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Resumen

La inyección de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en el estriado de la rata lleva a

una progresiva degeneración de las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra pars

compacta. Este modelo ha sido validado para el estudio del síndrome de Parkinson. Por

otro lado, existen fuertes evidencias del rol de las citoquinas y las neurotrofmas

cerebrales tanto en neurodegeneración como en regeneración. Utilizando este modelo

animal, se determinaron los niveles de ARNm de interleuquina-2 (IL-2), Factor de

Crecimiento Transformante-beta l (TGF-Bl), Factor de Crecimiento Nervioso Derivado

del Cerebro (BDNF) y Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-a) en el estriado, y de

BDNF en la corteza, mediante PCR reversa semi-cuantitativa de alta sensibilidad. Los

datos experimentales obtenidos durante la puesta a punto de esta técnica llevaron a la

discusión del modelo matemático que actualmente describe la reacción de PCR. Fue así

posible cuantificar adecuadamente ARNm con una sensibilidad de aproximadamente 15

moléculas por cada 100 células analizadas. Para el estudio de la expresión de los

factores neurotróficos (FNT) se inyectaron unilateralmente ratas adultas con 6-OHDA

que fueron sacrificadas a distintos tiempos. Los cerebros fueron rápidamente removidos

y se determinaron los niveles tisulares de ARNm de los FNT comparándolos con

aquellos de animales a los cuales se les inoculó solución salina. Se detectaron cambios

específicos en los niveles tisulares de diversos FNT en el estriado lesionado con la

neurotoxina: especialmente se induce TGF-Bl al primer día, IL-2 a los 12 días y BDNF

a los 12 y 30 días. Con la sensibilidad de este método, el ARNm de TNFoc no fue

detectado en el estriado a ninguno de los tiempos analizados. En la corteza sólo se

evidenciaron cambios en la expresión de BDNF en el hemisferio contralateral de los

animales inyectados con 6-OHDA a l y 30 días post-lesión. Si bien se detectaron

inducciones específicas en los tejidos lesionados, también se evidenciaron cambios

distintivos en los hemisferios contralaterales y en los animales controles, indicando una

compleja red reguladora de los FNT en respuesta a diferentes intervenciones invasivas

al SNC.



Abreviatu ras

o 6-OHDA: 6-hidroxidopamina (3,4,6-trihidroxifenilamina).

o ADN: Ácido desoxirribonucleico.

o ADNc: Ácido desoxirríbonucleico simple cadena complementario a un ARNm, sintetizado a partir

de éste mediante transcripción reversa in vitro.

o ARN: Ácido ribonucleico.

o ARNm: Ácido ribonucleico mensajero.

o BDNF: Factor de crecimiento derivado del cerebro (Brain-Derived Growth Factor).

o f.c.: Fragmento de competición de la PCR competitiva.

o CDF/LIF: Factor inhibitorio de leucemia (Leukemia lnhibitory Factor).

o cDNA: ADNc que se busca amplificar por PCR ("target").

o CNTF: Factor neurotrófico ciliar (Ciliary Neurotrophic Factor).

o DA: dopamina (3,4-díhídroxifenilamina).

o EGF: Factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor).

o FGF(a y b): Factor de crecimiento de fibroblastos (ácido y básico) (Fibroblast Growth Factor).

o FNT: Factores neurotróficos.

o GDNF: Factor de crecimiento derivado de la glía (Glial-Deríved Growth Factor).

o LB: cuerpos de Lewy (cuerpos de inclusión intracitoplasmáticos, formados por neurofilamentos).

o MPTP: l-metil-4-fenil-l,2,5,6-tetrahidropiridina.

o NGF: Factor de crecimiento nervioso (Nerve Growth Factor).

o NT: Neurotrofina.

o NTN: Neurturina (Neurturin)

o PCR: Reacción en cadena de la polimerasa.

o PD: Enfermedad de Parkinson.

o PSP: Persefina (Persephin).

o RO': radicales libres reactivos de oxígeno.

o SNC: Sistema nervioso central.

o TGF-B: Factor de crecimiento transformante-beta (Transforming Growth Factor Beta).

o TH: tirosinhidroxilasa (enzima responsable de la conversión de Tirosina en L-DOPA).

o TNF: Factor de Necrosis Turnoral (Tumor Necrosis Factor).

NOTA: Se utilizó la sigla inglesa en los casos en que la misma es comúnmente usada y la utilización de

una en español llevaría a confusiones.



INTRODUCCIÓN

I. El síndrome de Parkinson.

Cuando, en 1817, James Parkinson describió por primera vez la enfermedad que

e'l llamó "parálisis con temblores" (Parkinson, 1817), el número de pacientes no era

todavía importante. Pero, con los cambios demográficos globales y el incremento en la

expectativa de vida, las aflicciones asociadas a la edad se han vuelto cada vez más

prevalentes. Entre 1970 y 1998 la población mundial aumentó un 60%, mientras que el

número de personas de más de 80 años se duplicó, y las proyecciones anuncian que este

incremento continuará: para el año 2050 habrá 1970 millones de ancianos (United

Nations, 1998).

La enfermedad de Parkinson (PD) es el segundo desorden neurodegenerativo

más común (luego de la enfermedad de Alzheimer). Está mundialmente distribuida y su

prevalencia total que se encuentra entre 0,1-O,2%, aumenta al 1,4% alrededor de los 55

años de edad y al 3,4% a los 75 (Riess et al., 1998).

Los individuos afectados sufren de deficiencias debilitantes en las funciones

motoras que se manifiestan en (1) temblores rítmicos en el reposo, (2) imposibilidad de

iniciar movimientos de rutina (akinesia) y movimientos voluntarios anormalmente

lentos (bradikinesia), (3) rigidez muscular que lleva a movimientos abruptos, (4)

inestabilidad postura], y (5) falta de expresión facial. La enfermedad es invariablemente

progresiva y 5-10 años luego del inicio los pacientes están postrados y mueren de

infecciones o complicaciones secundarias (Rosenthal, 1998).

La enfermedad es causada por la pérdida de dopamina (DA) en los terminales de

las proyecciones principales de las neuronas nigrales en el estriado, la corteza y el

nucleus accumbens, debido a la degeneración neuronal de la zona compacta de la

substantia nigra. Los primeros síntomas clínicos se evidencian cuando la función de

estas células ha disminuido en un 75% del normal (Hagan et al., 1997). Las

consecuencias de la pérdida de las neuronas dopaminérgicas son bien conocidas. Estas

células son una parte integral de los ganglios basales, un grupo de núcleos del cerebro

anterior que cumplen un rol importante en el control motor. En su ausencia, un exceso

de estímulos inhibitorios es enviado desde los ganglios basales a través de globus

pallidus hacia el tálamo, provocando una disminución en la actividad de la corteza

motora y los síntomas negativos de la PD: akinesia, bradykinesia y rigidez (Figura l).
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Además, la pérdida de la retroalimentación entre las neuronas nigrales dopaminérgicas y

el tálamo da como resultado la liberación de impulsos periódicos espontáneos en el

tálamo, que son en parte responsables de los temblores característicos (Rosenthal,

1998). También otros sistemas dopaminérgicos del cerebro se ven afectados en la PD,

pero con menor severidad que las proyecciones nigrostriatales.

Cerebro normal Parkinson Tratamientostmpéuticos

Substantia nigra Substantia nigm
pars oompada pars ocupada

Esti-¡ado Estriado

Cápsula externa del Cápsula externa del
globus pallidus globus pallidus

Nucleo subtalámroo NUCÏGO503313111109

Cápsula¡“temadel Cápsula'mtemadel A
b llidu ' . . .

glouspa s 3M“ pan'dus Figura l. Circuitos neuronales en
, , los cerebros normales yTalamo Talamo

v ' parkinsonianos.Descripción
Áreamotorasuplemmtaria Áreamotorasuplemanaria Simplificada y paÍ'Cial de las

conexiones neuronales reguladas
eme?” "1‘10" 00mmmmm por las neuronas dopaminérgicas

Naironasmamas espinales Neuronasmdoras espinales del cerebr? medlo en É] S_NCy de
los tratamrentos terapeuticos.

Movimientonormal R‘g'dezr3km?“ L: conexiones inhibitorias. >:
bradikinesm

conexiones excitatorias (adaptado
de Rosenthal, 1998).

Además de la pérdida de las neuronas pigmentadas de la substantia nigra, una

característica patológica relativamente específica acompaña a la degeneración neuronal:

los cuerpos de inclusión intracitoplasmáticos, conocidos como cuerpos de Lewy (LB,

descriptos por F.H. Lewy en 1912). Los LB son encontrados en varias regiones del

cerebro, incluyendo la substantia nigra, el locus coerelus, el nucleus basalis, el

hipotálamo, la corteza, los núcleos motores del nervio craneal y las divisiones centrales

y periféricas del sistema nervioso autónomo (Riess et al., 1998).

I.a. El factor etiológico.

La(s) causa(s) de la muerte neuronal en la PD son desconocidas y en general se

acepta el origen multifactorial de la enfermedad, causada por la acción de factores

ambientales sobre individuos genéticamente predispuestos durante su envejecimiento.

Los desencadenantes podrían ser infecciones virales y toxinas ambientales, así como el
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estrés oxidativo inducido por metabolitos de la DA, la edad, el sexo, el estado

inmunológico, la dieta, etc.

En 1983 se observó que la administración intravenosa de

tetrahidropiridina (MPTP), que es un producto colateral de la reacción de síntesis de la

l-metil-4—fenil-4-propionoxy-piperidina (MPPP) que se vendía en una región de

California (Estados Unidos de Norteamérica) como una nueva “heroína sintética",

causaba un severo parkinsonismo en los individuos adictos (Langston et al., 1983). Este

trabajo no sólo permitió incluir a esos pacientes en los protocolos terapéuticos de la PD,

sino que promovió el desarrollo de modelos animales para el estudio de la PD tanto en

primates no humanos como en ratones (ver más adelante). Además, las similitudes

químicas del MPTP con herbicidas comunes estimularon la investigación

epidemiológica de la enfermedad (Golbe, 1998). Sin embargo, la búsqueda extensiva de

toxinas ambientales que fueran relevantes a la patogenia de la PD idiopática no ha

conducido a descubrimientos definitivos.

Por otro lado, la contribución genética a la PD ha sido controvertida durante

largo tiempo, debido al fracaso en estudios tendientes a demostrar un aumento en la

concordancia de la PD en gemelos, comparados con mellizos. Sin embargo, ahora se

sabe que estos estudios tenían limitaciones de diseño, y con el uso de técnicas de estudio

más sensibles (la tomografia de emisión de positrones para medir la incorporación de

18fluorodopa en los ganglios basales) se ha llegado a la conclusión de que factores

genéticos contribuyen a la disposición para la PD. Así, aunque en la mayoría de los

pacientes la PD es esporádica (lo que se desprende de la falta de familiares de primer

grado con la enfermedad), el estudio genético de la enfermedad ha llevado a la

descripción de varios genes ligados a la enfermedad (Tabla l) (Riess et al., 1998).

Tabla l. Genes asociados a la PD (adaptado de (Riess et al., 1998)).

Gen Ubicación cromosómica Locus del gen de la Iï) Mutación Tinción de LB

a-Synucleína (NACP) 4q21-23 ADPD] (PARK l) Perdida de sentido Sí

B-Synucleína 5q35 Desconocida No

y-Synucleína (Persina) 10q23 Desconocida No

Desconocido 2pl3 ADPD2 (PARK 3)

Parkina 6 ARPD] (PARK 2) Deleciones Desconocido

MIF (?) 22q l 3 Desconocida Desconocido

Abreviaturas: LB, Lewy body; NACP, componente precursor no B-amiloide; M]_F,factor inhibitorio de la migración de macrófagos.
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Recientemente se ha descripto un gen ligado a la enfermedad en un número de

familias independientes, e] cual codifica para una proteína presináptica, la a-synucleína

(Clayton and George, 1998). En homogenatos de cerebros, O,5-l% de la proteína

citoplasmática es synucleína. Esta proteína fue originalmente encontrada en los

terminales nerviosos presinápticos y en porciones de la envoltura nuclear, de ahí su

nombre (Maroteaux et al., 1988). Estudios posteriores no han podido confirmar su

localización nuclear, y hoy es considerada una proteína presináptica, vinculada a las

vesículas sinápticas. Tanto la a- como la B-synucleína parecen estar relacionadas con la

plasticidad neuronal, ya que los mayores niveles de proteína y ARNm se encuentran en

regiones relacionadas con las modificaciones sinápticas dependientes de la experiencia

(Clayton and George, 1998). En estudios histológicos se ha encontrado que la

synucleína se encuentra en muy altos niveles en los LB, sugiriendo un rol de esta

proteína en la PD (Spillantini et al., 1998). Las razones por las cuales estas proteínas se

agregan en la patología se desconocen, pero análisis estructurales revelan que ellas

presentan dos estructuras estables una de las cuales promueve la agregación, integrando

así la categoría de prion (Weinreb et al., 1996).

I.b. La vulnerabilidad selectiva.

Los pacientes con la enfermedad de Huntington, con la PD y con esclerosis

lateral amiotrófica pueden desarrollar demencia, reflejando una patología cortical tardía

en la enfermedad. Los pacientes con la enfermedad de Alzheimer frecuentemente

desarrollan parkinsonismo. Así, la vulnerabilidad selectiva no es un fenómeno absoluto

sino que refleja una interacción entre dos características: (l) cada enfermedad afecta

poblaciones de neuronas en diferente medida a lo largo del tiempo; y (2) la considerable

plasticidad del sistema nervioso permite que haya compensación fimcional hasta el

momento en que el daño es tan grande que provoca los síntomas (Hardy and

Hardy, 1998). El resultado de la interacción entre estos dos factores es que las

patologías muchas veces dan la ilusión de ser un único síntoma clínico en un

determinado momento, cuando en realidad tienen un efecto más global que afecta a los

sistemas funcionales en diferentes momentos a lo largo de la historia natural de la

enfermedad. La mayor parte de la enfermedad —dehecho, el período en el que un

tratamiento sería crítico- probablemente tiene lugar mucho antes de que se manifiesten

los síntomas.
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Aunque la noción de vulnerabilidad selectiva es una sobresimplificación, las

neuronas de la substantia nigra poseen diversas características que las hacen altamente

susceptibles al daño oxidativo: (l) la síntesis de catecolaminas lleva a una producción

fisiológica relativamente alta de radicales libres de oxígeno (RO'); (2) estas neuronas

contienen grandes cantidades de hierro (Graeber and Müller, 1998); (3) la

neuromelanina, un pigmento que se acumula particularmente en la substantia nigra

humana, tiene como precursores a las quinonas que se producen por la oxidación de la

dopamina, la norepinefrina o la epinefrina, sirviendo así de depósito de estos productos

tóxicos. De hecho, la cantidad de este pigmento en estas neuronas está inversamente

relacionada con la PD y la enzima inhibitoria de la migración de macrófagos (MIF), que

está involucrada en la síntesis de neuromelanina y por lo tanto en la detoxificación,

tiene una ubicación cromosoma] (22qll.2) muy cercana a una mutación de la PD

(22ql3) (Matsunaga et aL, 1999). No parece casual, sino causal, que los modelos

animales de la PD (tanto la lesión con MPP+ como con 6-hidroxidopamina, 6-OHDA)

involucren ambos la generación de RO' y el consecuente daño oxidativo.

