
REV NEUROL 1998; 26 (150): 204-207

M. GONZÁLEZ-HOYUELA, ET AL

204

Recibido: 26.08.97. Recibido en versión revisada: 25.09.97. Aceptado: 12.10.97.

Departamento de Biología Molecular. Centro Internacional de Restaura-
ción Neurológica (CIREN). Ciudad de La Habana, Cuba.

Correspondencia: Dra. Maritza González-Hoyuela Alonso. Departamento

Expresión genética del factor de crecimiento neural en el sistema
nervioso central. Evaluación en un modelo experimental

de demencia de Alzheimer

M. González-Hoyuela, J. Soto, R. García-Milian, R. Ubieta, L. Francis, R. Conde-Vázquez

Resumen. Introducción y objetivo. Varios autores han sugerido que la pérdida de un soporte trófico neuronal puede ser un
elemento importante en la fisiopatología de enfermedades degenerativas del sistema nervioso como la demencia de Alzheimer,
el Parkinson o la esclerosis lateral amiotrófica, entre otras. A la luz de los conocimientos actuales, la supervivencia de poblaciones
colinérgicas del cerebro basal anterior, íntimamente relacionadas con procesos cognitivos de memoria y aprendizaje, está aso-
ciada a una función adecuada del factor de crecimiento neural (FCN). Estas poblaciones sufren un deterioro importante en la
enfermedad de Alzheimer, que ha sido correlacionado con la progresiva pérdida de memoria y afectación intelectual presente en
esta enfermedad. El modelo utilizado en este trabajo se basa en la sección de las vías de conexión septohipocampales, con lo cual
se interrumpe el transporte de señales regulatorias del hipocampo al septum medial; esto trae consecuencias letales sobre las
neuronas colinérgicas de este último. Hemos desarrollado un estudio dirigido a caracterizar la expresión del gen de FCN en
diferentes regiones cerebrales implicadas en la neurotransmisión colinérgica en el tejido sano y en el lesionado. Material y métodos.
Fue utilizada una técnica de hibridación molecular con sonda de ADNc complementaria al gen de FCN humano marcada
radioisotópicamente. Resultados y conclusiones. Se encontraron los mayores niveles de expresión en el hipocampo y la corteza
sana. La disminución en los niveles de ARNm de FCN en el hipocampo lesionado apoya la tesis actual de considerar la actividad
sináptica como una importante reguladora de la síntesis de esta molécula en el cerebro [REV NEUROL 1998; 26: 204-7].
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GENETIC EXPRESSION OF THE NEURAL GROWTH FACTOR IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM.
EVALUATION OF AN EXPERIMENTAL MODEL OF ALZHEIMER’S DEMENTIA

Summary. Introduction and objective. Several authors have suggested that loss of neuronal trophic support may be an important
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INTRODUCCIÓN

La existencia de sustancias con acciones neurotróficas fue enun-
ciada por Ramón y Cajal desde principios de siglo, definiéndolas
como aquellas moléculas extracelulares capaces de estimular el
metabolismo y de esta forma garantizar la supervivencia, el desa-
rrollo morfológico y la diferenciación fisiológica de células ner-
viosas [1]. Este concepto se ha ido ampliando en las épocas actua-
les y se han establecido relaciones directas entre estas proteínas
neurotróficas y procesos de desarrollo, degeneración y regenera-
ción del sistema nervioso. El factor neurotrófico más conocido es
el factor de crecimiento neural (FCN) descubierto gracias a los
trabajos de Rita Levi Montalcini en la década de los 50 [2]. Esta
molécula es indispensable para el desarrollo y mantenimiento de
neuronas ganglionares sensoriales y simpáticas del sistema ner-
vioso periférico y para neuronas colinérgicas del cerebro basal
anterior [3-7].

En 1981 Apple planteó la hipótesis general según la cual la
ausencia de factores neurotróficos sería responsable de la degene-
ración neuronal selectiva en enfermedades como el Parkinson, la
esclerosis lateral amiotrófica y la enfermedad de Alzheimer [8].
Esta última se caracteriza por una afectación importante del sis-
tema colinérgico del cerebro basal anterior, cuya intensidad se
correlaciona con la gravedad de la demencia.

