebadas (Brown et al., 2001). Una vez que la HA se sintetiza en neuronas, el
transportador vesicular de monoaminas concentra a la HA en vesiculas sinapticas. En
presencia de un estimulo despolarizante, la HA se libera al espacio sinaptico y es reconocida
de manera especifica por sus receptores. A diferencia de la mayoria de los neurotransmisores,
la HA se inactiva por la accién de enzimas catabdlicas como la histamina-N-metiltransferasa
(HNMT) y la monoamina oxidasa B (MAO-B). No se ha descrito un mecanismo de
inactivacion por recaptura neuronal, sin embargo, se han sugerido mecanismos de
inactivacién por astrocitos (Huszti et al., 1990; Huszti, 2003). La metilacion es la principal
via del catabolismo de la HA de manera extraneuronal, mediante la enzima tele-
metilhistamina (t-MeHA). Posterior a esta metilacion, se da una desaminacion oxidativa
hacia &cido tele-metilimidazolacético, reaccion que es catalizada por la MAO-B. Esta

reaccion representa el producto final del metabolismo de la HA en el cerebro (Schwartz et al.,



1979; Schwartz et al., 1991; Nissinen et al., 1995; Nissinen y Panula, 1995; Huszti, 1998;
Haas y Panula, 2003) (Fig. 1).

Transportador de
L-ammoacidos

Histidina Histidin- Histamina
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0] OH
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Figura 1. Sintesis, transporte y metabolismo neuronal de la histamina (HA). La HA se sintetiza a partir del
aminoacido precursor L-histidina, el cual entra a la célula por un transportador especifico de L-aminoécidos. La
enzima HDC se encarga de sintetizar la HA, que posteriormente seré transportada para su almacenamiento en
vesiculas sinapticas, mediante el transportador vesicular de monoaminas. Al ser liberada por algin estimulo
despolarizante, es inactivada extracelularmente por enzimas catab6licas como la histamina-N-metiltransferasa
(Tomado de Haas y Panula, 2003).

Distribucion

En el SNC adulto de mamiferos, las neuronas productoras de HA se localizan en el
nucleo tuberomamilar, que se encuentra en la parte posterior del hipotalamo. Las principales
areas de proyeccion histaminérgica varian de acuerdo a la especie, pero tipicamente abarcan
la mayor parte del SNC, desde el bulbo olfatorio hasta la médula espinal, pasando por toda la
corteza cerebral (Fig. 2). La HA esta involucrada en la regulacion de numerosas funciones en
el organismo como el suefio y la vigilia, la actividad motora asi como la regulacion térmica y
endocrina (Schwartz et al., 1979; Martinez-Mir et al., 1990; Wada et al., 1991; Onodera et
al., 1994).
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Figura 2. Vista sagital del sistema histaminérgico en el cerebro adulto de la rata. Las flechas representan
las fibras de proyeccion histaminérgica a partir de los cuerpos celulares que se encuentran en el nlcleo
tuberomamilar (asterisco). Abreviaturas: ME, médula espinal; BR, médula oblonga; CB, cerebelo; TM, nlcleo
tuberomamilar; HT, hipotalamo; ClI, coliculo inferior; CS, coliculo superior; TL, tAlamo; HP, hipocampo; NE,
estriado; Cx, corteza; BO, bulbo olfatorio (Tomado de Wada et. al., 1991).

Receptores histaminérgicos

En el cerebro de mamiferos, la HA actla a través de receptores metabotropicos
acoplados a proteinas G. Se han clonado 4 receptores histaminérgicos (Hi-Hj), de los cuales
tres (Hi-Hs) se encuentran ampliamente distribuidos en diversas regiones del SNC y activan
diversas vias de sefializacion, mientras que el receptor Hy se detecta predominantemente en
sistema nervioso periférico.

Receptor Hi: Este receptor se caracterizd en 1966. Es una proteina de 56 kDa
constituida por 487 aminodacidos (Hill et al., 1997). Estos receptores fueron los primeros en
ser identificados, al estudiarse la participacion de la HA en respuestas alérgicas. Son el
blanco de accion de los llamados antihistaminicos clésicos, antagonistas de los RH;. En el
SNC, estd ampliamente distribuido en las regiones del tdlamo, hipotdlamo posterior,
hipocampo, corteza cerebral, amigdala y en la parte basal del cerebro anterior, y en menor
medida en el cerebelo. Se distribuye en las células principalmente de manera postsinaptica.
Este receptor es una proteina de siete dominios transmembranales y se acopla a la proteina
Gg/11. Promueve acciones excitadoras en la actividad neuronal, produciendo despolarizacion
y aumento de la frecuencia de disparo de algunas poblaciones neuronales (Brown et al.,
2001). Su funcion principal es la activacion de la fosfolipasa C (PLC), que lleva a la
formacion de los segundos mensajeros diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato
(Ins(1,4,5)P3). La activacién de receptores a Ins(1,4,5)P3 induce la liberacion de calcio
(Ca®") de almacenes intracelulares en el reticulo endoplasmico. Al aumentar la concentracion
intracelular de Ca**, los RH; pueden activar otras vias de sefializacién como la produccion de

6xido nitrico (NO) y GMP ciclico (GMPc), la apertura de canales K* activados por Ca®*
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causando despolarizacién (SOCs) (Fig. 3) y la activacion neuronal del intercambiador de

Na*-Ca®*, que también causa despolarizacion.

NO T [Cax]l
1‘/[ Ca?*
Ca?* /

S0Cs

Figura 3. Sefializacion intracelular debida a la activacion del receptor de histamina H;. Los RH; se
acoplan a proteinas Gag/11 que al ser activadas estimulan la accién de la fosfolipasa C (PLC) sobre el 4,5-
bifosfato de fosfatidil-inositol (PIP2) para generar 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG). El
IP3 induce la liberacién de Ca®* de los depdsitos intracelulares, y el vaciamiento de éstos el influjo de Ca®",
mientras que el DAG activa a la proteina cinasa C (PKC), dependiente de Ca** y fosfolipidos. El aumento en la
concentracion de Ca®* debido a la activacion de los RH; puede inducir la formacién de 4cido araquidénico (AA)
por activacion de la fosfolipasa A2 (PLA2), asi como de oxido nitrico (NO) por estimulacién de la sintasa de
6xido nitrico. SOCs: canales de calcio operados por vaciamiento de los depdsitos (Ramos-Jiménez et al., 2009).

Receptor H,: Este receptor fue descrito en 1972 y es una proteina de 359
aminoacidos que pesa 59 kDa (Black et al., 1972). Los RH, fueron identificados al estudiar el
efecto de la HA en la secrecion acida del estbmago. En SNC, este tipo de receptores se
expresa ampliamente en los ganglios basales, el hipocampo y la amigdala. También se
expresa en células piramidales, nucleo raphe y substantia nigra. Son receptores
postsinapticos. Este receptor se acopla a proteinas Gs y activa a la enzima adenilil-ciclasa
produciendo un incremento en la formacion de AMP ciclico (AMPc). Este a su vez inicia la
via de la proteina cinasa A (PKA), que fosforila la proteina que activa al elemento de union al
ADN, CREB mediando la activacion transcripcional de genes dependientes de AMPc. Regula
el potencial de membrana neuronal favoreciendo la despolarizacién, generado por un efecto

bloqueador sobre los canales de K* dependientes de Ca** (Fig. 4) (Haas y Panula, 2003).
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Figura 4. Sefalizacién intracelular acoplada a la activacion del receptor de histamina H,. La activacion de
los RH, induce la interaccién de proteinas Gas con adenilato ciclasa (AC), que catalizan la conversion de ATP a
AMPc. EI AMPc activa a la proteina cinasa A (PKA), que fosforila a otras proteinas como la proteina nuclear de
union a CRE (CREB), que se une al elemento de respuesta al AMPc (CRE) dentro del promotor de genes que
responden al AMPc activando la transcripcion. ATP, trifosfato de adenosina; AMPc, 3’-5’-monofosfato ciclico
de adenosina (Ramos-Jiménez et al., 2009).

Receptor Hs: Se caracterizd en 1983 (Arrang et al., 1983). El gen de este receptor
puede dar origen a diferentes isoformas del receptor por procesamiento alternativo, las cuales
varian en el tamarfio de su tercera asa intracelular. Las isoformas funcionales identificadas en
la rata van de 326 a 445 aminoé&cidos y tienen un peso que va de 28 kDa a 70 kDa. Este
receptor cumple una funcion de autoreceptor, ya que su activacion ocasiona una inhibicion en
la liberacion de HA, es decir, controla la sintesis y liberacion endégena de HA en el cerebro,
principalmente en neuronas del nucleo tuberomamilar (Maeda et al., 2008). En el SNC, los
receptores Hs se expresan ampliamente en neuronas presinapticas en el nucleo
tuberomamilar, asi como en neuronas no histaminérgicas en el nucleo acumbens, el estriado,
el bulbo olfatorio, la substantia nigra y la amigdala y en menor medida en el hipotalamo.
Este receptor se acopla a proteinas Gi/o y a canales de Ca®* de alto umbral activados por
voltaje. Inhibe la produccion de AMPc y activa la via de las cinasas activadas por mitégenos
(MAPK). La sefializacion a través de este receptor, también afecta la liberacion de otros
neurotransmisores ademas de la HA, como dopamina (DA), serotonina, norepinefrina y
diversos péptidos (Fig. 5) (Haas y Panula, 2003; Raber, 2007). Se ha reportado que estos

receptores se encuentran activos aun en ausencia de HA. Esta actividad constitutiva fue
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demostrada al observar que en células transfectadas con el RH3, se inhibe la formacion de
AMPc inducida por forskolina (Wieland et al., 2001).

Figura 5. Sefializacion intracelular acoplada a la activacién del receptor de histamina Hs. Los RHzactivan
a proteinas Gaio, cuyas subunidades aio inhiben a la adenilato ciclasa (AC) disminuyendo la concentracion
intracelular de AMPc. La activacién del receptor induce también la formacion de &cido araquidénico (AA) por
activacion de la fosfolipasa Az (PLA:), la inhibicién de la apertura de canales de Ca®" activados por voltaje de
alto umbral (HVA), y la activacion de proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPKS). ATP, trifosfato de
adenosina; AMPc, 3’-5’-monofosfato ciclico de adenosina; PKA, cinasa dependiente de AMPc; CREB, proteina
de unién a CRE (Ramos-Jiménez et al., 2009).

Receptor Hy: estos receptores fueron identificados por varios grupos mediante el
analisis bioinformatico del genoma humano y de la secuencia del RH; (Nakamura et al.,
2000; Oda et al., 2000). EI RH, es una proteina de 390 aminoacidos y muestran una
homologia aproximada del 40% con el RH3. Este receptor se encuentra principalmente en
células de origen hematopoyético, como las células dendriticas, las células cebadas, los
eosinofilos, los monocitos, los basofilos y las células T (Liu et al., 2001), lo que indica que el
receptor tiene una funcién importante en el sistema inmune. En el SNC se ha identificado la
presencia de estos receptores en el cerebelo y a muy baja densidad, en el hipocampo (Coge et
al., 2001). Los RH4 se acoplan a proteinas Gai/o, inhibiendo la formacion de AMPc.
Tambien se han descrito otras vias de sefializacion para los RH4 como la activacion de
MAPKSs en células HEK transfectadas con el receptor y movilizacion de Ca?* en células
cebadas y eosinofilos, atribuida esta Ultima a la accion sobre la fosfolipasa C de las

subunidades By de las proteinas Gai/o (Fig. 6).
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Figura 6. Sefializacion intracelular acoplada a la activacion del receptor de histamina Ha. Los RHzactivan
a proteinas Gaio, cuyas subunidades aio inhiben a la adenilato ciclasa (AC) disminuyendo la concentracion
intracelular de AMPc. La activacion del receptor resulta también en la estimulacion de proteinas cinasas
activadas por mitogenos (MAPKs). AMPc, 3°-5’-monofosfato ciclico de adenosina; PKA, cinasa dependiente de
AMPc; CREB, proteina de unién a CRE (Ramos-Jiménez et al., 2009).

LA HISTAMINA DURANTE LA FORMACION DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La HA se encuentra ampliamente distribuida en diversos tejidos del embridn,
principalmente durante la segunda mitad del desarrollo, tanto en la rata como en el raton
(Nissinen et al., 1995; Nissinen y Panula, 1995). Durante la formacion del SNC de
vertebrados, la HA es uno de los primeros neurotransmisores en aparecer, presentando en este
periodo concentraciones mayores en comparacion con el SNC adulto (Auvinen y Panula,
1988; Nissinen et al., 1995). Por medio de la técnica de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), se ha podido determinar el contenido de HA en diversas regiones del
cerebro durante el desarrollo embrionario. En particular, en el mesencéfalo se detectan bajas
concentraciones de HA hasta el dia embrionario (E) 12, posteriormente sus niveles
incrementan en los dias E14 y E16, seguido por un decremento en los dias E17 y E18, hasta
alcanzar las concentraciones detectadas en el adulto a partir del dia E20 (Auvinen y Panula,
1988). Por otro lado, la enzima HDC también se encuentra presente, de manera transitoria,
durante el desarrollo embrionario en la region de mesencéfalo, sugiriendo que la HA se

sintetiza en esta region durante la embriogénesis (Fig. 7) (Karlstedt et al., 2001).
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Figura 7. Concentraciones de HA y presencia de histidina descarboxilasa durante el desarrollo
embrionario. De lado izquierdo se muestra una grafica en donde se midieron mediante HPLC las
concentraciones de HA en el cerebro embrionario. En particular, en la regién del mesencéfalo se detectan bajas
concentraciones al dia E12, posteriormente se incrementa la concentracion al dia 14 y 16 de desarrollo,
disminuyendo en estados perinatales (modificado de Vanhala et. al., 1994). De lado derecho se muestra una
vista sagital de un embrién de ratén de 15 dias de desarrollo en donde se realizé una hibridacion in situ para la
enzima histidina descarboxilasa. El recuadro E muestra hibridacion para la HDC en la regién ventral del
mesencéfalo (tomado de Nissinen, et al., 1995).

Se han identificado células que producen HA en el SNC embrionario, las cuales
presentan proyecciones a diversas regiones del cerebro (Auvinen y Panula, 1988). Algunas de
estas células se localizan en el mesencéfalo entre los dias E14 a E18, mientras que a finales
del desarrollo embrionario asi como en edades peri y postnatales, desaparecen del
mesencéfalo y se localizan en la regién del nacleo tuberomamilar (Nissinen y Panula, 1995)
(Tabla 1). Es interesante sefialar que la poblacion de células que sintetizan HA aparece
transitoriamente durante el desarrollo embrionario, y esta poblacién es distinta a la que se
observa en el organismo adulto; la primera corresponde a las neuronas serotoninérgicas en el
nucleo rafé que sintetizan ambos neurotransmisores, mientras que la segunda corresponde a
las células del nacleo tuberomamilar que se encuentran en el sistema histaminérgico adulto y
solo sintetizan HA (Kinnunen et al., 1998; Karlstedt et al., 2003).
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CELULAS INMUNOREACTIVAS A HISTAMINA DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO DE RATA

Flo FEi2 Fiy FEi6 Fi8 Eo Po  Adulto

Mesenceéfalo - - i o + - - -

Nucleo - - - - - + + ++
Tuberomamilar

Tabla 1. Células inmunorreactivas para histamina durante el desarrollo embrionario. Deteccién de células
inmunorreactivas para histamina en diversos dias del desarrollo embrionario (E) de rata, asi como al nacimiento
y en el cerebro adulto. De lado izquierdo se muestran las regiones analizadas. ++ Presencia abundante, +
Presencia, + Presencia moderada, - Ausencia.