I.c. El tratamiento de la enfermedad: ¿por qué una terapia génica?

Debido al desconocimiento del factor etiológico, el tratamiento de la enfermedad

se ha focalizado en intentar el mejoramiento de los síntomas. En 1960, un grupo de

Suecia describió la posibilidad de mejorar los síntomas de la enfermedad de Parkinson

mediante la lesión térmica del globus pallidus (Svennilson et al., 1960). Pero en 1967 la

droga L-Dopa revolucionó el tratamiento, permitiendo el mejoramiento farmacológico

de los síntomas de la enfermedad (Cotzias et a1., 1967), y haciendo que la intervención

neuroquirúrgica fuera descartada por muchos médicos. La administración de esta droga

junto con inhibidores de la decarboxilasa de aminoácidos periférica (por ej.

benserazida), si bien ha permitido observar resultados asombrosos en el corto plazo,

pierde lamentablemente efectividad con el tiempo y produce efectos colaterales motores

adversos y debilitantes como diskinesias y akinesias (Hagan et aL, 1997). Esto, junto

con diversos estudios que han revelado los detalles de las conexiones de los núcleos

involucrados en el control de las funciones motoras, ha provocado un resurgimiento de

las intervenciones neuroquirúrgicas, con éxito variado (resumidas en (Graybel, 1996)).

Por otro lado, como para muchos la idea de dañar más un circuito para eliminar

el problema surgido por la pérdida de ciertas neuronas es contra-intuitivo, otra estrategia

terapéutica es la de transplantar nuevas células allí donde algunas se han perdido. Más
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de 200 pacientes han recibido transplantes en el mundo (Olanow et al., 1996). Se han

confirmado mejoramientos clínicos mediante estudios fiincionales, los cuales se han

correlacionado con la supervivencia del transplante y con la inervación del estriado

huésped en estudios postmortem de los pacientes intervenidos (Kordower et al., 1995).

Dos estudios clínicos controlados, promovidos por los Institutos Nacionales de Salud de

los Estados Unidos de América (NIH) están teniendo lugar con tejidos mesencefálicos

fetales en un número mayor de pacientes y se planea otro ensayo de varios centros en

Europa. Además, estudios recientes en modelos animales han logrado restaurar

histológica, fisiológica y funcionalmente la vía nigroestriatal (Zhou et al., 1996). Sin

embargo, aunque todos estos resultados son promisorios, los transplantes neuronales

siguen siendo un procedimiento controvertido, con varias dificultades éticas y técnicas

que llevan a buscar diversas alternativas (por ejemplo, (Rosenthal, 1998), (Studer et al.,

1998), (Sanberg et al., 1997)).

Por todo esto, aún es necesario el desarrollo de terapias que permitan el

tratamiento y, si es posible, la cura de esta enfermedad. La terapia génica consiste en la

transferencia de un gen activo a una célula huésped. Conceptualrnente, la técnica

involucra la identificación de secuencias de ADN y de tipos celulares apropiados, y el

desarrollo de formas adecuadas de transferencia de suficiente ADN a esas células, de

forma de alcanzar la producción de ARN o proteína deseadas. Con una transferencia

adecuada del gen terapéutico, los tratamientos pueden ir desde la reversión de una

enfermedad genética o la disminución del crecimiento tumoral, hasta combatir una

infección viral o detener una enfermedad neurodegenerativa (Verma and Somia, 1997).

En las enfermedades no exclusivamente genéticas (como la PD) los genes

terapéuticos pueden codificar para moléculas neurotróficas, agentes anti-apoptóticos,

citoquinas, neurotransmisores, o receptores. Así, en los modelos animales de la PD se

han ensayado diversas terapias génicas. La transferencia de ADN mediante un vector

adenoviral codificante para la tirosinhidroxilasa (TH, enzima limitante de la síntesis de

dopamina) en rata lesionadas con 6-OHDA demostró mejoras comportamentales a corto

plazo (reducción del comportamiento rotatorio inducido por apomorfina hasta 2

semanas después de la transferencia genética (Horellou et al., 1994)). La utilización de

un vector bicistrónico expresando la TH junto con la enzima decarboxilasa de

aminoácidos aromáticos (AADC, responsable de la conversión de L-Dopa en dopamina)

en monos tratados con la toxina MPTP, también mostró mejoras comportamentales que

perduraron más de 2 meses (During et al., 1998). Sin embargo se necesitarán estudios a
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largo plazo para descartar la existencia de síndromes hiperdopaminérgicos o efectos

colaterales similares a los observados con L-Dopa en estos tipos de tratamiento.

La neuroprotección se refiere, en términos terapéuticos, a las intervenciones que

producen beneficios perdurables mediante la alteración de la etiología o la patogenia y

de esa manera detienen el inicio de la enfermedad o el decaimiento clínico (Shoulson,

1998). Los mecanismos de patogénesis pueden involucrar factores de propagación, que

pueden ser autosostenibles, por ejemplo estrés oxidativo, actividad de radicales libres,

excitotoxicidad, acumulación de agregados intracelulares, inmunogenicidad, disfunción

mitocondrial, y apoptosis. Estos conceptos son la base de otro tipo de terapia génica

ensayada para la PD: la transferencia de factores neurotróficos. GDNF, un factor

neurotrófico de las neuronas dopaminérgicas, ha sido utilizado con éxito en diversos

modelos animales de la PD (Choi-Lundberg et al., 1997; Tomac et al., 1995; Gash et al.,

1996), e incluso en el modelo utilizado en este seminario (Sauer et al., 1995;

Bleuel et al., 1997). Otros factores neurotróficos que habían demostrado proteger a las

neuronas dopaminérgicas en cultivo (por ejemplo, TGF-B3), han resultado en cambio

ineficaces in vivo (Sauer et al., 1995). Sin embargo, resultados preliminares y no

publicados de ensayos clínicos de terapia génica con GDNF para la PD no han sido tan

contundentes, posiblemente debido al estado avanzado de la enfermedad de los

pacientes que ingresan a ese tipo de protocolos.

Así, la búsqueda de nuevos genes terapéuticos para este tipo de terapias es de

vital importancia para el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento. En respuesta a

daño o a infección, la inflamación es una espada de doble filo, con un número de

condiciones neuropatológicas importantes que exhiben el lado negativo de la respuesta.

Las citoquinas pueden provocar gliosis (aumento en el número de células no neuronales,

hipertrofia de los cuerpos celulares de la glía y otros cambios celulares), reacciones de

complemento, activación de proteasas y de microglía, además de una amenaza tóxica

por sí mismas. Pero, por otro lado, las citoquinas pueden controlar la respuesta

inflamatoria y actuar como factores neurotróficos (Patterson, 1995). Descifrar la acción

de las citoquinas en un modelo animal en particular representa así una oportunidad de

revelar una opción terapéutica, y representan junto con las neurotrofinas los candidatos

más firmes para el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas.
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II. Los modelos animales.

Existen varios modelos animales para el estudio de los eventos que involucran la

degeneración de la substantia nigra en la enfermedad de Parkinson. Sin embargo, la

mayoría de los modelos lamentablemente no representan un adecuado paradigma de

neurodegeneración progresiva, la cual es característica de la enfermedad.

El modelo murino de degeneración de células nigrales actualmente en uso

involucra la degeneración de las neuronas dopaminérgicas luego de la inyección de

metil-4-fenil-l,2,5,6-tetrahidropiridina (MPTP). El ion MPP+ interfiere con el complejo

I de la cadena de transporte de electrones, provocando la depleción de energia de la

célula y su estrés oxidativo por radicales libres (Nussbaum and Polymeropoulos, 1997).

Sin embargo no causa una condición neurodegenerativa progresiva sino un insulto

tóxico agudo, diferenciándose así de las características progresivas de la enfermedad.

El modelo de inyección de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en el estriado de la

rata utilizado en este seminario, por otro lado, presenta características degenerativas

progresivas (Sauer and Oertel, 1994). La 6-OHDA es incorporada a los terminales

dopaminérgicos por medio de los transportadores de DA de alta afinidad. Allí, su

oxidación resulta en la formación de radicales hidroxílicos, que reaccionan con azúcares

y fosfolípidos llevando finalmente a la pérdida de la integridad de la membrana y a la

destrucción de los terminales.

En la caracterización de este modelo (Sauer and Oertel, 1994) se inyectó un

marcador retrógrado llamado fluorogold (FG) en el estriado, 7 días antes de la lesión y

en los dos hemisferios. Este marcador permite seguir la degeneración de las neuronas

dopaminérgicas que inervan la zona que rodea al sitio de inyección. Una semana

después se inyectó la toxina en uno sólo de los estriados siguiendo luego los fenómenos

provocados por la lesión. La 6-OHDA causa una rápida degeneración de los terminales

nigroestriales a las 24 horas, provocando una forma de "axotomía química" que aísla a

los cuerpos celulares nigrales de sus estructuras blanco estriatales. La degeneración

continúa a partir de ese momento progresivamente, perdiéndose parte de la

inmunorreactividad para TH dentro de la semana y observándose un encogimiento de

los cuerpos neuronales dopaminérgicos. La muerte neuronal (estimada por el número de

células marcadas con FG) se evidencia a partir de las 2 semanas luego de la lesión,

comparando con el hemisferio contralateral, y a partir de ese momento crece

asintóticamente (Figura 2).
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Figura 2. Números medios relativos de las
neuronas nigrales ipsilaterales marcadas con
FG e inmunorreaetivas para TH a diferentes
tiempos luego de la lesión con 6-OHDA
(tiempo 0). El número de células se expresa
como porcentaje respecto al número de células
contadas en el hemisferio contralateral, no
lesionado. +PS0,05, respecto a1valor precedente;
*PS0,05, respecto al valor de una
semana.(Adaptado de Sauer et a], 1994).
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Semanas post-lesión

En los animales sacrificados 1 y 2 semanas después de la lesión se observaron

pequeñas cicatrices necróticas en el sitio de inyección, en general asociadas a pequeñas

hemorragias. A tiempos mayores no se observó ninguna hemorragia.

El número de células marcadas con FG e inmunorreactivas para TH es

significativamente menor en el hemisferio lesionado a partir de las 2 semanas, aunque

no presenta diferencias a lo largo del tiempo. En el lado no lesionado también se

observan diferencias significativas entre el número de células marcadas con FG a una

semana y todos los otros tiempos (Tabla 2).

Tabla 2. Caracterización a diferentes tiempos de las neuronas nigrales ipsilaterales y
contralaterales a la lesión con 6-0HDA intra-estriado. (Adaptadode Sauer et al, 1994.)

Número medio de células con Número de células positivas para % de células con TH y FG (rango)

FG (rango) TH (rango)

ipsilateral contralateral ipsilateml contralateral ipsilateral contralateral

1semana post 6-OHDA 98,1 i 4,9 102,9 :t 4,6 143,6 i 7,4 " 175,5 :t 11,8 69,4 :t 5,4 79,4 i 1,4
(n = 8) (78-126) (81-117) (99-168) (145-241) (45-91) (75-87)

2 semanaspost 6-0HDA 54,6 i 5,4 " 94,4 i 4,9 71,7 i 11,5 " 184,7:t 7,8 51,5 :t 6,5 " 75,3 i 1,5
(n = 8) (30-77) (79-1 17) (34-112) (159-227) (28-74) (70-84)

4 semanaspost6-0HDA 29,1 i 2,5 " 85,2 i 4,6 77,9 i 18,8 " 188,6i 11,0 62,5 i 2,4 “ 88,911,3
(n = 8) (21-41) (61-102) (22-141) (140-251) (53-76) (83-94)

8 semanaspost 6-OHDA 17,6i 2,5 " 75,1 i 3,6 66,4 i 17,2 " 193,2i 6,5 68,6 i 6,5 “ 88,1 i 2,3
(n = 8) (7-27) (61-89) (10-143) (172-227) (34-89) (80-98)

16semanas post 6-OHDA 9,6 i 1,0 " 65,4 i 2,1 75,8 :t 8,4 " 146,8i 14,3 75,8 i 1,2 " 89,9 i 1,6
(n = 8) (9-13) (60-72) (51-100) (121-199) (72-80) (85-95)

Cuando se comparan con el hemisferio contralateral no lesionado: la pérdida de neuronas nigrales marcadas con FG es
significativamente menor a partir de las 2 semanas, el número de células expresando TH es significativamente menor a todos
los tiempos, y el número de células expresando TH y marcadas con FG es significativamente menor a partir de las 2 semanas.
Prueba t de Student pareada, “P s 0,01; ‘P s 0,05 comparado con el contralateral.
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De esta forma se evidenciaron 2 fenómenos temporales en respuesta a la lesión.

Primero, el número de células marcadas con FG muestra una disminución en el

intervalo medido, y el inicio de la pérdida neuronal se encuentra entre 1 y 2 semanas

post-lesión. Por el contrario, el número de células positivas para TH alcanza sus valores

más bajos a las 2 semanas de hacerse la lesión, después de lo cual se recuperan un poco

o se mantienen esencialmente sin cambios.

Si bien los autores proponen que el fenómeno observado en el lado contralateral

a la lesión podría deberse a la pérdida de FG de las neuronas y por lo tanto este

parámetro sólo serviría mediante la comparación entre hemisferios del mismo animal,

también han considerado otros trabajos en los que se reportan efectos de la lesión con

OHDA en el estriado contralateral a la inoculación.

