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INTRODUCCION

El envejecimiento estd asociado a un progresivo aumento de la incidencia de enfermedades
neurodegenerativas tanto en animales de laboratorio como en seres humanos. En el sistema
nervioso central (SNC), las neuronas dopaminérgicas (DA) estan entre las células mas
susceptibles a los efectos deletéreos de la edad. En el hombre, la enfermedad de Parkinson,
una degeneracion de las neuronas nigroestriatales DA que afecta al 0.1-0,5 % de la
poblacion, es el reflejo mas conspicuo de la vulnerabilidad de las neuronas DA al
envejecimiento. En la rata, el envejecimiento trae aparejada una progresiva degeneracion y
pérdida de otro grupo de neuronas DA centrales a saber, las neuronas DA
tuberoinfundibulares (TIDA) las cuales ejercen un control inhibitorio tonico sobre la secrecion
de prolactina (PRL) y la proliferacion lactotropa en la adenohipdfisis (1). La pérdida excesiva
de neuronas TIDA durante el envejecimiento normal esta asociada, en la rata hembra, con
una progresiva hiperprolactinemia (2) y con el desarrollo de prolactinomas hipofisarios (3).
Debe destacarse que a los 30 meses de edad las ratas hembras Sprague Dawley pierden
un 40 % de sus neuronas DA nigrales, constituyendo de este modo un modelo animal unico
de neurodegeneracion DA espontanea tanto a nivel hipotalamico como nigral (4).

Una posibilidad terapéutica de creciente interés clinico en el tratamiento de procesos
neurodegenerativos es el empleo de factores neurotréficos que prevengan la degeneracion y
restauren la funcién de la poblacién neuronal remanente.

A principios de la década de 1990, Martha Bohn y col., Northwestern University, Chicago,
descubrieron que la linea celular tumoral glial B49 secreta un factor que promueve la
sobrevida y diferenciacion de las neuronas DA mesencefalicas (5). Este nuevo factor
neurotrofico, denominado factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF), resultd ser un
glicopéptido de 211 aminoacidos cuyo gen ha sido clonado (6). El GDNF, un miembro lejano
de la superfamilia del TGF[3, posee una potente y especifica capacidad para promover la
captacién de dopamina, la supervivencia de neuronas DA embrionarias y la regeneracion de
neuronas DA en roedores y primates no humanos tratados con neurotoxinas DA (7-11). El
GDNF es efectivo para proteger no sélo las neuronas DA nigrales sino también para
proteger ciertas poblaciones neuronales colinérgicas y de otro tipo, lo cual hace de esta
molécula un candidato promisorio para el tratamiento de patologias neurodegenerativas,

tales como la enfermedad de Parkinson, Lou Gehrig y Alzheimer (12).

MATERIALES Y METODOS

Transferencia génica in vivo

Animales

En todos los experimentos in vivo del presente trabajo se emplearon ratas hembras de la

cepa Sprague Dawley jovenes (5 meses) y seniles (30 meses), provenientes de la colonia

XVl Jornadas de Jovenes Investigadores de la AUGM, 27, 28 y 29 de octubre de 2008
Universidad de la Republica , Montevideo — Uruguay



Virologia Molecular

de nuestro instituto. Las ratas se mantienen en un cuarto con temperatura controlada

(22+2°C) bajo un ciclo luz/oscuridad de 12:12 hs, con alimento y agua ad libitum.

Cirugia estereotaxica

Las ratas se anestesiaron con ketamina (40 mg/kg peso corporal, i.p.) y xilazina (8 mg/kg de
peso corporal, i.m.). Los animales se ubicaron en un aparato estereotaxico. Para acceder al
hipotalamo, (regién arcuato-periventricular) se utilizaron las siguientes coordenadas: 3 mm
en el eje anteroposterior (AP), 10 mm en el dorsoventral y 0,6 mm en el lateral (13). Se
inyectaron bilateralmente 1,5 ul de la suspension viral apropiada. Por ultimo, la herida de la
piel se suturd y el animal fue devuelto a su jaula, donde en general se recuperan

rapidamente.

Eutanasia, perfusion y procesamiento del encéfalo

Los animales fueron anestesiados con ketamina (40 mg/kg peso corporal, i.p.) y xilazina (8
mg/kg de peso corporal, i.m.) y luego fueron perfundidos por via intracardiaca. Se perfundié
con 200 ml de fijador de Paraformaldehido en tampdn fosfato 0,1 M, pH 7,4.
Subsecuentemente, el encéfalo se disecd cuidadosamente, se fijo en paraformaldehido
durante toda la noche. Al dia siguiente los cerebros se transfirieron a PBS con 30% de
sacarosa manteniéndolos en ella durante un minimo de 24 hs antes de su procesamiento.
Los bloques encefalicos fueron cortados en secciones coronales de 40um con un micrétomo
de congelacion, recogiéndose las secciones en una placa plastica de seis pocillos (six-well

plate) en grupos de cortes no contiguos en PBS.

