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RESUMEN DEL CONTENIDO

El ratén por su tamafio, acceso y costo es el modelo bioldégico mas utilizado en
estudios de neurobiologia. Sin embargo, poco se conoce sobre las diferencias en la
expresion de moléculas relacionadas con el sistema nervioso entre cepas de ratones
que se usan frecuentemente en laboratorio. En este trabajo, se evaliio la variacion en
la densidad de inmunoreactividad de nueve marcadores, en cortes de cerebro,
obtenidos de dos cepas de ratones adultos (ICR Y C57BL/6); a partir de técnicas de
himunohistoquimica y andlisis morfométrico de densitometria. De tal forma, se
obtuvo una valoracion cuantitativa de la diferencia en la expresion de los
neuropéptidos: Galanina y Neuropéptido Y; filamentos intermedios del citoesqueleto
(neurofilamento y proteina acida fibrilar glial); molécula de adhesion celular neural;
receptor tirosina quinasa que liga al factor de crecimiento nervioso; receptor de baja
afinidad para neurotrofinas p75; subunidad alfa-4 del receptor nicotinico para
acetilcolina y presencia de residuos de a-D-galactosa usando la lectina Griffonia
simplicifolia (IB4).

En particular, se observé un aumento en la densidad de inmunoreactividad para los
marcadores p75, IB4, NCAM vy la subunidad alfa-4, en los ratones de la cepa ICR
(Prueba t-Student, p<0,05). La densidad de marcaje para NPY fue mayor en la cepa
C57BL/6 (p<0,05). Esto puede indicar que las diferencias genéticas entre las cepas
causan profundos cambios fenotipicos que puede afectar los resultados de los estudios
realizados con un modelo u otro. Asi mismo, la comparacion anatémica, de expresion
y distribucion de marcadores es una técnica sencilla que puede ayudar a la
interpretacion de los resultados obtenidos en estudios farmacolégicos o de

comportamiento en estas especies.
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1. INTRODUCCION

Los modelos murinos se han reconocido como elementos importantes para la
investigacion basica, y aplicada al desarrollo de productos farmacoldgicos y estrategias
terapéuticas para un sin nuimero de enfermedades congénitas o causadas por
microorganismos. Los estudios que se han hecho en cepas de ratones de laboratorio
endo y exocriados se han desarrollado sobre animales transgénicos, patrones de
distribucion de marcadores, expresion y regulacion de genes y su uso para obtener
cultivos organotipicos y celulares.

Por tanto, el conocimiento de las diferencias entre las cepas de ratones que son
usadas en éste tipo de estrategias aproximaciones, permitiria establecer patrones de
repuesta a condiciones predeterminadas, que pueden ser asociadas a las caracteristicas
genéticas de los mismos y ayudar a interpretar los hallazgos que se obtienen.

Existen varios reportes de diferencias entre cepas de animales endo y
exocriados, estos hallazgos estan basados principalmente en estudios de sensibilidad a
diferentes farmacos (Weizman et al. 1999), actividad locomotora y exploratoria
(Messiha et al. 1990), procesos de memoria y aprendizaje (Dellu ef al. 2000, Yamada
et al. 1992) e incluso se han reportado diferencias en el tropismo del parasito
Tripanosoma cruzi (Andrade et al. 2002) y a la susceptibilidad al virus de la rabia (VR)
dependiendo de la cepa de ratéon usada en los experimentos (Lodmell y Chesebro 1984,
Lodmell y Ewalt 1985).

Sin embargo, existe poca informacion sobre las diferencias entre cepas de raton
con relacion a la expresion de moléculas relacionadas con el sistema nervioso (SN),
que pueden estar participando en los procesos de memoria y aprendizaje, sensibilidad
farmacoldgica o de moléculas que puedan estar interactuando con los microorganismos
mencionados anteriormente.

Por lo tanto, este trabajo presenta un desarrollo experimental que tiene como
objetivo general, comparar las cepas de ratones mediante técnicas de

inmunohistoquimica y establecer diferencias en la expresion de moléculas presentes en



el cerebro, que cumplen con diversos papeles tanto en la estructura como en su funcion
y mantenimiento.

En el Laboratorio de Neurociencias del Instituto Nacional de Salud (INS) se
ha desarrollado un modelo de interaccion entre el VR y neuronas del ganglio de la
raiz dorsal (GRD) usando ratones pertenecientes a las cepas ICR y C57BL/6.
Trabajos recientes en esta linea, han encontrado una relacion entre el subtipo de
neuronas infectadas y el tipo de marcadores que expresan estas células, permitiendo
proponer la existencia de subpoblaciones neuronales con mayor susceptibilidad a la
infeccion y que pueden ser identificadas por inmunocitoquimica con marcadores
bioquimicos determinados.

Aunque en este trabajo no se usaron animales infectados con VR, los
marcadores que se escogieron para evaluacion hacen parte de una serie de proteinas
de interés en la caracterizacion del modelo de interaccion de VR con el GRD. Las
moléculas estudiadas se pueden incluir arbitrariamente en tres grupos: aquellas que
son parte estructural del tejido nervioso y que pudieran ser usadas como control de
expresion, las que se han propuesto como receptores para el VR y las que definen
subpoblaciones de neuronas en el GRD.

El primer grupo corresponde a proteinas estructurales del SN, que hacen parte
del citoesqueleto de neuronas y células gliales: Neurofilamento (NF) y la Proteina
acida fibrilar glial (GFAP) respectivamente.

El segundo grupo se compone de tres moléculas postuladas como posibles
receptores para el VR: La Molécula de adhesion celular neural (NCAM), el Receptor

de baja afinidad para neurotrofinas p75 (p75° "

) y el Receptor nicotinico de
acetilcolina (RNACh). Estas proteinas cumplen con un dinamico papel en una gran
variedad de procesos celulares como migracidn, crecimiento, maduracion, funcion y
muerte celular. Por ambas razones, este segundo grupo de proteinas hacen parte del
conjunto de marcadores que se escogieron. Es importante reiterar que en este trabajo

no se pretende realizar inoculaciones con VR, sino establecer cuales son las

diferencias en la expresion de estas proteinas al comparar las cepas ICR Y C57BL/6.



El tercer grupo de marcadores hace parte de la caracterizacion bioquimica de
las subpoblaciones de GRD y era interés de este trabajo, evaluarlos también a nivel
central, puesto que previamente se ha realizado una descripcion en el sistema
nervioso periférico (SNP). Ellos son Galanina (GAL), Neuropéptido Y (NPY),
Receptores tirosina quinasa de alta afinidad para neurotrofinas (Trk) y los sitios de
union para la lectina IB4.

La mayoria de los estudios que utilizan técnicas de inmunomarcaje son
valorados por un sistema de evaluacién basado en una escala que comprende los
niveles “ausencia”, “levemente marcado”, “moderadamente marcado” y “fuertemente
marcado” o representandolos con signos (-), (+), (++) y (+++), dando una
aproximacion de la inmunoreactividad (IR), presente en tejidos o células, generando
resultados  subjetivos; de esta forma se hace necesaria una adecuacion de las
condiciones de procesamiento de las muestras que permitan la comparacion de los
resultados de forma cuantitativa, aprovechando las ventajas de la técnica de
inmunohistoquimica y el analisis de imagenes, lo cual fue el propodsito central del
presente trabajo.

Es por esta razén, que para cumplir con el objetivo general planteado, se

definieron tres objetivos especificos:

e Estandarizar la técnica de inmunohistoquimica por peroxidasa indirecta en
cortes de cerebro de ratones adultos pertenecientes a las cepas ICR Y C57BL/6

para los marcadores ya expuestos.

e Estimar si existen variaciones de la expresion de proteinas estructurales en
cerebro, como son NF y GFAP al comparar las cepas de ratones ICR y

C57BL/6

e Determinar las diferencias de IR en cerebros de las cepas ICR y C57BL/6 para
moléculas propuestas como receptores para VR (NCAM, p75NTR y la



subunidad a4 del RNACh) y moléculas que definen subpoblaciones en el GRD
(Galanina, Neuropéptido Y, IB4 y TrkA)

El trabajo completo consistid en obtener cortes representativos del cerebro
completo de ambas cepas, que correspondian a los niveles del telencéfalo, diencéfalo,
mesencéfalo cerebelo y medula oblonga, los cuales fueron procesados para
inmunohistoquimica. La intensidad de la IR se evalu6 usando un sistema de analisis
digital y finalmente se hicieron las comparaciones y pruebas estadisticas necesarias
para evaluar las diferencias.

En particular no se observaron diferencias estadisticamente significativas al
comparar la expresion de proteinas estructurales (NF y GFAP), mientras que si se
observaron diferencias significativas al comparar las moléculas postuladas como
receptores para el VR, la lectina IB4 y NPY. En este sentido es importante tener en
cuenta que la técnica que se ha utilizado en este trabajo representa una metodologia
bastante novedosa, con parametros bien establecidos y estandarizados, que en cierta
manera permiten asegurar que las diferencias que se muestran se deben exclusivamente
a diferencias en la concentracion del antigeno presente en las muestras, lo cual puede

abrir las puertas a la interpretacion de resultados en cualquier area de la investigacion.



2. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

2.1 Modelo biolégico

Desde comienzos del siglo XIX el raton empez6 a adquirir una importancia
determinante dentro del 4mbito de la investigacion cientifica. Hoy dia en los disefios
experimentales en investigacion biomédica son realizados en su gran mayoria en cepas
de ratones endo y exocriados, especialmente por costos reducidos, facil mantenimiento
y amplio conocimiento sobre la anatomia, fisiologia y caracteristicas genéticas de los
mismos.

Existen varios trabajos de comparacion entre cepas de ratones endo y
exocriados, que abarcan temas relacionados con condiciones neuroambientales y sus
repercusiones en los procesos de memoria y aprendizaje (Dellu et al. 2000, Yamada et
al. 1992), sensibilidad farmacologica (Weizman et al. 1999), actividad locomotora y
exploratoria (Messiha et al. 1990), ansiedad (Gabriel et al. 2000), e incluso se pueden
encontrar reportes de diferencias en la distribucion de infeccion del Tripanosoma cruzi
(Andrade et al. 2002).