Expresion de receptores histaminérgicos durante el desarrollo

Receptor Hy, Durante el desarrollo embrionario, la expresion del RNAm del RH; se
detecta al dia E14 en la médula espinal, en el romboencéfalo, el mesencéfalo y el
neuroepitelio ventricular del prosencéfalo, asi como en tejidos periféricos (Fig. 8a). El patron
de expresion se vuelve mas extenso hacia el dia E16, cuando la expresion se observa en el
puente, neuroepitelio superior del tectum, ventricular y talamico, asi como en el funiculo
ventral de la médula espinal y el diencéfalo (Fig. 8b). Para el dia E18, se expresa en la
corteza cerebral, en el neuroepitelio ventricular y el &rea tegmental ventral (Fig. 8c).
Posteriormente, en E20 disminuye su expresion en la corteza cerebral (Fig. 8d), lo que se

mantiene hasta el nacimiento (Kinnunen et al., 1998).
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Figura 8. Expresion del RH; durante el desarrollo embrionario.
Hibridacion in situ donde se muestra la expresion del ARNm del
receptor H, en fetos de rata de diferentes edades. En E14 (a), su
expresién se concentra en la médula espinal y todo el tubo neural. En
E16 (b), se expresa en la corteza cerebral, en el neurepitelio
ventricular, talamo y médula espinal. En E18 (c), se observa en el
cerebro, el epitelio olfativo, asi como en rifion. Finalmente, en E20
(d), se muestra una vista sagital de la cabeza del embrién, con
expresion del receptor en la region del talamo, hipotalamo,
tegmentum y puente (modificado de Kinnunen et. al., 1998).

E18

Receptor H, En el desarrollo embrionario, este receptor se encuentra ampliamente
distribuido en diversas areas del SNC. No se ha analizado su expresion en estadios previos a
E15, sin embargo se sabe que a partir de esta edad en adelante, este receptor se expresa en las
partes frontal y caudal del nacleo rafé. A lo largo del desarrollo y hasta el nacimiento, la
expresion de este receptor se encuentra en el area del ndcleo tuberomamilar, la parte ventral
del hipotdlamo y la parte méas externa de la corteza cerebral (Karlstedt et al., 2001). En
general, los patrones de expresion de este receptor en el nicleo rafé y tuberomamilar,
correlacionan temporalmente con la localizacion del sistema histaminérgico en el cerebro
adulto (Fig. 9).
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Figura 9. Expresién del ARNm del
receptor H, durante el desarrollo
embrionario. Hibridacion in situ en
E15. Las puntas de flecha sefialan el
area rostral y caudal del nicleo rafé,
en donde la expresién es mayor,
mientras que en E17, la expresion se
concentra en el éarea del nucleo
tuberomamilar y la capa méas externa
de la corteza cerebral (flecha)
(modificado de Karlstedt, 2001).

Receptor Hs: Se ha detectado la expresion de este receptor en el SNC a partir del dia
E15. En este estadio se expresa en la parte ventral del mesencéfalo, asi como en la médula
oblongata y en la médula espinal. En E16, la expresion se detecta en la parte dorsal del
mesenceéfalo, el talamo, el hipotadlamo y el nicleo accumbens. En E18 se observa el mismo
patron de expresion. Posteriormente, en E19, el RH; se expresa en la parte dorsal del
mesenceéfalo, el tAlamo y el hipotdlamo. A partir de este estadio y hasta el nacimiento, este

receptor se localiza en la placa cortical (Heron et al., 2001; Karlstedt et al., 2003) (Fig. 10).
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Figura 10. Expresion del receptor H; durante el desarrollo embrionario de rata. Las figuras de lado
izquierdo (A, D, G, J, M y P) muestran la expresion del receptor Hs, mientras que las de lado derecho (B, E, H,
K, N y Q) corresponden a tinciones control con hematoxilina-eosina. La composicion de ambas imagenes para
cada caso, corresponde a las figuras C, F, I, L, O y R. Las estructuras sefialadas son: epitelio ventricular del
mesencéfalo (MBven), médula oblongata (MY), médula espinal (SP), techo del mesencéfalo (MBrf), tdlamo
(TH), hipotdlamo (HY), nicleo acumbens (ACB), tejido adiposo (BAT) y placa cortical (cpl) (modificado de
Karlstedt, 2001).
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En conjunto, estos datos apoyan la existencia de un sistema histaminérgico transitorio
durante el desarrollo del SNC, cuya funcién se desconoce. Se ha propuesto que la HA podria
tener alguna funcion en el desarrollo del SNC, aunque todavia no se conoce ésta ni su
mecanismo de accion (Nissinen et al., 1995; Nissinen y Panula, 1995; Fioretti et al., 2004;
Molina-Hernandez et al., 2012; Panula et al., 2014).

FORMACION DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Durante el desarrollo embrionario, previo a la formacion del SNC, ocurre un proceso
denominado gastrulacion en el cual se forman las 3 capas embrionarias que, gracias a una
compleja serie de sefiales extracelulares y eventos intracelulares, daran origen a todos los
organos, tejidos y tipos celulares especificos que conforman a un embrién: ectodermo,
mesodermo y endodermo (Fig. 11). El sistema nervioso se desarrolla a partir del ectodermo,
estructura de donde se origina la placa neural, que es 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 nimero y variedad de tipos

neuronales y gliales requeridos para la formacion del SNC (Gilbert, 2003).
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especializados a partir de la gastrula.
Durante la gastrulacién se originan las 3 capas
embrionarias:  ectodermo, mesodermo vy
endodermo. A partir de estas tres capas se
diferencian los diversos tipos celulares
especializados que conforman a un organismo
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Una vez que se ha formado la placa neural ocurre un proceso denominado
neurulacion, mediante el cual la notocorda envia sefiales inductoras a la placa neural
produciendo una invaginacion por la linea media de la misma a lo largo del eje antero-
posterior, elevando asi los bordes laterales y dando origen a los pliegues neurales. De la

fusion de la region dorsal de los pliegues neurales se forma el tubo neural, el cual es el
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rudimento embrionario del SNC. Durante la fusion del tubo neural, un grupo de células del

neuroectodermo mas dorsal se separan y forman las crestas neurales, que daran origen al

sistema nervioso periférico. Por otro lado, las células ectodérmicas que no siguen el programa

neural, daran origen a la epidermis (Fig. 12) (Smith y Schoenwolf, 1997; Sadler, 2005).

Placa neural
=/ Neural

Cresta

Epidermis

~ Epidermis

—=Células de la
cresta neural

Tubo neural

Figura 12. Proceso de
neurulacién. A partir de la
placa neural, por induccién de
la notocorda, se produce una
invaginacion y la union de sus
pliegues para dar origen al tubo
neural, las células de la cresta
neural y la  epidermis
(modificada de Gilbert, 2003).

La diferenciacion del tubo neural en las diversas regiones que conforman al SNC, se

produce simultaneamente en tres niveles:
1.

region caudal del tubo neural.

oligodendrocitos.

Anatomico: el tubo neural y su cavidad aumentan de tamafio para formar las

vesiculas cerebrales a partir de la region rostral, y la médula espinal a partir de la

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

Celular: las células del neuroepitelio se diferencian en neuronas, astrocitos y
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Neurogénesis y gliogénesis

Para la formacion del SNC, se requiere de la produccién de diversos tipos celulares.
La capa celular del tubo neural Ilamada neuroepitelio germinal es el primordio del SNC y
consiste en células multipotentes que tienen la capacidad de autorrenovarse y de producir
progenitores intermedios comprometidos a diferenciarse a un destino neuronal o glial,
denominadas ceélulas troncales/progenitoras neurales (CTPN). Durante el desarrollo del
mamiferos, las neuronas se generan principalmente durante el desarrollo embrionario
temprano, mientras que la glia se produce en etapas mas tardias del desarrollo y posterior al
nacimiento (Fig. 13) (Bertrand et al., 2002). La neurogénesis se lleva a cabo en 3 etapas:
e Proliferacion: EI numero de células que se encuentran en el tejido adulto es mucho mayor
que en etapas embrionarias, por lo que las células se dividen simétricamente, de manera que
en un tiempo relativamente corto su ndmero incrementa en forma exponencial.
Posteriormente, mediante divisiones asimétricas, cada célula genera una célula post-mitética
que sale del ciclo celular para generar una neurona o una célula glial, y otra célula que
continuaré dividiéndose. Las células en proliferacion se localizan normalmente cerca de las
areas ventriculares.
« Migracion: Una de las caracteristicas tipicas del sistema nervioso es que las células no
permanecen en el lugar de generacién, sino que una vez que salen del ciclo celular se
desplazan hacia las regiones en las que residiran en el adulto mediante un proceso conocido
como migracion celular.
« Diferenciacion: La ultima etapa para la generacion de una célula nerviosa es su
diferenciacion en uno de los tipos celulares presentes en el sistema nervioso adulto. Esta
transicion implica un cambio intracelular que esta regulado por activadores transcripcionales
conocidos como genes proneurales (Fig. 13) (Ma et al., 1996; Farah et al., 2000; Mizuguchi
et al., 2001) y otras moléculas que actian como represores transcripcionales (Ballas et al.,
2005). Sin embargo, el control de estos genes esta dado no sélo por la identidad molecular de
la célula, sino que también se ve afectado por el ambiente en el que ésta se diferencia.

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 estdn comprometidos a diferenciarse, inhibiendo a su vez
destinos gliales (Morrison, 2001; Bertrand et al., 2002). Inicialmente, la neurogénesis es

promovida por la expresion de factores bHLH como son la familia de Neurogenina y Mash.
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Cuando estas proteinas se encuentran en altas concentraciones en los progenitores neurales,
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 sefializacion de Notch
regula y/o inhibe la expresion de genes proneurales en otras células, bloqueando su
diferenciacion neuronal. Asi, la regulacion de genes proneurales es un mecanismo clave que
mantiene un balance entre los progenitores que se dirigen a la diferenciacion neuronal, los
progenitores que se mantienen indiferenciados y los que producen otros tipos celulares gliales
(Fig. 13) (Gage, 2000; Morrison, 2001). Posteriormente, la gliogénesis se inicia por la
induccidn de sefiales como las del factor neurotrofico ciliar y las BMPs. Estas sefiales activan
la diferenciacion glial y, en paralelo, inhiben la neurogénesis a través de 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 sefializacion de Notch presenta una
actividad gliogénica y actua inhibiendo la actividad de genes proneurales promoviendo asi, la

entrada a la via de diferenciacion glial (Fig. 13) (Morrison, 2001; Bertrand et al., 2002).
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Figura 13. Modelo de neurogénesis y gliogénesis durante la formacion del sistema nervioso central. En el
curso temporal del desarrollo neural, ocurre primero la diferenciacion neuronal y posteriormente se genera la
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 activacién 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
sefializacion de Notch, evitando la entrada a la via de diferenciacion neuronal. Por otro lado, las sefiales
gliogénicas son factores que inhiben a los genes proneurales, y actlan sobre los precursores neurales para
inducir la diferenciacidn glial (modificado de Bertrand et al., 2002).

FORMACION DEL MESENCEFALO

Durante la embriogénesis, 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 establecimiento de estas regiones esta regulado por la accion
espacio-temporal de un conjunto de factores transcripcionales, cuya expresion depende de
sefiales organizadoras. En vertebrados, la formacién de mesencéfalo se da en dos pasos:
primero ocurre la regionalizacion de la placa neural, poco después de la induccion del
neuroectodermo a partir del epiblasto dorsal de la gastrula; posteriormente se da la
especificacion del mesencéfalo.

La regionalizacion del mesencéfalo comienza durante el desarrollo de la placa neural,
la cual esta definida en ejes antero-posterior y dorso-ventral. Una vez que ocurre la
neurulacion y se ha formado el tubo neural, ocurre una regionalizacion que 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:
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- Eje antero-posterior: la polaridad anterior del SNC en vertebrados se vuelve aparente con la
division morfologica del tubo neural; esta regionalizacién se da incluso antes de que la
porcién posterior del tubo se ha formado (Twyman, 2001). En la regién anterior, el tubo
neural da origen a las tres vesiculas cerebrales primarias: prosencéfalo (encéfalo anterior),
mesencéfalo (encéfalo medio) y romboencéfalo (encéfalo posterior); en la parte posterior se
formara la meédula espinal. Cuando la porcién posterior del tubo neural se ha cerrado, las
vesiculas primarias se subdividen para dar origen a las vesiculas secundarias: el prosencéfalo
se divide en 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. 14) (Gilbert, 2003).

Derivados del adulto

3 vesiculas primarias 5 vesiculas secundarias
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Figura 14. Regionalizacion antero-posterior del tubo neural. De izquierda a derecha, se muestra la
regionalizacion inicial del tubo neural en tres vesiculas cerebrales primarias: prosencéfalo, mesencéfalo y
romboencéfalo. Posteriormente se subdividen en 5 vesiculas cerebrales, mientras que en el estado adulto, se
derivan estructuras especificas que se derivan de cada region del tubo neural en el embrién (Figura tomada de
Gilbert, 2003).

- 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 maéas dorsal del tubo neural (linea media dorsal), se forma por una estructura
denominada la placa del techo, la cual emite sefiales que pertenecen a la familia del factor de
crecimiento transformante (TGF-f) como las BMPs, dorsalina y activina que 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, que establece el patron del eje ventral
inducido por sefiales como Sonic Hedgehog (Shh), que se libera por la notocorda, asi como

por la placa del piso (Twyman, 2001) (Fig. 15).
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Figura 15. Regionalizacién dorso-ventral del tubo neural. La polaridad dorso-ventral se establece por
proteinas denominadas proteinas morfogénicas de hueso (BMPs por sus iniciales en inglés) y Sonic Hedgehog
(Shh). La notocorda y la placa del piso secretan Shh, que induce la formacion de la parte ventral del tubo neural
y a partir de aqui, se establece un gradiente de concentracién hacia la parte dorsal del tubo neural. Por otro lado,
las BMPs establecen un gradiente que comienza en la parte dorsal del tubo neural, denominada placa del techo
(Figura tomada de Gilbert, 2003).