Inmunohistoquimica

Los cortes destinados a inmunohistoquimica fueron lavados en PBS dos veces durante
10min. Luego se les realizé el bloqueo inespecifico de los sitios de pegado de los
anticuerpos, incubandoselos con 4 gotas de suero normal de caballo en 20 ml de PBS-T
(PBS con 0,4% de Triton X) durante 60min. Posteriormente se lavaron con PBS por 10min y
se incubaron con anticuerpo primario durante 48 hs a 4°C. Con la finalidad de observar
marcacién de neuronas dopaminérgicas hipotalamicas se empleé como anticuerpo primario
Anti Tirosina hidroxilasa (TH) monoclonal (Calbiochem cat# 657010) con una diluciéon 1/400
en PBS-T.

A continuacion se lavaron los cortes cerebrales durante 10min con PBS y se procedi6 a
revelar la reaccion con el kit ABC (Vectastain Universal Elite ABC kit Cat# PK-6200 Vector
Laboratories). Se incubaron los cortes con el Anticuerpo secundario biotinilado durante 1
hora a temperatura ambiente y luego se realizaron 2 lavados de 10min en PBS. Luego se

eliminé la peroxidasa endégena con H,O, 0,3% incubandose los cortes durante 30min.
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Posteriormente se lavaron dos veces por 10 min con PBS y se incubaron en el complejo
ABC durante 1 hora. A continuacién se lavaron nuevamente dos veces por 10 min con PBS.
El revelado de las secciones encefalicas se realizdé con solucion de 3,3-diaminobencidina
(DAB), de acuerdo al protocolo del Kit de Vector empleado. Los cortes fueron luego
incubados por tan solo 3-4segundos en DAB hasta que los bordes tomaron un tono marrén
tenue. Inmediatamente fueron sumergidos en PBS para luego ser montados sobre vidrios
recubiertos previamente con una capa de gelatina al 0,6%. Se dejaron secar a temperatura
ambiente por aproximadamente 48 hs. Luego se procedié a comenzar la deshidratacién con
etanol (EtOH) 70 % durante 30seg, luego EtOH 90 % por 1min, EtOH 96 % 1 min, EtOH 100
% 3 min, 2 pasajes por Xilol 30 seg cada uno y finalmente fueron fijados con la solucién de
montaje Vectamount (Vecta Mount Cat# H-5000 Vector laboratories) para la visualizacion

microscopica.

Analisis de imagenes

Recuento de neuronas TH+

Las imagenes de las regiones dopaminérgicas hipotalamicas ARC-PeVH (A;) y PaVH (A1s)
fueron capturadas usando una video camara digital RGB Olympus DP70 adosada a un
microscopio de fluorescencia (Olympus BX51; Tokio, Japén). Dichas imagenes digitales
fueron luego analizadas con el empleo de un programa especifico para tales fines
(ImagePro Plus v5.1; Media Cybernetics, Silver Spring, MA).

Dichas imagenes fueron tomadas en formato TIFF, con una resolucion de 1.360x1.024
pixeles y el campo correspondiente fue de 0,07um/pixel para determinaciones
morfométricas y 0,21 um/pixel para conteo de células. Para lograr aislar el objeto de interés
(neuronas inmunorreactivas para TH) del tejido circundante se aplicaron filtros a las
imagenes. Se realizaron recuentos manuales y automaticos para verificar la confiabilidad de
los datos. Solo se contaron células nucleadas. Las neuronas fueron morfométricamente
caracterizadas segun los siguientes parametros: area celular (reporta el area inmunoreactiva
total con DAB), el numero promedio de cuerpos neuronales por seccién, que se estimo
dividiendo el area total por el tamafo promedio neuronal y el numero total de neuronas

hipotalamicas se estimo usando la siguiente ecuacion (14):

Donde, N = numero total estimado de cuerpos neuronales tefidos con DAB; d = longitud
(mm) del eje rostro-caudal de la region que se estudia; n = el nimero de secciones no
contiguas contadas por region; s = espesor de la seccion (40 um); x = numero de células

contadas por secciones no contiguas estudiadas (de la seccién # 1 a la seccién # n).
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Radioinmunoensayo (RIA)

Los niveles de Prolactina (PRL) fueron determinados mediante RIA. Para los dosajes de
PRL sérica se emplearon materiales provistos por Dr. A. F. Parlow, Pituitary Hormones and
Antisera Center, Harbor-UCLA Medical Center, Torrance CA.

