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Resumen 

La enfermedad de Huntington (HD) es un trastorno genético neurodegenerativo que 

provoca disfunciones del movimiento, cognitivas y del comportamiento. La causa de la HD es 

una mutación en un gen específico llamado Huntingtina (Htt), que conduce a una expansión de 

los tripletes CAG en el exón 1. Aunque los investigadores han avanzado en la comprensión de 

la HD, aún se desconoce el mecanismo exacto por el que la mutación conduce a la enfermedad. 

Dentro de los mecanismos patogénicos de la HD se encuentra la disfunción mitocondrial. La 

toxina ácido 3-nitropropiónico (3NP) genera disfunción mitocondrial y estrés oxidativo de 

forma similar a la HD. En células gliales, que sostienen y protegen a las neuronas, el estrés 

oxidativo puede provocar una respuesta inflamatoria. HMGB1 (High-mobility group box 1) es 

una proteína que se encuentra en el núcleo de las células, regula la expresión génica y participa 

en la reparación del ADN. HMGB1 puede ser liberado por células dañadas o células 

inmunitarias, donde puede unirse a receptores como los receptores tipo toll (TLR) TLR2, TLR4 

y receptores de productos finales de glicación avanzada (RAGE) y desencadenar una respuesta 

inflamatoria. Se desconoce si las células gliales modulan la expresión y/o liberación de HMGB1 

en la HD. En este estudio, investigamos la expresión de HMGB1 y sus receptores en un modelo 

de HD, el ratón Q175. La expresión de HMGB1 y sus receptores fue determinada en cultivos 

de astrocitos y microglía de corteza de ratones tipo salvaje (WT del inglés wild type) y HD. 

Demostramos que la expresión de HMGB1 y TLR4 aumenta en microglía HD y no en 

astrocitos HD sin tratar, mientras que la expresión de TLR2 en astrocitos y microglía no se 

modifica. Estudiamos C1q una proteína del complemento involucrada en la inflamación que 

puede interactuar con HMGB1. La expresión de C1qA solo se detectó en microglía y no 

mostró diferencias entre microglía de corteza WT y HD. Nuestros hallazgos muestran que la 

deprivación de suero aumenta la expresión de HMGB1 en astrocitos y microglía HD, mientras 

que la exposición a la toxina mitocondrial 3NP aumenta los niveles de HMGB1 solo en 

microglía HD. Por lo tanto, estos resultados indican que HMGB1y su receptor TLR4 aumenta 

en la glía HD y que este efecto podría estar relacionado con la inflamación a través de la 

regulación de HMGB1 en microglía mientras que TLR2 y C1q no desempeñarían un papel 

importante en la inflamación relacionada con la HD. Estos hallazgos podrían contribuir a una 

mejor comprensión de los mecanismos patogénicos de la HD y a identificar nuevos objetivos 

terapéuticos para esta enfermedad neurodegenerativa. 
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Abstract 

Huntington's disease (HD) is a neurodegenerative genetic disorder that causes 

movement, cognitive, and behavioral dysfunctions. The cause of HD is a mutation in a specific 

gene called Huntingtin (Htt), which leads to an expansion of CAG triplets in exon 1. Although 

researchers have made progress in understanding HD, the exact mechanism by which the 

mutation leads to the disease is still unknown. One of the pathogenic mechanisms of HD is 

mitochondrial dysfunction. The 3-nitropropionic acid (3NP) toxin generates mitochondrial 

dysfunction and oxidative stress similar to Huntington's disease (HD). In glial cells, which 

support and protect neurons, oxidative stress can cause an inflammatory response. HMGB1 

(High-mobility group box 1) is a protein found in the nucleus of cells that regulates gene 

expression and participates in DNA repair. HMGB1 can be released by damaged cells or 

immune cells, where it can bind to receptors such as toll-like receptors (TLR) TLR2, TLR4, 

and the receptor for advanced glycation end products (RAGE) and trigger an inflammatory 

response. It is unknown if glial cells can modulate the expression and/or release of HMGB1 in 

HD. In this study, we investigated the expression of HMGB1 and its receptors in an HD model, 

the Q175 mouse. The expression of HMGB1 and its receptors was determined in cultures of 

astrocytes and microglia from wild-type (WT) and HD mice cortex. We demonstrated that the 

expression of HMGB1 and TLR4 increases in HD microglia but not in untreated HD astrocytes, 

while the expression of TLR2 in astrocytes and microglia remains unchanged. We evaluated 

C1q, a complement protein involved in inflammation that can interact with HMGB1. The 

expression of C1qA was detected only in microglia and WT and HD cortex microglia showed 

no differences in C1qA expression. Our findings show that serum deprivation increases the 

expression of HMGB1 in astrocytes and HD microglia, while exposure to the mitochondrial 

toxin 3NP only increases HMGB1 levels in HD microglia. Therefore, these results indicate that 

HMGB1 and its receptor TLR4 increase in HD glia and that this effect could be related to 

inflammation through the regulation of HMGB1 in microglia, while TLR2 and C1q would not 

play a significant role in HD-related inflammation. These findings could contribute to a better 

understanding of the pathogenic mechanisms of HD and to identifying new therapeutic targets 

for this neurodegenerative disease. 
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Lista de Siglas 
 

HD: Enfermedad de Huntington: Es un trastorno neurodegenerativo hereditario caracterizado 

por la degeneración progresiva de las células nerviosas en ciertas áreas del cerebro. 

 

Htt: Gen de la huntingtina: Corresponde al gen que codifica la proteína llamada huntingtina, 

cuya mutación está asociada con la enfermedad de Huntington. La mutación en el gen Htt resulta 

en una forma anormal y tóxica de la huntingtina. 

 

mHtt: Gen de la huntingtina mutado: Se refiere al gen mutado de la huntingtina, presente en 

personas con la enfermedad de Huntington. La forma mutada de la huntingtina se caracteriza por 

una expansión anormal de trinucleótidos CAG, lo que conduce a la producción de una proteína 

defectuosa y tóxica. 

 

HMGB1: High Mobility Group Box 1: Es una proteína nuclear que puede ser liberada al medio 

extracelular en respuesta a la inflamación o daño celular. HMGB1 desempeña un papel en la 

regulación de la respuesta inmunológica y la inflamación en diversas enfermedades. 

 

TLR: Toll-like receptor: Son un grupo de receptores presentes en las células del sistema 

inmunológico que reconocen patrones moleculares asociados con patógenos. Los TLR 

desempeñan un papel crucial en la activación de respuestas inmunológicas frente a infecciones y 

desempeñan un papel en la detección de daño tisular. 

 

3NP: Ácido 3-nitropropiónico: Es un compuesto químico que se utiliza experimentalmente para 

inducir daño cerebral y replicar algunos aspectos de la enfermedad de Huntington en modelos 

animales. El 3NP inhibe la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa, provocando 

disfunción mitocondrial y estrés oxidativo en las células del cerebro.  

 

IL-6: Interleucina 6: Proteína proinflamatoria que regula la respuesta inflamatoria y la función 

inmune. Es producida por diferentes células, como los leucocitos, los macrófagos, las células 

endoteliales y células gliales. 
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TNF-α: Factor de Necrosis Tumoral alfa: Citocina proinflamatoria que regula la respuesta 

inmunitaria y está implicada en enfermedades autoinmunes. Se encuentra principalmente en los 

macrófagos y otros tipos de células inmunitarias. 

 

SNC: Sistema Nervioso Central: Comprende el cerebro y la médula espinal, y controla 

funciones motoras y cognitivas. 

 

GFAP: del inglés Glial Fibrillary Acidic Protein: Proteína encontrada en astrocitos que 

proporciona soporte estructural y se usa como marcador en estudios cerebrales. 
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1. Introducción 
 

1.1 Enfermedad de Huntington 

La enfermedad de Huntington (HD del Inglés Huntington´s disease) es una enfermedad 

autosómica dominante que causa un trastorno neurodegenerativo cuyo inicio se produce en la 

edad adulta con un curso progresivo de síntomas motores, cognitivos y psiquiátricos. Es 

causada por la expansión de repeticiones CAG en el gen de la Huntingtina (Htt) que conduce a 

una región de poliglutaminas expandida en el exón 1 de la proteína. Esta región exhibe 

polimorfismo en el número de repeticiones de CAG; por debajo de 35 repeticiones CAG los 

individuos son normales, 35-39 repeticiones CAG, la penetrancia de HD es incompleta y en 

repeticiones superiores a 40 CAG, la penetrancia es completa. 