Como resultado de la regionalizacion dorso-ventral del mesencéfalo, se han definido
subdivisiones denominadas m1-m7, las cuales se caracterizan por un codigo especifico de
dominios de expresion de diversos factores de transcripcion, los cuales dan lugar a diferentes
subtipos neuronales (Fig. 16). EI dominio m7 es el més ventral y es en donde se generan las
neuronas dopaminérgicas (NDA), que se caracteriza por la expresion de Lmx1a, mientras que
el dominio adyacente m6 produce las neuronas glutamatérgicas del nucleo rojo. Helt es un
factor de transcripcion que se expresa de manera selectiva en los dominios m2 am5 en E11.5,
y a partir de estos dominios se generan las neuronas GABAérgicas. En el dominio m2, se
expresa Nkx2.2, el cual se requiere para la diferenciacion tanto en neuronas GABAérgicas
como glutamatérgicas. Sin embargo, Nkx2.2 es un marcador especifico de neuronas
GABAérgicas en el dominio m2. EI dominio més dorsal es el m1 y aqui se expresa Pax7 en
E11.5, caracteristico de neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas (Nakatani et al., 2007;
Kala et al., 2009; Lahti et al., 2013).
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Figura 16. Dominios dorso-ventrales del mesencéfalo. A) Vista coronal de los dominios m1-m7 del
mesencéfalo en estadio E12.5. B) Dominios dorso-ventrales de expresion génica en la zona ventricular (VZ) y
del manto (MZ). Estos dominios se caracterizan por una combinacion en la expresion de diversos factores de
transcripcion. Esta combinacion determina los subtipos neuronales que se producen en cada dominio (Tomada
de Lahti, 2013).
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La especificacion de los linajes celulares para la formacién del SNC durante el
desarrollo estd dada por una compleja interaccién entre las cascadas de sefializacion de
moléculas proteicas denominadas morfogenos, cuya accién 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
TGF-B, el Shh, las BMPs y sus antagonistas como Nogina, Cordina y Folistatina (Wessely y
De Robertis, 2002). Morfoldgicamente, el mesencéfalo se encuentra delimitado en su parte
anterior, por la vesicula diencefalica y en su parte posterior por el istmo, que lo separa del
cerebro posterior (Fig. 14). El desarrollo del mesencéfalo es altamente dependiente de las
sefiales organizadoras provenientes del istmo, principalmente FGF8 (Prakash y Wurst, 2004).
El mesencéfalo se establece molecularmente incluso antes de que la divisién morfoldgica
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
1/2” (Enl1/2) en el neuroectodermo anterior, que posteriormente se delimitan por el
establecimiento de centros de sefializacion en el limite del mesencéfalo y romboencéfalo y en

la porcién anterior del surco neural (Fig. 17) (Nakamura et al., 2005; Nakamura et al., 2008).
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Otx2 es un factor de transcripcion que se expresa en el prosencéfalo y mesencéfalo, el cual
tiene una funcion muy importante en mantener el dominio de expresion ventral de Shh.
“Gastrulation brain homeobox” (Gbx2) es un factor de transcripcion que se expresa en el
romboencéfalo en estadios méas tempranos del desarrollo. En fases tempranas, los dominios
de expresion de Otx2 y Gbx2 se sobrelapan en la region del istmo. Se ha observado que el
limite caudal del dominio de expresion de Otx2 corresponde con el limite caudal del
mesencéfalo, por lo que Otx2 resulta esencial para definir la identidad del mesencéfalo,
mientras que el limite entre el mesencéfalo y el romboencéfalo se define por una interaccion
de sefiales de represidn entre Otx2 y Gbx2 (Nakamura y Watanabe, 2005).

Por otro lado, Wntl y Enl1/2 son genes que se requieren para la proliferacion y
sobrevivencia celular en el mesencéfalo ventral (MesV), mientras que el FGF8 es una sefial
instructora que induce el codigo transcripcional que se requiere para la determinacion de
NDA mesencefalicas (Nakamura et al., 2005). Se cree que la region del istmo funciona como
un organizador para definir estas dos regiones, siendo FGF8 la molécula organizadora (Fig.
17). El MesV es altamente dependiente de la sefial de Shh. Esta molécula define el destino
ventral en el cerebro y la médula espinal. Sin embargo, sélo las células que han adquirido
identidad regional de mesencéfalo, son capaces de responder a Shh y adquirir el destino de
NDA. La sefializacion de Shh a partir de la placa del piso genera una cascada de eventos de
diferenciacion celular que no requieren sefiales extrinsecas adicionales para definir los tipos
neuronales presentes en el MesV.

En conjunto, FGF8, Shh y Otx2, son genes que se deben expresar para la
especificacion regional temprana del mesencéfalo y son capaces de promover el fenotipo

dopaminérgico.
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Figura 17. Especificacién del mesencéfalo. El
esquema muestra las vesiculas cerebrales y la
interaccion de diversos factores de transcripcion
que determinan el destino de cada region. El
sobrelape en la expresién de Otx2, Pax2 y Enil,
definen el territorio del mesencéfalo (mes),
mes 3 —»Pax3l7->tectum mientra§ que Ia. sefial de _,FGF8 en el

mesencéfalo, reprime la expresion de Otx2 e
induce la expresion de Gbhx2 y asi, el cambio en
=y cerebelo el destino del mesencéfalo hacia metencéfalo

met (met); di, diencéfalo; myel, mielencéfalo; pros,
hoikib prosencéfalo; rhomb, romboencéfalo; tel,
FIGEE: telencéfalo  (modificado de Nakamura vy
myel Il Gbx2 Watanabe, 2005).
Il Fgf8

DIFERENCIACION DOPAMINERGICA

En vertebrados, existen diversos grupos de NDA ubicados en diferentes regiones del
cerebro, tales como el bulbo olfatorio, la retina, el hipotdlamo y el mesencéfalo. La formacion
méas grande de NDA se ubica en el MesV. Se han definido tres grupos de NDA que se
originan a partir de esta region. El grupo denominado A9 da origen a la sustantia nigra pars
compacta que proyecta al estriado dorsal, formando la via nigro-estriatal y su funcion
principal es el control de movimientos. Los grupos A10 (medial) y A8 (lateral) daran origen a
las NDA del area tegmental ventral y retrorubral, respectivamente. Estas proyectan al estriado
ventromedial (A10) y a estructuras limbicas (A8) y se requieren para regular procesos de
comportamiento emocional y mecanismos de recompensa (Ang, 2006).

La generacion de NDA mesencefalicas involucra tres procesos principales: la
regionalizacion de la placa neural, la determinacién o especificacion celular en el
mesencefalo y la diferenciacion terminal hacia NDA. Diversos marcadores moleculares
permiten la identificacion de tres poblaciones principales a lo largo de la diferenciacion hacia
el linaje dopaminérgico mesencefalico: progenitores, neuronas inmaduras y neuronas
maduras (Fig. 18). La especificacion regional del mesencéfalo establece una identidad
molecular que potencia a las células del neuroepitelio del MesV a responder a sefiales
determinantes del destino dopaminérgico. Mientras el neuroepitelio del mesencéfalo se
desarrolla, se va engrosando al mismo tiempo que las células proliferan y éste comienza a
estratificarse.

El curso temporal para el desarrollo de las NDA del mesencéfalo puede dividirse de

manera general en 4 etapas: primero, al dia embrionario 7.5 (E7.5), surgen los progenitores
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de la superficie ventricular del mesencéfalo que mantienen su capacidad de autorrenovacion.
La induccion/especificacion del fenotipo dopaminérgico previo al dia E9.5 depende de la
interaccion de factores como Shh, derivado de la linea media ventral de la placa del piso, y
FGF8, proveniente del istmo. Estas sefiales especifican la identidad anteroposterior y
dorsoventral, activando la expresion de FoxA2, Otx2, LmxZla/b, Msx1/2, Ngn2, Mashly Shh
en los precursores neurales (Abeliovich y Hammond, 2007; Gale y Li, 2008; Roybon et al.,
2008). Posteriormente, los precursores dopaminérgicos que salen del ciclo celular, migran
lateral y ventralmente, generan NDA inmaduras post-mitdticas entre el dia E9 y E14 y
comienzan a expresar marcadores tempranos de NDA mesencefalicas como Nurrl, En1/2 y
Pitx3, los cuales son necesarios para la sobrevivencia y el mantenimiento de las NDA. En
esta etapa, las células dejan de expresar Sox2 y comienzan a expresar marcadores neuronales
como B-tubulina 111 (Simon et al., 2001).

La transicion de una célula de la zona proliferativa ventricular hacia la zona intermedia, esta
regulada por Ngn2. Finalmente, a partir de E11.5, las NDA inmaduras continGan migrando
radialmente hacia la zona del manto y una vez que las células llegan a la zona més ventral del
neuroepitelio, se da la diferenciacion terminal y maduracién funcional. En esta etapa, las
NDA maduras expresan marcadores como como tirosina hidroxilasa (TH), la cual es la
enzima limitante en la sintesis de dopamina, y la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos
(Smidt y Burbach, 2007). En conjunto, este proceso refleja la disminucion en la plasticidad

del tejido nervioso en desarrollo, conforme va progresando la determinacion de algun linaje.

Regionalizacién Especificacion Diferenciacion
E7.5-9 E9-14 E11.5-15

Figura 18. Generacion de neuronas dopaminérgicas. Curso temporal en la generacion de neuronas
dopaminérgicas: primero ocurre la regionalizacion de la placa neural, la determinacion o especificacion celular
en el mesencéfalo y la diferenciacién terminal hacia neuronas dopaminérgicas. Cada etapa depende de la
activacion de diversos factores de transcripcion en progenitores dopaminérgicos mesencefalicos, neuronas
dopaminérgicas inmaduras y neuronas dopaminérgicas maduras (tomado de Ang, 2006). La expresion de Shh en
el neuroepitelio ventral del mesencéfalo regionaliza la poblacién de progenitores dopaminérgicos
mesencefalicos. Posteriormente, la especificacion ocurre debido a la activacion de genes como Lmxla y FOxXA2.
Finalmente ocurre la diferenciacién terminal de neuronas dopaminérgicas, expresando Pitx3 y TH (tomado de
Li y Gale, 2008).
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EFECTO DE LA HA EN CELULAS TRONCALES NEURALES CORTICALES EN CULTIVO

Las CTPN han sido hasta ahora un modelo muy atil para el estudio de factores
intrinsecos y extrinsecos que regulan procesos de proliferacion, migracion, diferenciacion y
muerte celular relacionados con el desarrollo del SNC. Existen pocos articulos describiendo
los efectos de la HA en CTPN.

En nuestro grupo de trabajo, se analizd el efecto in vitro de la HA sobre CTPN
provenientes de la corteza cerebral de rata (Molina-Hernandez y Velasco, 2008; Rodriguez-
Martinez et al., 2012; Molina-Hernandez et al., 2013). En estos trabajos se observd que
cultivos de células provenientes de corteza cerebral de rata de 14 dias de desarrollo
embrionario expresan los 3 receptores histaminérgicos. Se demostro que el tratamiento con
diversas concentraciones de HA favorece la proliferacion celular mediante la activacion del
receptor H,, mientras que la muerte celular apoptotica disminuyé en células en proliferacion.
Por otro lado, al inducir la diferenciacion en estos cultivos, la HA incrementd la
diferenciacion neuronal debido a la activacion del receptor Hy, disminuyendo la produccion
de astrocitos. Ademas, la HA incremento la muerte celular apoptética de manera dependiente
de la concentracion en células diferenciadas (Fig. 19) (Molina-Hernandez y Velasco, 2008).
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Figura 19. Efecto de la HA sobre la proliferacion y diferenciacion in vitro de células troncales neurales de
la corteza cerebral de rata. A) Experimentos de incorporacion de BrdU donde se observa el efecto antagdnico
de cimetidina en el incremento en la proliferacion inducido por el tratamiento con 100 uM de HA. B) Ensayos
de TUNEL donde se observa que la HA incrementa la apoptosis de manera dependiente de la concentracion en
células diferenciadas. C) Analisis farmacol6gicos e imagenes representativas del efecto de la HA sobre la
diferenciacion de CTPN, donde se observa que la clorfeniramina, antagonista del receptor H,, es capaz de
revertir el aumento en la diferenciacién neuronal (MAP2, rojo) y la disminucion en la diferenciacion glial
(GFAP, verde) promovida por el tratamiento con 100 UM de HA (Molina-Hernéndez et al., 2008).

Posteriormente, al analizar un posible mecanismo de accién, observamos que la HA se
requiere en la etapa de proliferacion, ya que incrementa el niamero de divisiones asimétricas
en células progenitoras neurales, sugiriendo que la HA es capaz de incrementar la
diferenciacion neuronal, afectando el patrén de division celular e incrementando la
proporcion de divisiones asimétricas de los progenitores neurales, favoreciendo asi la
generacion de neuronas. Diversos factores transcripcionales como prosperol y neurogenina
1, los cuales son importantes para el compromiso neuronal, se vieron incrementados por el
tratamiento con HA (Rodriguez-Martinez et al., 2012). Al analizar el tipo de neuronas que se
favorecia por el tratamiento con HA, se demostré que ésta incrementa la produccion de
poblaciones neuronales corticales de capas profundas y disminuye las de la subplaca,

evaluado mediante la deteccion de los marcadores FOXP2 y Calretinina, respectivamente.
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Este efecto esta mediado por la activacion del receptor H; y la sobre-regulacion del receptor
del factor de crecimiento fibroblastico 1 (FGFR1). Se realizaron ensayos in vivo en donde se

vio el mismo efecto (Fig. 20) (Molina-Hernandez et al., 2013).
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Figura 20. Accion de la HA sobre la diferenciacion in vitro de células de corteza cerebral de rata. A) La
HA en etapa de proliferacién (barra negra) incrementa la generacién de neuronas (MAP2+). B) El tratamiento
con 100 uM de HA incrementa el namero de divisiones asimétricas de precursores neurales en la etapa de
proliferacion. C) La HA promueve significativamente la expresion de Prox1 y Ngnl, involucrados en el
compromiso hacia linaje neuronal. D) Las neuronas presentes en etapa de diferenciacion, son positivas para el
marcador de capas corticales profundas, FoxP2 (Molina-Hernandez y Velasco, 2013).

EFECTO DE LA HA EN CELULAS TRONCALES NEURALES DE MESENCEFALO VENTRAL EN
CULTIVO

Previamente, durante mis estudios de maestria, realicé ensayos con CTPN
provenientes de la region del MesV de embriones de rata de 12 dias de desarrollo. El objetivo
de este trabajo fue comenzar a estudiar el efecto del tratamiento con diversas concentraciones
de HA en los procesos de proliferacion, diferenciacion y muerte de CTPN del MesV de rata
in vitro. Observamos que estos cultivos expresan los 3 receptores histaminérgicos a nivel de
ARN mensajero. La HA favorecio significativamente la diferenciacion neuronal; sin

embargo, disminuyo la proporcion de NDA. Este efecto se vio regulado por la activacion del
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receptor H;. Por otro lado, observamos que la HA increment6 la muerte celular apoptotica.
En conjunto, estos resultados indican que la HA pudiera estar actuando como una sefial que
regula la diferenciacion neuronal asi como el establecimiento de poblaciones neuronales

especificas como el linaje dopaminérgico durante el desarrollo del Sistema Nervioso.