III. Los factores neurotróficos.

Los factores neurotróficos (FNT) pueden definirse como factores de crecimiento

que actúan directamente sobre las neuronas, regulando su crecimiento, diferenciación y

supervivencia (Yuen and Mobley, 1996). Pero la distinción entre las diferentes familias

de proteínas que componen este grupo resulta arbitraria, y se debe en general al

desarrollo histórico de la investigación en este campo de la neurobiología, que no revela

las múltiples y superpuestas funciones que estas moléculas tienen. Sin embargo, es

posible cierta clasificación en función de similitudes estructurales tanto de las proteínas

como de sus receptores, que revelarían sus historias evolutivas. Así se podrían dividir

los factores neurotróficos en (1) neurotrofinas (NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5), (2)

citoquinas neurotróficas (CNTF y CDF/LIF), (3) superfamilia de TGF-B (TGF-Bl, 2 y

3, GDNF, PSP y NTN), (5) citoquinas pro-inflamatorias (interleuquinas y TNF-a), (6)

familia de FGF (aFGF y bFGF) y (7) familia de EGF (TGF-oc y EGFs). (Ver lista de

Abreviaturas).

El uso de factores neurotróficos en el tratamiento de las enfermedades

neurodegenerativas tendrá éxito en cualquiera de los siguientes escenarios. Primero, si

la enfermedad es resultado, directo o indirecto, de la falta de un FNT; en este caso, la

administración del FNT revertiría el déficit. Segundo, si la enfermedad involucra la

disminución del numero de receptores de un determinado FNT, dando cantidades

farmacológicas del FNT se podría superar el déficit. Tercero, la enfermedad ha

disminuido el nivel de una función metabólica o de un substrato critico para la función
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celular, y este substrato es regulado positivamente por el FNT. Dando niveles

suprafisiológicos del factor se podrían aumentar los niveles del substrato y bloquear la

disfiJnción y la muerte neuronal (Yuen and Mobley, 1996).

El estudio de la expresión de FNT durante la degeneración en un modelo animal,

permitiría identificar potenciales moléculas relacionadas con la función y la

supervivencia neuronal. Sin embargo en este estudio ha de tenerse en cuenta que los

FNT presentan complicaciones adicionales en su estudio, por ciertas características que

los diferencian de otros factores de crecimiento.

Primero, cada FNT tiene diversos efectos sobre distintas poblaciones neuronales.

Por ejemplo, el factor de crecimiento nervioso derivado de cerebro (BDNF) aumenta la

supervivencia de neuronas dopaminérgicas y no de otras en cultivos primarios (Hyman

et al., 1991). Además tiene efectos postsinápticos rápidos, que incluyen el aumento en la

frecuencia y la amplitud de la depolarización de la célula muscular en la unión

neuromuscular en desarrollo (en Xenopus). Y, en las sinapsis del hipocampo del SNC

adulto de mamíferos, el agregado de esta neurotrofina permite el desarrollo de LTP

(potenciación a largo plazo) (Altar and DiStefano, 1998).

Segundo, los receptores de estas moléculas presentan una filerte superposición

entre sus ligandos. Por ejemplo, TrkA (tirosinquinasa A) tiene afinidad por NGF y

BDNF; TrkB por BDNF, NT-3 y NT-4; TrkC sólo por NT-3; y p75 por las cuatro

neurotrofinas. Lo mismo sucede con los receptores de la familia del factor de

crecimiento nervioso derivado de la glía (GDNF). Esto presenta ventajas, por ejemplo

permitiendo el diseño de neurotrofinas de especificidades múltiples como una

alternativa a la terapia combinada (Ibañez, 1998). Pero también podría explicar la

ausencia del fenotipo esperado en los animales con mutaciones nulas de los diferentes

factores neurotróficos. Por ejemplo, los ratones GDNF-/- no presentan déficit de

neuronas dopaminérgicas ni motoras, el cual sería el fenotipo esperado ya que este FNT

permite la supervivencia y función de neuronas dopaminérgicas del cerebro medio

ventral embrionario in vitro (Mildbrandt and al, 1998).

Tercero, la interacción de una molécula con uno o más de sus receptores puede

estimular la diferenciación y supervivencia o la apoptosis neuronal. Estas acciones

cooperativas implican que las posibilidades de señalización extracelular son enormes.

La regulación de las decisiones de diferenciación y proliferación celular dependen así de

los efectos combinados de múltiples receptores y de la duración de segundos mensajeros

y eventos de fosforilación. Por ejemplo, el receptor p75 de neurotrofmas tiene dominios
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intracelulares similares a los del antígeno Fas y al receptor p55 del factor de necrosis

tumoral (TNF). La unión del factor de crecimiento nervioso (NGF) a este receptor causa

la muerte celular en la retina en desarrollo del pollo, y en otros modelos neuronales. Sin

embargo, la co-expresión del receptor trkA (a quien también se une NGF) suprime la

transducción de señal de p75, provocando otra respuesta que puede llegar a ser la

diferenciación y supervivencia (Chao et al., 1997).

Cuarto, una característica única de los factores neurotróficos es que en muchas

ocasiones son sintetizados a grandes distancias de los somas de las células sensibles a

ellos. De esta forma puede tener efectos locales en los axones que inervan las células

que los sintetizan, así como influencias más generales en la expresión genética en el

soma vía el transporte retrógrado (Snider, 1994). También existe transporte anterógrado

que dirige el FNT hacia las células inervadas por la neurona que lo sintetiza. Esto hace

que muchas veces no se encuentre el ARNm del FNT allí donde estudios de

inmunohistoquímica han revelado su presencia, o donde se ha detectado la presencia de

su receptor, y que los cambios en los niveles de expresión deban buscarse a grandes

distancias del sitio donde ocurre la neurodegeneración. Esto implica conocer las

conexiones de la zona de estudio con el resto del cerebro. Por ejemplo, se ha detectado

la proteína de BDNF en el estriado de rata más no su ARNm. Se observó que la

decortificación depleta el estriado ipsilateral de proteína BDNF en dos tercios y en

aproximadamente un tercio el contralateral (estas disminuciones son proporcionales a la

densidad de inervación). Por otro lado, lesiones unilaterales de la vía no cruzada

estriada disminuyen BDNF en menor grado y solo en el estriado ipsilateral. La ablación

selectiva de neuronas del estriado no disminuye el BDNF de esta región. De todo esto se

puede deducir que BDNF deriva de transporte anterógrado de los aferentes corticales, y

en menor medida de los nigrales (Altar et al., 1997; Altar and DiStefano, 1998).

Tomando esto en cuenta, el estudio relativo de la variación de la expresión de

FNT durante la degeneración producida por la toxina 6-OHDA se revela como un

método adecuado para el análisis de aquellos FNT que puedan estar involucrados en

este fenómeno. Este es un paso inicial para el posterior estudio de una posible terapia

génica en la enfermedad de Parkinson, permitiendo la potencial identificación de FNT

que permitan la recuperación neuronal y/o el alivio de los síntomas.
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III.a. El factor de crecimiento nervioso derivado del cerebro (BDNF).

El BDNF es una proteína básica dimérica de 28kDa de dos subunidades de

l4kDa no covalentemente ligadas, estructuralmente relacionadas con NGF (Connor and

Dragunow, 1998). En el cerebro de rata normal (sin ningún tipo de tratamiento) se ha

verificado que tanto la proteína como el ARNm que la codifica presentan una amplia

distribución en todo el SNC (Conner et al., 1997). Particularmente, en ese trabajo se

detectaron en la substantia nigra pars compacta fibras débilmente inmunorreactivas para

BDNF así como células positivas, además de una señal moderada a alta del ARNm.

Los resultados in vitro sugieren un rol de BDNF en la neuroprotección de las

neuronas dopaminérgicas. En neuronas de animales transgénicos (expresando el

SV4OTag termolábil bajo el promotor de TH), BDNF protege contra la toxicidad de

MPP+, glutamato y NO, pero no de DA (Son et al., 1999). En las células mesencefálicas

ventrales de rata en E14 (embrión de 14 días), BDNF también aumenta la supervivencia

de células positivas para TH y protege contra la toxicidad de MPP+ (Hyman et al.,

1991).

In vivo también han habido resultados positivos con esta neurotrofma. El

transplante de diferentes tipos celulares expresando BDNF, atenúa la pérdida de

neuronas dopaminérgicas tanto en el modelo de lesión con 6-OHDA en rata como en el

de MPTP en ratón (ver (Connor and Dragunow, 1998) y citas allí). Por otro lado,

resultados recientes demuestran que la lesión mecánica induce a los macrófagos y la

microglía activos a la producción tanto de BDNF como de GDNF, y que ello resulta en

una activa ramificación de las neuronas dopaminérgicas (Batchelor et al., 1999).

Por otro lado, en la substantia nigra de pacientes con la PD, los niveles del

receptor de BDNF (trkB) no están alterados (Benisty et al., 1998). Sin embargo en el

estriado ipsilateral a la lesión con 6-OHDA en rata tiene lugar un aumento significativo

en la densidad de hibridación para trkB (Numan and Seroogy, 1997).

III.b. Las citoquinas en el sistema nervioso central.

La expresión de citoquinas en el cerebro tanto constitutiva como induciblemente,

ha sido observada recientemente tanto por nuestro grupo como por otros (Besedovsky,

1996; Pitossi et al., 1997). Estas moléculas tienen diversos efectos en el SNC (para una

revisión del conocimiento actual ver (Besedovsky, 1996; Hopkins and Rothwell, 1995;

Rothwell and Hopkins, 1995), que incluyen la regulación de la supervivencia neuronal.
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De esta manera, ciertos roles de las citoquinas hacen que exista una tendencia a

agruparlas con los otros FNT. Se pueden considerar, como ejemplos:

1) la acción a distancia: La infusión de IL-l en el estriado de rata, pero no en la

corteza, aumenta masivamente el daño excitotóxico cortícal. IL-l podria ser

transportada (posiblemente por una vía retrógrada) desde el estriado hacia

sitios especificos en la corteza, aunque no hay que descartar la posibilidad de

que estimule la liberación de otros mediadores que podrían alcanzar la

corteza (Rothwell et al., 1996). Esta forma posible de neuroprotección a

distancia (del soma) es una característica compartida con otros FNT.

2
V la diferente respuesta según el fenotipo neuronal: La infusión local de IL-6

previene a las neuronas colinérgicas del estriado de rata de los efectos

excitotóxicos del NMDA, pero no a las neuronas GABAérgicas de la misma

región (Gadient and Otten, 1994).

3
V la existencia de receptores compartidos: La proteina gpl30, que es el

receptor de LIF y de CNTF, tiene un sitio de interacción común con el

complejo IL-6 - IL-6R (que carece de dominio intracelular de señalización)

(Taga et al., 1989).

Pero, si bien las citoquinas tienen profundos efectos neuroprotectores o

neurodegenerativos que permiten incluirlas dentro de la categoría de FNT, hay ciertas

características que hacen que deban ser consideradas como un grupo aparte. Por un

lado, la mayoría de las neurotrofmas son producidas por las neuronas del SNC, mientras

que si bien se ha descripto la producción neuronal de citoquinas (Schóbitz et al., 1993),

las células que mayormente contribuyen a su síntesis parecen ser las células de la glía

(por ejemplo, (Hirota et al., 1996)). Por otro lado, el estudio de animales transgénicos

cuyos astrocitos expresan IL-6 reveló que presentan neurodegeneración especifica de

ciertas regiones del SNC (revisado en (Campbell, 1997)), mientras que este

comportamiento no se observa en los animales transgénicos para diversas neurotrofmas.

III.b.1. Interleuquina-lbeta (IL-1B).

La IL-l es una citoquina responsable de la mediación de una variedad de

procesos de defensa del organismo, inflamación y respuestas a lesiones. Aunque

inicialmente file descripta como producto de macrófagos activados, se la ha detectado

en una variedad de células, incluyendo fibroblastos, queratinocitos de la piel, linfocitos

T y B, así como astrocitos y células de la microglia del SNC (Arai et al., 1990). Existen
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dos moléculas relacionadas, IL-la e IL-lB, que están codificadas por distintos genes

pero interactúan con el mismo receptor. Se sintetizan como precursores de 3lkDa que

son activados por la enzima convertidora de IL-l (ICE o caspasa-l) (Loddick et al.,

1997)

Se han descripto complejos efectos de IL-l en el SNC. Por ejemplo, el

pretratamiento de cultivos de neuronas corticales con IL-IB protege contra la

excitotoxicidad por aminoácidos, posiblemente vía inducción de NGF, mientras que

altas concentraciones de IL-lB resultan neurotóxicas per se (Strijbos and Rothwell,

1995). In vivo, la administración de lipopolisacáridos o IL-l [3en el hipocampo produce

una disminución en la expresión de BDNF (Lapchak et al., 1993).

En el modelo de la PD por lesión con MPTP, se ha demostrado un aumento

específico de IL-la en los animales lesionados, que se correlaciona con las

ramificaciones dopaminérgicas compensatorias observadas en los animales jóvenes (Ho

and Blum, 1998). Esta inducción no se observa en los animales viejos y, debido a que

en éstos no hay restauración de las conexiones, se sugiere un rol de IL-la en la

recuperación de la lesión. Además, es de notar que este trabajo revela la presencia de

receptores para IL-l en las mismas neuronas dopaminérgicas, por lo cual el efecto de la

citoquina podría ser directo.

Resultados previos, demostraron un aumento de IL-lB 6 días después de la

lesión con 6-OPH)A en el estriado ipsilateral, en las mismas muestras analizadas en este

seminario (Depino et al., 1998), sugiriendo un posible rol de esta citoquina en el modelo

de neurodegeneración en estudio. En cambio, no se detectaron cambios en sus niveles

de expresión en la corteza.

III.b.2. Interleuquina-ó (IL-6).

La IL-6 es una citoquina principalmente liberada (iunto con IL-l y TNFoc) por

monocitos/macrófagos luego de su estimulación, aunque los linfocitos T "helper" del

tipo 2 también la producen. En la respuesta inmune, IL-6 está involucrada en la

estimulación de la secreción de inmunoglobulinas y en la activación de las células T

(Hirano et al., 1990). El receptor de IL-6 está compuesto por una subunidad de unión

del ligando a y una cadena de transducción de señal gpl30 (Taga et al., 1989). Se ha

visto que IL-6 regula diversas funciones como la diferenciación de células "stem" del

sistema inmune, la formación de plaquetas, la inhibición de la lipasa de lipoproteínas de
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los adipocitos, la estimulación de la supervivencia neuronal y la alteración del fenotipo

de neurotransmisor (Muñoz-Fernandez and Fresno, 1998).