La edad promedio de inicio de HD en los pacientes es alrededor de 45 años; cuanto mayor sea 

el número de repeticiones CAG en el gen Htt, más temprano aparecen los síntomas. Entre el 

4,4 y el 11,5% de los sujetos con la enfermedad tienen un inicio tardío (más de 60 años), lo que 

implica una lenta progresión benigna de la enfermedad (Chaganti et al., 2017). En casos raros, 

cuando los síntomas comienzan antes de los 20 años, la enfermedad es denominada enfermedad 

de Huntington juvenil, y los sujetos presentan alteraciones del comportamiento, dificultades en 

el aprendizaje escolar y síntomas cerebelosos asociados con retraso motor, del habla y del 

lenguaje (Roos, 2010). 

La Htt es una proteína que se encuentra en todos los tejidos humanos y de roedores, 

aunque es más abundante en el sistema nervioso central (SNC), donde se encuentra 

predominantemente en el citoplasma de las células cerebrales. Ha sido demostrado que la Htt, 

participa en el desarrollo del sistema nervioso, del transporte axonal y la supervivencia celular 

(Saudou & Humbert, 2016). La forma mutante de la Huntingtina (mHtt), que posee 40 o más 

repeticiones de CAG, forma fragmentos solubles y agregados que parecen ser tóxicos para 

neuronas, particularmente para las neuronas espinosas medianas en el cuerpo estriado, llegando 

posteriormente a otras áreas como la corteza cerebral, mientras que el cerebelo es una región 

donde generalmente no se observa el proceso neurodegenerativo (Silvestroni et al., 2009). De 

hecho, se postula que estos agregados de mHtt pueden correlacionar con la progresión temprana 

de la enfermedad (Lee et al., 2020). Aunque se han identificado varios mecanismos en la 

patología de la HD, cómo la mHtt causa la neurodegeneración sigue sin resolverse. Los 
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mecanismos patogénicos inducidos por mHtt son la disfunción en la reparación del ADN, 

modulación de la transcripción, disfunción proteasomal y de la autofagia, déficit en el transporte 

axonal e intracelular, disfunción mitocondrial y excitotoxicidad y todos ellos han sido 

implicados en el desarrollo de la HD. 

En Argentina, la población control tiene un promedio de repeticiones muy similar a las 

poblaciones europeas (Gatto et al., 2012) pero no hay datos de prevalencia de HD en nuestro 

país. En la actualidad no hay una cura disponible para HD, habiendo una sola droga aprobada 

por el Food and Drug Administration (FDA) para el tratamiento de corea. Las terapias que 

intentan disminuir los niveles de Htt en pacientes con ensayos clínicos desarrollándose no 

logran discernir entre Htt y mHtt (Saudou & Humbert, 2016) y ensayos clínicos de fase 3 de un 

oligonucleótido antisense fueron abandonados ya que no produjo mejoría alguna en los 

pacientes respecto al placebo (Kwon, 2021). Como consecuencia el pronóstico para las personas 

afectadas por la enfermedad es muy desfavorable, por lo que la identificación de una nueva 

terapia tiene una gran importancia. Por lo tanto, consideramos que conocer nuevos mecanismos 

patogénicos de la neurodegeneración es fundamental para encontrar nuevos blancos 

terapéuticos para la HD. 

 
1.2 Ácido 3-nitropropiónico 

El ácido 3-nitropropiónico (3NP) es una toxina natural producida por hongos y plantas 

que actúa como un inhibidor irreversible de la succinato deshidrogenasa del complejo II 

mitocondrial (Ludolph et al., 1991). Debido a que atraviesa la barrera hematoencefálica, la 

administración sistémica de 3NP produce una pérdida selectiva de neuronas estriatales y 

disfunción motora y cognitiva similar a la HD en roedores y primates no humanos (Brouillet et 

al., 2005a). El tratamiento sistémico con 3NP induce niveles aumentados de citocinas 

proinflamatorias, incluyendo TNF-α, IL-6 e IL-1β, en el cuerpo estriado de ratones (Abdelfattah 

et al., 2020). Además, ratas tratadas con 3NP mostraron un aumento en la expresión de HMGB1 

en el cuerpo estriado y en cultivo primario de neuronas estriatales (Qi et al., 2015a). La 

disfunción mitocondrial inducida por 3NP genera altos niveles de especies reactivas del oxígeno 

y muerte celular en neuronas del estriado y astrocitos (Saba et al., 2020). Por ende, 3NP es una 

herramienta útil para investigar los mecanismos de la patología de HD y sus efectos en las 

células gliales. 
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1.3 Microglía 

La microglía es uno de los tipos celulares que se encuentran en el SNC. La microglía es 

considerada como los macrófagos del cerebro y representan entre un 5-12% del total de células 

cerebrales. Estas ayudan a la homeostasis cerebral realizando distintas tareas tales como 

vigilancia inmune, modulación de la neurogénesis y fagocitosis de microorganismos y de restos 

celulares o células dañadas, promoviendo la reparación del tejido dañado (Casano & Peri, 

2015). También proporcionan un soporte trófico, modulan la plasticidad sináptica, contribuyen 

a la formación y maduración durante el desarrollo de los circuitos neuronales y neurogénesis 

en cerebros adultos (Kierdorf & Prinz, 2017). La microglía reactiva se puede caracterizar por 

cambios en la morfología celular, pasan de una morfología altamente ramificada a una con 

forma de ameboide y además inducen la producción de mediadores inflamatorios. La expresión 

de las proteínas CD11b y CX3CR1, las cuales son proteínas de membrana, son utilizadas como 

marcadores para la identificación de microglía (Jurga et al., 2020). 

La microglía se activa frente a un daño tisular o patógenos, esta activación induce la 

expresión y liberación de distintos mediadores pro-inflamatorios como quimiocinas y 

citoquinas. La expresión de mHtt en microglía induce la expresión de genes pro-inflamatorios 

lo que genera un efecto neurotóxico. La microglía de ratones HD exhibe un aumento en la 

expresión de PU.1, IL-6 y TNF-α y además induce un incremento en el número de neuronas 

apoptóticas en cultivo (Crotti et al., 2014). Recientemente se reportó que la depleción de 

microglía en un modelo HD previene el déficit motor y cognitivo, reduce la astrogliosis y la 

pérdida de volumen estriatal (Crapser et al., 2020). Todavía no se conoce bien cuál es la 

consecuencia de la activación de la microglía en HD. Teniendo en cuenta estos antecedentes el 

estudio de microglía HD puede aportar nuevos mecanismos protectores y patogénicos para la 

enfermedad. 

 
1.4 Astrocitos 

Los astrocitos son el tipo celular más abundante en el SNC. Estos participan en el 

mantenimiento de las funciones fisiológicas del cerebro, en la respuesta inflamatoria y en la 

formación de las sinapsis durante el desarrollo, además forman parte de la barrera 

hematoencefálica y regulan el flujo sanguíneo al SNC. La proteína GFAP (del inglés glial 

fibrillary acidic protein), la cual codifica para uno de los filamentos intermedios más 
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abundantes de estas células es utilizada como marcador para distinguir astrocitos de otras 

células gliales (Sofroniew & Vinters, 2010). 

Tanto los pacientes HD como los modelos animales HD muestran disfunción de 

astrocitos y presencia de astrocitos reactivos que expresan altos niveles de GFAP (Khakh & 

Sofroniew, 2014). Al igual que la microglía los astrocitos se activan frente a un daño tisular o 

patógeno produciendo diferentes mediadores pro-inflamatorios. La neuroinflamación 

consecuencia de la activación sostenida en el tiempo de los astrocitos es considerada como uno 

de los principales componentes en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. 

Por otra parte, los astrocitos también son capaces de liberar moléculas anti- 

inflamatorias, neurotróficas o antioxidantes (Sofroniew et al. 2015). Ratones transgénicos que 

expresan mHtt exclusivamente en astrocitos generan síntomas similares a los de la HD, como 

déficit motor después de un año, y estos ratones tienen mayor sobrevida (Bradford et al. 2009). 

Los astrocitos que expresan mHtt poseen una de sus funciones más importante afectadas: la 

recaptación de glutamato, al exhibir menores niveles de expresión de los transportadores de 

este aminoácido, resultando en un aumento de la muerte neuronal por excitotoxicidad (Shin et 

al., 2005). 

Por otro lado, resultados de nuestro laboratorio muestran un rol neuroprotector del 

medio condicionado de astrocitos de estriado normales sobre neuronas que expresan mHtt (Saba 

et al., 2020). Mientras que astrocitos normales pueden ser protectores, astrocitos disfuncionales 

como se observan en HD podrían ser neurotóxicos. Por ende, los astrocitos son un blanco 

interesante para enfoques neuroprotectores en la HD. 