Es conocido que el FCN y su ARNm disminuyen progresi-
vamente con la edad en la rata y en los humanos, principalmente
en áreas con predominio colinérgico del sistema nervioso cen-
tral [9,10]. En animales viejos o con lesiones de las rutas colinér-
gicas, el FCN administrado exógenamente es capaz de prevenir
la pérdida neuronal inducida por la lesión, así como de atenuar
los déficits conductuales provocados por estas lesiones experi-
mentales [11-13].

Teniendo en cuenta estos antecedentes desarrollamos un es-
tudio dirigido a caracterizar la expresión del gen de FCN en
regiones cerebrales involucradas en la neurotransmisión coli-
nérgica, tanto en animales sanos como con una disfunción coli-
nérgica regionalmente representativa de lo que acontece en la
enfermedad de Alzheimer.

MATERIAL Y MÉTODOS
Sujetos experimentales

Para la realización del experimento utilizamos ratas machos jóvenes (200-
250 g) de la línea Sprague Dawley mantenidas bajo condiciones estándar de
laboratorio, ciclo de luz-oscuridad 12 x 12 h, temperatura 22-24 °C, hume-
dad 70-78%, con libre acceso al agua y a la comida.

Se agruparon en ratas no lesionadas, n= 6 y ratas con lesión de la vía
septohipocampal fimbria fornix n= 6. El criterio de selección de estas últimas
se llevó a cabo a través de una evaluación conductual en el laberinto acuático

de Morris una semana posterior a la lesión, cuyos resultados mostraron un
deterioro significativo de los procesos de aprendizaje y memoria espacial tal
como se informa para esta prueba.

El tejido cerebral se obtuvo después de decapitar al animal y disecar las
regiones del hipocampo, septum, estriado y corteza total. Las estructuras se
agruparon hasta obtener 100 mg de tejido húmedo y fueron procesadas
inmediatamente.

Modelo experimental empleado

Se usó el modelo de lesión bilateral de la vía septohipocampal (fimbria
fornix). Para la inducción de la lesión se utilizó el método de aspiración. Los
animales fueron anestesiados utilizando hidrato de cloral al 7% (0,6 ml x 100
g de peso). La lesión se realizó utilizando un sistema estereotáxico para
localizar el punto AP= 1,3 mm posterior a Bregma. Se aspiró la corteza
cingulada, cuerpo calloso, comisura hipocampal ventral, la fimbria y el
fornix con ayuda de un microscopio quirúrgico.

Metodología empleada

Se empleó una técnica de hibridación de ácidos nucleicos, modalidad Nor-
thern Blot. La extracción del ARN total se realizó siguiendo el método
descrito por Chomczynsky y Sachi [14]. Las concentraciones de ARNt
siempre fueron de 25 µg. La hibridación y los lavados se realizaron con alta
astringencia. La sonda molecular usada en la hibridación fue un segmento
de 300 nucleótidos obtenido por técnicas de reacción en cadena de la
polimerasa a partir de ADN cromosomal humano, el cual comparte una
gran homología con el de roedores [15]. La sonda se marcó con dATP32

según el método de iniciación aleatoria propuesto por Fienberg y Volges-
tein [16]. La medición de la radiactividad se realizó en un contador de
centelleo para radiaciones beta cuya actividad específica arrojó un resul-
tado entre 5 x 108 y 1 x 109 cpm/µg de ADN de sonda. La detección de la
señal fue realizada por autorradiografía y el análisis fue realizado a través
de un paquete informático para comparación de señales autorradiográficas
(ANABLOT) desarrollado por el Instituto de Investigaciones Digitales de
Cuba (ICID). Los resultados se expresaron como porcentaje del control
normal de comparación.