Lodmell y Chesebro (1984) y Lodmell y Ewalt (1985) describen diferencias en
la susceptibilidad al VR en cepas de ratones endo y exocriadios, datos que han sido
asociados a posibles diferencias en la respuesta inmune entre estos animales. Apoyando
esto, existen reportes de diferencias en los niveles de liberacion de algunas citoquinas
implicadas en la diferenciacion de monocitos entre cepas de ratones (Futamura 1994),
lo cual podria correlacionarse con las diferencias de susceptibilidad al VR.

Por otra parte, la historia de la cepa de ratones C57BL/6, nace cuando el
genetista Clarence C. Little dio inicio a los primeros trabajos con cepas singénicas, que
se caracterizan por ser generadas a partir de cruces entre animales con alto grado de
consaguinidad (hermanos y hermanas), Clarence deseaba obtener algunas lineas de
roedores genéticamente estables. En uno de sus ensayos se sirvid de un “stock” de
ratones color negro (57parejas), que dieron lugar a la cepa C57BL/6 (Clarence-57-
Black/6), hoy dia una de las cepas de animales mejor caracterizadas.

(http://www.informatics.Jax.Org.)



http://www.informatics.jax.org/

Los ratones ICR por su parte, fueron animales generados por el Institute Cancer

Research en 1958 (http//www.informatics.Jax.Org.), mediante cruces entre individuos

no consanguineos (animales exocriados), lo que permite a si mismo obtener animales
genéticamente heterogéneos. Estos animales se caracterizan por ser albinos, vigorosos,
con una alta capacidad reproductiva y rapido crecimiento. Pero realmente poco se sabe
acerca de su historia, sin embargo a pesar de esto, son animales que se usan con
frecuencia en los laboratorios en el mundo, especialmente por su bajo costo, puesto que
son bastante econdomicos en relacion a otras cepas como en este caso los C57BL/6 que
exceden diez veces el costo de un raton ICR.

El esclarecimiento de las variaciones en la expresion de marcadores al comparar
cepas de ratones adultos de laboratorio, en este caso, aquellos que estan relacionados
con el SN, representa una informacion valiosa, puesto que, puede ayudar a la seleccion
de cepas de animales apropiadas para disefios experimentales que requieran de
individuos con caracteristicas particulares. Por tanto al determinar las diferencias entre
las cepas de ratones que son de amplio uso en la investigacion biomédica, favorece la
interpretacion de los resultados, permitiendo a su vez, escoger el modelo bioldgico mas

apropiado.

2.2 Marcadores celulares

Los marcadores que son utilizados en este trabajo, cada uno de los cuales seran
tratados en detalle mas adelante, han sido agrupados como proteinas estructurales,
receptores proteicos postulados para el VR y marcadores de subpoblaciones del GRD.
Esta clasificacion esta enmarcada en la linea de investigacion de la interaccion del VR

con el SN, desarrollada por el Laboratorio de neurociencias.

Ademas son marcadores relacionados con varios topicos dentro de la neurobiologia
como son: enfermedades neurodegenerativas (Crawley 1996, Hokfelt et al. 1998),
plasticidad neuronal (Goridis y Brunet 1992, Ressler et al 2002), memoria y
aprendizaje (Benson et al. 2000)


http://www.informatics.jax.org/

2.2.1 Proteinas estructurales

El citoesqueleto es un sistema citoplasmatico de fibras (microtubulos,
microfilamentos y filamentos intermedios), que da soporte estructural a la membrana
celular, constituyendo vias de transporte para organelos y otros elementos
citoplasmaticos a través de asociaciones con proteinas motoras (Lodish et al. 1999).

Los filamentos intermedios (FI), que estan formados por proteinas con
estructuras, secuencias y caracteristicas comunes; cuyo nombre proviene de su
didmetro intermedio (10 nm) entre los filamentos de actina (6 nm) y los microtubulos
de 23 nm. Estos filamentos presentan una estructura de alfa hélice, que esta delimitada
por un extremo amino (la cabeza) y un extremo carboxilo (la cola), los cuales sufren
procesos de fosforilacion y desfosforilacion que definen el ensamblaje y desensamblaje

de los mismos (Fuchs y Weber 1994).

2.2.1.1 Neurofilamente (NF)

Este heteropolimero se expresa en axones, dendritas y somas en SNC Y SNP
(Fusch y Weber 1994), se compone de tres subunidades que se ensamblan en el
pericarion y dendritas proximales (Hoffman et al. 1987) Estas subunidades se
diferencian por sus pesos moleculares, la subunidad de NF liviano (NF-L) tiene un peso
entre 62-68 kDa, ésta representa el eje del heteropolimero, donde se entrelazan las
subunidades de medio (NF-M) y alto (NF-H) peso molecular, con pesos entre 95-102 y
110-115 kDa respectivamente. Estas dos ultimas subunidades cuentan con multiples
secuencias repetitivas de tripéptidos de lisina-serina-prolina (KSP) en su extremo
carboxi-terminal, que son altamente fosforiladas por quinasas tales como cdc2 que
fosforilan residuos de prolina, lo cual genera un aumento desmesurado de su peso entre
145-160 kDa para NF-M y 200 kDa para NF-H (Tsuda ef al. 2000)

Dentro de las principales funciones del NF estan: dar soporte estructural a las
neuronas, participar en procesos de maduracion y regeneracion involucrandose en

crecimiento y calibre axonal (Hoffman et al. 1987; Hsieh et al. 1994; Tsuda et al.



2000), y en procesos de memoria y aprendizaje, ya que se incrementa su transcripcion

durante los eventos de consolidacion de la memoria (Ressler et al. 2002)

2.2.1.2 Proteina acida fibrilar glial (GFAP)

Los astrocitos pueden expresar tres tipos de FI: Vimentina, Nestina y GFAP.
Vimentina y Nestina se encuentran principalmente en astrocitos inmaduros. Mientras
que astrocitos maduros son principalmente reconocidos por la presencia de GFAP y
Vimentina (Ellasson et al. 1999)

A diferencia de NF, la proteina GFAP puede existir como homopolimero,
aunque en estudios in vitro se ha observado que puede también heropolimerarse
mediante un entrecruzamiento con proteinas tipo III, grupo al cual pertenece, o en su
defecto, interactiia con NF-L (Fuschy Weber 1994)

Los procesos de fosforilacion de GFAP que son cruciales para el desensamblaje
e inicio de la mitosis en los astrocitos, se llevan a cabo en multiples residuos de
aminodcidos ubicados en el extremo amino, lo cual es una caracteristica general de los
FI tipo III. Esta fosforilacion es realizada por proteinas quinasa A y C, quinasas II
dependientes de calmodulina/Ca”", quinasas Rho y quinasas cdc2 (Inagaki e al. 1990)

A GFAP se le atribuye una participacion en el mantenimiento de la arquitectura
cerebral (Liedtke 1996) y la formacion de la barrera hematoencefélica (Pekny et al.
1998).

Ratones deficientes para la proteina GFAP, presentan disminucion en la
poblacion de astrocitos, perdida de la integridad de la barrera hematoencefilica,
disminucion de la sustancia blanca, aumento de los potenciales a largo plazo (LTP),
aunque estos ratones pueden sobrevivir, lo que hace suponer que muy posiblemente la

Vimentina pueda estar remplazando a GFAP (Takemura et al. 2002)

2.2.1 Receptores para el virus de la rabia (VR)

Al parecer la preferencia del VR por el SN, esta relacionada con moléculas

especiales presentes en las neuronas que actian como receptores, hasta ahora se han



postulado tres posibles receptores: La Molécula de adhesion celular neural (NCAM),

NTR
5

el Receptor de baja afinidad para neurotrofinas p75 (p7 ) y el Receptor nicotinico

de acetilcolina (RNACHh).

2.2.1.1 Molécula de adhesion celular neural (NCAM)

La NCAM fue una de las primeras moléculas de adhesion que se aisld y
caracterizd en vertebrados. Esta molécula se expresa en diferentes tejidos y tipos
celulares durante el desarrollo y la vida adulta (Dickson et al. 1987). Su estructura se
caracteriza por la presencia de cinco dominios similares a inmunoglobulinas (Ig- like)
en su extremo amino-terminal ubicado en la region extracelular y secuencias similares
repetitivas de unidn a fibronectina tipo III en la region yuxtamembranal (Goridis y
Brunet 1992). Las diferencias de la parte 3 del RNA mensajero de ésta molécula
define el tamafo del dominio citoplasmatico que da lugar a las isoformas de NCAM
denominados por peso molecular como: la isoforma 120 que no presenta dominio
citoplasmatico, simplemente se halla anclada a la membrana a través de un Glico-
fosfatidilinositol y las isoformas 140 y 180 las cuales si cuentan con este dominio, las
diferencias entre estas dos isoformas radica en el largo del mismo. Las isoformas de la
NCAM son generadas por “splicing” alternativo y por la presencia de pequefas
regiones codificantes, como es el caso del exon “VASE” o mt, que se ubican en la region
extracelular.

El exon VASE se inserta en el cuarto dominio Ig-like y permite un cambio
estructural de estas region del tipo C2 (tipo constante) a un tipo V (o tipo variable)
(Santoni et al.  1989). También pueden encontrarse los exones 15y 18 que definen los
dominios citoplasmaticos de las isoformas 140 y 180 respectivamente (Small et al.
1988; citado por Goridis 1992). Esta molécula media interacciones entre células
independientes de calcio por interacciones homofilicas. Ademas es modulada por el
acido polisialico (PSA), que se une al quinto dominio Ig-like y proteoglicanos de
heparan sulfato que se ligan a segundo dominio Ig-like modulando su gran parte de sus

funciones en la adhesion.