 
1.5 HMGB1 

High mobility group box 1 (HMGB1) es una proteína nuclear muy conservada que 

cumple diferentes funciones dependiendo donde se encuentre. En el núcleo, que es donde se 

encuentra mayoritariamente, estabiliza la cromatina, regula la transcripción y forma parte del 

proceso de reparación del ADN. HMGB1 se libera desde el núcleo hacia el citoplasma cuando 

la célula sufre necrosis (Faraco et al., 2007). HMGB1 también puede ser liberada de forma 

pasiva al medio extracelular por neuronas frente a estímulos nocivos, y de forma activa desde 

astrocitos y microglía reactivos. En el medio extracelular, HMGB1 funciona como una alarmina 

ya que puede inducir inflamación a partir de la activación de sus receptores RAGE, TLR2 y 

TLR4 (Figura 1). En astrocitos, HMGB1 es liberada en respuesta a citoquinas (Hayakawa et 
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al., 2010). Poco se sabe sobre el rol de HMGB1 en HD. Ha sido reportado que la mHtt induce 

la liberación de HMGB1 desde el núcleo hacia el citoplasma y altos niveles de HMGB1 pueden 

aumentar levemente la agregación de mHtt (Min et al., 2013). Teniendo en cuenta que se ha 

demostrado que HMGB1 puede desencadenar la activación de la glía y que se ha establecido 

su papel en la neurodegeneración (Faraco et al., 2007), es posible que desempeñe un papel 

importante en la inflamación y la neurodegeneración en HD. En un cultivo primario de neuronas 

estriatales tratadas con 3NP, se observó un aumento en la expresión de HMGB1 (Qi et al., 

2015b). Se ha descrito que, durante la isquemia cerebral, HMGB1 se libera y desencadena la 

activación de la glía, lo que agrava la muerte neuronal causada por la isquemia (Faraco et al., 

2007). Es importante destacar que la reducción de los niveles cerebrales de HMGB1 mediante 

shRNA se correlaciona con una disminución en el volumen de infarto cerebral en ratas. (J. Bin 

Kim et al., 2006). HMGB1 puede interactuar con distintos receptores como RAGE, TLR2 y 

TLR4 (Van Beijnum et al., 2008). Poco se conoce sobre la acción de TLR2 y TLR4 en HD. 

TLR2 y TLR4 son receptores que activan la respuesta inmunitaria mediante la producción de 

citocinas y quimiocinas proinflamatorias. En las enfermedades neurodegenerativas, estos 

receptores contribuyen a la inflamación y al daño neuronal, que en parte está mediado por la 

liberación de HMGB1, que al unirse a TLR2 y TLR4 y desencadena una respuesta inflamatoria 

(Van Beijnum et al., 2008). Entonces, la señal generada por la interacción HMGB1-receptor 

puede estar involucrada en neuroinflamación y neurodegeneración en HD. Por ende, HMGB1 

y sus receptores son un blanco interesante para el estudio del desarrollo de HD. 
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Figura 1. Mecanismo de acción de HMGB1 sobre células gliales que expresan mHtt. 

 

 
1.6 C1q 

C1q es una proteína del complemento formada por tres subunidades: C1qA, C1qB y 

C1qC. La vía clásica del complemento se activa cuando C1q se une al dominio Fc de los 

anticuerpos en complejos inmunes u otros activadores como células apoptóticas lo que 

promueve su degradación (Cho, 2019). C1q puede formar un complejo multimolecular con 

HMGB1 y RAGE en islas lipídicas y promover la diferenciación de monocitos a un fenotipo 

anti-inflamatorio (Son et al., 2016). El ARNm de C1q aumenta en los cerebros de pacientes con 

HD (Singhrao et al., 1999), lo que sugiere que C1q podría estar involucrado en la progresión 

de HD. La microglía HD secreta IL-1α, C1q y TNF-α, que juntos activan a los astrocitos hacia 

un perfil neurotóxico (Liddelow et al., 2017). Además, la eliminación de C1q por parte de la 

microglía en el cerebro de ratones mejora los trastornos cognitivos inducidos por la pérdida 

sináptica y la neuroinflamación (Markarian et al., 2021). Aunque C1q puede ser liberado por 

células gliales, su papel en HD no se conoce. Ha sido descripto que HMGB1 puede interactuar 

con C1q y causar la activación de la vía clásica del complemento de forma independiente de 

anticuerpos y mediada por C1q (S. Y. Kim et al., 2018). Por ende, es posible que HMGB1 junto 

con C1q puedan inducir la neuroinflamación conduciendo al deterioro neurodegenerativo en 

HD. 
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1.7 Toll-Like Receptors 

 TLRs son un grupo de receptores que en su mayoría se encuentran en la 

superficie celular. Reconocen patrones moleculares asociados a patógenos y ligandos 

endógenos que son liberados por células estresadas o necróticas, llamados patrones 

moleculares asociados a daño. En enfermedades del SNC, los ligandos endógenos inducen la 

señalización de los TLRs como es el caso de HMGB1 (Sun et al., 2017). Investigaciones 

indican que el perfil de expresión o liberación de citocinas y quimiocinas por los astrocitos 

depende del TLR involucrado y del ligando que se une a un TLR específico (Bsibsi et al., 

2007). Los estudios in vitro demostraron que la activación de TLR2 por α-sinucleína potencia 

la producción de citocinas y quimiocinas proinflamatorias, incluyendo IL-1β, IL-6, TNF-α, 

CCL5 y CX3CL1, por los astrocitos. Mientras tanto, la inhibición de la activación de TLR2 

astrocitaria mediante anticuerpos bloqueadores disminuye significativamente la respuesta 

proinflamatoria (Kim et al., 2018). 

 

1.8 Modelo de la enfermedad de Huntington 

En este trabajo utilizaremos como modelo de HD el ratón transgénico Q175 con 180- 

200 CAG, que deriva de una expansión espontánea de CAG en el ratón knock-in Hdh 140. El 

ratón knock-in Q175 expresa el exón 1 de la mHtt humana reemplazando el exón 1 del gen de 

la Htt normal del ratón, así este modelo es más parecido a los pacientes HD que tienen un alelo 

normal y otro mutado (Menalled et al., 2012a). Los ratones Q175 desarrollan síntomas como 

movimientos anormales, problemas de equilibrio y coordinación (Menalled et al., 2012b). 

 
1.9 Objetivos 

El objetivo general de este trabajo es determinar la expresión de HMGB1 y sus 

receptores en astrocitos y microglía provenientes del ratón Q175 un modelo de HD. Los 

objetivos específicos son los siguientes: 

1. Establecer el cultivo de astrocitos y microglía de corteza a partir de ratones 

WT y HD. 

2. Evaluar la expresión de HMGB1 y su receptor TLR2 en cultivos de astrocitos 

y microglía proveniente de ratones WT y HD. 
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2. Antecedentes 
 

Un estudio (Faraco et al., 2007) donde Faraco y col. analizaron la activación glial 

causada por HMGB1 y demostraron que la exposición de células gliales a HMGB1 induce la 

liberación de mediadores pro-inflamatorias como iNOS, COX-2, IL-1β y TNF-α (Figura 2). 

 
 

Figura 2. La exposición de las células gliales a HMGB1 indujo la expresión de iNOS, ciclooxigenasa 

(COX-2), interleucina (IL)-1β y factor de necrosis tumoral (TNF)α en distintas concentraciones. (*p< 

0,05) versus 6 y 24 h. Figura de (Faraco et al., 2007). La imagen fue adaptada y traducida al español. 

 
 

Dada la capacidad de HMGB1 para desencadenar la activación de la glía y el papel 

bien establecido de HMGB1 en la neurodegeneración (Faraco et al., 2007), Faraco y col. 

estudiaron el potencial neurotóxico de HMGB1 recombinante in vitro. Expusieron una mezcla 

de células corticales conteniendo neuronas y glía a distintas concentraciones de HMGB1 y 

evaluaron la muerte celular por LDH liberado. Observaron que HMGB1 aumentó 

significativamente la muerte neuronal en cultivos expuestos a 30 μmol/L glutamato y en los 

cultivos sometidos a deprivación de oxígeno y glucosa (Figura 3). 
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Figura 3. La mezcla de células fue expuesta a HMGB1, HMGB1 y Glutamato o HMGB1 más 30 

minutos de privación de oxígeno y glucosa (OGD del inglés oxygen glucose deprivation). (*p < 0,05) 

versus control, (§p < 0,01) versus control y (*p < 0,05) versus Glu o OGD. Figura de (Faraco et al., 

2007). La imagen fue adaptada y traducida al español. 

 
 

Por otro lado, Min y col. (Min et al., 2013) analizaron el rol que cumple HMGB1 

como chaperona. Utilizó insulina y lisozima para evaluar el rol que cumple HMGB1 en la 

agregación de estas proteínas bajo un estrés químico. La agregación fue evaluada midiendo la 

turbidez in vitro y observó en ambos casos que HMGB1 redujo significativamente la 

formación de agregados. 

