ARTICULO OF

Revista Mexicana de Neurociencia
Julio Agosto, 2009; 10(4): 264 273

Modelos experimentales de neurodegeneracion:

Tratamiento restaurativo y factor de crecimiento nervioso
Lorigados Pedre Lourdes,* Pavén Fuentes Nancy,™ Serrano Sanchez Teresa,*
Blanco Lescano Lisette,$ Alimaguer Melian William,$ Fernandez Verdecia Ivette,$
Macias Gonzalez Radl,! de la Cuétara Bernal Karelys," Castillo Diaz Lazara,?
Martinez Marti Lisis,** Robinson Agramonte Maria de los A,* Bergado Rosado Jorge't

RESUMEN

Objetivos: Evaluar el contenido del NGF en tres modelos experimentales: hemiparkinsonismo, lesién estriatal y envejecimiento
con déficit cognitivo en ratas y en pacientes con enfermedad de Alzheimer (EA), Parkinson (EP) y Huntington (EH). Conocer el
efecto que sobre los niveles de NGF tienen el trasplante y la terapia tréfica, aplicadas en diferentes paradigmas de
neurodegeneracion. Material y métodos: El contenido del NGF en suero y en tejido nervioso fue medido por un ensayo
inmunoenzimatico y cada modelo experimental fue analizado conductualmente (prueba de la rotacion inducida por D anfetamina,
laberinto acuatico de Morris). En los diferentes modelos experimentales fue evaluada ademas, la afectacion que produce en el
contenido de NGF la aplicacién de técnicas neurorrestaurativas como el trasplante neural y la terapia neurotrofica
intracerebroventricular. Resultados: Se evidencié la disminucién en el contenido del NGF en pacientes con EP (p < 0.01) y EH (p
< 0.01), siendo para la EP, menores en los estadios iniciales (p < 0.01) y normales en etapas avanzadas de la EP. Se comprobé
que estos cambios no dependen del tratamiento antiparkinsoniano. De igual forma se observé un decremento de los niveles de
NGF en todos los modelos experimentales estudiados y un incremento (p < 0.05) del NGF en el trasplante simultaneo en dos
nucleos (estriado y nucleo subtalamico) en el modelo de 6 OHDA, asi como en la lesién estriatal donde se observd un efecto
protector del NGF en aquellas ratas tratadas dos dias antes de la lesién (p < 0.05). La terapia restaurativa en el modelo de déficit
cognitivo en ratas envejecidas mostré que la combinacién del trasplante con la infusion intracerebral de NGF provoc6 un aumento
en los niveles de NGF (p < 0.001). Conclusion: Existen alteraciones en los niveles de NGF en la EP y EH y estan
disminuidos en los modelos experimentales de neurodegeneracién evaluados, los cuales se modifican por el uso de técnicas
neurorrestaurativas, especialmente en el caso en que se aplica de forma combinada el trasplante y la terapia trofica.
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ABSTRACT

Objectives: To evaluate the nerve growth factor (NGF) content in three experimental models: hemiparkinsonian rats (6
OHDA), striatal lesion rats (quinolinic acid) and old rats with cognitive deficit; as well as in patient with Alzheimer’s, Parkinson’s
and Huntington’s diseases (AD, PD and HD). To analyze how NGF content is affected by the application of different neurorestorative
therapies. Material and methods: The content of NGF (serum and central tissue) was measured by means of enzyme
immunoassay and in experimental models was evaluated by behavioral methods as rotation induced by D amphetamine and
Morri’s task. In each experimental models were evaluated the NGF level after the application of neurorestorative techniques
like neural transplantation and the neurotrophic therapy (intracerebral infusion). Results: There is a decreased NGF level in
PD and HD patients (p < 0.01). In the PD the NGF amount is related to the state of the diseases. The smaller NGF levels were
observed in the initial stadiums of the disease (p < 0.01). We proved that these changes don’t depend on the antiparkinsonian
treatment. We also observed a decrement of the NGF levels in all experimental models while an increment (p < 0.05) of NGF
in the simultaneous transplant in two nuclei (striatum and subtalamic nucleus) in the pattern of 6 OHDA was observed, as well
as in the striatal lesion where a protective effect of the NGF was evidenced in rats treated two days before lesion (p < 0.05). The
neurorestorative therapy in aged rats with cognitive deficit showed increase in the levels of NGF (p < 0.001) when was used
the combination of the transplant with the NGF intracerebral infusion. Conclusion: There are alterations in the levels of NGF
in the PD and HD. The NGF levels are diminished in the experimental models of neurodegeneration and these levels are
modifying by the use of neurorestorative techniques, especially in the case that it is combined way the transplant and the trophic
therapy.