La marcacién con '°| de PRL para llevar a cabo los RIA se realizé por el método del
iodégeno (1,3,4,6-tetracloro-3a, 6a-difenilglicourilo; lodogen®, Pierce Chemicals, Ltd.)
(Fraker Pamela J. and Speck John C. Jr., 1978).

Las curvas de referencia se realizaron con concentraciones de estandares de: 200ng/ml;
100ng/ml; 50ng/ml; 25ng/ml; 12,5ng/ml; 6,25ng/ml; 3,13ng/ml; 1,56ng/ml y 0,78ng/ml; (tanto
para GH como para PRL).

Analisis estadistico

Para evaluar las diferencias entre grupos de estudio, se emplearon adecuadamente el t-test
0 andlisis de varianza (ANOVA). El método Tukey's fue elegido como post hoc test.
Diferencias significativas entre areas hipotalamicas de grupos de ratas fueron definidas a
aquellas con P<0,05 (*). Diferencias altamente significativas fueron definidas a aquellas que

presentaron un valor de P<0,01 (**).

RESULTADOS

A los animales se les practicd cuatro sangrias, en los cuales los animales seniles se
mostraban hiperprolactinémicos al dia -3, antes de la estereotaxia. En las sangrias
intermedias se observd una tendencia a una caida de los niveles de PRL. Y en la ultima
sangria (dia +17) se observo una reduccion parcial de los niveles de PRL a valores casi
normales. (Figura1)

En el analisis del recuento del numero de neuronas TH+, se procedio a estudiar las tres
regiones con poblaciones DA del hipotdlamo medio basal por separado, paraventricular,
periventricular y arcuato (PaVH, PeVH y ARC). Se observo una neurodegeneracién parcial
en el PaVH y PeVH en animales seniles, sin haber cambio en el numero de neuronas TH+
en el ARC tanto en animales jovenes como en seniles. Esta neurodegeneracion parcial no

se vio revertida por el tratamiento con RAd-GDNF. (Figura 2).
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Figura 1: Niveles de PRL en animales seniles controles (RAd-bgal) con una hiperprolactinemia
cronica en comparacion con los animales seniles tratados (RAd-GDNF), que recuperaron

parcialmente los niveles de PRL, casi a niveles normales en ratas jovenes (lineas de puntos).
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Figura 2: Numero de neuronas TH+ en tres regiones hipotalamicas estudiadas (PaVH,
paraventricular; PeVH, periventricular y ARC, arcuato). La neurodegeneracion es parcial en el PaVH y
en el PeVH, y no es evidente en el ARC. El tratamiento con RAd-GDNF no restaura el numero de
neuronas en los animales seniles. YC: joven control, YE: joven tratado, SC: senil control y SE: senil

tratado. Los numeros sobre las barras de error indican el numero de animales por grupo.
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DISCUSION

En un estudio reciente de nuestro grupo se ha demostrado que la terapia génica con IGF-I
en el hipotdlamo de ratas hembras seniles con neurodegeneracion DA es altamente efectiva
para restaurar la funcién neuronal DA hipotalamica, corrigiendo de este modo la hiper-
prolactinemia cronica asociada a la disfuncién de las neuronas TIDA en las ratas seniles
(15). Se han demostrado en ratas y primates no humanos, que la inyeccion en el cuerpo
estriado o la sustancia nigra de vectores adenovirales, lentivirales o adenoasociados (AAV)
para GDNF es capaz de proteger las neuronas DA nigrales de la accion de diferentes
toxinas dopaminérgicas (16-20).

Aunque no conocemos otros estudios en los que se haya implementado terapia génica
restauradora con GDNF en el hipotadlamo. Ahora nosotros pudimos observar una
restauracion parcial de la hiperprolactinemia crénica de animales seniles.

La inmunohistoquimica cuantitativa para TH revel6 que en las hembras seniles la terapia
génica con RAd-GDNF no indujo un aumento en el nimero de neuronas TH+ hipotalamicas
cuando se las comparé con sus contrapartes tratadas con RAd-Bgal. Sin embargo, en

animales tratados con RAd-IGF1 hubo una restauracién en el nUmero de neuronas (15).

CONCLUSION
La accién del GDNF sobre la poblacion TIDA nos sugiere que tiene una accién restaurativa
parcial de la funcionalidad de estas neuronas, aunque esta mejora fisiolégica no se vea

reflejada directamente en el nimero neuronal.
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