 Para investigar el efecto que HMGB1 tiene sobre los agregados de proteínas con 

polyQ expandido, transfectaron células con un plásmido de 97Q-GFP y se incubaron las 

células por 48 h en presencia o en ausencia de HMGB1. Observaron que el número de 

agregados proteicos se redujo significativamente en las células que fueron co-transfectadas 

con el plásmido de HMGB1 de manera dosis dependiente (Figura 4). Por otro lado, también 

observaron un leve incremento en el número de agregados cuando la concentración de 

HMGB1 era de 8 μg/mL. 
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Figura 4. Efecto de la proteína rHMGB1 en la formación de agregados de 97Q-GFP. Las células 

SHSY5Y fueron transfectadas con el plásmido 97Q-GFP (verde) y luego tratadas con rHMGB1 a 

distintas concentraciones. (A) Se observó una reducción en el número de agregados en el grupo tratado 

con rHMGB1 respecto al control. (B) El número de células conteniendo agregados fue contado entre 

100 células GFP-positivas y hubo una reducción en el grupo tratado con rHMGB1 (*p< 0.05) versus 

grupo no tratado con rHMGB1. Figura de (Min et al., 2013). La imagen fue adaptada y traducida al 

español. 

 
 

Finalmente, Min y col. evaluaron el efecto de HMGB1 sobre la citotoxicidad inducida 

por 97Q-GFP. Las células de SHSY5Y fueron co-transfectadas con los plásmidos 97Q-GFP y 

HMGB1 por 48 h y luego determinaron la muerte celular como la cantidad de células 

positivas con la tinción de azul tripán (Figura 5). Vieron un aumento de la viabilidad 

celular/disminución del número de células muertas en presencia del plásmido de HMGB1. 

Esto sugiere que el efecto de HMGB1 sobre la viabilidad neuronal podría depender del 

contexto ya que puede ser dañino (Figura 3) o beneficioso (Figura 4). 
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Figura 5. Efecto de HMGB1 en la citotoxicidad inducida por 97Q-GFP. Se utilizó el plásmido 

únicamente con GFP como control negativo y HSP70 como control positivo. El número de células 

teñidas con azul tripán disminuyó significativamente en presencia de HMGB1. Figura de (Min et al., 

2013). La imagen fue adaptada y traducida al español. 

 

En nuestro laboratorio se realizó un estudio en células ST14A, una línea celular de 

neuronas estriatales de rata que fue modificada por la inserción de un fragmento del exón 1 de 

la proteína mHtt humana (Q120) o de un fragmento del exón 1 de la proteína Htt humana (Q15). 

En ese estudio analizamos la expresión de HMGB1 en las células ST14A y encontramos un 

aumento en la fluorescencia nuclear de HMGB1 en células Q120 en comparación con células 

Q15 (Figura 6). 

 

 
Figura 6. Expresión de HMGB1 en células estriatales ST14A. (A) Las células ST14A-Htt Q15 (Q15) o 

ST14A-Htt Q120 (Q120) fueron tratadas por 24 h con 3NP 10 mM. Se evaluó la expresión de HMGB1 

por inmunocitoquímica. (B) Cuantificación de la fluorescencia de 3 experimentos independientes. 

***p<0,001 versus Q15. 
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Además, realizamos un análisis bioinformático (Figura 7) que indica que el ARNm de 

HMGB1 aumenta en cerebros de ratones R6/2, otro ratón modelo de HD y en sangre de 

pacientes HD (Motion et al., 2005) y en un reciente trabajo se observó un análisis de la 

expresión de exones de la sangre de pacientes HD donde también aumentan los niveles de 

ARNm de HMGB1 (Andrade-Navarro et al., 2020). 

 
 

Figura 7. La expresión de HMGB1 (ARNm) aumenta en cerebros de ratones R6/2 y en sangre de 

pacientes HD. Microarrays del ratón R6/2 y de sangre humana se utilizaron para realizar un análisis 

bioinformático utilizando el programa ScanGeo. *p<0.05 versus WT, **p<0.01 y ***p<0.001 versus 

control 
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3. Hipótesis 
 

Dado que en pacientes HD aumentan los niveles plasmáticos de IL-6 y TNF-alfa, y el 

ARNm de HGMB1 en sangre, y que neuronas del estriado de rata que expresan mHtt tienen 

mayores niveles de HMGB1 nuclear, esperamos que los niveles de HMGB1 estén aumentados 

en cerebros HD. Por lo que es probable que neuronas y/o astrocitos y/o microglía HD aumenten 

la expresión y/o secreción de HMGB1 generando inflamación. Es posible, que el aumento de 

HMGB1 esté acompañado de un aumento de C1q y ambas proteínas estén involucradas en la 

inflamación de HD. Quizás, la expresión de TLR2, uno de los receptores de HMGB1, también 

se encuentre aumentada ayudando al proceso inflamatorio en HD. 
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4. Metodología 
 

4.1 Materiales 

El medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, del inglés Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium), DMEM, así como los suplementos, antibióticos y tripsina fueron adquiridos 

en ThermoFisher Scientific (Buenos Aires, Argentina). El 3NP fue adquirido en Sigma- 

Aldrich-Merck (Buenos Aires, Argentina). El suero fetal bobino (SFB) fue adquirido en 

Natocor (Córdoba, Argentina). Los anticuerpos anti-TLR2, anti-ALDH1L1 son de Santa Cruz 

Biotechnology (California, Estados Unidos). Los anticuerpos anti-GFAP, anti-CX3CR1, anti- 

C1qA fueron adquiridos en NovusBio (Colorado, Estados Unidos). El Anticuerpo Anti- 

HMGB1 fue adquirido en Abcam y los anticuerpos secundarios anti-ratón conjugado con Alexa 

Flúor 488 y el anti-conejo conjugado con Cy3 fueron de Jackson ImmunoResearch 

(Pensilvania, Estados Unidos). También se utilizó el anticuerpo secundario anti-conejo 

conjugado con FITC de Vector Laboratories. 

 
4.2 Animales 

Los ratones Q175 con 180-200 CAG fueron adquiridos en Jackson Laboratories 

(Catálogo 027410) y son mantenidos en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas 

(INBIOMED) a temperatura controlada de 25°C y con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas 

de oscuridad con acceso a alimento (lab chow) y agua ad libitum. Son criados en jaulas de metal 

o policarbonato con un macho y una hembra por jaula para los apareos y hasta 5 ratones por 

jaula del mismo sexo para el stock. El uso de animales de laboratorio, así como los experimentos 

realizados fueron aprobados por el Comité Internacional para el Cuidado y Uso de Animales de 

Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires. 

 
4.3 Genotipificación 

Previo al cultivo primario se evalúa el genotipo de los animales para identificar los 

ratones con el transgén de mHtt. Se extrajeron muestras de tejido proveniente de colas obtenidas 

de ratones de 1-7 días de vida y se colocaron dentro de un eppendorf. Para la extracción de 

ADN se agregaron 50 μL de buffer de lisis (NaOH 25 mM) a cada tubo y los tubos fueron 

colocados en un ciclador (Ivema) donde estuvieron 1 hora a 96°C y cada 20 minutos se los 

mezclaba con un vortex. Luego de la hora se dejaron enfriar las muestras y se les agregaron 50 
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μL de buffer de neutralización (Tris-HCL 40 mM). Luego se midió la concentración de ADN 

en un NanoDrop (ThermoScientific). Después se preparó la Master Mix para realizar la PCR, 

la cual contiene los primers forward y reverse para Htt y los primers forward y reverse para la 

neomicina presente en el cassette insertado en el exón 1 de la mHtt (ver Tabla I). A cada muestra 

se agregaron, 5 μL de Mix, 0,22 μL de cada primer Htt forward y reverse, 0,22 μL de cada 

primer Neomicina forward y reverse, 1 μL de enhancer y 3,1 μL de agua libre de DNAsa. Se 

los llevó al termociclador donde se realizó la PCR por 40 ciclos siguiendo un protocolo estándar 

50°C durante 2 minutos, 95°C durante 5 minutos y 40 ciclos de 95°C durante 30 segundos y 

60°C durante 60 segundos. Una vez finalizada la PCR se prepararon las muestras para ser 

sembradas en un gel de 3% agarosa. Se les agregó 3 μL de loading buffer a cada muestra, al 

blanco y a 2 μL de ladder de 50 pb. Finalmente se largó la corrida en el gel por 1 hora a 80 

volts y después se sumergió el gel en una solución con 1 µg/mL de bromuro de etidio y se dejó 

en agitación por 10 minutos. Luego se pasó el gel a un contenedor con agua para lavarlo, se 

revelaron las bandas con luz UV y se sacó una fotografía del gel en el programa informático 

ImageQuant300 (GE HealthCare). 