Key words: Alzheimer’s, Huntington’s disease, Parkinson’s disease, nerve growth factor, neurodegeneration, transplantation
trophic therapy.
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trastornos es la pérdida de grupos de neuronas especificas,
por ejemplo: la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas
nigrales es un factor clave en la enfermedad de Parkinson;?
en la enfermedad de Alzheimer lo es la pérdida degenerativa
de neuronas septohipocampales, serotoninérgicas y
corticales® y en la enfermedad de Huntington la muerte de
las neuronas gabaérgicas de proyeccion del estriado.*

Las neurotrofinas son proteinas que promueven la dife-
renciacion, crecimiento y supervivencia de muchas pobla-
ciones de neuronas periféricas y del SNC durante el desa-
rrollo y la vida adulta.’ El Factor de Crecimiento Nervioso
(del inglés: Nerve Growth Factor, NGF), es el miembro
mas conocido y estudiado de dicha familia, compuesta ade-
mas, por el Factor de Crecimiento Derivado del Cerebro y
las Neurotrofinas 3, 4/5, 6 y 76. En las ultimas décadas se
han realizado avances significativos en el conocimiento del
papel bioldgico de estos factores, su caracterizacion
molecular y regulacion, asi como sus mecanismos de sefia-
lizacion; sin embargo, poco se conoce sobre el papel que
juegan los factores neurotroficos en la etiopatogenia de las
enfermedades neurodegenerativas.

Los principales modelos experimentales que mimetizan
los procesos neurodegenerativos en humanos han sido de-
sarrollados en roedores y monos; en especial, 1a lesion nigral
utilizando las neurotoxinas 6-hidroxidopamina y 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) reproducen las prin-
cipales caracteristicas de la enfermedad de Parkinson, mien-
tras que la lesion de la via septohipocampal y el
envejecimiento cerebral con déficit cognitivo modela los
trastornos de memoria observados en la enfermedad de
Alzheimer. De igual forma, la lesion del estriado con acido
quinolinico es un buen biomodelo de la enfermedad de
Huntington.” En estos biomodelos se han probado multiples
técnicas terapéuticas neurorrestaurativas y/o neurotroficas.
Entre éstas se encuentra el trasplante, la terapia tréfica o la
combinacion de ambas. Los hallazgos de las evaluaciones
de dichos tratamientos en modelos experimentales de
neurodegeneracion sugieren efectos beneficiosos, asi como
la participacion en estos procesos de mecanismos
bioquimicos relacionados con el NGF.*!!

Ya desde 1951 Levi-Montalcini propuso la Hipotesis
Neurotrofica al plantear que la supervivencia neuronal es-
pecifica es dependiente y regulada por factores neurotréficos
sintetizados en cantidades limitadas por las areas blanco.!?

El objetivo fundamental de este trabajo es profundizar
en el conocimiento sobre el papel del NGF en la
etiopatogenia de las enfermedades neurodegenerativas,
en especial, la posibilidad de dilucidar si se producen cam-
bios en los niveles endogenos de NGF una vez que son
aplicados determinados tratamientos neurorrestaurativos
como el trasplante y la terapia tréfica sobre los niveles de
NGEF.

MATERIAL Y METODOS
Modelos experimentales

Fueron empleadas 142 ratas Sprague-Dawley de dos
grupos etarios: jévenes (dos meses de edad) con un peso
corporal de 272 + 34.4 g (media + desviacidon estandar,
DE) al inicio del experimento y viejas (20 meses de edad)
conun peso corporal de 511 +46 g (media+ DE) y 47 ratas
Wistar con peso entre 225 + 25 g (grupos experimentales
de lesion nigral).

Durante los estudios se respetaron los principios esta-
blecidos por el Comité del Consejo Internacional para la
Ciencia de los Animales de Laboratorio.

Criterio de seleccion de los pacientes

* Pacientes con EA: Las manifestaciones clinicas es-
taban dadas por pérdida de la memoria, fallo intelec-
tual con deterioro cognitivo, trastornos de conducta y
alteraciones de la personalidad. La seleccion se reali-
76 de acuerdo al criterio del Instituto Nacional de Tras-
tornos Neurologicos, de Comunicacion y Cerebro-
vasculares y la Asociacion para la Enfermedad de
Alzheimer y Trastornos Relacionados de los EEUU
(NINCDS/ADRDA). En este estudio todos los pa-
cientes con EA evaluados tenian diagnostico de EA
probable.

* Pacientes con EP: De acuerdo al diagndstico clini-
co, presencia de temblor, bradiquinesia, rigidez y pér-
dida de reflejos posturales, se seleccionaron pacien-
tes grado I, II, IIl y IV segutn la escala de Hoehn y
Yahr."?

* Pacientes con EH: De acuerdo al diagnostico clinico,
analisis genético familiar, movimientos coreicos o
coreoatetosicos y alteraciones tipo demencia.

Muestras de suero humano control

Se estudiaron (previo consentimiento) 30 sueros de su-
jetos supuestamente normales (16 del sexo femenino y 14
del sexo masculino) procedentes del Banco de Sangre
(Marianao, C. de La Habana). Estos sujetos no tenian en-
fermedades neurologicas, endocrinas o inmunoldgicas ni an-
tecedentes familiares de las mismas y no tomaban en el
momento del estudio ningtin medicamento.