EFECTO DE LA HA EN CELULAS TRONCALES NEURALES ADULTAS

En el cerebro adulto, existen dos nichos de células troncales neurales. Uno reside en la
zona subventricular (ZSV) y el otro en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo.
Los neuroblastos que se originan en la ZSV migran a traves de la corriente rostral migratoria
hacia el bulbo olfatorio, en donde se diferencian terminalmente hacia interneuronas.
Recientemente, se estudid el efecto de la HA sobre la proliferacion, sobrevivencia y
diferenciacion de CTN de la ZSV (Agasse et al., 2008; Bernardino et al., 2012). Se reportd
que la HA acttia como un factor proneurogénico en células provenientes de la ZSV sin afectar
la proliferacién ni la sobrevivencia celular. Estos investigadores realizaron ensayos
epigenéticos para elucidar un posible mecanismo de accion de la HA y observaron que al
estimular las células con HA, se promueve la asociacion de los promotores de Mashl y DIx2
con la forma trimetilada de la lisina 4 en la histona H3 (H3K4m3), la cual es una marca que
favorece la transcripcion de estos genes proneurales. Este efecto proneurogénico se debié a la
activacion del RH;. También se analizaron diversos fenotipos neuronales y se observo que las
neuronas GABAGérgicas se veian favorecidas por el tratamiento con HA. En este trabajo, al
igual que lo reportado en nuestro grupo para las CTN embrionarias, mostraron que la HA
promueve la neurogénesis incrementando el niamero de divisiones simétricas, que dan origen
a dos células diferenciadas Sox2 -/-, reduciendo asi la capacidad de autorrenovacién hacia un
destino neurogénico (Fig. 21). Finalmente, sugieren que la HA actia promoviendo la
axogénesis y maduracion neuronal y posiblemente el compromiso neuronal, mediante la

activacion de la via de MAP cinasas (Bernardino et al., 2012).

34



HISTAMINE 100

% of neuronal-like cells
(Hist/KCI ratio below 0.8)

B) .
3 0w .
.E r~es
8 . & |-
4 e
2 - § ‘0.
= & ==
S . [ 3
'T% 21 N:'( B 20
£ 4E
<]
2
& N 0
<° \'L‘;Q bﬁsQ '\}s bﬁso \{3‘ < ¢
P G G & &
W X o ® ¢
Mash1 Dix2 Sox2 +/+ Sox2 +/- Sox2 -/-

Figura 21. Efecto de la HA en células troncales neurales adultas en cultivo. A) La aplicacién de 100 uM de
HA incrementa la proporcion de neuronas (NeuN+, verde) mediante la activacion del RH;, ya que al bloquear su
accion con el antagonista mepiramina se revierte este efecto. B) El tratamiento con 100 uM de HA promueve la
modificacion de los promotores de Mashl y DIx2 a la forma trimetilada de la lisina 4 en la histona H3. C) La
HA incrementa el nimero de divisiones asimétricas, dando origen a un precursor neural Sox2 + y a una célula
diferenciada Sox2- (Sox2 +/-) y disminuye las divisiones simétricas (Sox2 +/+) que generan dos precursores
neurales de la zona subventricular (Bernardino et al., 2012).
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V. JUSTIFICACION

La HA es un neurotransmisor que participa en funciones esenciales como la
regulacion del ciclo del suefio-vigilia, la actividad motora, la plasticidad sinaptica y la
memoria. Durante el desarrollo embrionario, la HA esta presente en concentraciones mas
altas que las que se encuentran en el cerebro adulto. La histidina descarboxilasa (HDC) es la
enzima que se encarga de la sintesis de HA y también se encuentra presente durante el
desarrollo embrionario. La expresion transitoria de la HDC, asi como los niveles elevados de
HA vy la expresion de los receptores histaminérgicos durante la gestacion, muestran la
existencia de un sistema transitorio histaminérgico cuya funcién ain no ha sido estudiada.
Por otro lado, las células troncales/progenitoras neurales (CTPN) presentan propiedades de
autorrenovacion y diferenciacion que las hacen un modelo de estudio muy eficiente para el
disefio de estrategias experimentales que permitan la identificacion de posibles factores
proneurogenicos. En este sentido, hemos reportado que en cultivos primarios de CTN de
corteza cerebral de rata, la HA incrementa la proliferacion celular mediante la activacion del
receptor H,, mientras que la activacion del RH; promueve la diferenciacion neuronal. Este
efecto proneurogénico se debe probablemente a la activacion de los factores neuronales
prospero 1 y neurogenina 1, y la HA favorecio la generacion de neuronas positivas para el
marcador FoxP2, que pertenecen a capas profundas de la corteza cerebral. Otro grupo de
trabajo ha reportado que la HA estimula la diferenciacién neuronal en CTN adultas,
provenientes de la zona subventricular.

Previamente, en mis estudios de maestria, realicé ensayos en CTPN provenientes de la
region del MesV de rata y analizamos el efecto que tiene la HA in vitro. A partir de
embriones de rata de 12 dias de desarrollo, realizamos cultivos primarios de la region del
mesencéfalo, dando tratamientos con diversas concentraciones de HA. Estos cultivos
expresan los 3 receptores histaminergicos. Los receptores se activan al tratar las células con
HA, generando una respuesta de liberacion de calcio intracelular. La HA favorecio
significativamente la diferenciacion neuronal; sin embargo, disminuy6 la proporcion de
NDA, regulado mediante la activacion del receptor Hy. Por otro lado, observamos que la HA
incrementa la muerte celular apoptotica.

Los resultados obtenidos en los estudios in vitro tanto en cultivos corticales como de
mesencéfalo, asi como la funcion proneurogénica de la HA en CTN adultas, nos han llevado
a proponer a la HA como una sefial que podria participar en la neurogénesis en diversas

regiones del SNC, regulando procesos de proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Por
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ello, resulta interesante llevar a cabo estudios del sistema histaminérgico en un modelo in
vivo, asi como complementar los resultados que se obtuvieron in vitro. En este trabajo nos
propusimos como objetivo hacer un andlisis mas completo del modelo in vitro asi como
estudiar el efecto de la administracion de HA en el desarrollo de la region del mesencéfalo,
empleando como modelo embriones de rata inyectados intrauterinamente.

Durante el desarrollo embrionario, se requieren de sefiales locales especificas que
dirijan los procesos de proliferacion, diferenciacion y muerte celular de una region en
particular del SNC. Actualmente, el sistema mesencéfalico es ampliamente estudiado debido
a su implicacion en desordenes neurologicos y la generacion de NDA. Por ello, el estudio de
los mecanismos que permiten su eficiente generacion, poseen un potencial valor clinico
elevado, por su posible aplicacion para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Parkinson. Por lo cual, el alcance de este trabajo, esta dirigido a
evaluar si la HA es una sefial que se modifica en el proceso de neurogénesis dopaminérgica

durante la formacion del MesV.
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VI. HrPOTESIS

Debido a la existencia de un sistema histaminérgico transitorio durante el desarrollo
embrionario, el cual coexiste de manera espacial y temporal con el periodo neurogénico en la
region del mesencéfalo, la HA podré incrementar in vivo la diferenciacion de progenitores
neurales en la region del MesV de rata.

VII. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la inyeccion de HA, durante el desarrollo embrionario in vivo,

sobre la diferenciacion neuronal dopaminérgica en la region del MesV de rata.

VIII.OBJETIVOS PARTICULARES

» Caracterizar los efectos de la HA en CTPN de MesV in vitro.

> Establecer un modelo de inyeccién intrauterina de embriones de rata mediante el uso de
un equipo de ultrasonido.

> Realizar inyecciones intrauterinas de HA y antagonistas de los receptores histaminérgicos
en embriones de rata.

» Analizar diversos marcadores de proliferacion, diferenciacion y muerte celular para

evaluar los efectos a corto plazo de la HA sobre la neurogénesis dopaminérgica.
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IX. MET0DOLOGIA

Animales

En este estudio se usaron ratas de la cepa Wistar en distintos dias de gestacion. Estas
ratas se aparean durante 24 horas para controlar la edad de los embriones y se mantienen en
el Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular en cajas individuales con la temperatura
controlada a 23° C y ciclos de luz-obscuridad de 12 horas. Los animales tienen acceso libre a
alimento y agua. Una vez que se lleva a cabo el procedimiento quirdrgico, las ratas se
mantienen en recuperacion en el Vivario del Instituto de Fisiologia Celular en las mismas
condiciones que en el Bioterio. Todos los animales usados en este estudio se adquirieron y
manejaron de acuerdo a los lineamientos de los National Institutes of Health y a la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, “Especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio™.

Cultivo primario de células troncales/progenitoras neurales de mesencéfalo ventral de
rata

Para la obtencion de células troncales/progenitoras neurales (CTPN) de mesencéfalo
ventral (MesV) se utilizan embriones de rata de 12 dias de desarrollo. Primero se extrae el
embridn del Gtero, se remueve el saco vitelino y se aisla el tubo neural del resto del embridn.
Posteriormente, se identifica la regién del mesencéfalo al centro del tubo neural y se separa
del resto del tejido neural. Una vez que se aisla el mesencéfalo, éste se abre por su parte
dorsal para dejar expuesta el area ventral y se remueve el tejido de la periferia que
corresponde a la regién dorsal. Las porciones de tejido obtenidas por diseccién se centrifugan
y se disocian mecanicamente. Se cuantifica la cantidad de células obtenidas y se siembran a
una densidad de 1 a 1.5 millones de células por caja de cultivo de 10 cm de diametro,
previamente tratadas con poli-L-ornitina (PLO, 15 pug/ml) y fibronectina (Fn, 1 pg/ml) en 7
ml de medio N2 y 10 ng/ml de factor de crecimiento FGF2. Se agrega FGF2 diariamente y se
cambia el medio cada 2 dias. A estos cultivos se les denomina en pasaje 0 (P0). Una vez que
los cultivos de PO alcanzan una confluencia del 80%, se pasan a cajas de 24 pozos
previamente tratadas con PLO (15 pg/ml) y Fn (1 ug/ml) a una densidad de 15,000 células
por pozo. A estos cultivos se les denomina pasaje 1 (P1). En esta etapa se dieron tratamientos
con histamina (HA) diariamente. Se usaron antagonistas a los receptores histaminérgicos
(RH1, RH, y RH3). Para el receptor Hy, se us6 clorfeniramina (1 uM); para el receptor Hy, se

usoé cimetidina (30 puM) y para el receptor Hz se usé tioperamida (1 pM). Los cultivos
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celulares fueron tratados con estas concentraciones de antagonistas durante las etapas de
proliferacion y diferenciacion diariamente. Los cultivos se mantuvieron durante 4 dias en
condiciones de proliferacion (medio N2+FGFb), cambiando el medio cada 2 dias y
agregando 10 ng/ml de FGFb y tratamientos con HA y/o antagonistas diariamente. Posterior a
este periodo se comenzo la diferenciacion, retirando el FGFb y agregando acido ascorbico
(Ac. A) como antioxidante a una concentracion de 200 uM en cada cambio de medio. En esta

etapa, también se dan tratamientos con HA y/o antagonistas diariamente, durante 6 dias.

Imagen de Calcio (Ca*") Intracelular

Las CTPN en etapa de proliferacion se mantienen en suspension y se incuban con el
indicador fluorescente sensible a Ca?* Fura-2 AM (Invitrogen) a una concentracion de 5 uM a
37°C por 45 minutos (Molina-Hernandez et al., 2013). Las células incubadas se centrifugaron
y se sembraron a una densidad de 1x10° células en cajas de cultivo de 3.5 cm con fondo de
vidrio (MatTek Corp), previamente tratadas con 15 pg/mL de PLO (Sigma) y 1 ug/ml de Fn
humana (Invitrogen) en medio N2. Despues de 2 horas, las células adheridas se incuban en
solucion Hank’s (137 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 0.3 mM de NaH,PO,, 0.8 mM de MgSO,,
1 mM de MgCl,, 5 mM de glucosa, 2 mM de glutamina, 10 mM de Tris—HCI con o sin 5 mM
de CaCly; pH 7.4) a 37°C por 10 minutos. Posteriormente, se retira la solucion Hank’s y se
agrega solucién nueva con o sin 5 mM de Ca?*. Se excitan las células con luz UV alternando
entre 340 y 380 nm y se monitorea la emisién a 510 nm en un microscopio Carl Zeiss. Las
iméagenes y la proporcion de emision entre ambas longitudes de onda (R = E340/E380) se

obtienen y se analizan usando el software AxioVision.

Ensayo de BrdU

El analisis de proliferacion celular se lleva a cabo por medio del ensayo de
incorporacion de 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU). Este ensayo consiste en incubar con BrdU
a una concentracion de 10 uM durante 3 horas los cultivos celulares tratados al tercer dia de
proliferacion y después se cambia el medio para retirar el BrdU no incorporado. Al dia
siguiente se fijan los cultivos con una solucion de PFA al 4%. Posteriormente, las células se
incuban con HCI 1N por 30 minutos, y se neutraliza lavando con una solucién de borato de
sodio 0.1 M, pH=8.0. Se bloquea con 0.3 % de Tritén X-100 y 10% de suero normal de cabra
(SNCa) en PBS. Las células se incuban con anticuerpo primario anti-BrdU de rata a una

dilucion 1:100 en solucién de blogueo sin Triton X-100. Posteriormente se usa anticuerpo
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secundario Alexa Fluor 488 anti-lIgG de rata hecho en cabra a una dilucion de 1:1000 en

solucion de bloqueo sin Tritén X-100. Los nucleos se tifien con Hoechst 33258 a 1 ng/mL.

Inyecciones intrauterinas

Para esta metodologia, usamos un sistema de microinyeccién guiado por una sonda de
ultrasonido, la cual es una eficaz herramienta para la manipulacién de embriones in utero,
permitiendo que el embrion continde su proceso de desarrollo dentro del Gtero materno, para
analizar en dias posteriores el efecto de la inyeccion. Este procedimiento ya se ha detallado
previamente por otros grupos de investigacion (Pierfelice y Gaiano, ; Slevin et al., 2006;
Garcia-Moreno et al., 2010). El protocolo se describe brevemente a continuacion.