 
 

Hdh1 CATTCATTGCCTTGCTGCTAAG 

Hdh2 CTGAAACGACTTGAGCGACTC 

Neo1 GATCGGCCATTGAACAAGATG 

Neo2 AGAGCAGCCGATTGTCTGTTG 

Tabla I. Primers utilizados para la PCR. Hdh del inglés (Huntington's Disease Gene Homolog) 

amplifica el gen de la Htt. Neo amplifica el gen de neomicina. 

 

 
4.4 Cultivos primarios de astrocitos y microglía 

Los cultivos primarios gliales se realizaron a partir de ratones Q175 de 1 a 7 días de 

edad. Los genotipos de las crías se determinaron como se describió en el punto 4.2. Los 

astrocitos y microglía fueron preparados siguiendo el método descripto por (Rodríguez et al., 

2017), modificado para separar astrocitos y microglía de corteza y de estriado. Los hemisferios 

cerebrales fueron disecados y la corteza se separó de las demás regiones. El tejido fue cortado 

en pequeños pedazos con bisturí en una placa de Petri donde se agregó por cada cerebro 

utilizado 0,5 mL de Tripsina-EDTA (0.25%)-EDTA (1mM) en HBSS 1X para corteza en el 
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caso de estriado se agregó 0,25 mL de Tripsina-EDTA por cerebro. Luego, de la disgregación 

mecánica se lavó la placa de Petri de corteza únicamente con el mismo volumen de Tripsina- 

EDTA que se usó en el paso anterior para corteza, en el caso de estriado no se agregó más 

Tripsina-EDTA y con una pipeta Pasteur se trasvasó a un Falcón de 50 mL estéril. Se realizaron 

10 disgregaciones mecánicas con la pipeta y la suspensión celular se colocó sobre un agitador 

orbital durante 20 minutos a 100 rpm y 37°C. Una vez pasados los 20 minutos se agregó el 

doble de volumen de medio completo en el tubo (DMEM + 10% SFB + L-glutamina 100 mM 

1:100 + Piruvato de Sodio 100 mM 1:100 + St-Pen 100 mM 1:200) para frenar la actividad de 

la tripsina y se centrifugó por 10 minutos a 2000 rpm. Se descartó el sobrenadante con pipeta y 

las células se lavaron en 10 mL de medio solo (DMEM) y se volvieron a centrifugar por 10 

minutos a 2000 rpm. Se descartó el sobrenadante con pipeta y las células se resuspendieron en 

10 mL de medio completo. Luego se incubaron los 10 mL de suspensión celular por 60 minutos 

a 37ªC en una estufa con 5% de CO2 en una placa de Petri de 100 mm preincubada con gelatina 

2% por 15 minutos. Finalmente, la suspensión celular de la placa de Petri fue transferida a un 

tubo y se diluyo con 10 mL de medio completo por cada 2-3 cerebros utilizados y 10 mL fueron 

transferidos a botellas preincubadas con 2% de gelatina por 15 minutos. Las células adheridas 

a la placa fueron descartadas. Al día siguiente y cada tres días se cambió el medio de las botellas 

por medio completo fresco. Luego de 14-21 días una vez formada la monocapa de astrocitos, 

el cultivo se agitó por 2 horas a 180 rpm y 37°C para separar la microglía. Se recolectó el 

sobrenadante en un tubo de 50 mL y se centrifugó de 5-7 min a 2000 rpm. Se resuspendió en 1 

mL de medio completo y se contó el número de células que no se tiñeron con azul de tripán en 

una cámara de Neubauer. La microglía se sembró en cubreobjetos de 12 mm (Marienfeld) en 

una concentración aproximada de 20000 células/well. Los astrocitos se agitaron 2-3 veces 

overnight a 180 rpm a 33°C para separar el resto de las células gliales pegadas a la monocapa 

de astrocitos. Luego de la última agitación, se descartó el sobrenadante y se lavaron los 

astrocitos con Tripsina (10X) y se incubaron por 5 minutos a 37ºC y se agregó medio completo 

para inactivar la tripsina y levantar las células que luego se transfirieron a un tubo de 50 mL y 

se centrifugaron a 2000 rpm por 10 min. Se descartó el sobrenadante con pipeta y se resuspendió 

el pellet de células en 3 mL de medio completo. Los astrocitos fueron sembrados en placas de 

24 wells y de 6 wells. A cada well de la placa de 24 se les agregó un vidrio que fue tratado con 

gelatina 2% por 15 minutos, sobre los cuales se sembraron 20000 células por vidrio para realizar 

inmunocitoquímica. En la placa de 6 wells pretratada con gelatina 2% por 15 minutos se 
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sembraron 600000 células por well para realizar extracción de proteínas totales para Western 

Blot. Para el tratamiento con 3NP en astrocitos incubamos a las células WT y HD por 24 h en 

3 mL de medio sin SFB con 3NP 15 mM y el otro grupo se incubaron las células por 24 h en 

medio sin SFB. Para microglía se utilizó el mismo protocolo solo que se utilizó de 3NP 5 mM. 

 
4.5 Caracterización de las poblaciones de astrocitos 

Para caracterizar los cultivos de astrocitos, se evaluó la marcación de GFAP de 

astrocitos de corteza por inmunocitoquímica. Las células fueron lavadas con buffer fosfato 

salino (PBS, del inglés phosphate-bufered saline) y fijadas con PBS-paraformaldehído 4% por 

15 minutos a temperatura ambiente. Las células se permeabilizaron en PBS-Tritón X-100 al 

0,1% por 10 minutos a temperatura ambiente y luego fueron incubadas en solución de bloqueo 

formada por PBS-TX 0,1% y 10% de suero de cabra por una hora a temperatura ambiente. 

Luego de esto, se incubaron con el anticuerpo primario anti-GFAP (dilución 1:3000) en buffer 

de dilución conteniendo 1% de suero de cabra en PBS-TX 0,1% durante toda la noche a 4°C. 

Después de ser lavadas en PBS, las células se incubaron con el anticuerpo secundario anti- 

conejo Cy3 hecho en cabra con una dilución 1:800 en buffer de dilución conteniendo PBS-TX 

0,1% y 1% suero de cabra por una 1 hora a temperatura ambiente. Las células se lavaron y se 

montaron en el portaobjetos sobre 4 μL de 4´, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). El control de 

unión inespecífica se realizó incubando a las células con buffer de dilución en lugar del 

anticuerpo primario. Las imágenes fueron tomadas utilizando un objetivo 40x de un 

microscopio de fluorescencia Axiophot (Carl Zeiss). Se determinó el número de células GFAP 

-positivas en cada cultivo. Además, se procesaron las imágenes utilizando el programa ImageJ 

para obtener la intensidad de fluorescencia de GFAP y la misma fue corregida por el número 

de células por imagen. 

 
4.6 Caracterización de las poblaciones de microglía 

Para caracterizar los cultivos de microglía, se evaluó la expresión de los marcadores 

CD11b/CX3CR1 en microglía de corteza por inmunocitoquímica. Las células se sembraron 

sobre vidrios en placas de 24 pocillos. Luego, de 24 h de incubación en medio completo o luego 

de 24 h de incubación con y sin 3NP en medio sin suero, las células fueron lavadas con PBS y 

fijadas con PBS-paraformaldehído 4% por 15 minutos a temperatura ambiente. Las células se 

permeabilizaron en PBS-TX al 0,1% por 10 minutos a temperatura ambiente y luego fueron 
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incubadas en solución de bloqueo formada por PBS-TX 0,1% y 10% suero de cabra por una 

hora a temperatura ambiente. Luego para la marcación de CD11b, se bloqueó con el anticuerpo 

Fab hecho en mouse (dilución 1:3000) durante una hora. Después, se incubaron con el 

anticuerpo primario anti-CD11b (dilución 1:100) en buffer de dilución conteniendo 1% suero 

de cabra en PBS-TX 0,1% durante toda la noche a 4°C. Después de ser lavadas en PBS, las 

células se incubaron con el anticuerpo secundario anti-ratón Alexa Flúor 488 hecho en cabra 

con una dilución 1:800 en buffer de dilución conteniendo PBS-TX 0,1% y 1% suero de cabra 

por una hora a temperatura ambiente. Para caracterizar la microglía con CX3CR1 las células 

fueron lavadas con PBS y fijadas con PBS-paraformaldehído 4% por 15 minutos a temperatura 

ambiente. Las células se permeabilizaron en PBS-TX al 0,1% por 10 minutos a temperatura 

ambiente y luego fueron incubadas en solución de bloqueo formada por PBS-TX 0,1% y 10% 

suero de cabra por una hora a temperatura ambiente. Luego, se incubaron con el anticuerpo 

primario anti-CX3CR1 (dilución 1:300) en buffer de dilución conteniendo 1% suero de cabra 

en PBS-TX 0,1% durante toda la noche a 4°C. Después de ser lavadas en PBS, las células se 

incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo FITC hecho en cabra con una dilución 1:800 

en buffer de dilución conteniendo PBS-TX 0,1% y 1% suero de cabra por una hora a 

temperatura ambiente. Los vidrios tanto de CD11b/CX3CR1 se lavaron y se montaron en el 

portaobjetos sobre 4 μL de DAPI. El control de unión inespecífica se realizó incubando a las 

células con buffer de dilución en lugar del anticuerpo primario. Las imágenes fueron tomadas 

utilizando un objetivo 40x de un microscopio de fluorescencia Axiophot (Carl Zeiss). Se 

determinó el número de células CX3CR1-positivas y CD11b-positivas en el cultivo. Además, 

se procesaron las imágenes utilizando el programa ImageJ para obtener la intensidad de 

fluorescencia de CD11b/CX3CR1 que fue corregida por el número de células por imagen. 