La toma de las muestras de pacientes y controles a
evaluar se realizé contando con el consentimiento informa-
do dado por los pacientes y familiares a los responsables
del ensayo clinico. El estudio fue aprobado por la Comision
de Etica del Centro Internacional de Restauracion
Neuroldgica (CIREN, Cuba).
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Ensayo inmunoenzimatico
(EIE) para B-NGFm

La cuantificacion de NGF se realizé mediante un EIE de
doble sitio.' Para el estudio de las muestras de suero humano
normal se utilizé el mismo EIE con la diferencia que se empled
como estandar el B-NGFm obtenido en nuestras condiciones
y que se afiadi6 un nuevo control de especificidad con el obje-
tivo de demostrar la inmunodeteccion de NGF en las muestras
de suero. Este paso control consistio en la adicion de un exce-
so de anticuerpo monoclonal anti-B-NGF (concentracion final
500 ng/mL) a la muestra de suero, en pocillos paralelos.'

Métodos de lesion y
técnicas neurorrestaurativas en
modelos experimentales

* Lesion nigral y trasplante de células
mesencefalicas fetales en diferentes nicleos de
la base: Las ratas fueron inyectadas
estereotacticamente en sustancia negra parte compac-
ta derecha con 6-OHDA (8 pg/3 uL de solucion salina
con acido ascorbico 0.2 mg/mL, velocidad de flujo de 1
uL/min) en las coordenadas establecidas." Se utiliza-
ron suspensiones de células fetales de mesencéfalo ven-
tral para el trasplante en diferentes nticleos y se inyec-
taron en las coordenadas establecidas para estriado,
sustancia negra parte reticulada y nucleo subtalamico.

* Lesion estriatal y tratamiento neurotroéfico: La le-
sion se realizo mediante la inyeccion de acido quinolinico
(225 nmoles en 2 pL. de NaCl 0.9%, pH 7.40) en el
estriado derecho a partir de las coordenadas de esta
area." El tratamiento neurotr6fico (10 uL de NGF 0.5
mg/mL disuelto en NaCl 0.9%, intraestriatal) sigui6 un
proceder similar al anterior y se realizd 48 h antes
(NGF—>AQ), 48 h después (AQ—NGF) o inmediata-
mente después de la inyeccion con AQ (AQ+NGF).

* Déficit colinérgico y tratamiento neurotrofico:

a) Ratas viejas con déficit cognitivo: Aquellas ratas
viejas con latencias de escape promedio superiores
en 3 DE a la media de las latencias de escape pro-
medio de un grupo de animales jovenes en el labe-
rinto acuatico se consideraron con déficit cognitivo.
A cada rata le fue implantada subcutaneamente en-
tre las escapulas una bomba miniosmética con una
canula de infusion dirigida al ventriculo lateral dere-
cho [21]. Las minibombas se llenaron con 17 pg de
B-NGFm o citocromo c disueltos en NaCl 0.9%. A
los 14 dias de la cirugia, las ratas fueron anestesiadas
y la minibomba fue reemplazada por otra que per-
manecid alli por otros 14 dias.

* Envejecimiento cerebral y técnica restaurativa:

a) Trasplante de suspension de células septales: Se
inyectd una suspension de células septales fetales
de 3 uL (35,000 cel/uL) a 1 pL/min en tres localiza-
ciones diferentes del hipocampo. El grupo experi-
mental que recibid trasplante de suspension de célu-
las septales e infusion ICV de NGF sigui6 este mismo
proceder y a continuacién se le implantd la bomba
miniosmotica.

Evaluacién conductual

* Aprendizaje y memoria espacial (Laberinto acua-
tico de Morris): Esta prueba consiste en la medicion
del tiempo (latencia de escape) que demoran los anima-
les en localizar una plataforma transparente sumergida
1 cm por debajo de la superficie del agua en una piscina
circular. Pistas visuales rodean la plataforma. Una vez
encontrada la plataforma se le permitid al animal per-
manecer en ella durante 30 seg antes del siguiente in-
tento.'¢

* Prueba de Rotacion inducida por D-anfetamina y
apomorfina (asimetria motora): El numero de vuel-
tas contadas durante 90 min para la D-anfetamina y 45
min para la apomorfina se evalué en un Rotémetro au-
tomatico (RotorCID, Cuba). Se incluyeron en el estudio
las ratas que mostraron como promedio al menos 7/min
rotaciones completas ipsilaterales (vueltas/min) después
de D-anfetamina y una media de 3.3/min rotaciones
completas (360°) contralaterales (vueltas/min) después
de administrar la apomorfina.