En el SNC se ha detectado una amplia expresión de IL-6, tanto en células de la

glía como en neuronas (Schóbitz et al., 1993). Esta citoquina, al igual que otros FNT,

puede tener efectos opuestos sobre las neuronas, ya favoreciendo su supervivencia luego

de una lesión como causando su degeneración. El estudio de animales transgénicos que

sobre-expresan IL-6 en sus astrocitos, ha revelado que esta citoquina puede por sí

misma causar una enfermedad neurológica asociada con extensos cambios

neuropatológicos, que incluyen daño neuronal, astrocitosis reactiva y angiopatía

proliferativa (Campbell et al., 1993). Asimismo, estos animales presentan déficits de

aprendizaje asociados tanto al nivel de expresión del transgen como a la edad (Heyser et

al., 1997), sugiriendo un rol de esta citoquina en enfermedades como la descripta por

Alzheimer. En cambio, la sobre-expresión de IL-6 y su receptor en el sistema nervioso

periférico permite una regeneración más rápida del nervio luego de una axotomía

(Hirota et al., 1996). En cultivo, IL-6 protege a las neuronas dopaminérgicas fetales de

rata de la toxicidad de MPP+ (Akaneyra et al., 1995).

Resultados previos, no demostraron ningún cambio en los niveles de IL-6

provocados por la lesión con 6-OHDA en las mismas muestras analizadas en este

seminario (Depino et al., 1998), correspondientes tanto al estriado como a la corteza, en

ninguno de los tiempos analizados.

III.b.3. Factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a).

TNF-oc es una citoquina producida principalmente por las células activas del

sistema inmune, mientras que en el SNC se expresa en muy bajos niveles y

especialmente en los astrocitos (Mattson et al., 1996). Se produce mayormente como

una proteína de l7kD secretada, aunque también existe una forma de membrana que

tiene actividad citotóxica y un rol importante en la comunicación intercelular. La

producción de TNFocse induce por varios estímulos, incluyendo mitógenos, IL-l y 2, e

interferones. Existen dos tipos de receptores para TNF, denominados p55 y p75, que son

expresados tanto por las células de la glía como por las neuronas. El receptor de p55

activa una vía de transducción de señales que incluye a la enzima esfmgomielinasa, que

induce la liberación de ceramida de la esfmgomielina, y que lleva finalmente a la

activación del factor de transcripción NF-KB. p75 está asociado a las proteínas
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citoplasmáticas TRAFl y TRAF2 que son miembros de la familia de las proteínas

inhibitorias de la apoptosis.

Se ha descripto la producción de TNF-ocpor astrocitos, microglía, yneunmas

fiente a múltiples estímulos fisiológicos y patológicos (ver en (Muñoz-Fernandez and

Fresno, 1998)). TNF-0Ltiene diferentes efectos en distintos tipos celulares del SNC

respecto a la proliferación y/o supervivencia. TNF puede afectar tanto a los astrocitos

como a la microglía, en los que induce proliferación, como a los oligodendrocitos y las

neuronas, sobre los cuales es tóxico en altas concentraciones. Además, TNF puede

inducir cambios de reactividad en la microglía, incluyendo la producción de

superóxidos y la liberación de factores citotóxicos. Asimismo, la sobreproducción

continua de TNF soluble en animales transgénicos lleva al desarrollo de enfermedades

neuronales, independientemente del tipo celular que lo produce (Akassoglou et al.,

1997).

En cambio, se ha demostrado que en ratones que carecen de TNFa o de ambos

receptores para TNFOL,hay un aumento del daño neuronal provocado tanto por

convulsiones causadas por la administración de ácido kaínico en el hipocampo, por

isquemia cerebral debida a la oclusión de la arteria cerebral media (Bruce et al., 1996)

como por inmunización con glicoproteínas de rnielina de oligodendrocitos (Liu et aL,

1998). Además, en estos experimentos la activación de la microglía está reducida, por lo

que el aumento en la neurotoxicidad no se debe a un aumento en la producción de

toxinas por estas células. Así se muestra que TNFoctiene un rol neuroprotectivo en estos

modelos. TNFa podría ejercer su efecto neuroprotector in vivo induciendo las vías

antioxidantes en las neuronas, como se ha demostrado que ocurre in vitro (Barger et al.,

1995). En cultivo, el pretratamiento de células de hipocampo con esta citoquina tiene un

efecto neuroprotector que atenúa los mecanismos implicados en la toxicidad del péptido

B-amiloide (hay una menor producción de RO') y del glutamato (regulación más rápida

de la [Ca2+]¡debido a la inducción de calbindina), efectos dependientes de la activación

del factor de transcripción NF-KB (y por lo tanto de la activación del receptor p55).

III.b.4. Interleuquina-Z (IL-2).

La IL-2 fue originalmente descripta como una linfoquina presente en los medios

condicionados de linfocitos humanos estimulados por antígenos o mitógenos, que

aumentaba la mitogénesis de los timocitos y mantenía el crecimiento in vitro de líneas
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de células T (Arai et al., 1990). La IL-2 es secretada principalmente por los linfocitos T

'helper" luego de 4-12 horas de haber sido estimulados por la unión de un antígeno al

receptor de la célula T. IL-2 induce la proliferación de los linfocitos T, estimula la

secreción de citoquinas, aumenta la expresión de receptores de membrana para otros

factores de crecimiento (por ejemplo, receptores de transferrina y de insulina) y de las

moléculas de histocompatibilidad clase II. También actúa sobre macrófagos, células B

activadas, células "natural killer", y otras células citotóxicas, lo cual ha llevado a su

utilización en inmunoterapias para el cáncer y las enfermedades infecciosas.

La IL-2 se detecta en el cerebro normal de rata, principalmente en el hipocampo,

el estriado y la corteza frontal, pero también en la eminencia media, en el cerebelo, en el

tálamo y en el cuerpo calloso (Araujo et al., 1989). Sin embargo sólo se detectaron sitios

de unión a IL-2 en el hipocampo.

IL-2 afecta directamente la función de neuronas y glía en el sistema nervioso.

Especialmente puede inducir la proliferación y diferenciación o causar la muerte de los

oligodendrocitos, dependiendo del estado de maduración de las células (Benveniste and

Merrill, 1986). Además, la lesión del hipocampo con ácido kaínico aumenta la densidad

de inmunorreactividad para IL-2, indicando que esta citoquina estan'a vinculada a la

respuesta a la lesión. La lesión mecánica en la región entorhinal/occipital provoca un

pico de IL-2 10 días después de la lesión (7 días después del pico de IL-l inducido por

la lesión), indicando que posiblemente en el cerebro (al igual que en el sistema inmune)

IL-2 sea inducida por IL-1 (Nieto-Sampedro and Chandy, 1987).

IL-2 tiene también varias funciones neuromoduladoras. Disminuye la liberación

de noradrenalina evocada por potasio y altera significativamente la liberación de

acetilcolina evocada por potasio (25mM) en rebanadas de hipocampo, filncionando así

como modulador de la transmisión noradrenérgica y colinérgica (Araujo et al., 1989).

También se ha visto que aumenta la liberación de dopamina en rebanadas de estriado,

modula la liberación de dopamina por neuronas mesencefálicas evocada por potasio,

NMDA y kainato (ver en (Otero and Merrill, 1997) y citas allí).

Se han detectado niveles aumentados de IL-2 en plasma (Stypula et al., 1996) y

en el estriado de pacientes con PD, sin detectar diferencias en Ia corteza respecto a

individuos controles (Mogi et al., 1996). Por otro lado, se ha detectado un aumento

significativo de lL-2 en hipocampos postmortem de pacientes con la enfermedad de

Alzheimer, pero no en hipocampos de individuos con PD (Araujo and Lapchak, 1994),

indicando que este aumento es específico para la zona en neurodegeneración.
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III.c. El factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B).

Los TGF-Bs fueron primero caracterizados como proteínas que estirnulaban a las

células normales de riñón de rata para que formaran colonia (Roberts et al., 1981).

Ahora los TGF-Bs son reconocidos como los prototipos de los factores de crecimiento

multifactoriales. Regulan una variedad de importantes fimciones celulares y tisulares,

como el crecimiento celular y la diferenciación, la angiogénesis, la fimción inmune, la

producción de matriz extracelular, la quimiotaxis celular, el proceso de apoptosis y la

hematopoyesis. Son los prototipos de una superfamilia de factores de crecimiento de

aproximadamente 25 miembros que incluyen las activinas, las inhibinas, las proteínas

morfogénicas de hueso, los factores de crecimiento y diferenciación y el GDNF

(Massague' et al., 1994). El TGF-B activo es un homodímero unido por puentes disulfuro

de dos cadenas de 112 aminoácidos. Cada monómero tiene 9 cisteínas, las que se

encuentran en posición 77 forman la unión del dímero y el resto forma puentes

intracatenarios (Daopin et al., 1992).

En mamíferos hay descriptas 3 isoformas de TGF-Bs (TGF-Bl al 3) que

comparten la misma estructura básica y en general muestran actividades similares en los

ensayos in vitro, aunque la multiplicidad de formas y la fuerte conservación entre las

especies animales, sugieren la existencia de roles específicos para cada una (Flanders et

al., 1998). Las 3 formas tienen distintos promotores y diferentes regiones no traducidas

5' y 3' que regulan la transcripción y la traducción, respectivamente. Por ejemplo, el

promotor de TGF-Bl no tiene región TATA ni CAAT, pero sí un número de sitios de

unión de proteínas regulatorias importantes como AP-l, AP2, NF-KB, entre otras

(Guron et al., 1995). De esta forma, el promotor de TGF-Bl se activa por heridas,

isquemia o anoxia, mientras que TGF-BZy 3 (que sí tienen región TATA con una zona

de respuesta a AMP cíclico 5’ de ella) se regulan principalmente por hormonas y

señales de desarrollo.

En el SNC de rata, los TGF-Bs se expresan en todas las áreas, incluyendo

corteza, hipocampo, estriado, bulbo raquídeo, cerebelo y médula espinal. Además, se

han detectado inmunorreactividades para TGF-Bs tanto en astroglía como en neuronas

de la substantía nigra y el estriado de ratas adultas (Flanders et al., 1998).

Los TGF-Bs tienen múltiples efectos sobre los astrocitos. En cultivo inducen la

producción de matriz extracelular, mostrando así un rol en la formación de cicatriz, que

se cree impide el crecimiento de neuritas y la regeneración (Toulmond et al., 1996).
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Además, estimulan la expresión de IL-6, tanto por sí mismos como sinergéticamente

con lL-lB y TNFOL(Benveniste et al., 1994). En cambio, TGF-B inhibe la producción de

TNF-oc,IL-l, IL-6 e IL-12 por la microglía (Suzumura et aL, 1993). Por otro lado,

Bl es quimiotáctico para astrocitos y microglía, indicando que sus efectos son al mismo

tiempo pro- y anti-inflamatorios (revisado en (Flanders et al., 1998) y (Benveniste,

1998)). Todo esto sugiere que los TGF-Bs, fiente a una lesión en el SNC, estimulan la

migración de astrocitos y microglía hacia la región y regulan luego el fenotipo reactivo

de estos tipos celulares. Además, TGF-B regula la producción de moléculas de

reconocimiento (como tenascina, molécula de adhesión neuronal —NCAM- o la

glicoproteína L1) por la astroglía, revelando un posible rol indirecto en la regeneración

axonal (Aubert et al., 1995).

TGF-B también puede influir en la supervivencia y la diferenciación neuronal in

vitro, pero sus efectos dependen de las condiciones de cultivo (por ejemplo la presencia

de otros factores de crecimiento). Entre las células sobre las que actúan, los TGF-Bs

mantienen la supervivencia y modulan el fenotipo de las neuronas dopaminérgicas

embrionarias del cerebro medio de rata (Poulsen et al., 1994). Además, el tratamiento de

cultivos de neuronas de hipocampo de rata con TGF-Bl protege contra la

excitotoxicidad mediada por el receptor de NMDA (regulando la [Ca2+]¡mediante la

inducción de un mayor potencial mitocondrial), impide la apoptosis causada por la

remoción de factores neurotróficos (estimulando la expresión de la oncoproteína Bel-2)

y reduce el daño neuronal causado por radicales libres de oxígeno (Prehn et aL, 1994).

Por otro lado, TGF-B induce la apoptosis de las neuronas granulares del cerebelo (de

Luca et al., 1996). Así, dependiendo del tipo de neuronas en estudio y la etapa del

desarrollo, TGF-B puede tener un efecto neuroprotector o neurotóxico.

En pacientes con la PD, se han detectado niveles significativamente mayores de

TGF-Bl en las regiones dopaminérgicas estriales y en el líquido cefalorraquídeo

comparado con los controles, sin diferencias significativas en la corteza (Mogi et al.,

1995). Además, el tratamiento de cultivos de neuronas dopaminérgicas con TGF-Bl

antes de agregar la neurotoxina lVfl’TP,mejora 2 veces la supervivencia de ese tipo

neuronal (Krieglstein et al., 1995). Sin embargo, la administración de TGF-B3 en el

modelo de lesión con 6-OHDA utilizado en este seminario no afectó la muerte neuronal

de las células de la substantia nigra ni su atrofia (Sauer et al., 1995). Por otra parte, e]

grupo de Krieglstein (Krieglstein et al., 1998) ha demostrado que GDNF necesita de la
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presencia de TGF-B para ejercer su efecto neuroprotector y/o neurorregenerador. De

esta forma los autores sugieren un nuevo tipo de FNT, dos moléculas que carecen de

actividad neurotrófica por separado pero que juntas son neurotróficas.