 
4.7 Extracto de proteínas totales 

La extracción de proteínas se realizó a partir de un cultivo de astrocitos en un multiwell 

de 6. Primero se descartó el medio de cultivo y se lavó cada well con 1,5 mL de PBS. Después 

se agregaron 200 μL de tripsina-EDTA (GIBCO) a cada well y se incubó la placa a 37ºC por 3 

minutos. Luego, se inactivó la tripsina agregando 1 mL de medio de cultivo completo 

conteniendo 10% de SFB. Las células se centrifugaron a 2000 rpm por 10 min y se descartó el 

sobrenadante. Después, se agregó al pellet 50 μL de buffer de lisis RIPA (50 mM TrisHCl, 150 

mM NaCl, SDS 0,1%, IGEPAL 1%, EDTA 1 mM y Na deoxycholate 0,1%) con inhibidores 
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(2mM PMSF,10 mM NaF, 1mM Na3VO4 y 1:100 de Cocktail de inhibidores de proteasas 

Sigma) y se dejó incubar 10 min a 4°C, luego de lo cual se sonicó por 5 segundos y se centrifugó 

a 12000 rpm por 30 min a 4°C. Finalmente se pasó el sobrenadante correspondiente al extracto 

de proteínas totales a otro eppendorf, descartando el pellet, y luego de tomar una alícuota para 

medir proteínas por Bradford se guardó a -70°C. 

 
4.8 Western Blot 

Del extracto de proteínas totales 30-50 μg de proteínas fueron separadas por 

electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE, del inglés 

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) utilizando un gel 12%. La corrida 

electroforética fue realizada en un buffer conteniendo Tris-Base (25 mM), glicina (192 mM), 

SDS (0,12%), con un pH 8,6 a 400 mA durante 30 minutos y después a 200V durante 30 

minutos. Luego las proteínas fueron transferidas a una membrana de fluoruro de polivinilideno 

durante 1 hora a 150 mV en buffer de transferencia (Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 

20%) a 4°C en cámara fría. Para verificar la corrida electroforética se tiñeron los geles con azul 

de Coomassie. La tinción de rojo Ponceau se realizó para verificar la presencia de proteínas en 

las membranas de fluoruro de polivinilideno. Las membranas fueron bloqueadas por 1 hora con 

buffer tris salino (TBS, del inglés tris-buffered saline)- Tween 20 0,1% y 3% leche descremada. 

Las membranas se incubaron con anti-HMGB1 con una dilución 1:30000 o anti-α-tubulina con 

una dilución 1:5000 y con 3% leche descremada a 4 ºC durante toda la noche. Luego de lavar 

con TBS-Tween 20 0,1%, las membranas se incubaron con el segundo anticuerpo 

correspondiente conjugado a HRP anti-conejo-HRP (Abcam) con una dilución 1:3000 rabbit 

en TBS-Tween 20 0,1% y 3% leche descremada en ambos casos (HMGB1 Y α-tubulina) 

durante 1 hora a temperatura ambiente. La presencia de las proteínas se reveló utilizando Bio- 

Lumina, un kit de quimioluminiscencia de PB-L Productos Bio-Lógicos (Buenos Aires, 

Argentina). Se compararon los niveles de expresión entre WT y HD utilizando α-tubulina como 

control de carga. La intensidad de las bandas fue determinada con ImageJ. 

 
4.9 Análisis estadístico 

El programa informático GraphPad Prism fue utilizado para realizar el análisis 

estadístico de los datos experimentales. Los resultados fueron expresados como la media ± error 

estándar (ES). La diferencia entre las medias fue determinada de acuerdo con cada experimento. 
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Se realizó ANOVA de dos vías seguido de la prueba de Bonferroni para los datos 

correspondientes a la inmunocitoquímica entre los grupos control y 3NP. Se realizó el test t de 

Student para los datos correspondientes a la inmunocitoquímica comparando los grupos WT y 

HD y el test t de una muestra para los datos correspondientes a Western Blot. Las diferencias 

fueron consideradas estadísticamente significativas cuando el valor de “p” fue menor a 0,05. 
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5. Resultados 
 

5.1 Puesta a punto de cultivos primarios de astrocitos y microglía 

Para obtener el cultivo primario de astrocitos y microglía, se utilizó el protocolo del 

laboratorio que se empleaba para el cultivo primario de células gliales proveniente de cerebros 

de ratas (Saba et al., 2020). Sin embargo, el rendimiento del cultivo primario en ratones con 

este protocolo no fue satisfactorio, por lo que se optó por utilizar otro protocolo de cultivo para 

células gliales de ratón (Rodríguez et al., 2017). Debido a que cruzamos ratones WT con ratones 

HD previo a los cultivos se realiza la genotipificación para identificar las crías WT de las HD 

(Figura 8). 

 
 

Figura 8. Genotipificación de ratones por PCR. Calles 1, 2 y 4 presentan una sola banda para Htt WT 

indicando que las crías son WT. Calles 3, 7, 8 y 9 presentan dos bandas. La primera banda de 150 pb 

para la Htt WT y la segunda banda de 100 pb para la Htt mutada caracterizando a las crías con Htt 

mutada. La calle 5 es el ladder de 50 pares de bases y la calle 6 es un blanco sin ADN el cual no presenta 

amplificación validando la reacción de PCR. 
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Figura 9. (A) Imagen del cultivo primario de astrocitos de corteza de ratón WT. (B) Imagen del cultivo 

primario de astrocitos de estriado de ratón WT. 

 

 
Los cultivos primarios de astrocitos de corteza y de estriado WT con el nuevo protocolo 

crecieron de manera óptima (Figura 9). Los resultados que mostramos en este trabajo 

corresponden a los cultivos de astrocitos de corteza que alcanzaron un porcentaje de pureza del 

93% (Figura 10A). La pureza se determinó por inmunocitoquímica de la proteína GFAP, la cual 

codifica para uno de los filamentos intermedios más abundantes de estas células, y es utilizada 

como marcador para astrocitos (Sofroniew & Vinters, 2010). Mientras que en los cultivos 

primarios de microglía de corteza se obtuvo un porcentaje de pureza de un 98% (Figura 10B). 

La pureza se determinó a través de inmunocitoquímica de la proteína CX3CR1 comúnmente 

usada para marcar microglía. 
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Figura 10. Caracterización de cultivos primarios de células gliales (A) Inmunocitoquímica de cultivos 

primarios de astrocitos de corteza de ratón con los marcadores para GFAP (rojo) y núcleos tenidos con 

DAPI (azul). (B) Inmunocitoquímica de cultivos primarios de microglía de corteza de ratón con los 

marcadores para CX3CR1 (Verde). 

 
 

5.2 Inmunocitoquímica de astrocitos y microglía 

Una vez puesto a punto el cultivo de ratón de células gliales, se investigó la expresión 

de HMGB1 y sus receptores en astrocitos y microglía en un modelo de HD. Realizamos cultivos 

de astrocitos y microglía de corteza de ratones WT y HD. Primero analizamos la expresión de 

CD11b y CX3CR1 para microglía y GFAP para astrocitos y no se observaron diferencias 

significativas entre los grupos WT y HD (Figura 11). 
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Figura 11. Expresión de CD11b, CX3CR1 y GFAP. Inmunocitoquímica de CD11b (A) y CX3CR1 (B) 

en microglía de corteza. (C) Inmunocitoquímica de GFAP en astrocitos de corteza. Se muestra la media 

+ ES de fluorescencia de 3 experimentos independientes. Los datos fueron analizados por el test t de 

Student. 