Procesamiento estadistico

Los valores son mostrados como la media + el error
estandar de la media (EEM). Luego de verificar la dis-
tribucidén normal mediante las pruebas de Kolmogorov-
Smirnov y la homogeneidad de varianza por la prueba
de Levene se aplico la prueba 7 de Student para compa-
rar las medias entre grupos. Se aplico un analisis de
varianza (ANOVA) de clasificacion simple para deter-
minar la existencia de diferencias significativas entre
todos los grupos para la comparacion de las latencias de
escape en el laberinto acuatico de Morris para los gru-
pos de lesion septohipocampal y el numero de cruces
analogos en las ratas viejas con déficit cognitivo. Cuan-
do éstas resultaron significativas (p <0.05) se compara-
ron los grupos uno a uno mediante la prueba de rangos
multiples de Duncan. Todos los analisis estadisticos se
realizaron mediante el programa SPSS version 8.0 para
Windows.
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RESULTADOS

Disponibilidad del NGF
en procesos nheurodegenerativos

Se determind la cantidad de NGF humano presente en
el suero de pacientes con diversas enfermedades
neuroldgicas: EA, EP y EH (Figura 1) y se evidencid una
reduccion estadisticamente significativas en los niveles de
NGEF al ser comparados con el grupo control siendo en la
EP de 57% y en la EH 69% (p < 0.01).

Enfermedad de Parkinson

Con el objetivo de analizar si el grado de deterioro pro-
ducido por la EP tiene alguna influencia en los niveles de
NGF, se agruparon los pacientes con EP atendiendo al
estadio de la enfermedad segun la escala de Hoenh y
Yahr. De esta forma, se compararon los pacientes con
EP evaluados como Grado I-I1 y los Grado III-1V (Figura
2A). Los pacientes con Grado I-1I de la enfermedad mos-
traron una reduccion significativa (p < 0.05) de NGF (0.059
ng/mL, valor medio) cuando se compararon con el grupo

de pacientes con Grado III-IV (0.146 ng/mL, valor
medio).

Para evaluar el efecto que ejerce la L-dopa sobre el
NGF en los pacientes con EP, evaluamos casos sin-L-dopa
y casos tratados con L-dopa y se observé que no existen
diferencias entre estos grupos a pesar de que se observa
una tendencia a valores mayores de NGF en el grupo que
toma L-dopa (Figura 2B).

NGF en modelos experimentales
de enfermedades neurodegenerativas

¢ Lesion nigral con 6-OHDA: La lesion con 6-OHDA
provoco una disminucion de 84% en los valores de NGF
en el suero de ratas hemiparkinsonianas (p <0.01, Figu-
ra 3A).

* Lesion estriatal con acido quinolinico: La inyec-
cién de acido quinolinico en el estriado derecho causé
una disminucion estadisticamente significativa de los ni-
veles séricos de NGF cuando se compara con los ani-
males del grupo control (Figura 3B).

* NGF en el envejecimiento cerebral y déficit cognitivo:
Lasratas con déficit mostraron un decremento de los nive-
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Figura 1. Comparacién de los niveles de NGF en el suero de pacientes con diferentes enfermedades neurodegenerativas y el suero de

sujetos control. A. Comparacion entre los niveles de NGF en el suero de pacientes con Enfermedad de Alzheimer (EA, n
30). B. Como en A pero para la Enfermedad de Parkinson (EP, n

control (n

13) y del grupo
38). C. Como en A pero para la Enfermedad de Huntington (EH,

n 6). Se muestra la media + el error estandar de la media. El analisis estadistico se realiz6 por la prueba t de Student (*p < 0.01).
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Figura 2. Niveles de NGF sérico en pa-
cientes con enfermedad de Parkinson
agrupados segun el estadio de la enfer-
medad (Gl-Il y GllI-IV de la escala de
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17) y G-IV (n 21). B.

Comparacién entre las medias de los niveles de NGF y el tratamiento con L-dopa. El andlisis estadistico se realiz6 por la prueba t de Student.

*p < 0.05 vs. GllI-IV, **p < 0.01 vs. control.
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les de NGF séricos (p < 0.05) al ser comparados con el
grupo de ratas viejas sin déficit cognitivo (Figura 3C).

Efecto del tratamiento
neurorrestaurador sobre el contenido de

NGF en los diferentes modelos experimentales

>

Conc. NGF (pg/mL)

Terapia neurorrestaurativa en la EP.
Microtrasplante de células mesencefalicas fetales
en un modelo de lesion con 6-OHDA: La figura 4
muestra los niveles de NGF en ratas hemiparkinsonianas
trasplantadas en diferentes ntcleos de la base: estriado,
nucleo subtalamico y sustancia negra reticulata (Figura
4A, B, C). La figura 4D evidencia que la combinacion
del trasplante en estriado y nucleo subtalamico (Figura
3D) provoco un incremento en los valores séricos de
NGF en suero (p <0.05) al ser comparado con el grupo
lesionado, no asi en los casos en los que se trasplant6 en
un solo nuicleo de la base (Figura 4A, By C).