De todo lo dicho se ve que, basándose en resultados in vitro es difícil predecir

los efectos precisos que una molécula multifimcional (como las citoquinas descriptas)

puede tener en un órgano in vivo. La mayoría de los estudios in vitro estudian el efecto

de la molécula en un tipo celular aislado, mientras que in vivo hay complejas

interacciones entre múltiples tipos celulares. Los efectos de muchas citoquinas son

dependientes del contexto, ya que las células producen otras citoquinas, matriz celular y

pequeños mediadores (NO, iones) que modulan los efectos biológicos del agente de

interés. Es así crítico expandir los estudios in vitro con experimentos usando modelos

animales. Por otra parte, la mayoria de los estudios iniciales en este campo han sido

farmacológicos, utilizando cantidades elevadas de citoquinas administradas en forma

exógena. Para el estudio de la función de las citoquinas cerebrales endógenas que

podrian tener un rol biológico a muy bajas concentraciones locales, se necesita de una

técnica de detección de muy alta sensibilidad.

IV. Reacción en cadena de la polimerasa competitiva,

cuantitativa.

El estudio de la expresión y el rol de las citoquinas y factores neurotróficos en el

cerebro se ve limitado por los bajos niveles en que estos se expresan. Así, no sólo las

metodologías de análisis de proteínas sino también las técnicas habituales de detección

de ARNm (Northern blots y ensayos de protección a ARNasas) carecen de la

sensibilidad adecuada para la detección de estas moléculas en el sistema nervioso

central, o requieren la obtención de numerosas muestras y su posterior concentración.

La técnica de PCR se revela así como la elegida para estos estudios debido a su

extraordinariamente alta sensibilidad, entre 100 y 1000 veces mayor a la de las técnicas

antes mencionadas.
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En teoría la amplificación por PCR sigue una cinética exponencial según

N = No . 2n (l)

donde No es el número de moléculas iniciales, n el número de ciclos de amplificación y

N el número de amplicones. Así, N y No se relacionan por una recta de pendiente 2“.

Partiendo de esto, sería posible cuantificar N y calcular directamente No.

Sin embargo, empíricamente se observa que la ecuación (1) no se cumple, y que

la ecuación que describe el comportamiento de la PCR es

N=No.(l+E)n (2)

donde E es la eficiencia de amplificación (que adquiere valores entre 0 —nohay

amplificación- y l —amplificacióndel 100%). E depende de diversos factores como la

secuencia del ADN molde, la secuencia del primer, la longitud del amplicón, la

concentración de Mg“, la concentración de primers, la concentración de Taq

polimerasa, el nivel de impureza de la muestra, errores experimentales, etc. Siendo así,

pequeñas diferencias en las eficiencias pueden alterar considerablemente las cantidades

de producto obtenidas, por lo que no es posible cuantificar a menos que se conozca o

controle la eficiencia de la reacción.

Para cuantificar ARNm, se han desarrollado varias aproximaciones basadas en la

PCR. La primera descripta utiliza estándares heterólogos externos, aquellos ARNm que

no varían mayormente su expresión (BZ-microglobulina o B-actina), que se amplifican

en tubos separados o en el mismo tubo (Sugimoto et al., 1993). Esta técnica necesita que

los dos pares de primers sean compatibles y tengan un comportamiento similar en las

diferentes reacciones, condición difícil de lograr empíricamente. En cambio, otra forma

de controlar E es incluir en la mezcla de reacción una secuencia de ADN en cantidad

conocida que tenga ciertas características que permitan considerar que tendrá eficiencia

igual o similar a la de la secuencia de interés (cDNA). La técnica que incluye este tipo

de ADN control se llama PCR competitiva, y el ADN en cuestión fragmento de

competición (f.c.) (Raeymaekers, 1998). Para ser un f.c. una molécula de ADN debe

compartir las dos secuencias de aparcamiento de primers con el cDNA, y poseer al

mismo tiempo alguna característica que permita diferenciarlo del cDNA (tamaño del

amplicón, sitio de reconocimiento de una enzima de restricción). También puede ser una

molécula que contenga múltiples secuencias de apareamiento de primers de modo de

permitir la cuantificación de diversos cDNAs (f.c. multiespecífico) (Pitossi and

Besedovsky, 1996).
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Describiendo el comportamiento de esta reacción según la ecuación (2), se puede

calcular la cantidad de moléculas de cDNA y de f.c. al ciclo número n como

cDNAn = cDNAn.1 (1 + E°DNAn.¡) (3)

f.c.n = f.c.n_¡(1 + Em“) (4)

donde ECDNAy Ef'c' son las eficiencias de amplificación del cDNA y del f.c.

respectivamente.

Si ECDNAy Ef'c‘son constantes, lo cual sólo es cierto durante la fase exponencial

de la reacción, las ecuaciones (3) y (4) se pueden expresar como

log (cDNA/fc.) = log cDNAo - log me + n log ((1+E°DNA)/(1+Ef'°')) (5)

donde cDNAo y f.c.o son las cantidades iniciales de ADNc y f.c. respectivamente. Así,

al construir una curva de calibración con diferentes cantidades de f.c inicial (log

cDNAn/fcn versus log f.c.o, (Gilliland et al., 1990)), si las eficiencias de amplificación

son iguales se obtiene una recta de pendiente —1,permitiendo la cuantificación tanto

relativa como absoluta del ARNm.

Sin embargo, la constancia de las eficiencias de amplificación sólo es válida

durante la fase exponencial ya que a medida que avanzan en los ciclos y se acercan a las

concentraciones saturantes de productos, las eficiencias decrecen hasta hacerse cero. Si

EcDNAatEf'c',pero la relación se mantiene constante durante la amplificación, la curva de

la ecuación (5) se desplazará paralelamente afectando la cuantificación absoluta pero no

la relativa (que depende solamente de la pendiente).

Así, la falta de un modelo alternativo ha llevado a exigir el cumplimiento de la

igualdad de eficiencias aún para ensayos de semi-cuantificación por PCR

(Raeymaekers, 1994). Sin embargo, y a pesar de esto, se han publicado varios trabajos

con pendientes distintas de -—1en sus curvas de calibración (Gilliland et al., 1990;

Siebert and Larrick, 1992) que han utilizado de todos modos este modelo, incurriendo

en errores importantes en la cuantificación. Para superar estos obstáculos y poder

cuantificar más allá de la zona exponencial de la reacción, se deben construir curvas de

referencia según (Zachar et al., 1993) y (Hayward et al., 1998), para cada molécula de

interés, coamplificando el ADNc con el f.c. multiespecífico pRat6 (Pitossi and

Besedovsky, 1996). Así se puede observar el comportamiento de ambos amplicones a

medida que se aumenta la cantidad de cDNAo en el número de ciclos que permite

detectar la molécula de interés, aumentando considerablemente la sensibilidad y

evitando cualquier error producto de las suposiciones de un comportamiento

determinado de la reacción.



HIPÓTESIS DE TRABAJO

La lesión de la substantia nigra de rata con la neurotoxina 6-OHDA modula la

expresión de factores neurotróficos específicos que se oponen y/o favorecen la

neurodegeneración.

OBJETIVOS

1) Puesta a punto y análisis del comportamiento de un método de detección y

cuantificación de alta sensibilidad no radioactivo, la reacción en cadena de la

polimerasa competitiva.

2) Análisis de la expresión de los factores neurotróficos BDNF, TGF-B1, IL-2 y

TNFocen un modelo animal de la enfermedad de Parkinson.



MATERIALES YMÉTODOS

Animales y procedimientos quirúrgicos.

La lesión de la substantia nigra con 6-OHDA se realizó en el laboratorio del

Profesor W.H.Oertel (Zentrum fiir Nervenheilkunde, Neurologische Klinik,

Universitát, Marburg, Alemania), quien describió por primera vez este modelo, como

parte de una colaboración con nuestro laboratorio. Brevemente, se inyectan

unilateralmente ratas macho adultas Wistar con 6-OHDA (20pg disueltos en 4ul NaCl

suplementado con 0,2mg/ml de ácido L-ascórbico como antioxidante) en el estriado

derecho siguiendo las coordenadas estereotáxicas adecuadas (Sauer and Oertel, 1994).

Los animales se mantienen en un régimen de 12 horas de luz y oscuridad, con comida y

agua ad líbítum. Como controles se inyectaron en nuestro laboratorio ratas Wistar

macho con vehículo (0,9% NaCl, 0,2 mg/ml Ácido ascórbico) en las mismas

coordenadas estereotáxicas, y se analizaron a los mismos tiempos que los animales

lesionados (grupo "salina"). También se analizaron ratas Wistar macho sin tratar (grupo

"normal").

Los animales inyectados son sacrificados luego de l día (grupo 6-OHDA: n=3,

284i2 g; grupo salina: n=2, 347i174 g), 6 días (grupo 6-OHDA: n=3, 297,3i14,5 g;

grupo salina: n=2, 330g), 12 días (grupo 6-OHDA: n=4, 3lli4,8 g; grupo salina: n=2,

370i70,7) o 30 días (grupo 6-OHDA: n=3, 320,7i29,3 g; grupo salina: n=2, 300i35,3

g). Se extraen rápidamente los cerebros y se disecciona cada hemisferio en: corteza,

estriado e hipocampo para su posterior análisis. Se congelan inmediatamente en

nitrógeno líquido y se guardan a —70°C.

Extracción del ARN.

Para la extracción del ARN de los tejidos se utiliza el reactivo TRIzol de GIBCO

BRL (Gaithersburg, MD) con pequeñas modificaciones respecto al protocolo original

(Chomczynski and Sacchi, 1987; Pitossi et al., 1997). Los tejidos se homogeneizan en

lml de TRIzol por cada 50-100mg de tejido, utilizando un homogeneizador Polytron, 10

segundos a máxima velocidad. Se incuba 5 minutos a temperatura ambiente y se agrega

cloroformo (un quinto del volumen de TRIzol). Se agitan e incuban las muestras 15

minutos en hielo. Se centrífuga lO minutos a 12000g a 4°C. Luego de precipitar la fase

acuosa con isopropanol durante 45 minutos a —20°C,se lava con etanol 75%, se seca
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brevemente, y se disuelve el pellet en agua libre de ARNasas. La integridad del ARN se

chequea mediante electroforesis en un gel de 1% agarosa en bufier Tris-ácido

EDTA (TBE) y la cantidad se calcula midiendo la absorbancia a 260 y 280nm.

Alternativamente, se agrega 10ug de ácido poli-inosínico (poli I) por cada lml

de TRIzol como carrier del ARN (Winslow and Henkart, 1991), de forma de aumentar

la eficiencia de extracción del ARN. En estos casos se verifica la integridad del ARN

por electroforesis en gel de 1% agarosa en TBE, pero la cuantificación no es posible

debido a la presencia del ácido.

En los casos en que se desea analizar la presencia de ARNm de genes sin intrones

(neurotrofinas) se trata la muestra de ARN con ADNasa libre de ARNasa (Gibco)

durante 15 minutos a 37°C, de forma de evitar la contaminación con ADN genómico.

Luego se elimina la nucleasa por tratamiento térmico y extracción con fenol ácido.

Síntesis de ADNc.

El ADNc file sintetizado utilizando un kit comercial (Gibco BRL) de

transcripción reversa. Se mezclan primero en 12ul de volumen de reacción Sug de ARN

total (o 4ul de lOul de preparación con poli I) del grupo a analizar, tomando

proporciones iguales de cada animal, con 0,5ug de oligo(dT)¡2.¡8(Promega). Se calienta

a 70°C durante 10 minutos e incuba luego en hielo al menos 1 minuto. Luego se agregan

hasta concentración final lOmM dithiothreitol, 0,5mM dNTP, 40mM Tris-HCl, pH 8,4,

lOOmMKC], SmM MgClz, 0,2mg/ml BSA y 200 unidades de la enzima Super Script II

(Gibco). Se incuba 10 minutos a temperatura ambiente, se mantiene la reacción a 42°C

por una hora y finalmente se calienta 15 minutos a 70°C. Luego se agregan 40ul de

agua. Se guardan las muestras a —20°C.

Como control de contaminación genórnica de las secuencias a analizar se incluye

en cada experimento de transcripción reversa un control negativo sin la enzima Super

Script II (“control sin RT").

PCR semi-cuantitativa.

l) Fragmento de competición. Para la cuantificación de las muestras se utilizó un

fragmento de competición con sitios de hibridación de primers con secuencias de ADNc

de rata, llamado pRat6 (Figura 3, (Pitossi and Besedovsky, 1996)). Se linealiza el ADN
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con la enzima de restricción EcoRI y se diluye a la concentración adecuada en 0,1mg/ml

de seroalbúmina bovina (Amersham).

Promotor T7

Figura 3. El fragmento de
secuencias de competición pRat6 contiene
primers (Nzont’ secuencias que permiten la
50% C/G) que hibridación de primers para
rodean a sitios de detectar citoquinas y factores
splicing cuando es neurotróficos de rata. Los

480M pesima productos de amplificación
son de 480pb, difiriendo en
tamaño de los
correspondientes a la
amplificación del cDNA (y,
cuando es posible, del ADN
genómico).

Región de
conexión

Poliadeninas para
transcripciónreversa
Sitio único para

"TZ linealización

Para la obtención de los amplicones se utilizaron oligonucleótidos con las

siguientes secuencias (Tabla 3), de forma que cada par de ellos permite la amplificación

de una secuencia de ADNc y de una porción del fragmento de competición. En los casos

en que es posible, la amplificación de ADNc y de ADN genómico dan amplicones de

diferentes tamaños.
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Tabla 3. Se especifican las secuencias de los oligonucleótidos utilizados para la amplificación y los

Gen Primer Largo

¡mencuquinaaïildgér factorde crecimientotransfonnante-betai; 32, microglobulina-beta2.

2) Amplificación por PCR. La amplificación del ADN se realiza en Sul de buffer de

reacción (20mM Tris-HCl, pH 8, SOmMKC], Gibco BRL) suplementado con 2,5mM de

MgClz y 0,2mM de cada dNTPs, además de 0,2p.M de cada uno de los primers

específicos, y 2,5 unidades de la ADN polirnerasa de Thermus aquaticus (Gibco BRL)

en un volumen final de 50g]. En los casos de cuantificación por radioactividad se

agregaron a la mezcla 2 pCi de [a-32P]dCTP (3000Ci/mmol, NEN Life Science

Products).

La mezcla se amplificó en un termociclador PTC-200 (MJ Research) de la siguiente

manera: 2,5 minutos a 94°C, seguidos de 30 o 42 ciclos de: 45 segundos a 94°C, 1

minuto a 55°C, l minuto a 72°C, y finalmente 3 minutos a 72°C.

