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Expresion genéticadel factor de crecimiento neural en el sistema

nervioso central. Evaluacion en un model o experimental
dedemenciade Alzheimer

M. Gonzédlez-Hoyuela, J. Soto, R. Garcia-Milian, R. Ubieta, L. Francis, R. Conde-Vazquez

Resumen. Introduccion y objetivo. Varios autores han sugerido que la pérdida de un soporte tréfico neuronal puede ser un
elemento importante en la fisiopatol ogia de enfermedades degenerativas del sistema nervioso como la demencia de Alzheimer,
el Parkinson o la esclerosislateral amiotréfica, entre otras. Alaluz delos conocimientos actual es, la supervivencia de poblaciones
colinérgicas del cerebro basal anterior, intimamente relacionadas con procesos cognitivos de memoria y aprendizaje, estd aso-
ciada a una funcién 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 afectacién intelectual presente en
esta enfermedad. El modelo utilizado en este trabajo se basa en la seccidn de |as vias de conexion septohipocampales, con lo cual
se interrumpe € transporte de sefiales regulatorias del hipocampo al septum medial; esto trae consecuencias letales sobre las
neuronas colinérgicas de este Ultimo. Hemos desarrollado un estudio dirigido a caracterizar la expresion del gen de FCN en
diferentesregiones cerebralesimplicadas en la neurotransmision colinérgicaen el tgjido sanoy en el lesionado. Material y métodos.
Fue utilizada una técnica de hibridacion molecular con sonda de ADNc complementaria al gen de FCN humano marcada
radioi sotopicamente. Resultados y conclusiones. Se encontraron los mayores niveles de expresion en & hipocampo y la corteza
sana. La disminucién en los niveles de ARNm de FCN en € hipocampo lesionado apoya la tesis actual de considerar la actividad
sindptica como una importante reguladora de la sintesis de esta molécula en el cerebro [REV NEUROL 1998; 26: 204-7].
Palabras clave. Alzheimer. Factor de crecimiento neural. Factores neurotroficos. Hibridacion. Sstema colinérgico.

GENETIC EXPRESS ON 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 10ss of neuronal trophic support may be animportant
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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 |earning, is associated with
adequate function of the neural growth factor (NGF). These populations are markedly damaged in Alzheimer’ sdisease, 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 septumwas 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 mMRNA 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.

INTRODUCCION

L aexistenciadesustanciascon accionesneurotroficasfueenun-
ciadapor Ramény Cajal desdeprincipiosdesiglo, definiéndol as
como aquellasmol écul asextracel ularescapacesdeestimul ar €l
metabolismoy deestaformagarantizar lasupervivencia, €l desa-
rrollomorfol gicoy ladiferenciaci onfisiol 6gicadecélulasner-
viosas[ 1]. Esteconceptosehaidoampliandoenlasépocasactua-
lesy sehanestablecidorel acionesdirectasentreestasproteinas
neurotréficasy procesosdedesarrollo, degeneraciény regenera-
ciéndel sistemanervioso. El factor neurotréficomasconocidoes
el factor decrecimientoneural (FCN) descubiertograciasalos
trabajosdeRital evi Montalcini enladécadadelos50[2]. Esta
mol écul aesindi spensabl eparael desarrolloy mantenimientode
neuronasganglionaressensorial esy simpéticasdel sistemaner-
viosoperiféricoy paraneuronascolinérgicasdel cerebrobasal
anterior [3-7].

En1981Appleplantedlahipétesisgeneral seginlacual la
ausenciadefactoresneurotroficosseriaresponsabledeladegene-
racionneuronal selectivaenenfermedadescomoel Parkinson, la
esclerosislateral amiotroficay laenfermedaddeAlzheimer[8].
Estalltimasecaracterizapor unaafectacionimportantedel sis-
temacolinérgicodel cerebrobasal anterior, cuyaintensidad se
correlacionaconlagravedaddelademencia.