Terapia neurotréfica en la lesion estriatal: La le-
sion estriatal con 4cido quinolinico no mostrd cambios

en el contenido estriatal de NGF entre hemisferios (le-
sionado e intacto) en los animales lesionados y tratados
con NGF dos dias después de la lesion, asi como en el
grupo de animales tratado con NGF y lesionado simul-
taneamente. Sin embargo, en el grupo de ratas tratadas
con NGF dos dias antes de la lesion se encontrd un
incremento estadisticamente significativo de 81% (p <
0.05) en los valores de NGF en el estriado lesionado al
ser comparado con el intacto (Figura 5). El grupo expe-
rimental que recibio dos dias antes de la lesion una in-
yeccion de NGF mostr6 un desempefio conductual su-
perior al de los otros grupos evaluados, resultado que se
evidencid por las latencias de escape menores en el la-
berinto acuatico de Morris (Figura 6).

Terapia neurorrestaurativa en el envejecimiento
cerebral: El siguiente experimento fue realizado para
determinar las cantidades de NGF presentes en el sue-
ro de ratas con déficit cognitivo tratadas con diferentes
técnicas neurorrestaurativas tales como: trasplante de
suspension fetal de células septales e infusion ICV de
NGF. La figura 7 resume los cambios de los niveles de
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Figura 3. Niveles séricos de NGF en modelos experimentales de neurodegeneraciéon. A. Comparacién entre el contenido sérico de NGF en

ratas hemiparkinsonianas (6-OHDA, n
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la media. El andlisis estadistico se realizé por la prueba t de Student (**p < 0.01).
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Figura 5. Comparacion de los niveles de NGF en estriado de ratas
con lesién estriatal con acido quinolinico (AQ) y tratamiento
neurotréfico con NGF: 48 horas antes de la lesion (NGF AQ, n 9),
48 horas después de la lesiéon (AQ NGF, n  10) y con lesién y
tratamiento con NGF simultaneo (NGF+AQ, n  8). Se muestra la
media + el error estandar de la media. El analisis estadistico se
realiz6é por medio de la prueba t de Student. * p < 0.05 Student.
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Figura 6. Latencias de escape promedio en el laberinto acuatico de
Morris de ratas lesionadas con acido quinolinico (AQ, n  8), tratadas
con factor de crecimiento nervioso después (AQ-NGF, n  10), antes
(NGF-AQ, n  9) o durante (AQ+NGF, n  8) la lesién. Se muestra la
media + el error estandar de la media. El anélisis estadistico se realizé
por medio de las pruebas: ANOVA y prueba de Duncan, * p < 0.05.

NGF en los diferentes grupos experimentales que reci-
bieron tratamiento (Figura 7A, B y C). Se evidencio
que la combinacion de las dos técnicas
neurorrestaurativas (trasplante e infusion de NGF) pro-
voca un incremento en los niveles de NGF (Figura 5C,
p <0.01). El desempefio en el laberinto acuatico de las
ratas viejas con déficit cognitivo tratadas con NGF fue
significativamente superior que el de las ratas similares
no tratadas. Esta diferencia se aprecio en una reduc-
cién en la latencia de escape promedio (p < 0.01) y en
un aumento en el numero de cruces analogos (p <0.01,
ANOVA y prueba de Duncan, datos no mostrados).

DISCUSION

Contenido de NGF en procesos
neurodegenerativos clinicos y experimentales

* Enfermedad de Alzheimer. En el caso de la EA exis-
ten multiples y disimiles hallazgos en relacion con los
niveles de NGF. Nuestros resultados se corresponden
con valores normales de NGF sérico en esta enferme-
dad y son similares a los de Murase!” que no encontro6
diferencias entre la cantidad de NGF en pacientes con
EA y el grupo control. No obstante, otros autores repor-
tan niveles aumentados o reducidos de NGF en la EA
en diferentes Aareas cerebrales y liquido
cefalorraquideo.'®*

Algunos autores reportan reduccion cortical de NGF en
pacientes no dementes que tenian placas seniles
corticales, considerados preclinicamente como EA 2122
Sin embargo, no fue encontrada disminucion de NGF
en la corteza de pacientes no dementes que no tenian
placas seniles, de ahi que los autores sugieran una defi-
ciencia de NGF en estados preclinicos de la EA.> La
razén de la reduccion del NGF en estadios iniciales de
la neurodegeneracion en la EA y el incremento en los
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Figura 7. Comparacion entre los niveles de NGF entre el suero de ratas viejas con déficit cognitivo (DC) y los grupos experimentales que recibieron
tratamiento neurorrestaurador. A. Trasplante de células septales (DC+Trasplante). B. Infusién intracerebroventricular de NGF (DC+NGF). C. La
combinacién de ambas técnicas (DC+Trasp.+NGF). El analisis estadistico se realizé por la prueba t de Student (**p < 0.01) vs. DC.
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siguientes estadios es totalmente desconocida. Hellweg
plantea la hipotesis de que el contenido de NGF esta
disminuido al inicio de la enfermedad y que a medida
que la degeneracion aumenta se produce un incremen-
to de la cantidad de NGF.2'* El hallazgo de los cam-
bios temporales en la concentracion de NGF en la EA,
podria explicar los disimiles resultados reportados por
los grupos que investigan sobre los niveles de NGF en
la EA. En nuestro caso, los pacientes con EA estudia-
dos tenian un diagndstico de EA probable (segun los
criterios de la NINCDS/ADRDA) en los que ya es
apreciable el déficit cognitivo y un mayor deterioro de
otras funciones, todo lo cual sugiere que los valores
séricos de NGF observados en nuestro grupo coinciden
con los reportes de Hellweg y cols. para el grupo de
pacientes con EA en estadios avanzados.?!