 

 
5.3 Astrocitos 

Los cultivos de astrocitos WT y HD fueron crecidos en 10% SFB y sin tratamientos y 

en esas células evaluamos la expresión de HMGB1 y TLR2. No encontramos diferencias 

significativas en los niveles de expresión de HMGB1 y TLR2 en astrocitos de corteza WT y 

HD (Figura 12). 
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Figura 12. Expresión de HMGB1 Y TLR2. Inmunocitoquímica de HMGB1 (A) y de TLR2 (B) en 

astrocitos de corteza. Se muestra la media + ES de fluorescencia de 4 experimentos independientes. Los 

datos fueron analizados por el test t de Student. 

 
 

En ratones el tratamiento sistémico con 3NP induce muerte neuronal del estriado 

(Brouillet et al., 2005b), niveles aumentados de citocinas proinflamatorias en el cuerpo estriado 

(Abdelfattah et al., 2020) y causa disfunción mitocondrial (Brouillet et al., 2005a). Para generar 

condiciones más similares a las que se encuentran en HD, generamos disfunción mitocondrial 

con el 3NP. En este caso incubamos a los astrocitos WT y HD en medio sin SFB con 3NP para 

el grupo tratado (3NP) mientras que en el grupo sin tratar se incubaron las células por 24 h en 

medio sin SFB (control). Evaluamos el efecto del 3NP en la expresión de HMGB1 y TLR2 de 

astrocitos de corteza WT y HD. La expresión de HMGB1 aumentó significativamente en el 

grupo HD control en comparación con el WT control, mientras que el 3NP no modificó la 

expresión de HMGB1 en astrocitos WT o HD, aunque el grupo WT 3NP muestra una tendencia 

al aumento respecto al WT C (Figura 13). La expresión de TLR2 no cambio en ninguno de los 

grupos independientemente del tratamiento, aunque el grupo HD 3NP muestra una tendencia al 

aumento respecto al WT 3NP (Figura 14). Dado que HMGB1 está elevado en astrocitos HD, 

evaluamos la expresión de C1q, la proteína del complemento que puede interactuar con 

HMGB1. Se realizó la inmunocitoquímica para C1qA, que forma C1q, en astrocitos para 

evaluar su expresión, sin embargo, se observó que esta proteína no se expresa en los astrocitos 

de la corteza. 
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Figura 13. Expresión de HMGB1 en astrocitos de corteza WT y HD. Inmunocitoquímica de HMGB1 

en astrocitos de corteza WT y HD control (C) y tratados con 3NP 15 mM por 24 h (3NP). Se muestra la 

media + ES de fluorescencia de 4 experimentos independientes. Los datos se analizaron con ANOVA 

de dos vías (*p<0,05 vs. WT C). 

 

 

Figura 14. Expresión de TLR2 en astrocitos de corteza WT y HD. Inmunocitoquímica de TLR2 en 

astrocitos de corteza WT y HD se comparó entre el grupo control (C) y el grupo tratado con 3NP 15 

mM por 24 h (3NP). Se muestra la media + ES de fluorescencia de 3 experimentos independientes. Los 

datos se analizaron con ANOVA de dos vías. 
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Para evaluar la expresión de HMGB1 por otra técnica, realizamos un análisis de 

expresión de proteínas por Western Blot en astrocitos de corteza de ratón WT y HD. 

Comparamos la expresión de HMGB1 en astrocitos WT y HD sin SFB (control) y en astrocitos 

tratados con 3NP 15 mM sin SFB (3NP). Los niveles proteicos de HMGB1 mostraron un 

aumento significativo en astrocitos HD respecto a los WT tanto en el grupo control como en el 

grupo 3NP (Figura 15). Nuestros resultados sugieren que la expresión de HMGB1 está 

aumentada en astrocitos HD, frente a la falta de SFB y no se modifican en respuesta a la 

disfunción mitocondrial. 

 

 

Figura 15. Expresión de HMGB1 en astrocitos de corteza WT y HD. Los astrocitos WT y HD fueron 

incubados por 24 h en medio sin SFB (control) y con 3NP 15mM sin SFB (3NP). Los extractos de 

proteínas totales de astrocitos de corteza fueron utilizados para realizar Western Blot de HMGB1. Se 

muestra la media + ES de 4 experimentos expresados como unidades de incremento de la relación 

HMGB1/α-tubulina. Los datos fueron analizados con ANOVA de dos vías. (*p < 0,05 versus WT). 

 
 

En resumen, los resultados indican que los astrocitos HD expuestos a deprivación de 

suero aumentan la expresión de HMGB1, mientras que el 3NP no la modifica en astrocitos WT 

o HD. Por otro lado, no se encontraron diferencias en la expresión de TLR2 en astrocitos de 

corteza WT y HD sometidos a estrés o disfunción mitocondrial. 
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5.5 Microglía 

Al evaluar, la expresión de HMGB1 en cultivos de microglía de corteza de ratones HD, 

encontramos que HMGB1 aumenta significativamente en microglía HD en comparación con 

microglía WT (Figura 16A). Sin embargo, no observamos diferencias significativas en los 

niveles de expresión de TLR2 (Figura 16 B). Cuando estudiamos la expresión de otro receptor 

de HMGB1, TLR4, encontramos que los niveles de TLR4 aumentan en microglía de corteza 

HD (Figura 16C). Además, evaluamos la expresión de C1qA, la subunidad de la proteína del 

complemento C1q que aumenta en la inflamación y puede interactuar con HMGB1. Sin 

embargo, los niveles de C1qA no se modificaron entre la microglía WT y HD (Figura 16D). 

 
 

 

 
 

Figura 16. Expresión de HMGB1, TLR2, TLR4 y C1qA en microglía de corteza. Inmunocitoquímica 

HMGB1 (A) TLR2 (B) TLR4 (C) C1qA (D) en microglía de corteza WT y HD. Se muestra la media + 

ES de fluorescencia de 4 experimentos independientes. Los datos fueron analizados por el test t de 

Student. (*p < 0,05 vs WT). 
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Para evaluar el efecto de la disfunción mitocondrial, incubamos la microglía WT y HD 

en medio sin SFB con 3NP para el grupo tratado (3NP) mientras que el grupo sin tratar se 

incubo en medio sin SFB (control). En estas células evaluamos el efecto de 3NP en la expresión 

de HMGB1 y TLR2. Los niveles de expresión de HMGB1 en microglía fueron 

significativamente más altos en los grupos WT 3NP y HD 3NP en comparación con los grupos 

WT y HD control (Figura 17). 

 

Figura 17. Expresión de HMGB1 en microglía de corteza WT y HD. Inmunocitoquímica de HMGB1 

en microglía corteza WT y HD control (C) y tratados con (3NP) 5 mM por 24 h. Se muestra la media + 

ES de fluorescencia de 4 experimentos independientes. Los datos fueron analizados con ANOVA de 

dos vías (***p < 0,001, ****p < 0,0001). 

 

 
Dado que la microglía HD tratada con 3NP muestra mayor expresión de HMGB1, 

pensamos que puede haber un aumento de C1q acompañando HMGB1. Por ende, decidimos 

analizar la expresión de C1qA en microglía tratada con 3NP. Sin embargo, no observamos 

diferencias significativas en los niveles de expresión de C1qA en microglía entre ninguno de 

los grupos analizamos (Figura 18). 
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Figura 18. Expresión de C1qA en microglía de corteza WT y HD. Inmunocitoquímica de C1qA en 

microglía corteza WT y HD control (C) y tratados con 3NP 5 mM por 24 h. Se muestra la media + ES 

de fluorescencia de 3 experimentos independientes. Los datos fueron analizados con ANOVA de dos 

vías. 

 
 

Nuestros resultados sugieren que la expresión de HMGB1 aumenta en microglía de 

corteza HD en comparación con microglía de corteza WT, y que el tratamiento con 3NP 

conduce a un aumento mayor de la expresión de HMGB1 en microglía HD. A pesar de que no 

observamos diferencias significativas en los niveles de expresión de TLR2 o C1qA entre 

microglía WT y HD, la expresión de TLR4 aumenta en microglía de corteza HD, sugiriendo 

que HMGB1-TLR4 podría contribuir a la inflamación en el cerebro HD. 
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6. Discusión 
 

La HD es un trastorno neurodegenerativo complejo que causa discapacidades motoras, 

cognitivas y conductuales debido a una mutación en el gen Htt. A pesar de una extensa 

investigación, los mecanismos patogénicos de la enfermedad siguen siendo desconocidos. 