La sonda que usamos es MHF-1 Ultraview (E-Technologies) que cuenta con una
distancia focal de 7 mm y una frecuencia de 35 6 50 MHz. Previo a la cirugia, es necesario
esterilizar el material que se va a usar, por lo que un dia antes del procedimiento, colocamos
el material necesario en una solucién de cloruro de benzalconio. Para comenzar la cirugia,
primero se introduce a la rata gestante en una cdmara de induccion para anestesiarla por
medio de inhalacion de sevoflurano. Después, se coloca la rata en una base de manipulacién
y se conecta a una manguera por la que se le suministra la anestesia inhalatoria durante toda
la cirugia por medio de un vaporizador. Se corrobora que la rata se encuentre completamente
anestesiada observando una postura relajada y falta de acto reflejo al presionar firmemente la
pata y la cola. Ya que la rata se encuentra anestesiada, se rasura el pelo de la regién donde se
hara la incision, la piel se limpia con antiséptico para evitar futuras infecciones y se realiza
una laparotomia abdominal para exponer los cuernos uterinos. Una vez expuestos, se registra
el nmero de embriones que hay en cada cuerno uterino, para llevar un control de los que se
inyecten. Posteriormente, se aisla un embrion a través de una caja Petri con la base de silicon,
la cual se llena con PBS estéril a 37°C para cubrir completamente. Se coloca la sonda de
ultrasonido por encima del embrién aislado para registrar una imagen en tiempo real a través
de la pared uterina; la imagen mas nitida se obtiene cuando la sonda se encuentra a 7 mm del
embrion. Se localiza la estructura del tubo neural en la pantalla y el sitio donde se quiere
realizar la inyeccién (Fig. 22). Las agujas de microinyeccién se construyen con capilares de
vidrio de borosilicato usando un estirador que calienta el vidrio con un filamento y produce
dos mitades simétricas. La aguja se coloca en el sujetador de un inyector automatico y la
inyeccion de los farmacos se realiza controlando la velocidad y el volumen de inyeccion. Al
terminar de inyectar los embriones deseados, ambos cuernos uterinos se regresan al interior

de la madre a su posicion anatdmica original y se cierra la cavidad suturando la pared
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abdominal y la piel. La rata gestante se mantiene en recuperacion el tiempo deseado en el

Vivario del Instituto de Fisiologia Celular.

Figura 22. Inyeccion cerebral intrauterina. A) Laparotomia abdominal y exposicion de ambos cuernos
uterinos. Cada engrosamiento del Utero corresponde a un embrién. B) Sonda de ultrasonido que permite detectar
un embrién aislado en una caja Petri con PBS. C) Inyector automatico conectado al equipo de ultrasonido,
donde podemos controlar la velocidad y el volumen de la inyeccién. D) Vista global del embrién aislado en la
caja Petri, la sonda de ultrasonido y el capilar de borosilicato que esta conectado al inyector y a través del cual
se realizara la inyeccion de manera automatica. E) Imagenes coronal (izquierda) y sagital (derecha) de los
embriones vistos por ultrasonido. Los asteriscos sefialan el sitio de inyeccion.

Fijacion y corte de embriones

Una vez que se cumplieron los dias de desarrollo embrionario deseados posteriores a
la inyeccion, la rata gestante recibié una sobredosis de anestésico pentobarbital administrado
de manera intraperitoneal. Se obtuvieron los embriones y se fijaron por inmersion en una
solucion de paraformaldehido al 4% durante toda la noche. Para evitar alteraciones en el
tejido debidas al proceso de congelacion que requiere el método de corte, se mantiene a los
embriones una noche en una solucion de sacarosa al 30%. Posterior a este tratamiento, el
tejido se embebe en Tissue-Tek, se congela a -20°C y se coloca en el criostato para cortarlo.
Las secciones obtenidas fueron de 20 um de grosor, las cuales se montaron directamente en

laminillas.
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Inmunohistoquimica

Para hacer inmunotinciones en los cortes, primero se da un lavado al tejido en PBS
durante 5 min. Posteriormente se permeabiliza la membrana con 0.3 % de Triton X-100 y se
bloguean posibles uniones inespecificas del anticuerpo con 10% de SNCa en PBS.
Posteriormente se incuba con anticuerpo primario en PBS con 10% de SNCa toda la noche a
4° C. Se usaron los siguientes anticuerpos primarios:

e Anticuerpos primarios:

Anti-nestina Conejo Covance 1:500
Anti-TH Conejo Pel-Freez 1:1000
Anti-GAD65/67 Conejo Millipore 1:500
Anti- BIII-Tubulina Ratén Covance 1:1000
Anti-serotonina Conejo Sigma 1:500
Anti-BrdU Rata Millipore 1:100

Al dia siguiente, se retira el anticuerpo primario y se lava el tejido 3 veces con albumina
sérica bovina (BSA) al 0.1 % en PBS. Despues se incuba el tejido con anticuerpo secundario
en PBS con 10% de SNCa durante dos horas. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron
los siguientes:

e Anticuerpos secundarios:

Alexa Fluor 568 anti-1gG de conejo hecho en cabra

Alexa Fluor 568 anti-1gG de raton hecho en cabra

Alexa Fluor 488 anti-1gG de rata hecho en cabra

Alexa Fluor 488 anti-1gG de ratdn hecho en cabra

Todos se usan en una dilucién 1:1000

Los nucleos fueron tefiidos con Hoechst 33258 a 1 ng/mL.

Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio de epifluorescencia Nikon, Eclipse
TE2000-U vy fotografiadas con una camara digital Nikon DMX1200 F. Algunas imagenes se

adquirieron con un microscopio confocal Olympus FV1000.

Western-Blot

Para evaluar la presencia de proteinas en el tejido mesencefalico, se realizaron
ensayos de Western-blot. Para ello, el tejido se homogenizé en buffer de lisis suplementado
con inhibidores de proteasas (Roche, Alemania). La proteina total se obtiene por

centrifugacion a 13, 000 rpm a 4°C durante 15 min y se cuantifica por el método de Bradford
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(BioRad, Alemania). Las proteinas se separan mediante electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 8% en buffer con SDS. Posteriormente, se transfieren las proteinas a una
membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF; Millipore, USA). Se bloquea la membrana
con 5% de leche descremada en buffer TBS-Tween y se incuba toda la noche con anticuerpo
primario para detectar la proteina de interés. Al dia siguiente, se lava el anticuerpo primario
que no se ha unido a la membrana con TBS-Tween y se incuba con un anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa diluido 1:10 000 (Santa Cruz Biotechnology). Posteriormente se lava
el anticuerpo secundario con TBS-Tween. Finalmente, las bandas inmunorreactivas se
detectan mediante quimioluminscencia (Amersham) y exposicion en una placa de revelado

(Kodak). El control de carga fue GAPDH, el cual se detect6 en la misma membrana.

Extraccion de ARN, RT-PCR y PCR en tiempo real

A partir del tejido de mesencéfalo de los embriones inyectados por ultrasonido, se
realizd extraccion de ARN por el método de Trizol de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Invitrogen). Una vez obtenido el ARN, se usé 1 ug para retrotranscribirlo y
obtener &cido desoxiribonucléico complementario (ADNCc). Para ello, se usan dNTPs, 100 U
de Transcriptasa Reversa Superscript 111, 50 uM de hexameros aleatorios y 40 U de Inhibidor
de RNAsas recombinante (Invitrogen). Posteriormente, se realizaron las reacciones en cadena
de la polimerasa (PCR), para lo cual se utilizaron 500 ng de ADNc, 2 U de Taqg DNA
polimerasa (Invitrogen), 20 pmol de cada oligonucle6tido, 500 uM de dNTPs (Sigma) y 1.5
mM de MgCl,, Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al
2% y el tamafio de los productos de la reaccion se determind mediante la comparacion con un
estandar de peso molecular después de tefiir el gel con bromuro de etidio. Se usaron los
siguientes oligonucleotidos:

Gen Oligonucleotido Sentido Oligonucleotido Antisentido

HiR F:5-CTTCTACCTCCCCACTTTQCT-3" | R:5-TTCCCTTTCCCCCTCTTg-3"
H.R F:5-TTCTTggACTCCTggTgCTgC-3" R: 5"-CATgCCCCCTCTggTCCC-3"
H3R F: 5"-CCAgAACCCCCACCAQATg-3’ R: 5"-CCAgCAgAgCCCAAAQATQ-3’
GAPDH | F: 5-ATCACCATCTTCCAggAgCg-3’ R:5-CCTgCTTCACCACCTTCTTg-3

Para el caso de la PCR en tiempo real, se usaron 100 ng de ADNCc, 2.5 U de Tag ADN
polimerasa (Invitrogen), 0.4 mM de cada oligonucleé6tido y de dNTPs (Sigma), 1.5 mM de

MgCl, y 5 uM de Syto 9 (Invitrogen). El analisis cuantitativo de la amplificacion del ADNc
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se llevo a cabo usando el Sistema Rotor Gene 6000 (Corbett Life Science). La cuantificacion
de los niveles de expresion se llevd a cabo normalizando los valores de cada reaccion con
respecto a GAPDH. También se realizaron curvas de disociacion por cada reaccion para
verificar que s6lo un producto de PCR fuera amplificado. EI método 2exp (—AACt) se utilizd
para determinar la expresion relativa de cada gen comparando cada condicion experimental

con respecto a la condicion control. Se usaron los siguientes oligonucle6tidos.

Gen Oligonucleotido Sentido Oligonucleotido Antisentido
B-1II Tubulina | F: 5-ggCCTTTggACACCTATTCA-3" | R: 5-TgCAggCAgTCACAATTCTC-3’
TH F: 5-CCACTggAggCTgTggTATT-3"° | R: 5'-CCgggTCTCTAAQTggTgAA-3”
GAPDH F: 5°-gTggACCTCATggCCTACAT-3" | R: 5"-ggATggAATTgTgAgggAgA-3”
TUNEL

Para evaluar la muerte celular apoptdtica, se usé el ensayo de TUNEL (Terminal
deoxytransferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick-end labeling, por sus siglas en
inglés). Este ensayo se basa en la incorporacién de desoxiuridina (dUTP) biotinilada por
medio de la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) en roturas de cadenas dobles

o simples del ADN. La biotina incorporada puede ser detectada por medio de fluorescencia.

FluoroJade

Fluoro Jade es un derivado anionico de la fluoresceina. Se usa como marcador
fluorescente especifico para neuronas que estan en proceso de degeneracion (Schmued et al.,
1997; Schmued y Hopkins, 2000). Antes de comenzar la tincion, se dejan secar las laminillas
en una incubadora a 50 °C durante 30 minutos. Una vez que las laminillas estan secas, se
limpian sumergiéndolas en etanol al 96%. El protocolo de tincion inicia cubriendo las
laminillas con etanol al 80% durante 5 minutos. Se desecha el etanol y se cubren las
laminillas con etanol al 70% por 2 minutos. Se lava con agua desionizada y se cubre la
preparacion con permanganato de potasio (KMnQO,) al 0.06% dejandolo actuar durante 10
minutos. Se elimina el KMnO, con agua desionizada. Posteriormente, se cubre la preparacion
con FluoroJade al 0.0004% vy se deja actuar durante 25 minutos. A partir de este paso, se
mantienen las preparaciones en oscuridad. Se enjuaga la preparacion varias veces con agua

desionizada para eliminar el FluoroJade remanente. Se dejan secar en el horno a 50 °C por un

45




par de minutos. Transcurrido este tiempo, las preparaciones se sumergen en xilol por un
minuto. Finalmente, se colocan sobre la laminilla 3 0 4 gotas de Permount y se coloca un
cubreobjetos para montar la preparacién, procurando no formar burbujas. El secado de esta

resina toma 4 dias.

Conteo celular

El conteo celular de los ensayos de BrdU, inmunocitoquimica, TUNEL, histona H3
fosforilada y Fluoro Jade se realiz0 a partir de imagenes digitales. La cuantificacion celular se
realizd usando el software ImageJ considerando el ndmero total de nucleos tefiidos con
Hoechst (nimero total de células), en al menos 10 campos aleatorios de un minimo de 3

experimentos independientes.

Anélisis Estadisticos

Se realizaron pruebas de analisis de varianza (ANOVA) seguidos de la prueba de
Student-Newman-Keuls. El andlisis estadistico de los resultados y las gréaficas se realizaron
con el software GraphPad Prism 4.0, presentandose con barras de error estandar (S.E.M.).
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X. RESULTADOS

EFECTOS DE LA HA EN CULTIVOS DE MESV

Con el propdsito de hacer un analisis mas completo de los experimentos que realicé in
vitro durante mi maestria, se realizaron ensayos en donde se evalu6 el efecto de la HA en
cultivos de MesV.

Las CTPN tienen la capacidad de autorrenovarse, asi como el potencial de
diferenciarse a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Realizamos cultivos de CTPN
aisladas de MesV de embriones de 12 dias de desarrollo para caracterizar la expresion de
marcadores de CTPN, asi como su capacidad de diferenciarse hacia neuronas y glia. Los
cultivos en proliferacion se mantuvieron durante 4 dias en presencia de FGF2 y
posteriormente se indujo la diferenciacion durante 6 dias, retirando el FGF2. En la etapa de
proliferacion, observamos que una gran proporcion de células expresa Sox2, Vimentina y
Nestina, que son marcadores ampliamente usados para identificar CTPN no diferenciadas
(Fig. 23A). Al final de la etapa de diferenciacion, al retirar el FGF2 del cultivo, las CTPN se
diferencian hacia neuronas positivas para los marcadores MAP2 y B-I11 Tubulina, astrocitos
positivos para la proteina acidica glial fibrilar (GFAP) y oligodendrocitos positivos para el
marcador O4 (Fig. 23B). Estos resultados confirman la multipotencialidad de nuestros

cultivos.

Fig. 23 Las CTPN de MesV aisladas de embriones de 12 dias son multipotenciales. A) Las CTPN de MesV
cultivadas en presencia de FGF2 expresan los marcadores de células indiferenciadas Sox2, Vimentina y Nestina
en etapa de proliferacion. B) Después de 6 dias de diferenciacion, sin FGF2, las CTPN de MesV son capaces de
diferenciarse hacia los tres linajes del sistema nervioso central (SNC): neuronas (B-111 Tubulina + y MAP2+),
astrocitos (GFAP+) y oligodendrocitos (O4+), confirmando la multipotencialidad de estos cultivos. Los nicleos
se tifieron con Hoechst. Escala: 100 pm.

Figura en la siguiente pagina
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En trabajos previos se ha reportado que los RNAmM para los receptores histaminérgicos
se encuentran presentes en embriones de roedores a partir del estadio E14, pero no se tiene
informacion acerca de la presencia de estos receptores en estadios embrionarios previos.
Realizamos ensayos de Western Blot y observamos que el RH; y el RH, se encuentran
presentes en CTPN de MesV de embriones de 12 dias de desarrollo tanto en etapa de

proliferacion como en etapa de diferenciacion (Fig. 24).
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Fig. 24 Los receptores histaminérgicos H, y H, estan presentes en cultivos de CTPN de MesV. Ensayos de
Western Blot para detectar RH; y RH, en cultivos en proliferacion (Prol) y diferenciacion (Dif) de CTPN de
MesV E12. Como control positivo se usé corteza cerebral de rata adulta (Ctx). Se usaron 30 pg de proteina y las
bandas inmunorreactivas se detectaron mediante quimioluminiscencia. GAPDH se us6 como control. Se indican
los pesos moleculares de cada receptor (kDa).