Esconocidoqueel FCN y suARNmdisminuyen progresi-
vamenteconlaedadenlaratay enloshumanos, principal mente
enareascon predominiocolinérgicodel sistemanerviosocen-
tral [9,10]. Enanimal esviejosoconlesionesdelasrutascolinér-
gicas, el FCN admini strado exdgenamenteescapaz deprevenir
|lapérdidaneuronal inducidapor lalesi6n, asi comodeatenuar
losdéficitsconductual esprovocadospor estas| esionesexperi-
mentales[11-13].

Teniendoencuentaestosantecedentesdesarrollamosunes-
tudiodirigido acaracterizar laexpresiondel gende FCN en
regionescerebral esinvolucradasenlaneurotransmisioncoli-
nérgi ca, tantoenani malessanoscomo conunadisfunciéncoli-
nérgicaregionalmenterepresentativadel o queaconteceenla
enfermedaddeAlzheimer.

MATERIAL Y METODOS
Sujetosexperimentales

Paralarealizacion del experimento utilizamosratasmachosjévenes(200-
250(9) delalineaSprague Dawl ey mantenidasbaj o condicionesestandar de
laboratorio, ciclodeluz-oscuridad 12x 12 h, temperatura22-24°C, hume-
dad 70-78%, conlibreacceso al aguay alacomida.

Se agruparon en ratas no lesionadas, n= 6y ratas con lesion delavia
septohipocampal fimbriafornix n=6. El criterio deselecciondeestasultimas
sellevéacaboatravésdeunaeval uacion conductual enel laberinto acuético
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deMorrisunasemanaposterior alalesion, cuyosresultadosmostraronun
deteriorosignificativodelosprocesosdeaprendizajey memoriaespacial tal
comoseinformaparaestaprueba.

El tejido cerebral seobtuvo despuésdedecapitar al animal y disecar las
regionesdel hipocampo, septum, estriadoy cortezatotal. Lasestructurasse
agruparon hasta obtener 100 mg detejido himedo y fueron procesadas
inmediatamente.

Model o experimental empleado

Se uso6 el modelo de lesion bilateral de lavia septohipocampal (fimbria
fornix). Paralainducciondelalesionsetiliz6 el método deaspiracion. Los
animalesfueron anestesiadosutilizando hidratodecloral al 7% (0,6 ml x 100
g depeso). Lalesion serealizo utilizando un sistema estereotaxico para
localizar el punto AP= 1,3 mm posterior aBregma. Se aspir0 la corteza
cingulada, cuerpo calloso, comisurahipocampal ventral, lafimbriay el
fornix conayudadeunmicroscopioquirurgico.

Metodol ogiaempleada

Seempl ed unatécni cade hibridaci 6n deécidosnuclei cos, modalidad Nor-
thern Blot. Laextraccion del ARN total serealiz6 siguiendo el método
descrito por Chomczynsky y Sachi [14]. Lasconcentracionesde ARNt
siemprefueronde25ug. Lahibridaciony loslavadosserealizaronconalta
astringencia. Lasondamolecul ar usadaen|ahibridaci 6nfueun segmento
de 300 nucledtidos obtenido por técnicas de reaccién en cadenade la
polimerasaapartir de ADN cromosomal humano, el cual comparteuna
gran homologiacon el deroedores[15]. Lasondase marc6 con dATP®
seglinel métododeiniciacional eatoriapropuesto por Fienbergy Vol ges-
tein[16]. Lamedicion delaradiactividad se realizd en un contador de
centelleo pararadiacionesbetacuyaactividad especificaarrojé unresul -
tado entre 5 x 10%y 1 x 10°cpm/pugde ADN desonda. Ladetecciondela
sefial fuerealizadapor autorradiografiay el andlisisfuerealizado através
deun pagueteinforméti co paracomparaci 6n de sefial esautorradiograficas
(ANABLOT) desarrolladopor el I nstitutodel nvestigacionesDigitalesde
Cuba(ICID). Losresultados se expresaron como porcentajedel control
normal decomparacion.