HMGB1 es una proteína nuclear que puede ser liberada de neuronas y células gliales y 

desencadenar una respuesta inflamatoria al activar alguno de sus receptores TLR (Van Beijnum 

et al., 2008). La expresión de HMGB1 en modelos y pacientes HD no se conoce. HMGB1 

puede interactuar con la proteína mHtt, lo que puede inducir la salida de HMGB1 del núcleo y 

aumentar la formación de agregados de mHtt. Por lo tanto, investigar la modulación de la 

expresión de HMGB1 puede ser útil para comprender mejor su papel en la neurodegeneración 

en HD. En nuestro laboratorio se analizó la expresión de HMGB1 en una línea celular de 

neuronas de estriado ST14A y se encontró un aumento de HMGB1 nuclear en las células que 

expresan mHtt. También demostramos que el ARNm de HMGB1 aumenta en el cerebro de 

ratón HD R6/2 y en la sangre de pacientes HD. Por ende, decidimos estudiar la expresión de 

HMGB1 en la glía de ratones HD. Nuestra hipótesis es que la expresión de HMGB1 podría 

aumentar en astrocitos y/o microglía HD y que al liberarse podría generar inflamación. En este 

estudio, analizamos la expresión de HMGB1 y sus receptores en astrocitos y microglía 

proveniente de ratones Q175 modelo de HD. 

En cultivo primario de astrocitos de corteza, nuestros resultados mostraron que la 

expresión de HMGB1 es mayor en astrocitos en ausencia de SFB, sugiriendo que la expresión 

de HMGB1 puede aumentar en HD en respuesta a situaciones de estrés. Esto fue confirmado al 

estudiar la expresión por Western Blot donde también se observó un aumento de los niveles 

proteicos de HMGB1 en astrocitos HD. Sin embargo, la disfunción mitocondrial inducida por 

3NP no modificó la expresión de HMGB1 en astrocitos WT y HD. En otro estudio, se demostró 

que los astrocitos son más resistentes a 3NP (Olsen et al. 1999), lo que podría explicar por qué 

no se encontraron diferencias en la expresión de HMGB1 frente al tratamiento con 3NP. 

En microglía HD encontramos un aumento en la expresión de nuclear HMGB1 lo que 

sugiere que si HMGB1 es liberada puede contribuir a la respuesta inflamatoria en HD. En 

concordancia, estudios previos mostraron que la microglía HD es reactiva y presenta un 

incremento en la expresión de IL-6 y TNF-α en microglía primaria de ratones R6/2 y HdhQ175 

(Crotti et al., 2014). Aunque este estudio no midió directamente la expresión de HMGB1, 



EXPRESIÓN DE HMGB1 Y SU RECEPTOR TLR2 EN MODELOS CELULARES 

DE LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON Palmieri, Mateo 

Página 37 de 44 

 

 

 

sabemos que los factores inflamatorios pueden aumentar la expresión y liberación de HMGB1 

en astrocitos, entonces es posible que lo mismo suceda en microglía. Además, observamos que 

la disfunción mitocondrial inducida por 3NP provoca un aumento marcado en la expresión de 

HMGB1 en microglía HD. Estos resultados coinciden con (Qi et al., 2015c) que muestra que 

3NP genera un aumento en la expresión del ARNm y la proteína HMGB1 en el cuerpo estriado 

a 12 y 24 h. Un estudio encontró que la cantidad de microglía activada en el estriado y la corteza 

se correlacionó directamente con el grado de pérdida neuronal, lo que sugiere que los cambios 

neuroinflamatorios en microglía podrían cumplir un rol importante en la neurodegeneración de 

HD (Sapp et al., 2001). Asimismo, otro estudio demostró que la microglía que expresa mHtt 

cuando es co-cultivada con neuronas genera una mayor muerte neuronal inducida por LPS en 

comparación con microglía WT (Crotti et al., 2014). Por lo tanto, HMGB1 podría ser un factor 

clave en la activación de la microglía y, en consecuencia, en la neurodegeneración de HD. 

En base a los resultados obtenidos, es posible inferir que en la glía HD se produce un 

aumento de HMGB1, lo que provoca una respuesta reactiva en microglía y astrocitos, lo que a 

su vez podría contribuir a la muerte neuronal en HD. Estudios previos muestran que la 

inflamación y reactividad de la microglía están involucrados en la patogénesis de pacientes HD 

(Björkqvist et al., 2008). De hecho, se han detectado astrocitos y microglía reactivos en el 

estriado de pacientes con HD (Paul Vonsattel et al. 2008). Por lo tanto, es posible que la 

liberación de HMGB1 desde células gliales reactivas pueda inducir inflamación y/o muerte 

neuronal, contribuyendo a la patología neuronal observada en HD. Se necesitan estudios 

adicionales para establecer si HMGB1 es liberada al medio extracelular y para comprender el 

rol que cumple la liberación de HMGB1 en la neuroinflamación de HD. 

Dado que en cerebros HD se encuentran sobreexpresadas varias moléculas 

proinflamatorias (Saba et al., 2022), quizás la expresión de TLR2, uno de los receptores de 

HMGB1, se encuentre aumentado contribuyendo al proceso inflamatorio. Nuestros resultados 

muestran que TLR2 no se modifica ni en astrocitos ni en microglía sugiriendo que TLR2 no 

desempeñaría un papel importante en la patogénesis de la HD. Sin embargo, un estudio previo 

(Crotti et al., 2014), encontró que la microglía de ratones HD muestra niveles aumentados de 

ARNm de TLR2. Aunque estos resultados parecen contradecir los nuestros, es importante 

señalar que en nuestro estudio la expresión de TLR2 mostró una tendencia a aumentar en 

microglía HD, pero la diferencia no fue significativa. En conjunto, estos hallazgos sugieren que, 

aunque TLR2 podría estar involucrado en la patogénesis de la HD, su papel podría ser más 
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limitado de lo que se pensaba. Es necesario seguir investigando para comprender el papel 

preciso de TLR2 en HD. 

Por otro lado, investigamos la expresión del receptor TLR4 en microglía de la corteza, 

otro de los receptores de HMGB1. Nuestros resultados mostraron que la expresión de TLR4 

aumenta en microglía de ratones HD en comparación con ratones WT. Este resultado concuerda 

con un estudio previo en el cual se encontró un aumento de TLR4 en el estriado de pacientes 

con HD (Vuono et al., 2020). Sin embargo, es importante destacar que en este estudio no se 

encontraron diferencias significativas en la expresión de TLR4 en el tejido cortical de los 

pacientes con HD. Es probable que este aumento en la expresión de TLR4 sea específico de la 

microglía y, por lo tanto, difícil de detectar en el cerebro completo, dado que la microglía solo 

representa entre el 5% y el 10% de las células del cerebro. Por eso, es importante realizar 

cultivos celulares para analizar la expresión de moléculas en cada tipo celular. Estos hallazgos 

sugieren que la expresión de TLR4 puede desempeñar un papel importante en la patogénesis de 

HD, esto podría influir en la activación de la microglía en regiones específicas del cerebro. 

Futuros estudios serán necesarios para investigar más en detalle los mecanismos subyacentes 

al aumento de TLR4 en microglía HD. 

Decidimos analizar la expresión de C1qA en microglía de la corteza, ya que HMGB1 

puede interactuar con C1q, lo que sugiere la posibilidad de que puedan inducir la 

neuroinflamación y, a su vez, provocar el deterioro neurodegenerativo en HD. Un estudio 

previo en ratas Wistar tratadas con 3NP (Lopez-Sanchez et al., 2020) mostró un aumento en la 

expresión de C1q en el estriado, hipocampo y cerebelo. En nuestro trabajo no encontramos 

diferencias en la expresión de C1qA en microglía de corteza de ratones HD, mientras que 

astrocitos de corteza no expresan C1qA. Estos resultados podrían sugerir que la respuesta de la 

expresión de C1q podría variar dependiendo de la región cerebral estudiada. Sin embargo, son 

necesarios más estudios para confirmar esta hipótesis. 

Finalmente, nuestros resultados muestran que la expresión de HMGB1 aumenta en 

microglía y astrocitos HD, mientras que su receptor TLR4 aumenta en microglía HD y este 

efecto podría estar involucrado en la patogénesis de HD. 
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7. Conclusión 
 

En conjunto, estos hallazgos apoyan la idea de que la microglía reactiva y HMGB1 

pueden desempeñar un papel importante en la patología de HD. El estudio de HMGB1 es muy 

importante para establecerlo como un posible objetivo terapéutico para la HD. Se necesita más 

investigación para dilucidar los mecanismos subyacentes al papel de HMGB1 en la HD y 

explorar posibles estrategias terapéuticas dirigidas a esta vía. Este trabajo busca destacar la 

relevancia de la microglía y los astrocitos en enfermedades neurodegenerativas, y promover su 

estudio como posibles objetivos terapéuticos para la HD. 
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