NCAM esta implicada en la mediacion de adhesion célula-célula e interacciones
entre célula-matriz, igualmente en la regulacion de la migracion de precursores
neuronales durante estadios embrionarios y adulto, por ejemplo, la porcion anterior de
la zona subventricular telencefalica neonatal, contiene células proliferantes encargadas
de dar origen a un inmenso nimero de células granulares y periglomerulares en bulbo
olfatorio (Smith y Luskin 1998), las cuales siguen rutas especificas reguladas por
moléculas de adhesion como la NCAM, lo que se conoce como corriente migratoria
rostral (Baker ef al. 2001). La particularidad de este hecho es, que esta migracion se
mantiene constante durante toda la vida en el individuo.

Cremer y colaboradores (1994), generaron ratones deficientes para la proteina
NCAM encontrando que estos animales presentaban una reduccion del bulbo olfatorio
y deficiencias en el aprendizaje espacial. Afios mas tarde el mismo autor (Cremer et al.
1997), reportd que estos animales presentan ademads, deficiencias cognoscitivas y
problemas en la fasciculacioén en areas del hipocampo afectando principalmente fibras
que se conectan con la capa de células piramidales del mismo, interviniendo en los
procesos de memoria y aprendizaje, eventos en los cuales esta molécula cumple un
papel bastante activo, al mediar procesos de plasticidad y transmision sinaptica
(Benson et al. 2000, Ryan 2001. Por ultimo Rafuse y colaboradores (2000) dan a
conocer algunas deficiencias que se presentan en la formacién de los acoples
neuromusculares, debido a la ausencia de la molécula NCAM utilizando el modelo de
ratones deficientes para NCAM.

Otra de las funciones que se le atribuyen a la NCAM es su participacion como
posible receptor del VR. Thoulouze y colaboradores (1998), presentaron una serie de

evidencias que explican el neurotropismo del VR y su facilidad para infectar células no

neuronales. Encontrando que las lineas celulares con mayor susceptibilidad a la

infeccion poseen NCAM. Por ejemplo, células de tipo neuronal (neuroblastomas
humanos y murinos) o de tipo fibroblastico (BHK, VERO, NIH 3T3) presentan fuerte
inmunofluorescencia para ésta proteina. En cambio las células resistentes a la infeccion

(L-929, HEp-2 y HeLa) son negativas para ésta molécula de adhesion. Los autores

bloquearon la infeccion por VR en células BHK (baby hamster Kidney) y
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neuroblastoma murino (N2a) usando anticuerpos policlonales y monoclonales dirigidos
contra la NCAM, adicionalmente produjeron inhibiciéon de la infeccidon pre-incubando
ambos tipos celulares con Heparan sulfato (reconocido como el principal ligando
natural de la NCAM). Las proporciones de células BHK infectadas se disminuyeron
casi de manera absoluta, al hacer una pre-incubacion del in6culo viral con diferentes
concentraciones de proteina NCAM soluble, sugiriendo que ésta se une de manera
especifica a la glicoproteina viral impidiendo que el virus pueda entrar finalmente en

contacto con las células.

2.2.2.2 Receptor nicotinico de acetilcolina (RNACh)

El neurotransmisor acetilcolina (ACh) actia en dos clases de receptores: los
Nicotinicos y los Muscarinicos, receptores ionotropicos y metabotropicos
respectivamente (Karlin 1993, Castellanos et al. 2001).

Los receptores ionotropicos se encuentran presentes principalmente en células
musculares y neuronales. Se sabe que hay cinco genes que codifican para subunidades
de tipo muscular o, 3, v, € y 0 (Gastka et al. 1996), y once genes que codifican para las
subunidades de tipo neuronal (a2, a3, a4, as, a6, a7, a8, a9, B2, B3 y p4) (Goldman
et al. 1987), dando origen a formas funcionales mediante la combinacién de sus
subunidades (Ross et al. 2000, Boyd 1990).

La combinacion de las subunidades o432 son las mas comunes en el SN,
representando cerca del 90% (Whitin et al. 1991; citado por Castellanos et al. 2001).
Por lo tanto, estas subunidades representan marcadores apropiados para definir la
presencia de este receptor en tejido nervioso.

La distribucion de RNACh en el SNC se remite principalmente, habénula
medial, nicleos interpedunculares, nucleos sensoriales y motores del tdlamo, corteza y
la capa molecular de giro dentado en el hipocampo (Luetje et al. 1990).

Aparte de su papel dentro de la transmision sindptica quimica, este receptor ha
sido objeto de estudio en un sin numero de investigaciones farmacoldgicas

especialmente por su activacion a partir de ligandos como la nicotina, también tiene
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implicaciones en enfermedades como Parkinson, Alzheimer, miastenia gravis y
esquizofrenia (Castellanos ef al. 2001).

El papel de RNACh como presunto receptor se conoce hace aproximadamente
dos décadas, cuando se describio la homologia entre la toxina peptidica (-
Bungarotoxina ((-BGT) (que se une con alta afinidad a los RNACh) y Ia
glicoproteina del VR, asi se ha establecido que la toxina bloquea la infeccion por VR
en cultivos de musculo; también se ha encontrado una interaccion bioquimica entre el
RNACh y el VR (Lentz et al. 1990, Gatska et al. 1996). Ademas, en trabajos
realizados en el Laboratorio de Neurociencias del INS, se ha descrito la inhibicion
parcial de la infeccion in vitro por VR en neuronas sensoriales, haciendo un
pretratamiento con antagonistas para RNACh como mecamilamina y tubocurarina, y
agonistas nicotinicos en el caso de nicotina y carbacol (Castellanos et al. 1997,

Castafieda-Castellanos et al. 2002).

2.2.2.3 Neurotrofinas

Antes de comenzar a hablar sobre los receptores Trk y p75™'%, los cuales
funcionan como receptores de las diferentes neurotrofinas, hay que aclarar algunas
generalidades de éstas.

Las neurotrofinas (NT) son pequeias proteinas relacionadas estructuralmente
entre si, que tienen una gran cantidad de efectos en el SN. Es muy bien sabido que las
NTs participan activando sefiales relacionadas con la génesis neuronal,
diferenciacion, supervivencia y regeneracion. Se han identificado cuatro genes
diferentes (tanto en murinos como en humanos) que codifican para el Factor de
Crecimiento Nervioso (Nerve Growth Factor, NGF), el Factor Neurotréfico Derivado
del Cerebro (Brain Derived Neurotrophic Factor, BDNF), la Neurotrofina 3
(Neurotrophin 3, NT-3) y la Neurotrofina 4/5 (NT-4/5).Estas cumplen su papel a

NTR

través de receptores de alta y baja afinidad (Trk y p75™ "), ubicados en la membrana

de la célula.
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2.2.2.4 El Receptor de baja afinidad para Neurotrofinas p75 (p75""%)

Las neuronas que responden a las NTs deben poseer los receptores especificos
para que se produzca la respuesta celular adecuada. Parte de estas respuestas son
reguladas por las sefiales generadas por la activacion de p75™ .

La estructura del p75™'" fue descrita desde hace muchos afios, pues fue el
primer receptor de NTs clonado y caracterizado. Es una proteina altamente glicosilada,
que posee en su porcion extracelular cuatro dominios homologos, cada uno de los
cuales contienen seis residuos de cisteinas que funcionan como dominio de unién al
ligando (Radeke ef al. 1987). Las cisteinas de estos dominios forman tres puentes
disulfuro que generan una estructura rigida alargada (Banner ef al. 1993). Como todos

J . . ’ NTR
los receptores de esta familia (ricos en cisteinas), p75

no posee dominios cataliticos
conocidos en su segmento citoplasmatico. Los 80 aminodcidos finales (de los 115) del
extremo carboxilo intracelular son homologos al "dominio letal" presente en otros
receptores (como el receptor para el factor de necrosis tumoral, TNF), que cumple el
papel de reclutador y activador de proteinas quienes participan en la cascada
proteolitica durante la apoptosis (Carter y Lewin 1997).

El receptor p75"'} se expresa ampliamente en el SN durante el desarrollo,
encontrandose por ejemplo en neuronas motoras espinales y del tallo, neuronas de
Purkinje y nucleos profundos del cerebelo entre otros, pero solamente se mantiene la
expresion en el adulto en las neuronas del nucleo basal magnocelular y en los ntcleos
putamen/caudado, células de Purkinje y ntcleo mesencefalico trigeminal (Koh et al.

1989).

Las funciones de p75"™

se pueden dividir en las que en colaboracion con los
receptores Trk potencian (Barker y Shooter 1994) o reducen la respuesta de la neurona
estimulada por las NT (McPhee y Barker 1997) y aquellas otras funciones en las que
p75"™ de manera auténoma, activa cascadas de sefializacién involucradas en la

apoptosis celular (Frade ef al. 1996). Por tanto, la presencia de p75™ '~

en una célula,
dara como resultado una u otra actividad dependiendo de los receptores de alta afinidad

para NT expresados en la célula y del aporte especifico del blanco que inervan, lo que

13



hace presumir un complejo papel de este receptor en el mantenimiento de la
homeostasis de las células del SN.

Por otra parte, este receptor tiene una vital importancia dentro de las
investigaciones relacionadas con el VR. Evidencia presentada por el Laboratorio de
Neurociencias (Castellanos ef al. 2000), ha mostrado que es posible modular la
infeccion por VR en neuronas sensoriales, usando los factores neurotroficos NGF y NT-
3, permitiendo sugerir la eventual participacion de los receptores de alta afinidad Trk
ademas de lo ya descrito para el p75™ . Tuffereau y colaboradores (2001), postularon

la participacion de p75"'™"

como receptor para el VR, usando lineas célulares que
expresan p75"'" y tiene una alta afinidad por la glicoproteina viral. El pretratamiento
con NGF mostr6 una inhibicion de la infeccion atribuida a una competencia de éste con

el VR por p75~'R.