RESULTADOS
Diferenciasregionalesen el contenidodeARNmM
parael FCNenel cerebronormal

Comosepuedeobservar enlasfigurasly 2, cuandosecomparan
losnivelesde ARNm parael FCN enlasdiferentesregiones
cerebral esestudiadassedetectan| osnivelesmayoresdeexpre-
sidnenlaregiéndel hipocampo. Laexpresiéndel ARNmde
FCN enlacortezaconstituyeun64,8%, enel septumun53,1%
y enel estriadoun 49,9% conrespectoal hipocampo (Fig. 2).
Estosdatosconcuerdanconlocomunicado por variosautores,
concernienteaquel oslugaresdemayor sintesisparael FCN se
correlacionanconlostejidosblancodeinervacion, paral ascé-
lulascolinérgicasdel cerebrobasal anterior, como son: hipo-
campoy corteza[17-19].
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Figura 1. Expresién del ARNmdel FCN enregiones 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 2. Autorradiogramadonde se muestran los niveles de expresiénde
ARNm para el FCN en el sistema nervioso central sano. (De izquierda a
derecha las regiones: corteza, septum, hipocampo y estriado).
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Figura 3. Expresiondel ARNm del FCN en diferentes regiones cerebrales
después de una lesion de las vias septohipocampales fimbria fornix. Los
resultados son expresados como porcentaje + DSM de ARNm del FCN de
las diferentes regiones del modelo de lesién fimbria fornix (ff) con respecto
alas regiones normales.

Nuestrohallazgo, debajosnivel esdeexpresiénparael FCN
enel septum, sumadoal ocomuni cado acercadeladependencia
vital delasneuronascolinérgicasdel septummedial del FCN
hipocampal, hablanafavor del aexistenciademecanismosde
regul aciénparacrinomasqueautocrino. Lasintesi slocal septal al
parecer noessuficienteparaasegurar lasupervivenciay el buen
fucionamientocelular deestaregion.

L asconcentracionesmasbajasfueronencontradasenel es-
triado. Estaregidnestaconstituidapor uncircuitolocal deinter-
neuronas, cuyasensibilidad al FCN declinacon el desarrollo
posnatal [ 20], deahi queseaexplicablequeenel cerebroadulto
normal seexpreseen cantidadesminimasel FCN enestaregion.

Expresiondel ARNmparael FCN en el cerebro, después
deunalesion bilateral delasviasseptohipocampal es
fimbriafornix

El estudiodelaexpresiéngénicaparael FCN enlascuatroareas
estudiadasrevelaqueel hipocampoeslaregiondemayor afecta-
ciénunavez quesedestruyenlasterminalesaxonalesdelavia
septohipocampal fimbriafornix (Figs.3y4).

Enel model o animal empl eado semuestraunadisminucion
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Figura4. Autorradiogramadonde se muestran los niveles de expresionde
ARNm parael FCN en las regiones del septum e hipocampo en el modelo
de lesion. (De izquierda a derecha las regiones: septum normal, septum
lesionado, hipocampo normal e hipocampo lesionado).

del 48% en el nivel de ARNm paraFCN alas dos semanasde
producidalalesionenel hipocampo. Por otraparte, el septumy
el estriadomuestranunadisminucionde 11,9y 12,5%, respecti-
vamente, enrel acion conloscontrolesnormales. Lacortezasolo
exhibiéunligeroaumentodel 5%enrelacidnconel control sano

(Fig. 3).

DISCUSION

Enel sistemanervioso central el FCN espredominantemente
sintetizadoen célulasneuronales[18,19]. Laregulaciondela
sintesisinvivodeestosfactoresneurotréficosesalin poco co-
nocida. Existendiferentesestudiosenlaliteraturaqueeviden-
cianlaexistenciadeuncontrol delaexpresi éndeestasmol écu-
lasatravésdeloscontactossindpticosy laneurotransmision
sobresuscélulasblanco.