3) Detección de los productos de amplificación. Durante el desarrollo del seminario

se puso a punto la cuantificación no radioactiva de los amplicones. Para ello se

compararon 3 métodos de cuantificación de los productos:

a) Radioactivo: la reacción se realiza en presencia de [a-32P]dCTP, el producto se

siembra en gel de poliacrilamida 10% en TBE (Ready Gel BIORAD) y se corre 2

horas a 90V. Luego se tiñe el gel durante 15 minutos con bromuro de etidio y bajo

luz UV se cortan las bandas correspondientes al f.c. y al cDNA. La radioactividad se

mide en un contador de centelleo. Esta metodología ya ha sido descripta (Bouaboula

et al., 1992).

b
V Poliacrilamida: el producto de la reacción de PCR se siembra en gel de

poliacrilamida 10% en TBE (Ready Gel BIORAD) y se corre 2 horas a 90V. Luego

se tiñe el gel con bromuro de etidio durante 15 minutos y se cuantifican las bandas

(se detecta con el equipo White/UV Transilluminator UVP y cuantifica utilizando el

programa Gelworks 1D Intermediate, versión 3.01 UVP).
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c) Agarosa: el producto se siembra en gel de agarosa 1,5% en TBE con 0,5 mg/ml de

bromuro de etidio y se corre 1 hora a 75V. Luego se visualizan las bandas bajo UV

(se detecta con el equipo White/UV Transilluminator UVP y cuantifica utilizando el

programa Gelworks 1D Intermediate, versión 3.01 UVP).

El tamaño de los productos de amplificación es estimado en todos los casos

mediante la corrida paralela del marcador de peso molecular lOObpDNA Ladder (Gibco

BRL). Para corregir las diferencias en la cantidad de ARN transcripto de forma reversa

en cada una de las muestras, se cuantifica mediante la misma metodología el ADNc de

B2-microglobulina. Las muestras son normalizadas según la cantidad de

microglobulina presente.

Ensayos de titulación

1) Curvas estándar: Se hicieron diluciones (1/100, 1/500 y 1/625) del producto de

transcripción reversa de 5 ug de ARN total extraído de bazo de rata inyectada

intraperitonealmente con lug de LPS (lipopolisacáridos) 2 horas antes de ser

sacrificadas. Cada una de estas diluciones fue co-amplificada con una concentración

determinada de f.c. mediante 30 ciclos térmicos.

2) Curvas de referencia: Las curvas de referencia para BZ-microglobulinay TGF-Bl

fueron realizadas con diluciones seriadas del producto de transcripción reversa de 5 ug

de ARN total extraído de bazo de rata tratada con LPS. Las curvas para BDNF fueron

realizadas con diluciones seriadas del producto de transcripción reversa de 5 ug de ARN

total extraído del hipocampo de una rata normal. Las curvas de referencia para IL-2

fueron hechas con diluciones seriadas del ADNc sintetizado a partir de ARN extraído

del estriado de animales lesionados con 6-OHDA. El ADNc fue co-amplificado con una

determinada masa de f.c. durante 30 o 42 ciclos térmicos.

Ensayos cinéticos

Las curvas de paralelismo representan el resultado de la amplificación de lpg de

f.c. junto con una dilución 1/50 del ADNc sintetizado a partir de Sug de ARN total de

bazo de rata, utilizando primers para la detección de BZ-microglobulina.
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Cuantificaciones de las muestras

Para la cuantificación de los ADNc codificando para las diferentes moléculas a

analizar, se utilizaron diferentes cantidades de producto de transcripción reversa (se

expresan con ug de ARN total utilizados para la reacción), junto con lOOfg de f.c.

pRat6, durante 30 o 42 ciclos térmicos.

Se determinó el nivel de ADNc codificante para el factor neurotrófico en

cuestión en la muestra mediante 4 determinaciones. En reacciones separadas se

determinó la cantidad de ADNc para B2-microglobulina en las mismas muestras, por

cuadruplicado. Los resultados se presentan como el promedio de las determinaciones

para el factor neurotrófico normalizadas por BZ-microglobulina, con su desvío estándar.



RESULTADOS

Controles de la RT-PCR semi-cuantitativa.

Según el modelo vigente, para poder cuantificar por PCR competitiva

(Raeymaekers, 1998), la eficiencia de amplificación del cDNA debe ser igual a la del

fragmento de competición (f.c.) durante los ciclos sucesivos y en todo el rango de

concentraciones. Para verificar esto se realizan dos tipos de experimento: una curva

estándar (ensayo de titulación) y una curva de paralelismo (ensayo cinético).

¡2345678910111213_M M

g
cDNA

c.

1 y = —o.7904x + 2.427

R2 = 0.9581 o... Dilución 1/100del ADNc

¡ Dilución 1/625 del ADNc
0v5

¿É c

3 o . ,
d 1.5 2 4.5
O

5° log f.c.0

y = -O.6379x+ 1.3351
-1 R2 = 0.9703

Figura 4. Curvas estándar con diferente cantidad de cDNA inicial. a) Visualizaciónen gel de agarosa
al 1,5% de los amplicones de la curva estándar utilizando una dilución l/ 100 del cDNA. Fragmento de
competición: ly 2: lOOfg,3 y4: lSOfg, S y6: 200fg, 7 y 8: SOOfg,9y lO: lpg, ll y 12: lOpg, 13: ARN sin
transcriptasa reversa. b) Visualización en gel de agarosa al 1,5%de los amplicones de la curva estándar con
una dilución 1/625 del cDNA. Fragmento de competición: l y 2: Spg, 3 y 4: lpg, 5 y 6: SOOfg,7 y 8: 200fg,
9 y 10: lOOfg, ll y 12: SOfg, 13 y 14: 20fg. c) Comparación de las pendientes de las curvas estándar.
-: control negativo. M: marcador de peso molecular en escalera de lOOpb.
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Como control de la linealidad de la cuantificación, se realizó un ensayo de

titulación amplificando el cDNA obtenido del bazo de una rata inyectada con LPS

(cDNAo)junto con distintas concentraciones del f.c. (f.c.0) según (Gilliland et al., 1990).

Se puede ver (Figura 4) una relación lineal entre el logaritmo de la relación cDNA,,/f.c.n

y las diferentes concentraciones de f.c.0. Sin embargo, la pendiente cambia según la

cantidad de cDNA que se utilice, mostrando un comportamiento que si bien se observa

en varios trabajos publicados (por ej. (Siebert and Larrick, 1992; Gilliland et al., 1990),

no ha sido descripto teóricamente ni tenido en cuenta en las cuantificaciones.

Para evidenciar el comportamiento de las eficiencias de amplificación a lo largo

de los ciclos se construyó una curva de paralelismo según (Bouaboula et al., 1992),

amplificando lpg del f.c. con una dilución 1/50 del cDNA. Al graficar los logaritmos de

los productos en función de los ciclos, se puede observar que alrededor de los 30 ciclos

empieza a tener lugar la saturación, donde ambas eficiencias se aproximan a cero

(Figura 5.a.). Sin embargo, en la fase exponencial se observa que la eficiencia de
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Figura 5. Curvas de paralelismo, cinética de formación de los productos de amplificación del
fragmento de competición (f.c.) y del cDNA de BZ-microglobulina. Cantidades iniciales: lpg de
fragmento de competición y dilución 1/50 de cDNA. a) Cinética de acumulación de producto, en la
abscisa se grafica el número de pixels detectados (ver Materiales y métodos). b) Cinética de la
acumulación de cDNA relativa a la del f.c. c) Visualización de los productos de amplificación en gel
de agarosa al 1,5%, teñido con bromuro de etidio. Número de ciclos: l y 2: 26, 3 y 4: 28, 5 y 6: 30, 7
y8: 32,9 y 10: 34, ll y 12: 36, 13y 14: 38, lSy l6: 40, l7y 18:42.
-: negativo, 42 ciclos. M: marcador de peso molecular en escalera de lOOpb.
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amplificación del fragmento de competición es mayor que la del cDNA (Figura 5.b.).

Esto se opone al requisito exigido según Raeymaekers (Raeymaekers, 1994) de que las

eficiencias sean iguales, modelo que considera que no se pueden utilizar fragmentos de

competición cuyas eficiencias sean diferentes a las del cDNA.

Debido a las diferencias en las eficiencias de amplificación de los dos

templados, la cuantificación del cDNA asumiendo una recta de pendiente —l introduce

importantes errores en la cuantificación. Para evitar incurrir en tales errores, se

construyeron curvas de referencia coamplificando una determinada cantidad de f.c.

(lOOfg, utilizados en la posterior cuantificación) con diluciones de ADNc de bazo de

rata tratada con LPS. En estas curvas se puede evidenciar el mismo fenómeno que se

observa en las curvas estándar: dependiendo de la cantidad de f.c. utilizada, la pendiente

varía. Además la linealidad que se observa al utilizar una baja cantidad de f.c. se pierde

al usar lpg (ver R2 de la curva de lpg en la Figura 6). Aunque la línea de tendencia

forzada sobre esos datos tenga una pendiente cercana a —l, su utilización llevaría a

errores en la cuantificación, ya que se puede verificar que los mismos valores ajustan a

la curva logaritmica y = 1,9372 ln(x) —1,3474 con un R2= 0,9355.

a. co .__ lOOfgf.c.
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Figura 6. Curvas de referencia para BZ-microglobulina. a) Visualizaciónde los amplicones en gel
de agarosa al 1,5%, teñido con bromuro de etidio. Fragmento de competición: lOOfg.Diluciones de
cDNA: Calles l y2: 1/10; 3 y4: 1/50; 5 y 6: l/100;7y 8: 1/250; 9 y 1011/500; ll y 12: l/750; 13y 14:
l/ 1000; 15y 16: l/ 1250. b) Visualización de los amplicones en gel de agarosa al 1,5%, teñido con
bromuro de etidio. Fragmento de competición: lpg. Dilución de cDNA: Calles l y 2: 1/10; 3 y 4: 1/50;
5 y 6: l/ 100; 7 y 8: 1/250; 9 y 10:1/500. c) Curvas de referencia obtenidas de la cuantificación de las
bandas de los geles a) y b). -: negativo. M: marcador de peso molecular en escalera de lOOpb.
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Según Zachar (Zachar et al., 1993), es posible cuantificar absolutamente con este

tipo de curvas de referencia aunque la pendiente sea diferente de 1, si abarcan el rango

de las muestras a analizar y son repetibles. Se construyeron así curvas de referencia para

las citoquinas y neurotrofmas a cuantificar, y su pendiente fue utilizada para corregir los

valores obtenidos para las muestras. En este trabajo, como se desconoce la cantidad de

moléculas de partida en las curvas de referencia, esto lleva a una semi-cuantificación y

no a una cuantificación.

Las curvas de referencia utilizadas son:

para BZ-microglobulina (30 ciclos): log (cDNA/fc.) = 0,6104 * log(cDNAo) —0,2968;

para TGF-Bl (30 ciclos): log(cDNA/fic.) = 0,9092 * log(cDNAo) —0,7935;

para IL-2 (30 ciclos): log(cDNA/fc.) = 0,8445 * log(cDNAo)- 0,8330;

y para BDNF (42 ciclos): log(cDNA/fic.) = 0,6435 * log(cDNAo) —1,3892;

donde cDNAo es un número que indica la dilución del ADNc original en la curva de

referencia y cDNA/fc. es la relación entre la cuantificación del amplicón

correspondiente al cDNA y la del f.c. (ambas en pixeles, según lo indica el programa de

cuantificación de imágenes).

Comparación de métodos de detección de los amplicones

La detección de los productos de amplificación ha sido ya descripta mediante la

utilización de nucleótidos marcados radiactivamente ya sea con un Phosphoimager

(Pitossi et al., 1997) o mediante el corte de las bandas visualizadas por tinción con

bromuro de etidio y su cuantificación en un contador de centelleo (Bouaboula et al.,

1992). En el presente seminario se analizó la posibilidad de cuantificar utilizando

directamente tinción con bromuro de etidio, de forma de evitar la utilización de

radioactividad.

Se realizó una curva estándar coamplificando diluciones seriadas de f.c. (lOpg a

ng) con una dilución 1 en 500 del ADNc obtenido a partir de ARN de bazo de una rata

tratada con LPS, en presencia de trazas de radioactividad. Los productos de

amplificación fueron corridos en geles de poliacrilamida, teñidos con bromuro de etidio

y fotografiados. La cuantificación de las bandas visualizadas por excitación con luz UV

se grafican como "Poliacrilamida". Luego se cortaron las bandas y se midieron sus

actividades en un contador de centelleo, curva "Radioactividad". Otras alícuotas de los

productos de amplificación fueron corridas en un gel 1,5% de agarosa en TBE, en
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presencia de bromuro de etidio. Las bandas fueron visualizadas por excitación con luz

UV y cuantificadas, curva "Agarosa". Se puede observar que los diferentes métodos de

detección son equivalentes tanto en sus resultados como en su sensibilidad (Figura 7).

Así, para los tres métodos las cuantificaciones de los productos de menos de lOOfgse

desvían de la linealidad y los productos de amplificación de 20 y ng de f.c. no se

pueden detectar, indicando que en estas condiciones la sensibilidad para

microglobulina es de 2000 moléculas de pRat6 por reacción (lo que da la posibilidad de

cuantificar alrededor de 15 moléculas de cDNA cada 100 células analizadas). Por todo

esto, se utilizaron geles de agarosa con bromuro de etidio para la cuantificación por

tratarse del método más sencillo.
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Figura 7. Comparación de la cuantificación con diferentes métodos de detección. Lasmismas
reacciones fueron analizadas de las tres maneras. Se utilizó una dilución 1/500 de cDNA de bazo. a)
Visualización de los amplicones en gel de agarosa al 1,5%, teñido con bromuro de etidio. Fragmento de
competición: ly 2: lOpg, 3 y 4: Spg, 5 y 6: Zpg, 7 y 8: lpg, 9 y 10: 500fg, ll y 12: 200fg, 13 y 14:
lOOfg, 15 y 16: SOfg.b) Visualización de los arnplicones en gel de poliacrilamida al 10%, teñido con
bromuro de etidio. Los duplicados fueron corridos paralelamente en otro gel en las mismas
condiciones. Fragmento de competición: l: lOpg, 2: Spg, 3: 2pg, 4: lpg, 5: 500fg, 6: 200fg, 7: lOOfg,8:
SOfg.c) Curvas estándar para BZ-microglobulina, de las mismas reacciones cuantificadas con diferentes
métodos de detección (ver Materiales y métodos). Se grafica el promedio de cada resultado (de lOpg a
lOOfgde f.c.) y su desvío estándar. M: marcador de peso molecular en escalera de 100pb. -: control
negativo.
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Cuantificación del ARNm para BDNF en estriado y corteza.