2.2.2 Marcadores de subpoblaciones del GRD

Algunas de las moléculas que han desempefiado un papel importante en la
caracterizacion bioquimica de las poblaciones y subpoblaciones del GRD, son la lectina
IB4 y TrkA los cuales reconocen dentro de las neuronas pequefias subpoblaciones de
neuronas no peptidérgica y peptidérgicas respectivamente.

Otras moléculas son los neuropéptidos (NP) que representan los marcadores
bioquimicos mas utilizados en el reconocimiento de poblaciones y subpoblaciones en el
GRD. Estos son pequefias moléculas de tamafio variable entre 3-40 aminodcidos (aa),
estas son sintetizadas por neuronas a partir de largos precursores polipeptidicos que
pueden generar mas de un péptido biologicamente activo. Estas poliproteinas son
fraccionadas por enzimas especificas (peptidasas) que reconocen aminoacidos basicos
como lisina y arginina como punto de corte (Seidah y Chretien 1999). Los NP
intermedian comunicaciones célula-célula actuando como neurotransmisores,
neuromoduladores, 6 como hormonas al ser liberados en el espacio extracelular
(Garcia-Lépez et al. 2002). Dentro del GRD también se le atribuyen otras funciones:
una funcién inflamatoria neurogénica que provoca el aumento en la liberacion de

histaminas por monocitos, la regulacion del flujo sanguineo cutaneo y la induccion de
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edema y eritema y una funcidon inmunolédgica actuando como factores quimiotacticos y

mitoticos sobre las células inmunes (Sdnchez y Espafia 1997).

2.2.3.1 Receptor tirosina quinasa para el NGF ( TrkA).

Los Trk son proteinas transmembranales que son receptores para NT, que se
caracterizan por la presencia de un dominio extracelular que cuenta con dos regiones
ricas en cisteinas (dominios 1 y 3), que se ubican a lado y lado de una region rica en
leucinas (dominio 2), las cisteinas del dominio 3 estan seguidas a su vez por dos
estructuras similares a inmunoglobulinas (Ig-like) que representan los dominios 4 y 5.
(Windisch et al. 1995).

Las interacciones entre NGF y TrkA a través de uno de los dominios Ig-like,
dan como resultado la autofosforilacion de sus residuos de tirosina llevada a cabo por
un dominio quinasa que acompafia al receptor, ubicado en la regioén citoplasmatica
donde a su vez se encarga de la fosforilacion de algunos otros residuos de tirosina,
generando serie de sefiales en cascada y activando moléculas de sefializacion que
regulan el crecimiento celular y la supervivencia neuronal (Kaplan ef al. 1991). El NGF
a su vez tiene un papel importante durante la formacion del hipocampo y la
maduracién de células colinérgicas en el prosencéfalo basal (Fagan et al. 1997), al
igual que en procesos de maduracion en neuronas presentes en el GRD y ganglios de
cervicales con poblaciones neuronales simpaticas (Molliver y Snider 1997, Miller ef al.
1994)

La distribucion de TrkA es bastante acentuada en el prosencéfalo basal ya que
involucra algunas estructuras tales como: nucleo olfatorio anterior y posterior, banda
diagonal de miembro horizontal y vertical, niicleo basal magnocelular, nicleo medial
septal y palidum ventral; también se expresa en corteza, globus pallidus e hipocampo

especialmente en el giro dentado y capas infra y supragranular (Pioro y Cuello 1990).
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2.2.3.2 IB4 (Griffonia simplicifolia)

Griffonia simplicifolia es un arbusto africano de la familia Bandeiraea, a partir
del cual se pudo aislar la isolectina B4 por técnicas de cromatografia, la cual se ancla a
residuos de a-D-galactosa (Gabius y Gabius 1997).

Estudios de inmunohistoquimica reportan que IB4 muestra una fuerte
asociacion con el nervio vomeronasal y neuronas de la capa glomerular del bulbo
olfatorio accesorio en ratas (Salazar y Quintero 1998), neuronas piramidales del
hipocampo en rata (Kawai et al. 2001) y neuronas de pequefio diametro en el GRD,
que son no peptidérgicas (no reactivas para SP, CGRP o TrkA). Estos hallazgos son
similares en humanos, ratas y ratones (Nagao et al. 1994, Gulati et al. 1986,
Guerrero-Tarraco et al. 1999), y en otros animales como cerdos, conejos, zorros,
gatos y monos que muestran similares patrones de expresion de resisuos a-D-

galactosa en la membrana plasmatica y nuclear (Gerke y Plenderleith 2001).

2.2.3.3 Galanina (GAL)

GAL es un péptido de 29-30 aa, con una amplia distribucion en el SNC, fue
aislado de extractos intestinales de porcinos (Tatemoto e al 1983). Se origina a partir
del clivaje de un prepropéptido de 123 aa, dando a su vez lugar a una secuencia de 56
aa que se conoce como el péptido asociado a la molécula de la GAL (GMAP, por su
sigla en ingles), estos NPs actuan a través de tres receptores que se conocen como
GalR1, GalR2, GalR3 (Chen ef al. 1993, Takenoya et al. 2002)

Por otra parte, GAL aumenta su expresion en etapas avanzadas de algunos
procesos neurodegenerativos como demencia senil asociada a la enfermedad de
Alzheimer. Después de realizar técnicas de inmunohistoquimica postmortem en
pacientes que presentaban este tipo de enfermedad encontrando un apreciable aumento
de GAL en dendritas y terminaciones nerviosas de neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal que sufren de hiperinnervacion, caracteristica que se ha reportado en
pasientes con sintomas severos de Alzheimer. Asi mismo hay una correlacién con la

disminucion de la sintesis de acetilcolina, lo cual le atribuye un papel regulador para la
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liberacion de este neurotransmisor implicado en procesos de memoria y aprendizaje

(Crawley 1996)

2.2.3.4 Neuropéptido Y (NPY)

Este péptido tiene una secuencia de 36 aa y amplia distribucién en SNC y se le
atribuye un papel fisiologico bastante dinamico a este nivel. Aislado por primera vez
del cerebro de porcinos por cromatografia, el NPY presenta una alta homologia con los
péptidos YY y el polipéptido pancreatico, lo que los cataloga como miembros de una
misma familia. La Y se refiere a los cinco residuos de tirosina presentes en su
estructura primaria, que junto con la presencia de una a-amida en su carboxilo terminal
definen las principales caracteristicas de esta familia. (Tatemoto 1982)

Las caracterizaciones farmacolodgicas revelan la existencia de dos subtipos de
receptores para NPY, conocidos como Y1 y Y2-Rs que son receptores post y
presinapticos respectivamente (Hokfelt e al. 1998). Estos receptores han sido bien
caracterizados en estructuras a nivel hipotaldmico principalmente en el complejo de
nucleos paraventiculares, donde cumple con un papel estimulante para la ingesta de
alimentos. La administracion de NPY a nivel hipotaldmico en ratas genera un
incremento en la recaptura, especialmente de carbohidratos (Stanley y Leibowitz 1985).
Al igual que GAL, NPY esta implicado en procesos neurodegenerativos, pues se
encuentra IR aumentada en neuronas corticales que presentan inclusiones

citoplasmaticas tipicas de la enfermedad de Alzheimer (Beal ef al. 1985).

2.3 Inmunohistoquimica

La técnica de inmunohistoquimica con la que se evaluaron las diferencias de
expresion de los marcadores anteriormente presentados, consiste en la identificacion de
interacciones antigeno-anticuerpo sobre estructuras celulares o titulares. Los antigenos
pueden ser proteinas, carbohidratos o lipidos; los cuales a su vez pueden tener uno o
varios sitios de unién de los anticuerpos (epitopes). Cinco tipos de anticuerpos pueden

encontrarse, conocidos como inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG y IgH. Las mas
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usadas son las IgG, ya que son las mas abundantes en el suero de los mamiferos (Javois
1994). Estas moléculas estan compuestas por dos pares de cadenas polipeptidicas, una
pesada y otra liviana que se encuentran formando una estructura similar a una Y,
gracias a puentes disulfuro. Las regiones terminales de cada brazo de la Y varia en su
secuencia de aminodacidos, esta variabilidad es la que le provee a la inmunoglobulina
una especificidad particular para cada epitope (Leeuwen 1986).

Los anticuerpos que normalmente se usan son: los policlonales (conjunto de
clones de células plasmaticas donde cada clon produce un anticuerpo diferente) y los
monoclonales (clones obtenidos a partir de un hibridoma que solamente reconocen un
epitope especifico) (Leeuwen 1986).

Hay dos modalidades: directa e indirecta. En las técnicas directas solamente se
utiliza un anticuerpo que se encuentra conjugado con una molécula marcadora. Las
indirectas utilizan dos anticuerpos, un anticuerpo primario dirigido contra varios
epitopes y un anticuerpo secundario que se encuentra acoplado a la molécula
marcadora. Los fluorocromos y la biotina son las moléculas mas utilizadas para ser
acopladas covalentemente a los anticuerpos o lectinas. La biotina presenta una alta
afinidad por la avidina, una molécula que cuenta con cuatro subunidades de anclaje
para ésta, formando el complejo Avidina-Biotina (Guesdon et al. 1979). Este complejo
cuenta con una biotina que viene conjugada a una enzima (peroxidasa), la cual
reacciona con su sustrato (peroxido de hidrogeno), haciendo que el cromodgeno (3,3'-
diaminobenzidina tetrahidrocloruro o DAB) precipite, generando un color marrén que

indica la ubicacion del antigeno de interés (Garcia del Moral 1993)

2.4 Analisis de imagenes

El desarrollo de las técnicas histoldgicas y de microscopia electronica, ha
permitido fusionar ambos campos para ofrecer una herramienta de evaluacion que
combina los aspectos morfoldgicos con aspectos funcionales de los tejidos o cultivos
tales como la proliferacion celular o la expresion de proteinas particulares. Al
adicionar técnicas inmunohistoquimicas, se pueden, inclusive, distinguir patrones de

expresion entre tejidos o células, que no pueden ser evaluados por el método corriente
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de puntajes semi-cuantitativos. Por lo tanto los datos obtenidos son también
susceptibles de ser tratados como cifras para analisis estadistico. Adicionalmente, la
posibilidad de evaluar una gran cantidad de campos fortalece ain mas la potencia y
valor agregado de los sistemas de andalisis morfométrico digital.