RESULTADOS
Diferencias regionales en el contenido de ARNm
para el FCN en el cerebro normal

Como se puede observar en las figuras 1 y 2, cuando se comparan
los niveles de ARNm para el FCN en las diferentes regiones
cerebrales estudiadas se detectan los niveles mayores de expre-
sión en la región del hipocampo. La expresión del ARNm de
FCN en la corteza constituye un 64,8%, en el septum un 53,1%
y en el estriado un 49,9% con respecto al hipocampo (Fig. 2).
Estos datos concuerdan con lo comunicado por varios autores,
concerniente a que los lugares de mayor síntesis para el FCN se
correlacionan con los tejidos blanco de inervación, para las cé-
lulas colinérgicas del cerebro basal anterior, como son: hipo-
campo y corteza [17-19].

element in the physiopathology of degenerative conditions of the central nervous system such as Alzheimer’s dementia, Parkin-
son’s disease or amyotrophic lateral sclerosis amongst others. In the light of present knowledge, the survival of cholinergic
populations of the anterior basal cerebrum, closely involved with cognitive processes of memory and learning, is associated with
adequate function of the neural growth factor (NGF). These populations are markedly damaged in Alzheimer’s disease, and this
has been correlated with the progressive loss of memory and intellectual involvement seen in this disorder.The model used in
this study was based on section of the septohippocampal connecting pathways, so that transport of regulatory impulses from
the hippocampus to the medial septum was interrupted. This has lethal results for the cholinergic neurons of the latter. We have
developed a study designed to characterize the expression of the gene of NGF in different regions of the brain, involved in
cholinergic neurotransmission in healthy and in damaged tissue. Material and methods. We used a molecular hybridization
technique with a cDNA catheter complementary to the radio-isotope marked NGF human gene. Results and conclusions. The
highest levels of expression were found in the healthy cortex and hippocampus. The reduction in the levels of mRNA of NGF in
the damaged hippocampus supports the current thesis which considers synaptic activity to be a major regulator of the synthesis
of this molecule in the brain [REV NEUROL 1998; 26: 204-7].
Key words. Alzheimer. Cholinergic system. Hybridization. Neural growth factor. Neurotrophic factors.
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del 48% en el nivel de ARNm para FCN a las dos semanas de
producida la lesión en el hipocampo. Por otra parte, el septum y
el estriado muestran una disminución de 11,9 y 12,5%, respecti-
vamente, en relación con los controles normales. La corteza sólo
exhibió un ligero aumento del 5% en relación con el control sano
(Fig. 3).

DISCUSIÓN

En el sistema nervioso central el FCN es predominantemente
sintetizado en células neuronales [18,19]. La regulación de la
síntesis in vivo de estos factores neurotróficos es aún poco co-
nocida. Existen diferentes estudios en la literatura que eviden-
cian la existencia de un control de la expresión de estas molécu-
las a través de los contactos sinápticos y la neurotransmisión
sobre sus células blanco.

Desde finales de la década de los 80 se comenzó a observar que
en el sistema nervioso periférico la síntesis del FCN in vivo podía
estar regulada por el entorno neuronal y la neurotransmisión adre-
nérgica [21,22]. Más adelante se observó que los cambios eléctri-
cos en las membranas celulares de cultivos de hipocampo condu-

Nuestro hallazgo, de bajos niveles de expresión para el FCN
en el septum, sumado a lo comunicado acerca de la dependencia
vital de las neuronas colinérgicas del septum medial del FCN
hipocampal, hablan a favor de la existencia de mecanismos de
regulación paracrino más que autocrino. La síntesis local septal al
parecer no es suficiente para asegurar la supervivencia y el buen
fucionamiento celular de esta región.

Las concentraciones más bajas fueron encontradas en el es-
triado. Esta región está constituida por un circuito local de inter-
neuronas, cuya sensibilidad al FCN declina con el desarrollo
posnatal [20], de ahí que sea explicable que en el cerebro adulto
normal se exprese en cantidades mínimas el FCN en esta región.

Expresión del ARNm para el FCN en el cerebro, después
de una lesión bilateral de las vías septohipocampales
fimbria fornix

El estudio de la expresión génica para el FCN en las cuatro áreas
estudiadas revela que el hipocampo es la región de mayor afecta-
ción una vez que se destruyen las terminales axonales de la vía
septohipocampal fimbria fornix (Figs. 3 y 4).

 En el modelo animal empleado se muestra una disminución

Figura 2. Autorradiograma donde se muestran los niveles de expresión de
ARNm para el FCN en el sistema nervioso central sano. (De izquierda a
derecha las regiones: corteza, septum, hipocampo y estriado).