De igual forma, en este trabajo se evaluaron los niveles
de NGF en el envejecimiento cerebral y se evidencio una
reduccion de los niveles séricos de NGF. Hellweg repor-
td, en un modelo de lesion septohipocampal, concentra-
ciones de NGF reducidas en las proyecciones colinérgicas
de las areas blanco, asi como valores normales a las cua-
tro semanas de producida la lesion.? Estos cambios po-
drian deberse a diversos mecanismos entre ellos: pérdida
de neuronas productoras, disminucion en la actividad
neuronal, a la gliosis que ocurre en estas enfermedades
neurodegenerativas y a procesos inflamatorios.
Enfermedad de Parkinson. Dada la relacion entre el
NGF y el sistema colinérgico existe una asociacion evi-
dente entre esta proteina y la EA, no asi entre el NGF y
la EP, donde se conoce que el NGF no tiene efecto
sobre las neuronas dopaminérgicas que degeneran.? Esta
demostrado que el NGF no actua sobre las neuronas
inmunorreactivas a la tirosina hidroxilasa y que a dife-
rencia de otras neurotrofinas el NGF no tiene efecto
protector sobre este tipo neuronal.**

Sin embargo, recientes informes indican que existe
inmunorreactividad al NGF y al receptor TrkA en la sus-
tancia negra parte compacta lo que sugiere una regula-
cion autocrina/paracrina de este factor.”® Por otra parte,
las concentraciones de NGF en el estriado de ratas lesio-
nadas con MPTP estan disminuidas, aspecto que Mogi
interpretd como indicador, conjuntamente con la eleva-
cion de lainterleuquina-1, de una relacion entre el NGF y
la muerte neuronal en este modelo de lesion nigral.® A
estos hallazgos se le adiciona la demostracion del valor
preventivo del NGF sobre la muerte neuronal causada
por el MPTP al suprimir la actividad de la caspasa-3,
proteasa que participa en la fase de ejecucion de la
apoptosis.”” De igual forma se describe a la seleginina,
un inhibidor de la monoamino-oxidasa B, como un agente
neuroprotector en la EP y entre las vias posibles para

este efecto se describe la induccion por la seleginina de
factores troficos como el NGF posiblemente por células
gliales, con un efecto protector neuronal.?®

En el presente trabajo encontramos una disminucion del
contenido sérico de NGF en pacientes con EP en esta-
dios tempranos de la enfermedad (I-II) y en la EH lo
que evidencia una utilizacion alterada del NGF en teji-
dos centrales o periféricos y habla a favor de una rela-
cion entre el NGF y los cambios neurodegenerativos
observados en estas dos enfermedades.

A pesar de la extensa literatura dedicada al estudio de
distribucion del NGF en el SNC y fluidos corporales,
son escasos los reportes previos de la determinacion de
NGF en suero de pacientes con EP.

Los niveles séricos de NGF fueron evaluados en dos
grupos de pacientes con EP, uno con sintomas avanza-
dos de la enfermedad, marcadas discinecias y fluctua-
ciones diurnas relacionadas con la denervacion y el tra-
tamiento cronico con L-dopa (G-III-1V, segtn la escala
de Hoenh y Yahr) y otro grupo en estadios tempranos
de la enfermedad (GI-II, segtin la escala de Hoenh y
Yahr). Nuestros resultados hablan a favor de que exis-
ten menores valores de NGF enddgeno en los estadios
tempranos (tiempo de evolucion de la enfermedad de
2.66 afios) que en estadios mas avanzados (tiempo de
evolucion de la enfermedad de 9.06 afios). Estos hallaz-
gos sugieren que a medida que se acrecienta el deterio-
ro degenerativo actian mecanismos homeostaticos que
normalizan los valores de NGF en estos pacientes y que
es independiente de algun posible mecanismo relacio-
nado con el tratamiento antiparkinsoniano con L-dopa.
Por otra parte, la pérdida de las neuronas dopaminérgicas
en la EP causa un desequilibrio en el circuito de los nu-
cleos de la base que resulta en una disminucion de la via
excitatoria talamica a la corteza motora. Conociendo
que la corteza es uno de los principales sitios de sintesis
de NGF? y considerando al cerebro como una fuente
posible de NGF en el suero;*'*° la disminucion de la
actividad de la corteza motora en la EP podria contri-
buir a la disminucion de los niveles de NGF observados
en los estadios tempranos (I-II) de la enfermedad. En
estadios mas avanzados (III-IV) la estimulacion de la
sintesis en otras areas corticales como parte de un me-
canismo homeostatico podria ser responsable de los ni-
veles normales observados.