Las medidas morfométricas se basan en la evaluacion de pardmetros
estructurales (Kronqvist 1998) o en la evaluacion del marcaje posterior a un
procesamiento de inmunodeteccion (Oud et al. 1997). Por tanto, como las variables
estudiadas se extraen de las imagenes digitales, se logra obtener informacion, que de
otra manera resulta inaccesible (Por ejemplo: escala de grises).

Los pasos necesarios para hacer un andlisis digital son: Adquisicion de la
imagen, almacenamiento, compresion (si es necesario), correccion de defectos,
segmentacion (si es necesario), medicion de los pardmetros y por ultimo analisis de la
informacion. Los pardmetros que pueden ser evaluados, son de diferentes tipos:

- Localizacion y distancia
- Tamafo, forma, didmetro, perimetro y longitud.

- Intensidad de la reaccion de inmunomarcaje y densidad optica

La adquisicién (o captura) se hace normalmente usando una camara de video
que posee una serie de celdas fotosensibles (CCD, charge-coupled devices) que
detectan la luz proyectada a su interior. La sefial anidloga es convertida en sefial
digital y almacenada como una imagen “bitmap”, que consiste en un mapa
bidimensional de pixeles, cada uno con una informacioén tnica de localizacion e
intensidad (de color). En el caso de imagenes en blanco y negro, se usa una escala de
256 tonos (de 0 a 255, negro a blanco respectivamente) y cada pixel tendréa su valor,
que puede ser promediado con el de todos los presentes dentro de una imagen en
particular.

En este caso, el tono de gris promedio presente en cada imagen representa la
intensidad del inmunoprecipitado logrado durante el procesamiento con los
anticuerpos, y puede ser interpretado como una concentracion relativa del antigeno

presente en cada espécimen (Nabors et al. 1988). Ademas, con el objeto de asegurar
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resultados validos en un analisis de imagen, se deben controlar las posibles fuentes de
variacion en cada tipo de experimento.

El andlisis densitométrico se fundamenta en el principio de que existe una
relacion lineal entre la concentracion de una molécula y la absorbancia que ella tiene,
si el espesor del corte es homogéneo (los pardmetros incluidos son absorbancia de la
sustancia, longitud del recorrido del haz de luz y concentracion de la sustancia). En el
caso de inmunoprecipitados generados por una enzima acoplada a un anticuerpo, se
puede concluir que la cantidad de enzima que reacciona es proporcional a la cantidad
de antigeno presente en el tejido.

Los requisitos de un adecuado andlisis de imdgenes son varios: se requiere de
una fuente estable de luz, con intensidad uniforme y estabilidad en las condiciones de
captura. El principal requisito es el procesamiento técnico de las muestras en muy
similares condiciones de incubaciones, lavados y tiempos de revelado; de esta manera
se puede concluir al final, que las diferencias en las intensidades de marcaje son
debidas a diferencias en las concentraciones del antigeno presente en los cortes.

Aunque la variable mas utilizada en morfometria es el tamafio o la forma de
estructuras, también puede ser evaluada la densidad de marcaje después de un
procesamiento por inmunoquimica o histoquimica. La densidad de cada uno de los
pixel de la imagen se transforma en densidad Optica que puede ser manipulada y
analizada como una cifra, lo que representa una ventaja adicional de los métodos
cuantitativos de analisis de imagen, es la posibilidad de procesar y evaluar un gran
nimero de muestras, en poco tiempo, facilitando su andlisis, aspecto que se ve
representado en un gran poder de discriminacion, que es capaz de detectar incluso

muy pequenas diferencias entre muestras.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Estrategia experimental

Para cumplir los objetivos propuestos se realizd la perfusion por via
intracardiaca de dos individuos machos de las cepas de ratones ICR y C57BL/6 de seis
semanas de edad. Se obtuvieron los cerebros, que fueron luego seccionados en tres
porciones las cuales fueron designadas arbitrariamente como zona A que corresponde a
la parte anterior del cerebro, la cual involucra estructuras pertenecientes al telencéfalo,
zona B o parte media del cerebro, donde se pueden encontrar estructuras
correspondientes al telencéfalo (formacion hipocampal), diencéfalo (epitalamo, tdlamo
e hipotalamo) y mesencéfalo, y por ultimo, zona C que corresponde a la zona posterior
del cerebro, encontrando el cerebelo y la medula oblonga (ver figura 1A). De cada una
de estas zonas se realizaron cortes seriados de 50um, ubicando tres cortes de cada cepa,
en una sola ldmina, teniendo en cuenta que fueran cortes muy similares entre las cepas
y que a su vez fueran representativos de cada una de las zonas. Con este mismo disefio
se escogieron cuatro laminas para cada marcador y una quinta ldmina como control
negativo (cortes sin anticuerpo primario). Posteriormente cada grupo de laminas fue
sometido a una técnica de inmunohistoquimica para peroxidasa indirecta, donde las
laminas fueron inmersas en cada uno de los reactivos y los tiempos de revelado fueron
estandarizados, al igual que se utilizé los mismos lotes y volumenes de cada buffer con
los que se trataron las ldminas, permitiendo descartar posibles errores de
procedimiento. Luego se realizd la captura de aproximadamente 40 imagenes de la
zona A, 80 de la zona B y 50 de la zona C, para cada marcador. Y por ultimo se llevo a
cabo un analisis morfométrico de densitometria, basado en la escala de grises que va de
0 a 255, datos con los cuales se realizO una prueba t-Student para estimar las

diferencias de la densidad de IR existentes al comparar las cepas.
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3.2 Perfusion

Los ratones fueron anestesiados intraperitonealmente con ketamina (90mg/kg) y
xilazina (15mg/kg). Una vez el animal estuvo inmovilizado se colocd sobre una ldmina
de icopor en decubito dorsal asegurandolo con agujas ubicadas en cada uno de los
miembros. Inicialmente se hizo un corte longitudinal desde la parte media del abdomen
hasta el cuello. Se despejo la zona con el fin de encontrar el diafragma a través del cual
se sigui6 el avance generando una abertura en la caja toracica sobre la linea media de la
misma, hasta dejar completamente despejado el corazon. En este momento los
siguientes pasos se realizaron rapidamente pues se habia generado una diferencia en la
presion toracica, que implica un colapso pulmonar ocasionando la muerte al animal por
paro respiratorio. El corazon es perforado con una aguja de pequefio calibre (3/4X27
pulgadas), en el dpice del ventriculo izquierdo, la cual estd conectada a un catéter que
parte de una bomba peristaltica (Masterflex de Coler Parmer Instrument co. Modelo
7016-42) que suministrara via intracardiaca 30 ml de solucion de lavado (glucosa 0.1%,
procaina 0.1% y NaCl 0.8%) y posteriormente 50 ml de solucion de fijadora
(paraformaldehido al 4% en buffer fosfato salino (PBS)) soluciones que fueron
preparadas en igualdad de condiciones (temperatura y pH). Al final del procedimiento

los tejidos quedaron completamente fijados.

3.3 Diseccion del cerebro

Se realiz6 a partir de una incision longitudinal desde la zona occipital del craneo
hasta la parte mas anterior alcanzando las fosas nasales, después se realizaron cortes a
lado y lado del craneo lo que procede a separar las mitades y dejar al descubierto los
dos hemisferios, para luego levantar cuidadosamente el cerebro de su base, y seccionar
los nervios craneales que lo mantienen sujeto. Después del proceso de diseccion, los
cerebros fueron postfijados en paraformaldehido al 4% por 48 horas a 4°C, y luego
criopreservados en 20% de sacarosa preparada en PBS, mas anfotericina (7.5 pg/ml),

por 24 horas. Estos tejidos son mantenidos a 4°C hasta el momento de cortarlos.
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3.4 Cortes en vibratomo

Después de la criopreservacion, se realizaron cortes coronales seriados de 50
um obtenidos en un vibratomo (Pelco 102/Ted-pella 1000 plus Section System), y
recogidos en PBS, para luego ser montados en laminas Starfrost (Menzel-Glaser)
previamente tratadas con poli-L lisina (200pg/ml), ya que permite obtener una mayor
adhesion del tejido, y evitar su desprendimiento durante los procesos de la
inmunohistoquimica.

En esta parte era necesario obtener estructuras muy similares entre las cepas al
comparar cada uno de las zonas (zona A, zona B y zona C). Con este fin, los cortes se
realizaron teniendo como base estructuras que se reconocen facilmente y que definen
los limites de cada una de las zonas. Para la zona A se tom6 como punto de partida
(momento en el cual se recoge el primer corte a este nivel), los primeros esbozos de la
formacion del cuerpo calloso y el putamen caudado, hasta alcanzar el hipocampo, que
representa la estructura con la cual se defini6 el inicio de la zona B, en esta zona se
obtuvieron cortes que comprometian estructuras dentro del los niveles del telencéfalo,
diencéfalo y mesencéfalo, hasta alcanzar los inicios de cerebelo, a partir del cual se
define la zona C, que concluye en el momento en que finaliza el cerebelo. (Figura 1
A).

Posteriormente los cortes se ubicaron en series de tres (en la parte superior de la
lamina tres cortes de la cepa ICR y en la parte inferior de la misma lamina tres cortes de
la cepa C57BL/6) en orden antero-posterior, cada uno de los cuales era representativo
de la zona A, B y C respectivamente. Con este disefio se obtuvieron dos grupos
correspondientes a los cerebros de los cuatro individuos sacrificados, cada uno de los
grupos (Grupo I y Grupo II) contaba con aproximadamente 35 laminas, las cuales
fueron enumeradas en forma secuencial (1-35); es decir la ldmina ntimero uno cuenta
con el primer corte representativo de cada uno de las zonas, tanto para ICR como para
C57BL/6 (Figura B). Esto permite asegurar que los cortes presentes en cada lamina son
muy similares entre las cepas al comparar cada una de los cortes realizados por zona.