El calcio (Ca*") es un importante regulador de diversas funciones neurales como la
proliferacion o diferenciacion neuronal. Debido a que la activacion del RH; lleva a la
acumulacién de Ca** como segundo mensajero, evaluamos si las CTPN de MesV no
diferenciadas respondian a la estimulacion con HA, elevando la concentracion intracelular de
Ca®* ([Ca®*]). Incubamos CTPN de MesV no diferenciadas con el sensor de calcio Fura-2, el
cual es un compuesto fluorescente que permite estimar la concentracion intracelular de Ca*
al medir el cociente (R, por ratio) de la fluorescencia al excitar las células a 340 nm y 380 nm
(R = F340/F380). Observamos que al estimular las CTNP con 10 uM de HA, la [Ca®'];
incrementa 3 veces en comparacién con los niveles basales observados en la condicion
control (Fig. 25). Esto nos indica que las CTPN de MesV son capaces de responder a un

estimulo con HA a través de la activacién del RH;.

Fig. 25 La estimulacién con HA incrementa el Ca®* intracelular en CTPN de MesV no diferenciadas.
Imagenes de cocientes de fluorescencia en CTPN de MesV en donde se muestran variaciones en los niveles de
[Ca™]i antes (A), durante (B) y después de la estimulacion con 10 pM de HA (C). D) Promedio del cociente (R)
entre los valores de fluorescencia que resultan de la excitacion del Fura-2 entre 340 nm y 380 nm (R =
F340/F380). (E) La estimulacion con 10 uM de HA incrementa 3 veces la [Ca2+]i en CTPN de MesV no
diferenciadas. ** p < 0.01.

Figura en la siguiente pagina
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Para evaluar el efecto de la HA en la proliferacion y muerte de CTPN de MesV,
tratamos las células no diferenciadas con concentraciones crecientes de HA (de 1 uM a 1
mM) en presencia de FGF2 por 4 dias. Realizamos ensayos de incorporacion de BrdU para
analizar la proliferacion y ensayos de TUNEL para analizar la muerte apoptética. Calculamos
el porcentaje de células positivas para cada marcador en condiciones control y tratadas con
HA. Observamos que la HA no afectd la incorporacion de BrdU (Fig. 26 A y B). En
contraste, 1 mM de HA incrementd de manera significativa la proporcion de células positivas
para TUNEL vy este efecto se revirtié al co-incubar las células con el antagonista al RH,

clorfeniramina (Fig. 26 C y D).

Fig. 26 La HA no altera la incorporacion de BrdU pero incrementa la muerte celular apoptética de CTPN
no diferenciadas mediante la activacion del RH;. El efecto de la HA en la proliferacion y muerte celular
apoptatica fue evaluado por ensayos de incorporacion de BrdU y TUNEL, respectivamente. A) Microfotografias
que muestran inmunotinciones para detectar células positivas a BrdU. Los nicleos se tifieron con Hoechst. B)
Porcentaje de células positivas a BrdU. C) Microfotografias que muestran células positivas para TUNEL
(flechas blancas) y los nucleos tefiidos con Hoechst en condiciones control, tratadas con HA y con el antagonista
al RHy, clorfeniramina. D) Porcentaje de células positivas para TUNEL. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001;
##p < 0.01 en comparacién con 1 mM de HA. Escala: 100 pum.

Figura en la siguiente pagina
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Para analizar de qué manera afecta la HA la diferenciacion dopaminérgica de CTPN
de MesV, se trataron los cultivos con concentraciones crecientes de HA (de 1 uM a 1 mM)
durante 6 dias en ausencia de FGF2. Evaluamos mediante inmunocitoquimica la expresion
del marcador neuronal B-111 Tubulina y de la enzima limitante en la sintesis de DA, tirosina
hidroxilasa (TH) como marcador para neuronas dopaminérgicas (NDA). Observamos que la
concentracion de 1 mM de HA redujo significativamente la proporcion de NDA en
comparacion con la condicion control (Fig. 27 A y B). Posteriormente, analizamos mediante
el uso de antagonistas si el RH; estaba involucrado en la diferenciacion dopaminérgica. Para
ello, se dieron tratamientos diarios con 1 pM de clorfeniramina (antagonista del receptor Hj)
s6lo o bien, en combinacion con 1 mM de HA. Observamos una recuperacion significativa en
la proporcion de NDA al tratar los cultivos con HA y el antagonista al RH; en comparacion
con la condicion control (Fig. 27 C y D).
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Fig. 27 La HA disminuye la diferenciacién dopaminérgica de CTPN de MesV. Después de la etapa de
proliferacion, las células se dejan en condiciones de diferenciacion durante 6 dias (medio N2 sin FGF) y se
tratan diariamente con diferentes concentraciones de HA (de 1 uM a 1 mM). Las CTPN se analizaron mediante
inmunocitoquimicas. A) doble inmunocitoquimica para detectar el marcador neuronal B-I1I Tubulina y el
marcador de neuronas dopaminérgicas tirosina hidroxilasa (TH) en condiciones control y tratada con 1 mM de
HA. Los nucleos fueron tefiidos con Hoechst. Escala: 100 um. B) Cuantificacion de células positivas para TH
con respecto al total de neuronas positivas para B-111 Tubulina. ** p < 0.01. C) Microfotografias mostrando el
marcador de células dopaminérgicas, TH, en condiciones control, tratadas con 1 mM de HA y/o el antagonista
del receptor Hy, clorfeniramina. Los nucleos fueron tefiidos con Hoechst. Escala: 100 um. D) Cuantificacion del
porcentaje de células positivas para TH con respecto al total de células. *p < 0.05 con respecto al control; ##p <
0.01 comparado con 1 mM de HA.
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SOBREVIVENCIA DE LOS EMBRIONES A LA INYECCION

Para estudiar la participacion de la HA en la neurogénesis durante el desarrollo del
SNC in vivo, realizamos inyecciones intrauterinas mediante el uso de un sistema de
ultrasonido Ultraview MHF-1. A pesar de que esta técnica resulta muy atil para la
manipulacion de embriones intra utero y darle seguimiento a poblaciones celulares
especificas durante el desarrollo embrionario, sin duda es una técnica muy invasiva y la
sobrevivencia de los embriones no esta garantizada. En este trabajo se llevo un registro de la
sobrevivencia de los embriones inyectados y se observé que aproximadamente el 71% de los
embriones sobreviven a la inyeccion y contintan desarrolldndose mientras que el 29% muere
(Fig. 28), por lo que consideramos que es un buen porcentaje de sobrevivencia y esta técnica
nos resulta de gran utilidad para llevar a cabo los objetivos de este proyecto. Observamos que
al inyectar los embriones en E12 y analizarlos en E14, no se detectan cambios morfoldgicos
aparentes entre los embriones control y los que fueron inyectados con vehiculo o HA, por lo

que la inyeccion no afecta el desarrollo normal del embrién hasta el estadio E14 (Fig. 28).

A) B) | Control | [ Inyectado |

M Sobrevivieron

W No se desarrollaron

Embriones No se
C) Inhyectados Sobrevivieron desarrollaron
TOTAL 178 127 51
% 100 71.35 28.65

Fig. 28 Sobrevivencia de los embriones inyectados. A) Diagrama donde se muestran los porcentajes de
embriones que sobreviven a la inyeccién y que mueren. B) Vista sagital de embriones de 14 dias de desarrollo.
De lado izquierdo se muestra un embrion control (no inyectado) y de lado derecho un embrién que fue
inyectado a los 12 dias de desarrollo. C) La tabla muestra el nimero total de embriones que fue inyectado, asi
como el nimero de embriones que sobrevivieron a la inyeccion y los que no se desarrollaron.
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LA ADMINISTRACION INTRAUTERINA DE HISTAMINA NO MODIFICA LA MORFOLOGIA DEL
MESENCEFALO

Las inyecciones intrauterinas inicialmente se realizaron en embriones de rata de 12
dias de desarrollo; se eligié esta edad debido a que precede el pico de neurogénesis en la
region del mesencéfalo, el cual coincide de manera espacial y temporal con el incremento en
los niveles de HA al dia gestacional 14. Se inyect6 un volumen total de 2 ul que consistié en
una solucion de HA junto con un trazador celular (Cell Tracker). Las condiciones control
consistieron en la inyeccion de vehiculo (agua inyectable). La region de inyeccién fue el
lumen ventricular, con el proposito de que la solucién difunda a lo largo del tubo neural. El
numero de embriones inyectados por rata varié de acuerdo al experimento, al nimero total de
embriones, al estado del embrion y de salud de la rata. Inyectamos 50 pg de HA en
embriones E12 y analizamos el efecto de la inyeccion en E14. Para evaluar si la inyeccion
con HA alcanzo la regidn del MesV, detectamos la presencia del trazador celular fluorescente
Cell Tracker. Observamos que el volumen inyectado fue suficiente para cubrir
homogéneamente todo el neuroepitelio del mesencéfalo (Fig. 29A). Realizamos tinciones con
hematoxilina-eosina en secciones sagitales (Fig. 29B) y coronales (Fig. 29C) del MesV y no
observamos diferencias en los patrones de tincion entre los embriones inyectados con HA y
los embriones inyectados con vehiculo. Para evaluar una posible alteracion en la morfologia
del MesV, region en donde se originan las NDA, medimos el grosor del neuroepitelio del
MesV. No encontramos diferencias significativas en el promedio del grosor del MesV entre

los embriones inyectados con vehiculo y con HA (Fig. 29D).
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Fig. 29 La inyeccion intrauterina alcanza al mesencéfalo ventral y no altera su morfologia. A) Vista sagital
del MesV de un embrién E14 inyectado en E12. De lado izquierdo se muestra el tejido en campo claro y de lado
derecho se muestra la fluorescencia en rojo del trazador celular, lo cual indica que la inyeccion abarcé toda la
region del MesV. B) Tinciones con hematoxilina-eosina. Vista sagital del tubo neural de embriones E14. El
recuadro indica la zona que corresponde al MesV y de lado derecho se muestra la amplificacion de esta region
en embriones que fueron inyectados con vehiculo y con histamina. C) Cortes coronales del MesV (paneles
superiores) y amplificacion de la region m7 (paneles inferiores) donde se originan las neuronas dopaminérgicas.
Escala: 500 um. D) Grosor del neuroepitelio del MesV. En la parte superior se muestra un esquema donde se
delimita con corchetes el area que corresponde a la region m7 en el MesV. En la parte inferior se muestran
secciones coronales de tejido mesencefalico con los nucleos tefiidos con Hoechst. Los corchetes marcan la
region del neuroepitelio de la cual se midié el grosor. La gréafica representa el promedio del grosor de la regién
m7 del MesV en embriones inyectados con vehiculo comparados con embriones inyectados con HA. Escala:
150 um. Los datos representan el promedio de 3 experimentos independientes con barras de error estandar.

55



LA HISTAMINA NO ALTERA LA DIFERENCIACION NEURONAL EN EL MESV

Una vez que establecimos las condiciones de administracion de HA, evaluamos el
efecto de la inyeccion de HA en E12 sobre la diferenciacion neuronal. Para ello, se analizaron
los embriones 2 dias después de la inyeccion, es decir, en E14, que es el estadio en el cual se
da la mayor produccién de neuronas durante el desarrollo mesencefalico. Realizamos
inmunohistoquimicas en cortes sagitales y coronales del MesV para detectar el marcador p-111
Tubulina, que es una proteina de microtibulos que permite identificar neuronas en etapa
temprana de diferenciacion. El patron de expresion de este marcador es muy especifico y se
restringe a la zona del manto del neuroepitelio. No observamos diferencias en los patrones de
tincion de este marcador entre los embriones inyectados con vehiculo y los que fueron
inyectados con HA (Fig. 30 A y B). Para analizar de manera cuantitativa la diferenciacion
neuronal, realizamos ensayos de retrotranscripcion seguidos de amplificacion por PCR en
tiempo real (Fig. 30C), o bien de Western Blot (Fig. 30D), para evaluar los niveles de
ARNmM, asi como la proteina presente en la region del MesV, respectivamente. Estos ensayos
corroboraron que no hay diferencias en la generacion de neuronas entre los embriones
inyectados con vehiculo con respecto a los que fueron inyectados con HA. Entonces, la
administracién de HA no ejerce un efecto sobre la diferenciacion neuronal en la region del

MesV in vivo.

Fig. 30 La histamina no altera la generacion de neuronas en el MesV. Inmunohistoquimicas en cortes
sagitales (A) y coronales (B) del MesV para detectar el marcador neuronal B-I1I tubulina (rojo). Se muestran
cortes de embriones que fueron inyectados con vehiculo comparados con los que fueron inyectados con HA. En
la parte inferior se muestran los empalmes amplificados. Los nucleos estan tefiidos con Hoechst (azul). C) RT-
PCR en tiempo real para detectar el RNAm de B-111 tubulina. D) Western Blot para detectar la proteina B-111
tubulina. La gréfica representa la intensidad de las bandas obtenidas. Los datos representan el promedio de 3
experimentos independientes con barras de error estandar.

Figura en la siguiente pagina
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LA ADMINISTRACION DE HISTAMINA AFECTA LA DIFERENCIACION DOPAMINERGICA

Debido a que la region de MesV es de gran importancia para la generacion de neuronas
dopaminérgicas que residen en un organismo adulto, asi como la causa de patologias como la
Enfermedad de Parkinson, es interesante analizar factores que pudieran estar regulando la
generacidn de esta poblacion neuronal durante el desarrollo embrionario. Para ello, realizamos
inmunohistoquimicas en embriones E14 que fueron inyectados en E12. Para detectar las neuronas
dopaminérgicas, utilizamos como marcador TH, que es la enzima limitante en el proceso de
sintesis de DA. En las inmunotinciones corroboramos que la expresion de esta proteina se
restringe a la regiébn m7, que corresponde a la parte mas ventral del mesencéfalo. Observamos
que en los embriones inyectados con HA hay una clara disminucion en la marca de TH en
comparacion con los niveles de expresion encontrados en embriones inyectados con vehiculo
(Fig. 31). Este efecto lo pudimos corroborar tanto en cortes sagitales (Fig. 31A) como en
cortes coronales (Fig. 31B) del MesV. Para validar los datos encontrados mediante
inmunohistoquimica hicimos ensayos cuantitativos. Realizamos RT-PCR en tiempo real, en
donde observamos una reduccion significativa en los niveles del mensajero obtenido de TH,

disminuyendo en un 60% con respecto al control (Fig. 31C). También realizamos ensayos de
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Western Blot para detectar la proteina de dos marcadores caracteristicos de NDA maduras: la
enzima TH y el factor transcripcional Pitx3. Observamos que los niveles de ambas proteinas
disminuyen en los embriones inyectados con HA con respecto a los embriones que fueron
inyectados con vehiculo (Fig. 31D). En conjunto, estos datos indican que la HA interfiere con
la generacion de neuronas dopaminérgicas, sin modificar la proporcion total de neuronas en

el MesV, ya que el marcador neuronal B-I11 Tubulina no se vio afectado por la inyeccion con
HA (Fig. 30).
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Fig. 31 La histamina afecta la generacion de neuronas dopaminérgicas. Deteccion inmunohistoquimica de
neuronas dopaminérgicas (TH +, verde) en cortes sagitales (A) y coronales (B) del MesV. Los nlcleos estan
tefiidos con Hoechst (azul). Escala: 150 um. C) RT-PCR cuantitativa para detectar los transcritos de TH en
tejido de mesencéfalo proveniente de embriones control e inyectados con HA. D) Ensayo de Western Blot para
detectar a nivel proteico de la enzima TH asi como el marcador de neuronas dopaminérgicas maduras, Pitx3 en
tejido de mesencéfalo proveniente de embriones control e inyectados con HA. Las gréaficas representan la
intensidad de las bandas obtenidas. Los datos representan el promedio de 3 experimentos independientes con
barras de error estandar, p<0.05.