Existen evidencias de que la L-dopa aumenta la sintesis
y secrecion de NGF;*' sin embargo, nosotros no encon-
tramos diferencias entre el grupo de pacientes con y sin
tratamiento con L-dopa, aunque es importante sefialar
que se aprecia una tendencia a valores superiores de
NGEF en el grupo de pacientes con L-dopa en relacion
con el que no recibia este tratamiento.
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Un estudio indico que la interleuquina-1y 6 son poten-
tes estimuladores de la sintesis de NGF tanto en SNC
como Sistema Nervioso Periférico®! y que los niveles
de estas citoquinas estan aumentados tanto en caudado
y putamen como en liquido cefalorraquideo de pacien-
tes con EP.32% A este resultado se unen hallazgos de
nuestro laboratorio que muestran trastornos
inmunolégicos a nivel periférico y central en la EP, en
especifico, alteraciones en marcadores linfocitarios en
sangre periférica y liquido cefalorraquideo de pacientes
con EP (datos no mostrados). Todos estos datos sugie-
ren dos posibles interpretaciones: la disminucion en el
contenido de NGF en la EP es consecuencia del dete-
rioro degenerativo o tiene un origen secundario a un
proceso inmunologico. A pesar de que los mecanismos
de regulacion de la sintesis de NGF y el papel del NGF
en la fiisiopatologia de la EP no estan claros, los resulta-
dos expuestos sugieren que el dafio temprano de
neuronas dopaminérgicas afecta la sintesis de NGF.

* Enfermedad de Huntington. En el caso de la EH, el

hallazgo de valores disminuidos en esta enfermedad es
un resultado dificil de explicar a la luz de los conoci-
mientos actuales. Se conoce que el NGF protege a las
neuronas contra el dafio excitotoxico y que a pesar de
que los mayores niveles cerebrales de NGF se encuen-
tran en el hipocampo y la corteza, se ha demostrado
que las células estriatales expresan esta proteina.’**
Diferentes formas de agresion al cerebro, incluida la
excitotoxica, son capaces de inducir la sintesis de NGF.3*
La mayor parte de estos estudios se han realizado a
corto plazo, se desconoce si la sintesis incrementada de
NGF persiste pasadas varias semanas de la lesion. Nues-
tros resultados muestran que seis semanas después de
la inyeccion con acido quinolinico el contenido de NGF
en el estriado lesionado es similar al del contralateral y
que el NGF sérico se encuentra disminuido. Esto es
indicativo de que esta respuesta protectora al dafio
neurotoxico tiene un caracter transiente.
En resumen, en la EP y la EH existen bajos niveles de
NGF, no asi en los casos con EA (estadios avanzados
de la enfermedad) estudiados. Especificamente, el dafio
dopaminérgico afecta los niveles séricos de NGF en
etapas iniciales de la enfermedad, en estadios avanza-
dos de la misma, el contenido de NGF se restablece sin
que este hecho tenga relacion con el tratamiento
antiparkinsoniano.

Efectos del tratamiento
neurorrestaurador sobre el contenido de NGF

Un acercamiento para optimizar la recuperacion del SNC
dafiado es la liberacion de NGF en la region afectada con-

juntamente con un sustrato celular que apoye y promueva
el crecimiento neuronal,*** es decir, 1a combinacién de una
técnica neurotréfica (infusidon intracerebroventricular de
NGF) con una técnica neurorrestaurativa (injerto fetal) ha
sido utilizada como una via para lograr la restauracion
neuronal.

Animales que tenian deterioro de la memoria espacial y
atrofia de las neuronas colinérgicas, al recibir tratamiento
intracerebroventricular con NGF mostraron una mejoria en
la memoria espacial y disminucion de la atrofia cerebral.
Estos resultados permitieron afirmar que el NGF previene
la degeneracion colinérgica inducida por trauma al igual
que la atrofia inducida por la edad y que el NGF mejora la
funcion cognitiva. -+

En su conjunto, los efectos del tratamiento
neurorrestaurador en los diferentes modelos experimenta-
les de las enfermedades de Parkinson, Huntington y
Alzheimer muestran un incremento del contenido de NGF
después del tratamiento.

Los niveles de NGF medidos en ratas viejas con déficit
cognitivo que recibieron tratamiento intracerebroventricular de
NGF mostraron un incremento que solo resulto estadisticamente
significativo cuando se combinan las dos técnicas
neurotrestaurativas: el trasplante y la infusion de NGF.