Esto mismo sucede con las siguientes 34 laminas.
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De cada grupo se escogieron cinco laminas por marcador; cuatro laminas
experimentales y un control (l&mina que no fue tratada con anticuerpo primario). Para
las laminas experimentales se escogieron dos laminas del grupo I y dos del grupo II,
teniendo en cuenta que los niveles de corte presentes en las ldminas escogidas por
grupo no fueran sucesivos entre si, pero si, muy similares entre grupos. Por ejemplo, se
escogieron las laminas 1 y 11 de un grupo, igualmente para el otro grupo (Figura 1B),
lo que en cierta manera aseguraba que las laminas que iban a ser procesadas por
marcador, tenian cortes realizados a niveles que eran muy similares entre las laminas
con la misma numeracién (la lamina 1 del grupo I presenta cortes que son muy

similares con la lamina 1 del grupo II). Y por ultimo, se escogié una lamina para

control negativo. Esto mismo se hizo para cada uno de los marcadores.

A

Grupo II

Figura 1: Representacion esquematica de las zonas de corte y disefio de las laminas procesadas. A.
Niveles a los cuales fueron realizados los cortes: zona A, zona B y zona C. B. Representacion grafica de
los grupos de laminas que fueron evaluados junto con el disefio de montaje de los cortes de cerebro de
cada una de las cepas. 1 y 11 representa el primer y onceavo corte y A, B y C cada una de las zonas de
corte. (las plantillas de los cerebros fueron tomadas de Pérez et al. 2001).
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3.5 Inmunohistoquimica por peroxidasa indirecta para cortes de cerebro de las
cepas ICR y C57BL/6.

Con el fin de obtener datos que pudiesen ser comparados, fue necesaria la
estandarizacion de una técnica de inmunohistoquimica en bloque, caracterizada por la
inmersion de las ldminas escogidas por marcador en cada uno de los reactivos en forma
simultanea, los cuales fueron preparados en igualdad de condiciones y de forma
independiente cada uno de los marcadores. Asi mismo, fue necesaria la adecuacion y
estandarizacion de las concentraciones del grupo de anticuerpos evaluados, por medio
de curvas de dilucion (Tabla 1). Para escoger la concentracion mas favorable se
tuvieron en cuenta aspectos como la intensidad de marcaje y la no presencia de
precipitados inespecificos, puntos fundamentales para obtener datos aun mas confiables
en los analisis densitométricos.

El protocolo basico de la técnica estd fundamentado en el usado para la
detecciéon de VR en cortes de cerebro, el cual fue previamente estandarizado en el

Laboratorio de Neurociencias (Castellanos et al. 1998).

Anticuerpo Producido en: Casa comercial Concentraciones ensayadas
primario
Anti-NF-200kDa Conejo (P) Sigma 1:100 1:200 1:300
Anti-GFAP Conejo (P) Dako Corporation 1:150 1:200 1:.250
Anti-NPY Conejo (P) Sigma 1:150 1:200 1:250
Anti-GAL Conejo (P) Sigma 1:75 1:50 1:25
Anti- NCAM Ratén (M) Pharmingen 1:200 1:250 1:300
Anti- o 4 /RNACh Cabra (P) Santacruz 15pg/ml | 20pg/ml | 25pug/ml
Biotechnology
Anti- p75 Conejo (P) Promega 10pg/ml | 15pg/ml | 20pg/ml
Lectina IB4 Aislada de Gs | Vector 2,5ug/m | Spg/ml | 7.5ug/m
1 1

Tabla 1: Concentraciones ensayados de cada uno de los anticuerpos. Policlonal (P), monoclonal (M) y
Griffonia simplicifolia (Gs)

3.6 Analisis densitométrico

Inicialmente se realiz6 la captura de las imagenes. Para ello los cortes fueron

divididos por hemisferios, de tal manera que se obtuvo seis regiones nombradas como:
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regiones 1, 2, 3,4, 5y 6, las cuales a su vez fueron divididas por campos, que acogian
las principales estructuras del cerebro como: corteza frontal, prosencéfalo basal y
putamen caudado localizadas en el telencéfalo; la formacién hipocampal, hipotdlamo,
tdlamo y epitdlamo ubicadas a nivel del diencéfalo y por ultimo cerebelo (capa
molecular y granular), puentes y medula oblonga.

Estas divisiones se realizaron para ambas cepas de la misma manera (Figura 2).
Este disefio tuvo como fin realizar la captura de imagenes en forma organizada, para
obtener asi, datos representativos del cerebro completo de las dos cepas de raton.

Se hizo la captura de aproximadamente 40 imagenes en la zona A, 80 en la zona
B y 50 en la zona C (las diferencias en el nimero de imagenes capturadas por zona es
debida a diferencias en el tamafio de la misma). Estas imagenes se capturaron con el
objetivo de 10X utilizando un microscopio Olimpus (MODELO BXS50F), estabilizando
las condiciones de luz. Este equipo se encuentra conectado a una cédmara de video
SONY DXC 107A, la cual envia las imagenes en blanco y negro a una computadora
que cuenta con un software de andlisis de imagenes conocido como Scion Image, quien
realiza las medidas densitométricas que se expresan en valores que estdn basados en la
escala de grises que va de 0 a 255. Se obtuvo aproximadamente 1530 imagenes para

cada cepa correspondientes a los nueve marcadores estudiados.
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Figura 2: Representacion esquematica de las regiones evaluadas y campos donde se capturaron las

imagenes representativas, por marcador en cada uno de los cortes.

3.7 Analisis estadistico

El andlisis de los datos se realiz6 con una prueba estadistica de t-Student de una
cola, con un nivel de significancia del 95%, considerando diferencias estadisticamente
significativas cuando el valor de la p fue inferior a 0.05. De esta manera se comparo la
densidad de IR en cerebros de ICR y C57BL/6, por regiones y zonas (agrupando los
datos obtenidos para las tres zonas). Posteriormente se graficaron los promedios de la
densidad media comparando los promedios de densidad media de IR obtenidos de las
tres zonas evaluadas entre las dos cepas. Ademas se hicieron igualmente graficas
comparando los promedios obtenidos de forma independiente de las zonas A, B y C.
Esto tenia como objetivo establecer las diferencias que se encuentran en estas zonas al

comparar las cepas. Este andlisis se realizo para cada uno de los marcadores.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados seran presentados y discutidos de acuerdo a los objetivos planteados, es
por esta razon que se mostraran inicialmente las concentraciones de los anticuerpos
utilizados y los tiempos de revelado, los cuales fueron estandarizados durante el
proceso experimental. Posteriormente se dardn a conocer tablas y graficos
comparativos para los nueve marcadores, que seran presentados de acuerdo a los
grupos preestablecidos: proteinas estructurales, receptores para VR, y por ultimo
marcadores para subpoblaciones de GRD de neuropéptidos; donde se muestran las
principales diferencias de densidad de IR, encontradas entre las cepas que fueron

objeto de estudio.

4.1 Aspecto morfologico de los cortes obtenidos en vibratomo

El procedimiento histoldgico de cortes en vibratomo es un sistema ampliamente
utilizado en neurobiologia, pues permite conservar de manera Optima las pequefias
estructuras anatomicas del cerebro.

En el presente trabajo se escogid hacer la evaluacion morfométrica sobre cortes
de 50 um (Figura 3), con el objeto de garantizar tanto la integridad morfoldgica, como
el mantenimiento de la IR que normalmente se pierde en los procesamientos con

parafina o de congelacion.
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Figura 3. Se observan cortes tefiidos con Giemsa, en los que se pueden observar algunas estructuras
anatoémicas en forma general como: cuerpo calloso (cc), putamen caudado (Cpu), comisura anterior (aca),
nucleo lateral septal intermedio (LSD) nucleo septal medial (MS) corteza frontal (Fr), las areas CAl,
CA2 y CA3 del hipocampo, cingulum (cg). En general, cortes similares fueron procesados por la técnica
de inmunohistoquimica para los marcadores evaluados. Los cortes A-B son representativos de las cepas
ICR y C57BL/6 respectivamente, a nivel del telencéfalo. C representa un corte realizado a nivel de
diencéfalo de la cepa C57BL/6. La nomenclatura de las estructuras anatomicas esta basada en la utilizada
en el atlas de Paxinos y Watson 1986. La escala de la barra equivale a 1000pm
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4.2 Metodologia estandarizada para la inmunodeteccion de los nueve
marcadores en cortes de cerebro

Con este trabajo se logrd obtener un protocolo con concentraciones de
anticuerpos apropiadas (Tabla 2) para realizar una valoracion cuantitativa de las
diferencias en la densidad de IR al comparar las cepas ICR y C57BL/6.

El disefio de montaje de los cortes seriados con caracteristicas muy similares
entre las cepas, el desarrollo de la técnica de inmunohistoquimica en bloque, las
concentraciones de anticuerpo utilizadas, la adecuacion de tiempos de revelado y el
analisis de las imagenes obtenidas con condiciones de luz apropiadas y estables, son
estrategias esenciales que fortalecieron el disefio experimental, con el que se obtuvo
resultados que pueden ser reproducibles y confiables. Por lo tanto ésta constituye una
metodologia novedosa que deja de lado las valoraciones subjetivas, cominmente
utilizadas para la descripcion de este tipo de trabajos, tal vez por la falta de un modelo

de anélisis cuantitativo de este tipo.