Intensidad de Pitx3
normalizada con GAPDH
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LA ADMINISTRACION DE HISTAMINA NO ALTERA LA GENERACION DE NEURONAS
GABAERGICAS NI SEROTONINERGICAS

Durante la formacion del MesV, la neurogénesis dopaminérgica ocurre de manera
simultanea con la neurogénesis GABAGérgica, ésta Ultima en las regiones dorsal y ventral del
mesencéfalo. Con el objetivo de evaluar si el efecto de la administracion de HA era
especifico para las NDA, decidimos evaluar si las neuronas GABAérgicas se estaban viendo
afectadas por la inyeccion de HA. Estas neuronas expresan GAD 65 y/o GAD67, que son
enzimas encargadas de la sintesis de GABA a partir de la descarboxilacion de glutamato. Al
evaluar este marcador mediante inmunohistoquimica, no observamos diferencias en los
patrones de expresion en el MesV posterior a la administracion de HA (Fig. 32A). El patron
de expresion de GAD 65/67 se restringe a las regiones dorso-laterales del mesencéfalo, m3 a
mb5, a diferencia de la localizacion de las NDA que se encuentran en la parte mas ventral del
mesencéfalo, en la region denominada m7. Para corroborar que no hubiera cambios,
realizamos ensayos de Western Blot para detectar los niveles proteicos de la enzima
GADG65/67. En estos experimentos tampoco observamos diferencias entre los embriones
inyectados vehiculo y con HA (Fig. 32B), sugiriendo un efecto especifico de la HA sobre el
fenotipo dopaminérgico.

Adicionalmente, quisimos evaluar si algin otro fenotipo neuronal presente en la
region ventral del encéfalo, aunque en posicion mas caudal al mesencéfalo estaba siendo
modificado a consecuencia de la inyeccion de HA. Para ello, realizamos
inmunohistoquimicas para detectar neuronas serotoninérgicas. La distribucion de estas
neuronas se da en la parte posterior del mesencéfalo, cerca del romboencéfalo, region donde
se origina la mayor parte de las neuronas que producen serotonina. El patron de tincion de
serotonina no se vio afectado debido a la inyeccion con HA (Fig. 32C). Nuevamente, estos

resultados sugieren un efecto especifico de la HA sobre el fenotipo dopaminérgico.
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Fig. 32 La histamina no altera la generacién de neuronas GABAérgicas ni serotoninégicas en el MesV. A)
Inmunohistoquimicas en cortes coronales del MesV para detectar el marcador GAD65/67, caracteristico de
neuronas GABAérgicas (verde). Se muestra la colocalizacion con el marcador neuronal B-I11 tubulina (rojo).
Los nucleos estan tefiidos con Hoechst (azul). B) Western Blot para detectar la proteina GAD 65/67 a partir del
mesencéfalo de embriones que fueron inyectados con vehiculo o con HA. La grafica muestra la intensidad de las
bandas obtenidas. Los datos representan el promedio de 3 experimentos independientes con barras de error
estandar. C) Inmunohistoquimicas en cortes coronales del MesV para detectar neuronas serotoninérgicas
(verde). Se muestra la colocalizacion con el marcador neuronal B-111 tubulina (rojo). Los ndcleos se estan
tefiidos en azul con Hoechst. Escalas: 150 pm.

LA HISTAMINA DISMINUYE LA PROLIFERACION SIN ALTERAR LA MUERTE CELULAR

Debido a la disminucion observada en la expresién de TH en embriones inyectados
con HA, quisimos analizar las causas de este decremento, para lo cual realizamos ensayos de
proliferacion y de muerte celular. Para evaluar la proliferacion celular, realizamos
inmunotinciones para detectar la forma fosforilada de la histona H3 (pHH3), caracteristica de
células que se encuentra en fase M del ciclo celular. El patrén de expresion de este marcador
en el MesV se localiza en la periferia de la zona ventricular del neuroepitelio. Cuantificamos
el total de células positivas para este marcador en cortes coronales del MesV y observamos
que la administracion de HA produce una disminucion significativa en el nimero de células

positivas para pHH3 (Fig. 33A).
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Para evaluar la muerte celular, realizamos ensayos de TUNEL y FluoroJade. El primer
ensayo es especifico para analizar muerte celular apoptotica, mientras que el segundo es
indistinto para cualquier tipo de muerte celular. En ambos casos, cuantificamos el nimero de
celulas positivas para ambos marcadores y no encontramos diferencias significativas

causadas por la administracion de HA en ninguna condicion (Fig. 33 By C).
En conjunto, estos datos indican que la HA esta afectando la proliferacion celular en

el MesV sin afectar la muerte celular.
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Fig. 33 La histamina disminuye la proliferacion sin afectar la muerte celular. A) Cortes coronales del
MesV de embriones inyectados con vehiculo o con HA. Inmunohistoquimicas para detectar el marcador pHH3,
caracteristico de células en fase M del ciclo celular (rojo). Los nicleos estan tefiidos con Hoechst (azul). La
gréfica en la parte inferior muestra la cuantificacion de células positivas para pHH3 en la region del MesV para
ambas condiciones. B) Tincién de FluoroJade en cortes coronales del MesV para detectar células muertas
(verde). La gréfica en la parte inferior muestra la cuantificacion de células positivas para FluoroJade en la region
del MesV. C) Ensayos de TUNEL en cortes coronales del MesV para detectar células apoptéticas (verde). La
grafica en la parte inferior muestra la cuantificacion de células positivas para pHH3 en la region del MesV. Las
tres gréficas representan el promedio de 3 experimentos independientes con barras de error estandar, p<0.01.

Escalas: 150 pum.
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LA HISTAMINA ACTUA SOBRE PRECURSORES DOPAMINERGICOS

Debido a la disminucién que observamos en la proliferacion celular al administrar
HA, pensamos que ésta podria estar actuando en los precursores neuronales dopaminérgicos
que aun no se diferencian terminalmente hacia NDA y esto verse reflejado en la disminucion
de NDA maduras. Para evaluar esto, realizamos inmunohistoquimica para FoxA2, el cual es
un marcador de precursores dopaminérgicos. También realizamos ensayos de Western Blot
para detectar dos marcadores caracteristicos de células dopaminérgicos no diferenciadas,
Lmxlay Lmx1b. En el caso de las inmunotinciones, observamos que FOXAZ2 se expresa tanto
en la placa del piso con en la placa basal del mesencéfalo. No encontramos diferencias
aparentes en la marca de FoxA2 en los embriones que fueron inyectados con HA en
comparacion con los que fueron inyectados con vehiculo (Fig. 34A). Al realizar los ensayos
de Wetern Blot, observamos que la HA indujo una disminucién marcada en los niveles
proteicos de Lmx1 a y Lmx1lb con respecto a los embriones que fueron inyectados con
vehiculo (Fig. 34B). Estos resultados sugieren que el efecto de la HA en la diferenciacion
dopaminérgica, se da a nivel de las células precursoras que estan especificadas a diferenciarse

hacia linaje dopaminérgico.

Fig. 34 La histamina disminuye la expresion de marcadores de precursores dopaminérgicos. A) Cortes
coronales del MesV de embriones inyectados con vehiculo y con HA. Inmunohistoquimicas para detectar el
marcador FoxA2, caracteristico de precursores dopaminérgicos (verde). En rojo se muestra la tincidn para
tirosina hidroxilasa. Los nucleos estan tefiidos con Hoechst (azul). Escala: 150 um. B) Western Blot para
detectar Lmxla y Lmx1b a partir del mesencéfalo de embriones que fueron inyectados con vehiculo o con HA.
La gréfica muestra la intensidad de las bandas obtenidas. Los datos representan el promedio de 3 experimentos
independientes con barras de error estandar, p<0.01.

Figura en la siguiente pagina
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EL EFECTO DE LA HISTAMINA SOBRE LA DIFERENCIACION DOPAMINERGICA ESTA MEDIADO
POR EL RECEPTOR Hj

Para explicar de qué manera estaba actuando la HA sobre la diferenciacion
dopaminérgica, realizamos ensayos farmacoldgicos para evaluar qué receptor histaminérgico
estaba regulando esta respuesta. Realizamos inyecciones con el antagonista del receptor
histaminérgico RHj, clorfeniramina. Evaluamos 2 condiciones: una en la que co-inyectamos
HA con el antagonista y otra en la que inyectamos solamente el antagonista. Se inyectd una
dosis inicial de 50 ug de clorfeniramina en el lumen ventricular al dia E12 y se obtuvieron los
embriones al dia E14. Cuando inyectamos solamente el antagonista, observamos que los
embriones mueren y son incapaces de continuar de manera normal con su desarrollo.
Pensando que la dosis usada de clorfeniramina fuera letal para los embriones, inyectamos la
mitad de la dosis, 25 pg. En este caso, observamos que el embrién es mas pequefio y las
estructuras no se definen de manera normal en comparacion con un embrion control (Fig. 35).

Finalmente, la dosis a la cual los embriones no presentaron anomalias en el desarrollo fue de

15 pg.
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Control Cantidad de Clorfeniramina Inyectada

Fig. 35 Embriones inyectados con clorfeniramina. Imagenes de embriones inyectados con 15 ug, 25 pg y 50
pg de clorfeniramina, en donde se observa que con las 2 dosis mas elevadas hay un desarrollo anormal del
embrion.

Posteriormente, analizamos mediante inmunohistoquimicas la diferenciacion
dopaminérgica evaluando la presencia del marcador TH y el marcador de diferenciacion
neuronal (B-111 Tubulina. En los embriones que fueron inyectados solamente con
clorfeniramina se mantiene el patrén de expresion de la poblacién de células TH+,
definiéndose las regiones de sustantia nigra y el area ventral tegmental, y no observamos
diferencias notorias en la tincion de TH con respecto a los embriones que se inyectaron con
vehiculo (Fig. 36D). Cuando co-inyectamos HA con 15 pg de clorfeniramina, los embriones
sobrevivieron de manera normal y a nivel morfolégico no se observaron diferencias aparentes
con respecto a los embriones inyectados con vehiculo. Sin embargo, al analizar los embriones
por inmunotinciones, encontramos que la disminucién sobre la poblacién TH+ al inyectar HA
(Fig. 36 A y B) se ve revertida al co-inyectar HA con el antagonista para el receptor Hj,
observandose un patrén indistinguible de los controles inyectados con vehiculo (Fig. 36C),
sugiriendo que esta respuesta fue mediada por este receptor. Cuantificamos el nimero de
células TH+ en cada condiciéon (Fig. 36E) y observamos que al inyectar HA, disminuye
significativamente el nimero de células TH+ con respecto al control. Al co-inyectar HA con
clorfeniramina, observamos que se recupera el nimero de células TH+ a niveles similares al
control. Cuando se inyecto solo clorfeniramina, no se alteré significativamente el nimero de

neuronas TH+.
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Fig. 36 La clorfeniramina previene la disminucion inducida por HA en células dopaminérgicas. Deteccion
inmunohistoquimica de neuronas dopaminérgicas (TH +, verde) y su colocalizacién con el marcador neuronal
temprano (B-111 Tubulina, rojo). Los nucleos estén tefiidos con Hoechst (azul). Secciones coronales del MesV de
embriones E14 inyectados con vehiculo (A), HA (B), co-inyectados con HA vy el antagonista del receptor Hj,
clorfeniramina (C) e inyectados con sélo clorfeniramina (D). (E) Cuantificacion del nimero de células TH+ en
cada condicion. La gréafica representa el promedio de 3 experimentos independientes con barras de error
estandar, **p<0.01.

Para evaluar si el efecto observado sobre las neuronas TH positivas también pudiera
estar mediado por el receptor histaminérgico RH,, se realizaron inyecciones con un
antagonista especifico para este receptor, cimetidina. Se inyectd una dosis de 50 pg de
cimetidina en el lumen ventricular al dia E12 y se obtuvieron los embriones al dia E14. En
este caso, los embriones que fueron inyectados con cimetidina se desarrollaron de manera

normal y a nivel morfolégico no se observan diferencias con respecto a los embriones control
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debido a la dosis usada del antagonista. Realizamos inmunohistoquimicas para evaluar la
diferenciacion dopaminérgica. Cuando se inyect6 solamente el antagonista, no observamos
diferencias notorias en la marca de TH en comparacion con los embriones que fueron
inyectados con vehiculo (Fig. 37D). Al analizar los embriones que fueron co-inyectados con
HA y cimetidina, encontramos que la disminucion en la poblacion TH+ observada al inyectar
HA se mantiene (Fig. 37 B y C). Esto fue corroborado al cuantificar el numero de células
TH+ (Fig. 37E), lo cual indica que la cimetidina no antagoniza la respuesta causada en las

NDA por la inyeccion de HA.

A Vehiculo B Histamina C HA+Cimetidina D Cimetidina
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Fig. 37 La cimetidina no previene la disminucion en TH causada por HA. Deteccion inmunohistoquimica
de neuronas dopaminérgicas (TH +, verde) y su colocalizacion con el marcador neuronal temprano (B-111
Tubulina, rojo). Los nucleos estan tefiidos con Hoechst (azul). Secciones coronales del MesV de embriones E14
inyectados con vehiculo (A), histamina (B), co-inyectados con HA y el antagonista del receptor H,, cimetidina
(C) e inyectados con solo cimetidina (D). Escala: 150 um. (E) Cuantificacion del nimero de células TH+ en
cada condicion. La grafica representa el promedio de 3 experimentos independientes con barras de error

estandar, **p<0.01.
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XI. DIscusionN

En esta tesis reportamos que in vitro: 1) la HA eleva los niveles de calcio intracelular
en CTPN; 2) el tratamiento con concentraciones elevadas de HA en CTPN de MesV reduce
la proporcion de neuronas dopaminérgicas diferenciadas mediante la activacion del RHy; 3) la
muerte celular apoptdtica incrementa con el tratamiento con HA y este efecto depende de la
activacion del RH;. Por otro lado, in vivo observamos que: 1) la inyeccion de HA en
embriones E12 disminuye la diferenciacion dopaminérgica en MesV sin alterar la
diferenciacion hacia neuronas GABAEérgicas o serotoninérgicas; 2) la HA actla sobre la
diferenciacion dopaminérgica a nivel de precursores no diferenciados; 3) la HA disminuye la
proliferacion sin afectar la muerte celular; 4) el efecto de la HA sobre la diferenciacion
dopaminérgica esta regulado por la activacién del receptor Hj.