Desdefina esdeladécadadel os80secomenz6aobservar que
enel sistemanerviosoperiféricolasintesisdel FCNinvivopodia
estar regul adapor el entornoneuronal ylaneurotransmisionadre-
nérgica[21,22]. M ésadel anteseobservé quel oscambiosel éctri-
cosenlasmembranascel ularesdecultivosdehipocampo condu-
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cian aun aumento del ARNm parael FCN y el BDNF (Brain
Derived Neurotrophic Factor), otrofactor neurotréficomuyrela
cionadoestructural y funcionalmenteconel FCN[23,25]. Estos
mismosautoresindi cabanquepeguefioscambiosenel balance
entrelossistemasglutamatérgico (excitatorio) y GABAérgico
(inhibitorio) enel hipocampo, incrementaban significativamente
laexpresion del ARNm parael FCN einfluian enlacantidad
disponibledeFCN paralasneuronascolinérgicasseptal es. Esto
demuestraqueunaactivaciéndelasviasexcitatoriasglutamatér-
gicasounblogueodelasviasdeinhibicion GABAérgicashipo-
campal esconduceaunaumentodelaexpresiéndel gendel FCN
y del BDNF, mientras que la estimulacién de receptores GA-
BAérgicosreprimesusintesis.

Enrelacionconlaneurotransmisi éncolinérgica, el grupode
Angelucci, a usar acetil-L-carnitina, uncofactor metabdlicoparala
sintesisdeacetil colina, provocabaaumentosdeacetil colinay de
FCN hipocampal [26]. Sehaplanteadolaposibilidad dequeun
incrementodelaactividad colinérgicaconduzcaaunaactividad
elevadaglutamatérgicadentrodel hipocampoy éstasearesponsa
bledel aregul aciondeestosfactoresneurotréficos[ 25] . Latenden-
ciaaladisminuciondelosvaoresde ARNmparael FCN enla
regiondel hipocampol esionadopuedeser explicadaapartir delas
consideracionesanteriores, comoresultadodel apérdidadel os
contactosy laactividadsi napti caseptohipocampal , queimposibi-
litalallegadadesefial esinformativasprocedentesdel septum, de
importanciaregul atoriaparal atranscripciondel gendeFCN.

Por otraparte, esinteresantenotar quealasdossemanasde
producidalalesi6nescuando seobservael valor méaximoenlos
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nivelesdeconcentraciondelaproteinaFCN en estemodelo
animal. Sinembargo, estael evacion del nivel deproteinano
necesariamenteindicaunincrementodel atranscripciongené-
ticaen estascélulas, sino que esunaexpresion directadela
acumulaciéndd FCN, al interrumpirsesuviadetransportedesde
lascélulashipocampal eshastalasneuronasseptales[27]. La
propiaacumul aciondelaproteinaFCN enestazonapudiera, por
esemotivo, acrecentar el efectoinhibitoriodelasintesisencon-
tradaen estaregiénatravésdemecani smosgenéticosderegu-
lacion negativa

Latendenciadel ARNmparael FCN adisminuirenun11,9%
en el septum del modelo delesion, laatribuimosalaatrofiay
muerteneuronal yainstaladaal asdossemanasdeproducidala
lesidnenestaregion. El comportamientosimilar al anteriorenla
regiondel estriado, dondel osval orestiendenadisminuir enun
12,5%, podriadebersetambiénaun efectodemuerteneuronal
limitadaenestaregion.

El posiblefallodesoportetréficomediadopor el FCN y fac-
toresrel acionados, enlasenfermedadesneurodegenerativas, es
untépicoabordadopor muchosinvestigadores| 8,28]. L asdismi-
nucionesdel osnivel esdeFCN mostradasendiversosmodel osde
laenfermedad deAlzheimer han hecho pensar enlaspotenciali-
dadesdeestefactor comoagenteterapéuticofuturo. Sinembargo,
d fallodelaacciondeposiblesmol écul asinductoras, procedentes
delasterminal esneuronales, sobresuscélulasblancopudiera
constituir unaetapamastempranaenel desarrollodel déficitde
FCN enel sistemanervioso central y un punto deacci Onterapéu-
ticamaseficiente.
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