Figura 1. Expresión del ARNm del FCN en regiones normales del sistema
nervioso central. Los resultados son expresados como porcentaje ± DSM
del ARNm de las diferentes regiones cerebrales respecto al hipocampo.
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Figura 4. Autorradiograma donde se muestran los niveles de expresión de
ARNm para el FCN en las regiones del septum e hipocampo en el modelo
de lesión. (De izquierda a derecha las regiones: septum normal, septum
lesionado, hipocampo normal e hipocampo lesionado).

Figura 3. Expresión del ARNm del FCN en diferentes regiones cerebrales
después de una lesión de las vías septohipocampales fimbria fornix. Los
resultados son expresados como porcentaje ± DSM de ARNm del FCN de
las diferentes regiones del modelo de lesión fimbria fornix (ff) con respecto
a las regiones normales.
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cían a un aumento del ARNm para el FCN y el BDNF (Brain
Derived Neurotrophic Factor), otro factor neurotrófico muy rela-
cionado estructural y funcionalmente con el FCN [23,25]. Estos
mismos autores indicaban que pequeños cambios en el balance
entre los sistemas glutamatérgico (excitatorio) y GABAérgico
(inhibitorio) en el hipocampo, incrementaban significativamente
la expresión del ARNm para el FCN e influían en la cantidad
disponible de FCN para las neuronas colinérgicas septales. Esto
demuestra que una activación de las vías excitatorias glutamatér-
gicas o un bloqueo de las vías de inhibición GABAérgicas hipo-
campales conduce a un aumento de la expresión del gen del FCN
y del BDNF, mientras que la estimulación de receptores GA-
BAérgicos reprime su síntesis.

En relación con la neurotransmisión colinérgica, el grupo de
Angelucci, al usar acetil-L-carnitina, un cofactor metabólico para la
síntesis de acetilcolina, provocaba aumentos de acetilcolina y de
FCN hipocampal [26]. Se ha planteado la posibilidad de que un
incremento de la actividad colinérgica conduzca a una actividad
elevada glutamatérgica dentro del hipocampo y ésta sea responsa-
ble de la regulación de estos factores neurotróficos [25]. La tenden-
cia a la disminución de los valores de ARNm para el FCN en la
región del hipocampo lesionado puede ser explicada a partir de las
consideraciones anteriores, como resultado de la pérdida de los
contactos y la actividad sináptica septohipocampal, que imposibi-
lita la llegada de señales informativas procedentes del septum, de
importancia regulatoria para la transcripción del gen de FCN.

Por otra parte, es interesante notar que a las dos semanas de
producida la lesión es cuando se observa el valor máximo en los
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niveles de concentración de la proteína FCN en este modelo
animal. Sin embargo, esta elevación del nivel de proteína no
necesariamente indica un incremento de la transcripción gené-
tica en estas células, sino que es una expresión directa de la
acumulación del FCN, al interrumpirse su vía de transporte desde
las células hipocampales hasta las neuronas septales [27]. La
propia acumulación de la proteína FCN en esta zona pudiera, por
ese motivo, acrecentar el efecto inhibitorio de la síntesis encon-
trada en esta región a través de mecanismos genéticos de regu-
lación negativa.

 La tendencia del ARNm para el FCN a disminuir en un 11,9%
en el septum del modelo de lesión, la atribuimos a la atrofia y
muerte neuronal ya instalada a las dos semanas de producida la
lesión en esta región. El comportamiento similar al anterior en la
región del estriado, donde los valores tienden a disminuir en un
12,5%, podría deberse también a un efecto de muerte neuronal
limitada en esta región.

El posible fallo de soporte trófico mediado por el FCN y fac-
tores relacionados, en las enfermedades neurodegenerativas, es
un tópico abordado por muchos investigadores [8,28]. Las dismi-
nuciones de los niveles de FCN mostradas en diversos modelos de
la enfermedad de Alzheimer han hecho pensar en las potenciali-
dades de este factor como agente terapéutico futuro. Sin embargo,
el fallo de la acción de posibles moléculas inductoras, procedentes
de las terminales neuronales, sobre sus células blanco pudiera
constituir una etapa más temprana en el desarrollo del déficit de
FCN en el sistema nervioso central y un punto de acción terapéu-
tica más eficiente.