En este trabajo mostramos, mediante Western Blot, la presencia de los receptores H; y
H, en CTPN de MesV en E12. En otros trabajos se han reportado los patrones de expresion
de neuronas inmunorreactivas a HA y de los RHs en diferentes estadios del desarrollo
embrionario en roedores (Auvinen y Panula, 1988). Las neuronas inmunorreactivas a HA se
detectan inicialmente en E13 en las regiones del mesencéfalo y metencéfalo, este patron de
expresion permanece hasta E17 y disminuye gradualmente hacia el nacimiento (Auvinen y
Panula, 1988). Los patrones de expresion de los RHs se han reportado en estadios posteriores
del desarrollo (a partir de E14 en adelante) mediante hibridacién in situ (Kinnunen et al.,
1998; Heron et al., 2001; Karlstedt et al., 2003).

La capacidad de las CTPN para generar diferentes tipos de neuronas y glia, depende de
la accion de determinantes intrinsecos y de sefiales extracelulares, asi como de la regulacién

precisa de los procesos de proliferacion, migracion, diferenciacion y muerte celular.
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En cultivos de CTPN de MesV tratados con HA observamos que la HA no afecta la
proliferacion celular en comparacién con la condicion control. Sin embargo, el tratamiento
con HA aumentd significativamente la muerte celular apoptética en la etapa de proliferacion
y este efecto se bloqued al co-incubar las células con el antagonista para el RHy,
clorfeniramina. En la etapa de diferenciacion, la concentracion de 1 mM de HA produjo una
disminucion en la proporcion de células dopaminérgicas obtenidas en CTPN de MesV in
vitro. Esto sugiere que los altos niveles de esta amina observados durante el desarrollo
embrionario en la region del mesencéfalo estan relacionados con el proceso de neurogénesis
dopaminérgica. Para analizar el mecanismo celular de accién de la HA, se realizaron analisis
farmacoldgicos mediante el uso de antagonistas, en donde encontramos que la activacion del
receptor H; regula la diferenciacién neuronal dopaminérgica. Un posible mecanismo de
accion mediante el cual la HA podria estar ejerciendo su funcidn por activacion del receptor
H1, podria ser por la modulacién de niveles de Ca?* intracelular. En algunos trabajos se ha
reportado que variaciones en la concentracion de Ca®" intracelular, es un mecanismo
mediante el cual diversos receptores regulan la actividad de conos de crecimiento variando la
neuritogénesis, el crecimiento neuronal y de esta manera, regulando el proceso de
neurogénesis (Meier et.al., 1991), lo cual pudiera estar ocurriendo en nuestros cultivos.

En estudios previos hemos reportado que la HA, mediante la activacion del RHy,
incrementa la diferenciacion neuronal de CTPN de corteza cerebral de rata E14;
particularmente, hacia neuronas positivas para el marcador FOXP2, caracteristico de
neuronas de capas profundas de la corteza cerebral (Molina-Hernandez y Velasco, 2008;
Molina-Hernandez et al., 2013). En contraste, en este trabajo mostramos que la HA afecto la
generacion de NDA. Estos resultados revelan que los efectos de la HA varian dependiendo de

la region cerebral estudiada, asi como de la concentracion de HA utilizada.
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Por otro lado, la inyeccion intrauterina guiada por ultrasonido es una técnica muy
compleja pero que permite visualizar los embriones en estadios del desarrollo especificos
(Slevin et al., 2006; Garcia-Moreno et al., 2010; Pierfelice y Gaiano, 2010). En este trabajo,
no encontramos diferencias morfoldgicas entre los embriones control y los que fueron
inyectados con HA, lo cual nos permitié usar esa técnica como modelo para analizar el efecto
de la administracion de HA durante el desarrollo del mesencéfalo. Corroboramos mediante la
inyeccion de un trazador celular (Cell Tracker) que la HA inyectada cubre toda la region del
mesenceéfalo.

Al evaluar la diferenciacion neuronal mediante inmunotinciones, RT-PCR en tiempo
real y Western Blot, observamos que la HA no modifico la expresion de B-I111 Tubulina,
sugiriendo que la HA no interfiere con la diferenciacion neuronal. Sin embargo, cuando
evaluamos TH, la enzima limitante en la sintesis de DA, encontramos que la inyeccion de HA
en E12 disminuye de manera significativa su expresion, consistente con lo que encontramos
in vitro en cultivos de CTPN de MesV E12. Estos datos sugieren que la HA pudiera estar
afectando la especificacion y/o la diferenciacion dopaminérgica.

Para estudiar si la HA estaba afectando la especificacién dopaminérgica, analizamos la
expresion de los factores transcripcionales Lmxla y Lmx1b, los cuales son marcadores
especificos de precursores dopaminérgicos de MesV. LmxZla es un marcador de precursores
mesencefalicos de células de la placa del piso que se encuentran en division en estadios
tempranos del desarrollo, el cual instruye su diferenciacion hacia el fenotipo dopaminérgico
mesencefalico. Lmx1lb es esencial para la generacion de NDA diferenciadas y su
especificacion regional (Abeliovich y Hammond, 2007; Smidt y Burbach, 2007). La HA
disminuyd de manera significativa los niveles proteicos de estos marcadores. Por otro lado,
Pitx3 es un factor transcripcional importante para el mantenimiento de la identidad

dopaminérgica, el cual también se vio afectado por la inyeccion de HA. Estos resultados
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apoyan la hipotesis de que la HA esté actuando sobre precursores dopaminérgicos y no sobre
las NDA ya diferenciadas.

También observamos que la HA no modificé la incorporacion de BrdU en cultivos de
CTPN de MesV, mientras que in vivo disminuyd la proporciéon de células positivas para
pHH3, el cual es un marcador especifico para células que se encuentran en fase M del ciclo
celular. Estos efectos opuestos de la HA en la proliferacion podrian explicarse por el hecho
de que el BrdU se adicion6 a los cultivos durante 3 horas, y es incorporado por las células
que se encuentran en la fase S del ciclo celular, mientras que pHH3 est& presente en células
que estan en la fase M del ciclo celular.

Otro factor a considerar, es que en los cultivos de CTPN de MesV, agregamos
diariamente 10 ng/ml de FGF2, el cual es un potente agente mitogénico que incrementa la
proliferacion celular in vitro. En células humanas de musculo liso de trdquea incubadas con
10 ng/ml del factor de crecimiento epidermal y 10 uM de HA se ha observado una
potenciacién en la incorporacion de timidina, en comparacion con la condicion en que solo se
incub6 con el factor de crecimiento. Este incremento en la proliferacion se asocié con la
activacion de Akt debida a la activacion de receptores acoplados a proteinas Gq11 (Kong et
al., 2006).

Es posible que en cultivos de CTPN de MesV existan subpoblaciones que respondan de
manera distinta a un estimulo con HA: algunas podrian disminuir (precursores
dopaminérgicos) mientras que otras podrian incrementar (células no dopaminérgicas) la
incorporacion de BrdU, lo cual resultaria en que no observemos cambios globales en la
proliferacion al adicionar HA. Esta posibilidad se basa en el hecho de que la HA caus6 una
disminucion significativa en el nimero de NDA diferenciadas in vitro e in vivo.

Analizamos la diferenciacion de otros fenotipos neuronales presentes en regiones

adyacentes al mesencéfalo. Las neuronas serotoninérgicas y dopaminérgicas surgen de la
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parte ventral del mesencéfalo, solo que a diferentes niveles rostro-caudales (Goridis y Rohrer,
2002). Las células GABaérgicas residen en la substantia nigra pars reticulata, en substantia
nigra pars compacta y en area tegmental ventral (Lahti et al., 2013). En este trabajo,
reportamos que el efecto de la HA sobre el desarrollo del mesencéfalo, fue selectivo para las
neuronas dopaminérgicas, sin afectar la generacion de neuronas GABAérgicas o
serotoninérgicas.

Para identificar un mecanismo celular mediante el cual la HA estaba actuando al
disminuir las neuronas positivas para TH, co-inyectamos HA con antagonistas para los
receptores H; y H,. Observamos que solo la clorfeniramina, antagonista selectivo para el
receptor Hy, previno la accion de la HA sobre las NDA. Estos datos apoyan la hip6tesis de
que la accién de la HA se da sobre los precursores dopaminérgicos mediante la activacion del
RH;. Esto nos permite sugerir que la HA pudiera estar actuando como una sefial negativa en
estadios tempranos de especificacion dopaminérgica.

En este trabajo observamos que la HA promueve la elevacion de los niveles de Ca®* en
CTPN provenientes de MesV in vitro, lo cual sugiere que el mecanismo que subyace la
accion de la HA sobre las células precursoras neurales, afectando de manera especifica a la
poblacién dopaminérgica, involucra el Ca?* intracelular. Se ha reportado que la sefializacion
celular mediada por Ca**, controla la proliferacion de células precursoras neurales, regulando
el paso de la proliferacion hacia la diferenciacion neuronal (Weissman et al., 2004). Por
ejemplo, incrementando la duracion del ciclo celular y el nimero de precursores neurales
intermedios (Leclerc et al., 2012). En este modelo, el Ca*" controla la duracién del ciclo
celular, incrementando el nivel de la proteina p53, que es un importante regulador del
inhibidor dependiente de ciclinas p21 (Garcia-Garcia et al., 2012).

Previamente en nuestro grupo de investigacion, se ha reportado la accion de la HA en

cultivos de precursores neurales provenientes de corteza cerebral de rata, en donde la HA
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regula los patrones de division celular simétrica y asimétrica (Rodriguez-Martinez et al.,
2012). Durante el desarrollo del MesV, las células en proliferacion se encuentran cerca de la
zona ventricular (Andersson et al., 2013); en este trabajo mostramos que el niamero de células
mitoticas se reduce debido a la inyeccion de HA, lo cual pudiera estar contribuyendo al
mecanismo mediante el cual se disminuye la proporcién de NDA. De acuerdo a los resultados
observados en este estudio, proponemos un modelo de accion de la HA durante el desarrollo
del mesencéfalo ventral para la generacion de las NDA, el cual se explica en la figura 38.

Los efectos de la administracion de HA exdgena durante el desarrollo del MesV fueron
evidentes; sin embargo, en este trabajo no evaluamos de manera directa la participacion de la
HA enddgena en el desarrollo de las NDA por ejemplo, disminuyendo los niveles de HA
mediante la inhibicion de la histidina descarboxilasa. Sin embargo, la inyeccion de los
antagonistas a los RH; y RH;, no modificaron el patron de tincion de TH, sugiriendo que los
niveles endégenos de HA no son suficientes para afectar la generacion de las NDA.

Este dato es muy interesante ya que en varios trabajos se ha reportado la participacion
de la HA en patologias como la enfermedad de Parkinson. Por ejemplo, se ha visto que en las
regiones de putamen y sustantia nigra de cerebros post mortem de pacientes con enfermedad
de Parkinson incrementan los niveles de HA (Rinne et al., 2002), asi como los niveles de HA
en sangre (Coelho et al., 1991). También se ha visto que las fibras histaminérgicas que
inervan hacia la substantia nigra incrementan en individuos con enfermedad de Parkinson
(Anichtchik et al., 2000; Rinne et al., 2002). Adicional a estos datos, hay evidencia
experimental que muestra que la HA puede afectar a las NDA ya diferenciadas en el cerebro
adulto. La infusion directa de HA en la substantia nigra en roedores lleva a un dafio selectivo
de las NDA (Vizuete et al., 2000). Uno de los modelos animales més utilizados para estudiar
la enfermedad de Parkinson es la inyeccion intracerebral de la neurotoxina 6-

hidroxidopamina en un hemisferio, la cual dafia de manera selectiva a las NDA. Cuando se
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alteran los niveles enddgenos de HA, el dafio inducido por 6-hidroxidopamina se potencia,
evaluado mediante inmunotinciones para TH y mediante pruebas de rotaciones después de la
administraciéon de apomorfina. También se ha reportado que un antagonista del RHy,
pirilamina, disminuye la degeneracién de NDA en el modelo de 6-hidroxidopamina, mientras
que el antagonista del RH>, cimetidina, no modifica el dafio inducido por 6-hidroxidopamina
(Liu et al., 2007), lo cual apoya la participacion de la HA en el dafio a las NDA en el cerebro
adulto.

Mecanismos alternativos que pudieran explicar el efecto deletéreo de la HA sobre las
NDA puede ser la activacion de células microgliales. Se ha reportado que cuando se inyecta
HA en substantia nigra, se genera una reaccion microglial, lo cual promueve la muerte
celular dopaminérgica en adulto (Vizuete et al., 2000). Se sabe que las células microgliales
estan presentes en los estadios del desarrollo que evaluamos en este trabajo (Chan et al.,
2007), y que la activacion de células microgliales reducen el nimero de precursores neurales
mediante un mecanismo de fagocitosis en la corteza cerebral durante el desarrollo

embrionario (Cunningham et al., 2013).
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Fig. 38 Modelo de accion de la HA durante el desarrollo embrionario en el MesV. En este trabajo
proponemos que un incremento en el nivel de HA en el mesencéfalo de embriones de 12 dias de desarrollo,
activa la sefializacion del RHy, elevando los niveles de calcio intracelular y actuando de manera diferencial in
vitro e in vivo. In vivo actla sobre la especificacién de precursores dopaminérgicos, reduciendo la proliferacién
y disminuyendo la expresion de marcadores asociados a linaje dopaminérgico; esto se ve reflejado en un menor
nimero de neuronas dopaminérgicas diferenciadas. Mientras que in vitro la HA promueve la diferenciacion
neuronal y a su vez reduce la proporcion de neuronas dopaminérgicas diferenciadas, incrementando la muerte
celular apoptotica.
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XII. CONCLUSIONES

>

Los cultivos de CTPN de MesV son multipotenciales y expresan los receptores
histaminérgicos.

El tratamiento con HA disminuyd la proporcién de células apoptéticas y este efecto se
previno al tratar las células con el antagonista al RH;, clorfeniramina.

La HA afecta la diferenciacion dopaminérgica de CTPN in vitro e in vivo
dependiendo de la activacién del RH; y elevando los niveles de [Ca®*]i.

Durante la embriogénesis, hay una interaccion entre los sistemas dopaminérgico e
histaminérgico durante el desarrollo del mesencéfalo ventral para la generacion de las
neuronas dopaminérgicas.

Este estudio establece una relacion inhibidora de la HA para la generacion de las
neuronas dopaminérgicas y contribuye al conocimiento de los factores que participan
en la generacion y degeneracion de las neuronas dopaminérgicas, revelando nuevas

acciones de la HA durante el desarrollo del MesV.
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XIV. ANEXO

Como parte de esta tesis y para la obtencion del grado de Doctora en Ciencias, se publico el
siguiente articulo.

» Histamine impairs midbrain dopaminergic development in vivo by activating
histamine type 1 receptors

Escobedo-Avila I, Vargas-Romero F, Molina-Hernandez A, Lopez-Gonzélez R, Cortés D, De

Carlos JA and Velasco |

Molecular Brain 2014, 7:58 (12 August 2014)

También se encuentra en proceso de escritura una revision acerca de la interaccion de los
sistemas histaminérgico y dopaminérgico en el sistema nervioso central adulto con titulo:
"' Histaminergic and dopaminergic systems: interaction in normal brain and disease”.
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