Para determinar si BDNF es regulado en respuesta a la lesión de la substantia

nigra con 6-OHDA, se analizó por PCR semi-cuantitativa el ARN obtenido de distintas

áreas del cerebro de animales lesionados y se lo comparó con aquellos a los cuales se les

había inyectado solución salina (Figuras 8 y 9). La amplificación mediante 30 ciclos

térmicos no permitió la detección de BDNF en el estriado ni en la corteza, por lo cual se

incrementaron a 42 ciclos. Por ser un gen sin intrones, las muestras destinadas al

análisis de niveles de ARNm de BDNF fueron tratadas con ADNasa antes de la

transcripción reversa. La no-contaminación con ADN genómico fue sucesivamente

confirmada mediante la inclusión en cada experimento de PCR de un control de ARN

sin transcriptasa reversa.

En los gráficos de los resultados de la cuantificación (Figuras 8 (b. y c.) y 9.b.),

los valores en abscisas sólo representan valores arbitrarios, los cuales resultan de

corregir mediante la curva de referencia correspondiente las relaciones cDNA/f.c.

estimadas, y luego normalizar ese valor por la cantidad de BZ-microglobulina

determinada de la misma manera, en reacciones separadas. Como las curvas de

referencia están hechas con diferentes ADNc (ver Materiales y Métodos), estas

correcciones hacen que los valores sólo permitan comparaciones dentro del experimento

(y no con otros factores neurotróficos). El tiempo cero corresponde a un animal no

lesionado ("normal", ver Materiales y métodos). También debe notarse que la forma del

gráfico no debe dar la errónea impresión de representar una cinética total de la

inducción de BDNF, la cual tiene una forma desconocida. Sólo representa una

tendencia, ya que se desconoce el comportamiento en los intervalos no analizados, y

busca exclusivamente facilitar la visualización de los resultados.

En el estriado ipsilateral a la lesión (Figura 8.b.), BDNF aumenta

significativamente (5 veces) 12 días después de la lesión y se mantiene elevado (10

veces) a los 30 días, comparado con las muestras provenientes de los animales a los

cuales se les inyectó solución salina. Además, se registró un aumento no significativo de

la expresión de BDNF en el estriado ipsilateral al día siguiente de la lesión. En el

estriado contralateral (Figura 8.c.), en cambio, la inducción de BDNF se comporta de

manera diferente. Un día luego de la lesión con 6-OHDA hay un aumento en los niveles

de ARNm codificante para BDNF (4 veces comparado con los de salina). Si bien a

partir de los 12 días también se mantiene elevado (9 veces), a los 30 días presenta una
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tendencia a volver a niveles normales (38,12 i 12,02 comparado con 18,21 i 1,06 del

normal).

Es de destacar que en ambos hemisferios la inoculación de solución salina

también induce BDNF a diferentes tiempos, con respecto a los animales no tratados. A

los 6 días de inyectados, tiene lugar una inducción de BDNF en el estriado ipsilateral

(10 veces respecto a los animales no tratados). En el hemisferio contralateral, BDNF

aumenta 1 y 6 días después de la inoculación (3,5 y 4 veces).

Ml

4_ f.c.(480pb)

<— cDNA(202pb)

b. Ipsilateral c. Contralateral
300É

g g
-I-6-OHD
'O-salina

-o .6-OHDA

5 5

á

CDNAdeBDNF(urndadesarbitrarias)

8S
cDNAdeBDNF(unidadesarbitrarias)

G0

_.

88 ¿9.

| \ \ \Il/a' fI¡tz\
| l \ \

__9__

l I I I I I l I Il l I I I l l l I l l I I I
l

I I
o

O kh ._.O

O
r

15

Diaspos-lesiín Días post-lesión

Figura 8. Expresión de BDNF en el estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA o inyectadas con
solución salina. a) Visualización de los amplicones de BDNF en gel de agarosa al 1,5%, teñido con
bromuro de etidio. Calles l a 8: muestras de animales lesionados con 6-Ol-IDA(l y 2: l día, 3 y 4: 6 días, 5
y 6: 12 días, 7 y 8: 30 días post-lesión, estriados ipsi y contralateral respectivamente). Calles 9 y 10:
muestras de estriados de animales intactos, derecho e izquierdo. Calles ll a l8: muestras de animales
inyectados con solución salina (ll y 12: l día, 13y 14: 6 días, 15 y l6: 12 días, l7 y 18: 30 días
inyección, estriados contra e ipsilateral respectivamente). 19: control de contaminación genómica, ARN sin
transcriptasa reversa. +2 lOOfgde f.c. -: control negativo. M: marcador de peso molecular en escalera de
lOOpb.b) Resultados de la cuantificación de BDNF en el estriado ipsilateral a la lesión. Tiempo cero:
animales íntactos. 6-OHDA: animales lesionados con la neurotoxina Salina: animales inyectados con
vehículo. c) Resultados de la cuantificación de BDNF en el estriado contralateral a la lesión. Tiempo cero:
animales intactos. 6-OHDA: animales lesionados con la neurotoxina. Salina: animales inyectados con
vehículo.
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En la corteza de los animales lesionados con 6-OHDA, BDNF no presenta

diferencias en sus niveles en el hemisferio ipsilateral a la lesión respecto a los animales

inyectados con solución salina (Figura 9.b.). Sin embargo, ambos tratamientos

(neurotoxina y salina) inducen aumentos a diferentes tiempos en la corteza contralateral

a la inyección (especialmente, hay 5 veces más ARNm para BDNF en la corteza

contralateral de los animales al día siguiente de ser lesionados con 6-OHDA y 10 veces

más a les 30 días, que en cualquiera de les otros tratamientos).
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Figura 9. Expresión de BDNF en la corteza de ratas lesionadas con 6-0HDA o inyectadas con solución
salina. a) Visualización de los amplicenes de BDNF en gel de agaresa al 1,5%, teñido con bromuro de
etidio. Calles l a 8: muestras de animales lesionados con 6-OHDA (I y 2: l día, 3 y 4: 6 días, 5 y 6: 12 días,
7 y 8: 30 días post lesión, certezas ipsi y eontralateral respectivamente). Calles 9 y 10: muestras de certezas
de animales intactos, derecha e izquierda. Calles ll a 18:muestras de animales inyectades con solución
salina (ll y 12: 1 día, l3 y 14:6 días, 15 y 16: 12 dias, 17 y 18: 30 días post-inyección, certezas contra e
ípsilateral respectivamente). 19: control de contaminación genómica, ARN sin transcriptasa reversa. +:
lOOfgde fic. -: control negative. M: marcador de peso molecular en escalera de lOOpb.b) Resultados de la
cuantificación de BDNF en la certeza. Tiempo cero: animales intactes. 6-OHDA: animales lesionados cen la
neuretexina, certezas ipsilateral y contralateral a la lesión. Salina: animales ínyectades con vehículo,
certezas ipsilateral y centralateral a la inyección.
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Cuantificación del ARNm para TGF-Bl en estriado.

Estudiando la regulación de TGF-Bl en respuesta a la lesión de las neuronas

dopaminérgicas que inervan el estriado, se analizaron por PCR semi-cuantitativa los

ARN provenientes de animales tratados con 6-OHDA y se los comparó con aquellos de

animales inyectados intra-estriatalmente con vehículo (Figura 10).
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Figura 10.Expresión de TGF-Bl en el estriado de ratas lesionadas con 6-0HDA o inyectadas con
solución salina. a) Visualización de los amplicones de TGF-Bl en gel de agarosa al 1,5%, teñido con
bromuro de etidio. Se amplificaron en 30 ciclos 100fg de f.c. y el producto de transcripción reversa de 0,5ug
de ARN total. Calles l a 8: muestras de animales lesionados con 6-OHDA (l y 2: l día, 3 y 4: 6 días, 5 y 6:
12 días, 7 y 8: 30 días post lesión, estriados ípsí y contralateral respectivamente). Calles 9 y 10:muestras de
estriados de animales intactos, derecho e izquierdo. Calles ll a 18:muestras de animales inyectados con
solución salina (ll y 12: l día, 13 y l4: 6 dias, 15 y 16: 12 dias, 17 y 18: 30 días post-inyección, estriados
contra e ipsilateral respectivamente). +: 100fg de f.c. -: control negativo. M: marcador de peso molecular en
escalera de lOOpb.b) Resultados de la cuantificación de TGF-Bl en el estriado. Tiempo cero: animales
intactos. 6-OHDA: animales lesionados con la neurotoxina, estriados ipsilateral y contralateral a la lesión.
Salina: animales inyectados con vehículo, estriados ipsilateral y contralateral ala lesión.

En el estriado lesionado con la neurotoxina, se observa un incremento en los

niveles de ARNm codificando para esta citoquina al día siguiente de la inyección (2

veces), volviendo 5 días después a los niveles normales y manteniéndose así.
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Por otro lado, la inyección de solución salina induce TGF-Bl en el estriado

tratado a los 6 días (4 veces, comparado con cualquiera de los otros tratamientos). Este

aumento se mantiene a los 12 días, pero a los 30 vuelve a niveles basales.

Cuantificación del ARNm para IL-2 en estriado.

El análisis de los niveles de IL-2 en la región estriada de los ganglios basales en

que se inyectó 6-Olfl3A, evidenció un marcado aumento en los niveles del ARN

codificante para esta citoquina a 12 días de la lesión (6,5 veces el contenido de la misma

citoquina en la muestra proveniente de los animales a los que se les inyectó solución

salina). A los 30 días los niveles no se diferencian de aquellos en los animales control,

pero ambos se mantienen elevados respecto a las ratas intactas (3,4 y 2,9 veces

respectivamente).

En el hemisferio contralateral, por otro lado, está citoquina aumenta a los días 1

(4 veces) y 6 (5,6 veces) respecto a los niveles en la región correspondiente en los

animales inyectados con solución salina. A los 12 días no hay diferencias entre los dos

grupos. A los 30 días ambos grupos presentan niveles aumentados del ARNm de esta

citoquina respecto a los normales (5,4 veces los lesionados y 3 veces los controles), la

cantidad de IL-2 en el grupo 6-OHDA es mayor que en el grupo salina (1,08 i 0,23

contra 0,42 i 0,14).
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Figura ll. Expresión de IL-2 en el estriado de ratas lesionadas con 6-0HDA o inyectadas con solución
salina. a) Visualización de los amplicones de lL-2 en gel de agarosa al 1,5%, teñido con bromuro de etidío.
Calles 1 a 8: muestras de animales lesionados con 6-OHDA(1 y 2: l día, 3 y 4: 6 dias, 5 y 6: l2 días, 7 y 8:
30 dias post lesión, estriados ipsi y contralateral respectivamente). Calles 9 y 10:muestras de estríados de
animales intactos, derecho e izquierdo. Calles ll a 18:muestras de animales inyectados con solución salina
(ll y 12: l día, 13 y 14: 6 días, 15 y 16: 12 dias, l7 y 18: 30 días post-inyección, estriados contra e
ipsilateral respectivamente). +: lOOfgde f.c. -: control negativo. M: marcador de peso molecular en escalera
de 100pb. b) Resultados de la cuantificación de lL-2 en el estriado ipsilateral a la inyección. Tiempo cero:
animales intactos. 6-OHDA: animales lesionados con la neurotoxina. Salina: animales inyectados con
vehículo. c) Resultados de la cuantificación de IL-2 en el estriado contralateral a la inyección. Tiempo cero:
animales intactos. 6-OI-IDA:animales lesionados con la neurotoxina. Salina: animales inyectados con
vehiculo.

No se detecta TNFa en estriado a ningún tiempo.

Esta metodología no permitió la detección del ARNm para TNFa a ninguno de

los tiempos analizados en los animales lesionados con 6-OHDA ni en las ratas

normales. Se amplificó por PCR el producto de transcripción reversa de 0,5ug de ARN

total junto con lOOfgde fragmento de competición durante 42 ciclos. Se pueden ver

(Figura 12) que se detectan los amplicones del pRat6 y del ADN genómico, pero no

hay productos de tamaño esperado (248pb) de la amplificación del cDNA.
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Para descartar la posibilidad de que el ADN genómico impidiera la detección del

cDNA por competencia, se repitió el experimento utilizando ADNc proveniente de

ARN tratado con ADNasa antes de la transcripción reversa. La amplificación de este

cDNA en presencia o ausencia de fragmento de competición (que podría también

impedir la detección), tampoco llevó a la obtención de productos del tamaño esperado

en ninguna de las muestras analizadas (experimentos no mostrados).

Mediante una curva con diferentes cantidades de fragmento de competición, se

observó una sensibilidad de 800 moléculas de pRató detectadas luego de 42 ciclos de

amplificación. Esto indica una alta sensibilidad, que sin embargo no permite detectar los

niveles basales de TNFa antes descriptos (Tchelingerian et 31.,1992).

712 4” 6 7__3 91011 -M

Genómico(661pb) —>

f.c.(480pb)—> .

Figura 12.Detecciónde TNFa. en estriado de ratas lesionadas con 6-0HDA y en animales
intactos. Calles l y 2: animales normales, estriado derecho e izquierdo. Calles 3 al 10: animales
lesionados con 6-OHDA (3 y 4: l día, 5 y 6: 6 días, 7 y 8: 12 días, 9 y 10: 30 días después de la
inyección, estriado ipsilateral y contralateral respectivamente). Calle ll: control de contaminación
genómica (ARN sin transcriptasa reversa).
-: control negativo. M: marcador de peso molecular en escalera de 100pb.



Discusión

PCR competitiva.

La búsqueda de validar la utilización de la técnica de PCR competitiva para la

cuantificación de factores neurotróficos en el SNC durante este seminario, condujo a

resultados que no se amoldaban a los modelos matemáticos vigentes para esta técnica

pero que, por ser altamente repetibles, no podían ser considerados errores

experimentales sino que parecían revelar un comportamiento intrínseco a la reacción.