Concentracion Anticuerpo secundario y Tiempo de revelado
MARCADOR anticuerpos diluciones (minutos)
primario

NCAM 1:250 Anti-raton (1:200) 45
p75NR 20pg/ml Anti-conejo (1:200) 8
ALFA-4 25pug/ml Anti-cabra (7.5ug/ml) 25
TrkA 20pg/ml Anti-conejo (1:200) 7
NF 1:300 Anti-conejo (1:200) 5
GFAP 1:250 Anti-conejo (1:200) 20
B4 Spg/ml Anti-conejo (1:200) 30
GAL 1:25 Anti-conejo (1:200) 7
NPY 1:250 Anti-conejo (1:200) 5

Tabla 2. Resultado final de las concentraciones y tiempo de revelado para la lectina IB4 y los anticuerpos
primarios y secundarios de cada marcador.
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4.3 Protocolo estandarizado de la técnica de inmunohistoquimica por peroxidasa
indirecta en cortes de cerebro de S0pum de ratéon adulto obtenidos en vibratomo

Hidratar con PBS por 15 min.

Permeabilizar con Triton X-100 (0.1%) por 30min a temperatura ambiente,
preparado en PBS.

Realizar tres lavados con PBS por 5 minutos cada uno.

Bloquear peroxidasa endégena por 1 hora a temperatura ambiente, con 0.5% de
peroxido de hidrogeno preparado en PBS con metanol al 50%.

Realizar tres lavados con PBS por 5 minutos cada uno.

Bloquear sitios inespecificos por 30 minutos a temperatura ambiente con Suero
de Recién Nacido (SRN), al 10% preparado en PBS.

Incubar con anticuerpo primario (segun marcador) preparado en PBS con SRN
al 5% toda la noche en cdmara himeda a 4°C con las concentraciones
predefinidas.

Realizar tres lavados con PBS, cada uno por 10 minutos.

Incubar con anticuerpo secundario biotinilado (segun el anticuerpo primario)
preparado en PBS con SRN al 5% por 30 min a temperatura ambiente.

Realizar tres lavados con PBS por 5 minutos cada uno.

Colocar complejo ABC (Complejo Avidina-Peroxidasa biotinilada), realizando
un mezcla con una proporcién 1:1 de la solucion A (avidina) y de la solucion B
(Peroxidasa biotinilada), con una concentracion de 1:100 para ambas
soluciones, estas deben ser preparadas en PBS, 30 minutos antes de su
aplicacion, para después dejar en contacto con el tejido por 30 minutos a
temperatura ambiente.

Realizar tres lavados con PBS por 5 minutos.

Revelar con Diaminobenzidina (DAB) al 0.1% en Tris-HCl con un pH 7.2 y
peroxido de hidrogeno al 0.02% en agua destilada, proporcion 1:1.

Los cortes se deshidrataron dejandolos a temperatura ambiente por 12 horas,

este paso tiene una variacion importante, puesto que normalmente se realiza la
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deshidratacion con concentraciones ascendentes de alcoholes y lavados con
xilol. Este tratamiento es bastante agresivo puesto que en la mayoria de los
casos se observan fuertes contracciones del tejido, propiciando un
desgarramiento de estos y afectando en forma severa la morfologia. Esto no
sucede cuando los cortes son deshidratados a temperatura ambiente, puesto que
el proceso se lleva a cabo mas lentamente.

e Montar con Entellan

Nota: Todos los reactivos, se aplicaron por inmersion de las ldminas con el fin
de que los tejidos fueran tratados con volumenes y reactivos preparados en igualdad de
condiciones. Se estandarizaron los tiempos de revelado para cada marcador.

En el caso de los anticuerpos se aplicaron 200ul por corte, volumen que fue
suficiente para cubrir el tejido en su totalidad. Esto permite un ahorro substancial en la
cantidad de anticuerpo que se utiliza, sin poner en riesgo la igualdad de las condiciones

que implica cada uno de los tratamientos.

4.4 Diferencias entre ICR y CS57BL/6.

Como se explicod en el aparte de materiales y métodos, se hizo una evaluacion
cuantitativa de la IR que se presentd en las regiones escogidas para las dos cepas
trabajadas. Después del proceso de inmunodeteccion, se digitalizaron las imagenes con
condiciones de luz estables y se cuantifico la intensidad del marcaje en cada corte, estos
fueron promediados y analizados estadisticamente (los datos se pueden encontrar el los
anexos 1,y 2).

Al realizar las comparaciones entre las cepas de ratones, correspondientes a las
regiones 1 y 2, no se encontraron diferencias para la mayoria de marcadores (Tabla 3).
De manera contraria, el analisis de IR, realizado a las zonas que acogen a las regiones
3,4, 5y 6, evidenci6 diferencias entre las dos cepas. Las estructuras comprometidas en
estas diferencias fueron la corteza frontal, células piramidales del hipocampo, fibras del
cuerpo calloso, fimbria, niicleos del complejo amigdaloide y células de Purkinje en

cerebelo, las cuales estan relacionadas con procesos de aprendizaje, memoria y algunas
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enfermedades neurodegenerativas. En general los valores de densidad media de IR para
las zonas y regiones analizadas son muy cercanos, teniendo en cuenta que son
moléculas que deben estar presentes para el funcionamiento normal del SN. Sin
embargo al realizar el andlisis estadistico se encontrd que esas diferencias entre las
cepas eran significativas.

Una observacion subjetiva de las ldminas, no permitiria definir si realmente
existen aferencias o no. El valor de la técnica estandarizada en el presente trabajo se
confirma al detectar diferencias muy pequefas, que no son obviadas cuando se hacen

evaluaciones cualitativas de la IR.

A REGION 1 REGION 2

Promedios Promedios
MARCADOR Diferencias C57BL/6 ICR Diferencias C57BL/6 ICR
NCAM - 26,91 25,76 - 25,84 26,24
TrkA - 25,77 25,51 - 25,64 24,81
p75 - 26,91 25,76 - 25,84 26,24
GFAP - 27,02 27,59 - 27,27 28,59
NPY - 31,42 32,42 - 32,38 31,37
NF * 30,27 32,27 - 32,31 33,68
ALFA-4 - 22,72 24,09 - 22,27 23,30
1B4 - 32,15 32,15 - 32,62 33,49
GAL - 28,98 29,42 * 28,28 29,52

B REGION 3 REGION 4

Promedios Promedios
MARCADOR Diferencias C57BL/6 ICR Diferencias C57BL/6 ICR
NCAM - 23,83 25,98 * 23,85 26,70
TrkA - 27,30 27,72 - 26,96 27,77
p75 * 23,83 25,98 * 23,85 26,70
GFAP - 29,98 29,37 - 29,99 29,15
NPY * 36,27 32,96 * 36,20 32,16
NF - 39,15 37,70 - 38,52 36,11
ALFA-4 * 21,20 23,64 * 21,27 24,81
1B4 - 32,42 32,92 - 32,46 33,79
GAL - 31,11 29,67 - 30,29 29,51
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C REGION 5 REGION 6

Promedios Promedios
MARCADOR Diferencias C57BL/6 ICR Diferencias C57BL/6 ICR
NCAM * 27,59 31,68 * 27,40 31,12
TrkA - 29,59 28,83 - 28,77 28,29
p75 * 27,89 31,68 * 27,40 31,12
GFAP - 34,03 35,37 - 34,71 36,72
NPY - 39,41 38,11 - 37,65 37,43
NF - 46,67 49,49 - 44,97 45,82
ALFA-4 * 23,72 26,67 * 23,69 25,91
1B4 - 33,67 34,85 * 32,77 34,98
GAL - 33,06 32,67 - 31,61 32,16

Tabla 3: Resultado de la prueba t-Studen realizada para cada una de las regiones entre las cepas ICR y
CS57BL/6. El asterisco en rojo corresponde a diferencias que son estadisticamente significativas (p<0.05).

4.5 Proteinas estructurales

Como se esperaba se encontrd marcaje intenso para los filamentos intermedios
(ver figuras 5 y 7), pero no hubo diferencias en la IR al comparar las dos cepas de
ratones. Probablemente el hecho de que estas proteinas hagan parte de la estructura
general del tejido nervioso (astrocitos y neuronas), permite suponer que la regulacion
de su expresion es muy estricta y por lo tanto poco variable durante el estado maduro
adulto de los animales procesados.

El no encontrar diferencias para los filamentos entre las cepas, fortalece el
hecho de que para otros marcadores si haya diferencias, pues el sistema permite
detectar discrepancias en proteinas relacionadas con la fisiologia cerebral, manteniendo

los valores equitativos en proteinas de tipo estructural.

4.5.1 Neurofilamento (NF)

El marcaje para NF fue un marcaje homogéneo que no presentod diferencias
significativas al comparar los promedios totales de IR de las dos cepas (Figura 4A y
4B), los resultados del analisis estadistico para las zonas, confirman que no hay
variacion de la expresion de IR de NF, y lo mismo sucede con las valoraciones para

cada una de las regiones, con acepcion de la region 1(hemisferio izquierdo) en la que se
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presenta una diferencia que es estadisticamente significativa (Tabla A), posiblemente
por la presencia de alguna estructura diferente con respecto a la region 2 (hemisferio
derecho), pero fue una particularidad con respecto a lo que se observa en las demads

regiones y no afecta de forma significativa al promediar los datos totales.
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Figura 4. Comparacion de la intensidad de IR para NF en cerebros de los ratones C57BL/6 (barras rojas)
e ICR (barras blancas). A. Promedio general de intensidad de IR, comparando los datos totales obtenidos
para cada cepa B. Promedio de intensidad de IR para NF en las zonas A, B y C. Las barras de error
equivalen al error estandar de la media (E.E.M.).