Se ha mostrado que la combinacion de ambas técnicas
restaurativas produce un efecto superior en la mejoria del
déficit cognitivo encontrado en ratas viejas.'® Existen dife-
rentes vias para explicar esta mejoria del trasplante apoya-
do por la terapia trofica: una es que se logra un incremento
de la supervivencia de las células septales injertadas, otra
se basa en que el apoyo trofico facilita la transformacion
de las células injertadas a un fenotipo neuronal y por ultimo
se logra un mejor recobrado funcional a largo plazo.

El presente trabajo demostr6 que la lesion estriatal no
provoca cambios a largo plazo en el contenido de NGF
estriatal pero el tratamiento neurotr6fico con NGF previo a
la lesion induce un aumento de esta proteina en el estriado
lesionado. El hallazgo del aumento del NGF inducido por la
propia neurotrofina en los estriados lesionados es un resul-
tado de dificil explicacion a la luz de los conocimientos ac-
tuales. Sin embargo, pudiera estar relacionado con cam-
bios producidos en los circuitos intraestriatales, como la
estimulacion persistente de subpoblaciones celulares pro-
ductoras de NGF o productoras de neurotrans-misores
como la acetilcolina que estimulan la sintesis del NGF.*
Por otra parte, el NGF puede estimular la actividad de fac-
tores de transcripcion como AP-1 con conocidas influen-
cias sobre la expresion del NGF.* Esta induccion sosteni-
da de la produccion del NGF puede ser uno de los
mecanismos que subyace en sus efectos restauradores del
aprendizaje y la memoria espacial observada en las ratas
lesionadas con acido quinolinico.
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Consideraciones sobre
los niveles endégenos de NGF

Las NTs son producidas in vivo en pequefias cantida-
des, de ahi que las células sensibles al NGF tienen que
competir por la limitada cantidad de NGF disponible incluso
en condiciones fisiologicas. Se conoce que so6lo 10% de los
receptores para NGF estan unidos a su ligando enddgeno.
Consecuentemente, cambios en el tiempo de las concen-
traciones de NGF pueden influir en la funciéon neuronal.
Por lo tanto, un posible mecanismo de la enfermedad seria
que una deficiencia de NGF provoque un mal funciona-
miento de las neuronas sensibles a este factor. Los cam-
bios en las concentraciones de NGF en el curso de varias
enfermedades como la EA?' y la EP indican que las fluc-
tuaciones de las concentraciones endogenas de NGF si-
guen un patrén distintivo. Al inicio del proceso patologico
se produce una disminucion temporal, seguida de un incre-
mento durante el cual algin déficit neuronal puede ser dis-
minuido. Estos cambios encontrados en los niveles de NGF
podrian deberse a modificaciones en: la transcripcion, la
traduccion, las vias de regulacion de la expresion, la libera-
cién, la captacion por sus dianas y/o los mecanismos de
eliminacion o recambio.

Nuestros resultados obtenidos en la enfermedad de
Parkinson nos permiten proponer que, al inicio de la enfer-
medad, la disponibilidad de NGF por las neuronas sensibles
a este factor esta reducida. Esta deplecion inicia una cas-
cada de eventos patoldgicos, los cuales afectan primaria-
mente parametros funcionales de neurotransmision pero en
consecuencia conducen a la atrofia y finalmente a la
apoptosis. En estadios avanzados de la enfermedad ya sea
producto de la gliosis o de otros mecanismos desconocidos
hasta el momento, se incrementan los niveles de NGF.
Después del dafio cerebral inicial, la sintesis de NGF es
estimulada como un mecanismo intrinseco luego de que se
produce una exposicion por largo tiempo al dafio cerebral;
sin embargo, este incremento compensatorio de NGF po-
dria ser negativo para las células, ya que se ha descrito que
el NGF puede inducir la muerte neuronal utilizando la via
del receptor p75% que esta sobrerregulado en condiciones
de dafio.* Por otro lado, es importante tener en cuenta que
al menos para la EA la elevacion de los niveles de NGF
podria ser dafiina ya que el NGF potencia la neurotoxicidad
del beta-amiloide*’ y estimula la expresion del gen de la
proteina precursora del beta-amiloide, asi como su secre-
cion. 84

Finalmente, nuestros hallazgos en la enfermedad de
Parkinson nos evidencian que este trastorno
neurodegenerativo se acompafa de modificaciones en los
niveles séricos de NGF que probablemente dependen del
grado de progreso de la enfermedad y pudieran reflejar

mecanismos que retardan o aceleran la muerte neuronal
en las regiones afectadas, segtin el grado de progreso de la
enfermedad.

La afectacion observada en el contenido de NGF en las
lesiones inductoras de eventos neurodegenerativos es con-
trarrestada por la intervencidon neurorrestauradora, espe-
cialmente en el caso en que estas técnicas se utilicen de
manera combinada. De igual forma, las lesiones inductoras
de eventos neurodegenerativos en ratas provocan una dis-
minucion en los niveles séricos de NGF similar a la obser-
vada en pacientes, lo cual sugiere que los cambios detecta-
dos en esta variable podrian estar causalmente vinculados
con el proceso de la enfermedad.
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