El modelo de amplificación descripto en la introducción (Raeymaekers, 1993),

considera que las eficiencias son constantes a lo largo de la reacción. Sin embargo, en la

Figura 5 se puede ver que en las condiciones experimentales utilizadas en este

seminario esto no ocurre. Luego de 26-28 ciclos de amplificación se abandona la fase

exponencial de la reacción y ésta se empieza a saturar, de forma que a los 42 ciclos la

reacción ya está saturada. Siendo así, el pre-requisito del modelo no se está cumpliendo

y, debido a que con menos ciclos de amplificación no es posible detectar las moléculas

que se quieren analizar, es necesario tener todo esto en cuenta para no incurrir en errores

en la determinación.

La forma más simple de evitar errores es la cuantificación utilizando curvas de

referencia empleada en este seminario y en otros trabajos (por ejemplo, (Zachar et al.,

1993)). De esta manera no es necesario suponer ningún tipo de comportamiento de la

reacción y los errores cometidos sólo serán debidos a la técnica en sí, y no a

suposiciones erróneas.

Sin embargo, es relevante comentar brevemente una explicación teórica de los

resultados obtenidos en la caracterización de la reacción de PCR competitiva.

Debido a que a los 26 ciclos se ha abandonado la fase exponencial de la

reacción, es necesario en el análisis de ésta tener en cuenta los productos que están

llevando a esa saturación. Otros autores han hecho depender a la acumulación de

producto de lo acumulado hasta el ciclo anterior y de la máxima cantidad de producto

sintetizable (Raeymaekers, 1993; Schnell and Mendoza, 1997). Así, asumiendo que los

híbridos primer-cDNA compiten por una cantidad limitante de ADN polimerasa, la

manera más simple de describir la eficiencia de amplificación es mediante una relación

lineal inversamente proporcional a la cantidad total de templados

ECDNAH= E°DNA0(1- (cDNAn + f.c.,,) / Pmax)
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E“, = Emo (1- (cDNA,,+ f.c.n)/ Pmax)

donde E0 es la eficiencia de amplificación cuando cDNAn + f.c.n = 0 y Pmax es la

máxima cantidad de producto que puede formarse (Álvarez et al., manuscrito en

preparación). E0 debe tener un valor entre 0 y 1, y depende de condiciones inherentes a

la PCR y a los primers utilizados (largo y composición en bases del cDNA,

concentración inicial de ADN polimerasa, dNTPs y primers, temperaturas de

desnaturalización, hibridación y elongación, el largo de los ciclos y la presencia de

inhibidores en la muestra).

Utilizando este modelo se pueden simular curvas estándar fijando las eficiencias

iniciales, el Pmax y las cantidades iniciales del fragmento de competición y del cDNA.

En la Figura 13 se muestra una simulación para dos cantidades iniciales de cDNA

cuando Ef'c' > EcDNA(de forma de ser comparables a los resultados experimentales,

donde también las eficiencias tienen esta relación —verFigura 5). Si se comparan las

Figuras 4 y 13, se puede ver un comportamiento similar del modelo matemático y de

los resultados experimentales respecto a los cambios en las cantidades iniciales de

cDNA.

cDNAounidades arbitrarias
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Figura 13. Efecto de la cantidad inicial de cDNAen la forma de la curva de calibración
(simulación matemática). Se simularon curvas de calibración de cantidades iniciales cDNAo= 10sy
cDNAo= 6,25x105, con diluciones seriadas de fragmento de competición (f.c.o) de 2, 20, 200, 2000,
2x10“ y 2x105. Los parámetros E°DNA0y Emo se fijaron en 0,3 y 0,9 respectivamente. La relación de
los productos (cDNA/fic.) luego de 30 ciclos de amplificación (n = 30) se calcularon para cada una de
las cantidades iniciales.

Si bien estos resultados no afectan las cuantificaciones realizadas durante el

desarrollo de este seminario (por haberse utilizado curvas de referencia), apoyan la

necesidad de re-evaluar los modelos vigentes de cuantificación por PCR de forma de

evitar incurrir en errores innecesarios que conducen a conclusiones erróneas. Además
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supone una explicación intrínseca a la técnica que describiría los resultados de este

trabajo así como de otros publicados.

Nota: El modelo matemático presentado ha sido elaborado por el Lic. Mariano Álvarez

(datos no publicados), y se presenta sólo para la discusión de los resultados obtenidos y

no como parte de esta tesis de licenciatura.

Factores neurotróficos en el modelo de la enfermedad de Parkinson.

Los roles de las diferentes citoquinas y neurotrofinas en el SNC y en las

diferentes patologías cerebrales todavía son temas de amplias discusiones. Como se

remarcó en la introducción, cada factor neurotrófico ha revelado diferentes efectos en

los distintos tipos celulares que integran el cerebro y también en las diversas situaciones

en que se expresan. Pero, si bien procesos complejos regulan la presencia de estas

moléculas en el SNC, el objetivo de este seminario era intentar distinguir aquellas que

presentaran la posibilidad de estar relacionadas con la degeneración de las neuronas

dopaminérgicas de la substantia nigra y no con otra intervención invasiva en el SNC,

como es la simple inyección.

En este marco, fue sorprendente encontrar patrones de expresión de FNT tan

diferentes entre los animales lesionados y los controles (inyectados con solución salina).

En la Figura 14 se muestran de manera simplificada (sin desvíos estándar) los

resultados de la cuantificación de los factores neurotróficos analizados hasta la fecha en

el modelo de la enfermedad de Parkinson de lesión con 6-OHDA intra-estriatal. Se

incluyen los resultados previos al desarrollo de este seminario para ampliar la discusión

(IL-IB e IL-6, (Depino et al, 1998)).

A partir de estos resultados se pueden generar nuevas hipótesis de trabajo, que

en este momento son altamente especulativas, ya que el presente trabajo es sólo

descriptivo. Así, comparando la expresión de los FNT con el proceso de

neurodegeneración evaluado por Sauer et al (Sauer and Oertel, 1994), se pueden separar

las respuestas en dos etapas: una etapa inicial en la que podrían estar migrando y

activándose las células de la microglía y los astrocitos (primera semana), y una segunda

etapa de respuesta a la lenta neurodegeneración de las neuronas dopaminérgicas

(semanas subsiguientes).
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Figura 14. Expresión de factores neurotróficos luego de la lesión con 6-0HDA. Se grafican los
niveles a los distintos tiempos post-lesión respecto a los niveles detectados en los animales no tratados
(normales). No se grafican las barras de error para facilitar la visualización (ver Resultados a tal fin).
a) Estriado ipsilateral a la lesión con la neurotoxina. b) Estriado contralateral a la lesión.

En la Figura 2 y en la Tabla 2 (Introducción) se muestra que a la semana de

haberse inyectado la neurotoxina no ha ocurrido todavía una importante pérdida de

neuronas marcadas con FG ni inmunorreactivas para TH. Por otro lado, durante esta

primera semana se inducen diversas citoquinas relacionadas con la activación y

atracción de células de la glía. TGF-Bl, por ejemplo, un potente agente quimiotáctico

tanto de células microgliales como de astrocitos, presenta un aumento de expresión al

día siguiente de inyectarse la neurotoxina en el estriado ipsilateral. El aumento de IL-l B

a los 6 días post-lesión podria estar favoreciendo la activación de las células de la glía

que han migrado. Estos aumentos no tienen lugar en los animales controles. Para poder

confirmar si la 6-OHDA es un potente desencadenador de procesos inflamatorios

tempranos, debería determinarse la presencia de astrocitos y microglía activos en la

semana posterior a la inyección de la neurotoxina, mediante inmunohistoquímica.

Durante la segunda etapa (2 a 4 semanas) tiene lugar la pérdida de neuronas

positivas para TH mientras que la expresión de FNT es diferente. TGF-Bl e IL-lB no se

encuentran inducidos, mientras que los niveles de BDNF y de IL-2 se elevan. Otra vez

no es posible deducir el(los) rol(es) de estas citoquinas durante este período a partir de

la descripción de la cinética de su inducción. Sin embargo, sobre la base del

conocimiento previo resulta destacable la inducción de BDNF, un potente factor de

supervivencia de las neuronas dopaminérgicas (Hyman et al., 1991). La posibilidad de

que esta neurotrofina esté inducida como mecanismo de protección ante la

neurodegeneración representa una interesante hipótesis de trabajo. La utilización de
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vectores adenovirales que permitan la expresión controlada de BDNF en este modelo de

la PD podría permitir aclarar, al menos en parte, el rol de esta molécula en este

paradigma.

El rol de IL-2 es aún menos claro, principalmente por la escasez de trabajos

estudiando el rol de esta citoquina en el SNC normal y/o patológico. Si bien la IL-2 es la

molécula coordinadora de la respuesta inmune, su función en el cerebro se desconoce.

Un posible rol de IL-2 podría así ser regular la fiinción de células inmunes que

estuviesen en el tejido analizado. Más allá de estas y otras posibles especulaciones,

resulta interesante que el pico de expresión de esta citoquina se encuentre 6 días después

del de IL-IB y que ninguna de las dos se mantenga en el tiempo, ya que IL-lB induce

IL-2 en la periferia. Además, otro trabajo (Nieto-Sampedro and Chandy, 1987) había

llamado la atención de que si bien, al igual que en el sistema inmune, IL-l precede la

aparición de IL-2, el período resulta muy largo en el SNC para una inducción clásica (en

ese trabajo se detectó IL-2 7 días después de IL-l y 10 días después de la lesión

mecánica del cerebro). El mecanismo de inducción así como las células involucradas

son desconocidos. Sería necesario identificar primero qué población de células es

responsable de la producción de IL-2 (ver más adelante) para luego analizar los

mecanismos de inducción.

Otro resultado interesante durante la segunda etapa de este paradigma es la

importante inducción de TGF-Bl en los animales inyectados con salina que no se

observa en los animales lesionados con 6-OI-IDA. TGF-Bl es un fiierte supresor de la

filnción tanto de las células microgliales (Suzumura et aL, 1993) como de los astrocitos

(Benveniste, 1998). La ausencia de inducción de TGF-Bl en los animales con 6-OHDA

podrían estar afectando la presencia o no de actividad inflamatoria durante la

degeneración neuronal. Para evaluar esta posibilidad debería estudiarse por

inmunohistoquímica la presencia de células de la glía activadas durante esta segunda

etapa en ambos grupos experimentales (los astrocitos reactivos expresan altos niveles de

GFAP y las células fagocíticas activas, como las microgliales, se pueden identificar con

el anticuerpo Mac-l, que reconoce al receptor de complemento tipo 3). Por otro lado,

los procesos inflamatorios prolongados podrían acarrear efectos positivos o negativos

que también han de ser evaluados. Tanto la actividad de la glía como la formación de

cicatrices, normalmente reguladas por TGF-Bl, son importantes en la regeneración y la

neurodegeneración. El análisis funcional de TGF-Bl en este paradigma puede ser
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investigado mediante técnicas de inmunohistoquímica, PCR in situ y estudios in vitro, y

se revelan como fuentes de información acerca de los procesos involucrados en la

neurodegeneración.

Como en los trabajos previos no queda claro el tipo celular responsable de la

expresión de estos FNT ni la cantidad que cada célula expresa (¿son expresados por las

neuronas o por las células de la glía?, ¿hay pocas células expresando mucho o muchas

células expresando poco?) sería necesario contestar estas preguntas mediante PCR in

situ (técnica a elegir para alcanzar la sensibilidad necesaria). Otra posible fiiente de

citoquinas son las células del sistema inmune, para evaluar lo cual sería necesario

realizar ensayos de inmunohistoquímica de forma de detectar linfocitos, macrófagos,

etc. que puedan haber migrado a1 parénquirna desde los capilares (esto es factible

utilizando marcadores de células del sistema inmune como CD4, CD8, etc.).

La falta de detección de TNFa fue sorprendente por ser ésta una citoquina

habitualmente hallada en modelos de neurodegeneración. Sin descartar la posibilidad de

que TNFa no se exprese en el estriado de rata, otra posibilidad es que su expresión sea

muy localizada y en concentraciones muy bajas, que impidan su detección con la

metodología utilizada en este seminario. Sería necesario, antes de descartar la expresión

de esta citoquina y un rol en este paradigma, evaluar su expresión en porciones de tejido

más pequeñas para evitar un posible efecto de dilución, o realizar PCR in situ. Además,

se ha mostrado que TNFa se induce más rápidamente (entre 3 y 6 horas luego de la

lesión isquémica del cerebro) que otras citoquinas y neurotrofinas (Bruce et aL, 1996),

por lo que su expresión podría no evidenciarse en los momentos analizados en este

seminario.

Los resultados acerca de la expresión de FNT en los estriados contralaterales a la

lesión parecen sugerir algún tipo de conexión entre los dos estriados y/o núcleos

dopaminérgicos. La inducción de BDNF e IL-2 a distintos tiempos luego de la

inyección de la neurotoxina resultan interesantes a la hora de evaluar el comportamiento

del cerebro en su conjunto frente a la neurodegeneración de un grupo de neuronas:

¿Están estos FNT involucrados en los procesos de compensación?, ¿es el contralateral

un sensor de fenómenos que tienen lugar en el otro hemisferio?. Lo que parece

sobresalir en estos resultados es que los controles de los experimentos en el sistema

nervioso central deben ser escogidos con mucha cautela y teniendo en cuenta la

hipótesis puesta a prueba.
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Por otro lado, las conexiones neuronales entre el estriado y la corteza son

ampliamente conocidas. Otros trabajos habían postulado la síntesis de la proteína BDNF

en la corteza y su direccionarniento, vía transporte anterógrado, hacia el estriado (Altar

et al., 1997; Altar and DiStefano, 1998). Sin embargo en este seminario no se

observaron cambios significativos en la síntesis de ARNm codificando para BDNF en la

corteza ipsilateral a la lesión, sugiriendo que en este paradigma existen fuentes locales

de esta neurotrofina. Sorprendentemente, sí hubo cambios en la corteza contralateral

(que constituye un tercio de la inervacíón cortical del estriado) al día siguiente y a los 30

días post-lesión. Estos resultados deben ser estudiados con más detalle para poder

evaluar la contribución cortical durante la degeneración de las neuronas dopaminérgicas

nigrales.

En resumen, los resultados obtenidos contribuyen al establecimiento de una

técnica necesaria para la cuantificación de FNT endógenos que se expresan a bajas

concentraciones en el SNC durante procesos como los neurodegenerativos. Además este

trabajo aporta datos experimentales para la elaboración de nuevas hipótesis de trabajo a

ser evaluadas en análisis fimcionales.
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