Figura 5: Imagenes representativas de la IR para NF de 200kDa. Células de Purkinje del cerebelo.
C57BL/6 (A). ICR (B). Barra 50pum
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4.5.2 Proteina dcida fibrilar glial (GFAP)

GFAP no presentd diferencias estadisticamente significativas al comparar los
datos totales de densidad de IR obtenidos para este marcador (Figura 6A), igualmente
sucedio al comparar cada una de las zonas (Figura 6B). La evaluacion de las regiones
de forma independiente confirman que hay una similitud en la IR entre las dos cepas

para GFAP (Tabla3 A, By C).
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Figura 6: Comparacion de la intensidad de IR para GFAP en cerebros de los ratones C57BL/6 (barras
rojas) e ICR (barras blancas). A. Promedio general de intensidad de IR, comparando los datos totales
obtenidos para cada cepa B. Promedios de intensidad de IR para GFAP en las zonas A, B y C. Las barras
de error equivalen al E.E.M.

Figura 7. Imagen de representativa de la IR observada para GFAP. Las flechas indican algunos astrocitos
positivos para este marcador ubicados en la fimbria del hipocampo. C57BL/6 (A). ICR (B). Barra 50pm
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4.6 Receptores postulados para el virus de la rabia

Al realizar la comparacion de la densidad de la IR para los receptores
propuestos para el VR, se encontrd que en los ratones ICR el valor de densidad media
fue mayor que en los ratones C57BL/6.

Es bien sabido, que el VR después de una inoculacion intracerebral tiene una
rapida dispersion; distribuyéndose por las principales regiones del cerebro como:
corteza, hipocampo, talamo, striatum, cerebelo (ntcleos profundos y células de
Purkinje) y tallo cerebral (Jackson et al. 2001; Perez 1999) estructuras que hacen parte
de las zonas donde se acentuan las diferencias entre ICR y C57BL/6.

Es posible que se pueda encontrar una correlacion en las diferencias de
expresion de receptores y la susceptibilidad al VR por parte de estas dos cepas. Existen
reportes de cepas de ratones resistentes al VR, al parecer estas diferencias en la
susceptibilidad esta intimamente relacionada con titulo de anticuerpos neutralizantes
que genera una cepa en particular (Lodmell y Ewalt 1985) y la presencia de
caracteristicas genéticas (Lodmell y Chesebro 1984). También existen diferencias en la
cantidad de citoquinas entre cepas de ratones (Futamura 1994), lo cual puede generar
una diversidad en la respuesta inmune entre diferentes cepas de ratones frente a
microorganismos como el VR.

Por tanto, estos hallazgos son bastante interesantes para el Laboratorio de
Neurociencias, y dan luz verde a la generacion de nuevos disefios experimentales con
animales endo y exocriados y el VR, fortaleciendo las evidencias del papel que tienen

estas moléculas en interaccion con el VR.

4.6.1 Molécula de adhesion celular neural (NCAM)

La densidad de la IR para NCAM en los ratones ICR, fue de 25,98 (zona C)
26.70 (zona D), 31.68 (zona E) y 31.12 (zona F) mientras que para las mismas zonas y
el mismo antigeno, la densidad de IR en los ratones C57BL/6 fue de 23.83, 23.85,
27.59 y 27.40 respectivamente. El analisis estadistico detectd diferencias significativas

(p<0.05) que se pueden observar en la figura 8. Estas diferencias se remiten a las zonas
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B y C (Figura 8B) principalmente en las regiones 4, 5, y 6. (Tabla 3B y C) que
involucran estructuras del cerebro medio (Figura 9) y cerebelo, donde se asientan

funciones como: supervivencia, comportamientos emocionales, aprendizaje y

memoria.
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Figura 8. Comparacion de la intensidad de IR para NCAM en cerebros de los ratones C57BL/6 (barra
rojas) e ICR (barras blancas). A. Promedio general de intensidad de IR, comparando los datos totales de
las seis regiones obtenidos para cada cepa B. Promedios de intensidad de IR para NCAM en las zonas A,
B y C. El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05). Las barras de error
equivalen al E.E.M.
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Figura 9. Imagen representativa de la IR observada para NCAM. Las flechas indican algunas células

piramidales del hipocampo positivas para este marcador. C57BL/6 (A). ICR (B). Barra 50pum.
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En estudios realizados en ratones deficientes (knock-out) para la proteina
NCAM se reportan diferencias de tamanio del bulbo olfatorio y deficiencias en el
aprendizaje espacial (Cremer et al. 1994), reduccion en el crecimiento axonal y
desfasciculacion de fibras en el hipocampo (Cremer et al. 1997) e insuficiencia en el
transporte vesicular (Ryan 2001) que conllevan a problemas en algunas tareas
cognoscitivas como memoria, aprendizaje y reduccion del ambiente exploratorio en los
ratones.

El resultado encontrado en este trabajo, supone que las diferencias existentes
entre las cepas estudiadas pueden extrapolarse a un nivel cognoscitivo partiendo del
papel que tienen las moléculas de adhesion dentro de la consolidacion de la memoria y
el aprendizaje (Benson et al. 2000) que posiblemente puedan ser diferentes entre las
cepas, atribuyéndole a la cepa ICR ventajas cognoscitivas con relacién a la cepa

C57BL/6.

4.6.2 Subunidad a-4 del receptor nicotinico de acetilcolina (RNACh)

La evaluacion densitométrica de la IR para la subunidad a-4 del RNACh en los
cortes procesados para las dos cepas de ratones estudiadas, permitid encontrar
diferencias altamente significativas (p = 6.3™°) al comparar el promedio de todas las
areas (Figura 10A), lo cual se puede apreciar facilmente en la figura 11. Nuevamente se
evidencid que las zonas B y C de los ratones ICR fueron las que presentaron mayor

1—08

densidad de marcaje (p= 8,1 y p= 6,9 respectivamente) (Figura 10B).
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Figura 10. Comparacion de la intensidad de IR para alfa 4 en cerebros de los ratones ICR (barras
blancas) y C57BL/6 (barras rojas). A. Promedio general de intensidad de IR, comparando los datos
totales de las seis regiones obtenidos para cada cepa B. Promedios de intensidad de IR para la subunidad
alfa 4 del RNACh en las zonas A, B y C. El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05). Las barras de error equivalen al E.E.M

Figural 1. Imagen representativa de las diferencias observadas en la IR para RNACh donde se observa
claramente las diferencias en la intensidad del marcaje. Esta foto corresponde a una imagen de la
corteza. C57BL/6 (A). ICR (B). Barra 50um.

Existe una amplia diversidad de receptores RNACh dada por los patrones de
expresion de las subunidades que los componen, que pueden estar asociados a las

caracteristicas genotipicas de cada cepa. Ratones knock-out para la subunidad o4
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presentan un aumento en los niveles de ansiedad al igual que en su actividad
exploratoria y una reduccion en la capacidad de adaptacion a nuevos ambientes que
puede ser modulada al suministrar el agonista nicotina, sugiriendo que la subunidad o4
del RNACh puede cumplir con una papel modulador de la actividad motora y
exploratoria (Ross et al. 2000). Avgustinovich y colaboradores (1998) realizaron
estudios con el fin de evaluar el indice de ansiedad para 6 genotipos de ratones con
pruebas de “plus-maze” y cajas de luz—oscuridad (ligth—dark box) que miden la
capacidad exploratoria y ansiedad de los ratones de acuerdo al nimero de visitas que
hacen a un sitio determinado y su correlacion con las caracteristicas de luz del area
visitada (iluminada o oscura), encontrando fuertes diferencias entre los genotipos
evaluados. El disefio experimental para este estudio incluyo ratones de las cepas ICR y
C57BL/6 las cuales mostraron diferencias en sus conductas exploratorias y ansiedad, en
ese estudio los ratones C57BL/6 muestran una reducida actividad exploratoria con

relacion a ratones ICR los cuales permanecieron mas tiempo en areas despejadas.

4.6.3 Receptor de baja afinidad para neurotrofinas (p75N TR)

Al realizar la evaluacion morfométrica del promedio de IR de las seis regiones
para p75™™® (Figura 12A) entre las dos cepas de ratones, se encontr6 que el marcaje fue
mas intenso en los ratones ICR que en los C57BL/6 (p=0,000003).

En los andlisis para cada una de las zonas evaluadas, se encontraron diferencias en
la densidad de marcaje en zona B (p=0,00007) y zona C (p= 4,2"°) siendo mayor en
ratones ICR (Figura 12B), variaciones que no son apreciables a simple vista (Figura 13),
pero que si son detectadas por el sistema que se ha utilizado. Esto mismo se encontré al

comparar las regiones escogidas entre las cepas (Tabla 3 A, By C).
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Figural2. Comparacion de la intensidad de IR para p75™ " en cerebros de los ratones C57BL/6 (barras
rojas) e ICR (barras blancas). A. Promedio general de intensidad de IR, comparando los datos totales de
las seis regiones, obtenidos para cada cepa B. Promedios de intensidad de IR para p75™™® en las zonas
A, B, C. El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05). Las barras de error
equivalen E.E.M.

El receptor p75"'® participa en una amplia variedad de actividades biolégicas,
e involucra a multiples proteinas adaptadoras que median diferentes patrones de
cascadas de sefializacion, generando respuestas de supervivencia o muerte celular,
elongacion axonal y transmision sindptica (Dechant y Barde 1997). Asi mismo

NIR et

p75"™ ha sido involucrado en varias patologias. La sobre-expresion de p75
implicada con muerte neuronal en pacientes con enfermedades neurodegenerativas
(Mufson y Kordower 1992), también se conocen modelos de epilepsia donde se
encuentra una correlacion de procesos apoptoticos de neuronas corticales con la sobre
expresion de p75™™* después de la aplicacion de inyecciones de pilocarpina (Roux et
al. 1999). Las diferencias altamente significativas entre las cepas ICR y C57BL/6, son

una variable que puede ser aprovechada para la evaluacion de modelos de las multiples

actividades biologicas donde interviene p75™ ' ~, como en el caso de la epilepsia.
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Figura 13: Imagen representativa de la IR observada para p75™'". Las flechas muestran células de
Prukinje del cerebelo positivas para este marcador. C57BL/6 (A). ICR (B). Barra 50pum.

4.7 Marcadores de subpoblaciones del GRD

TrKA presentd un marcaje intenso, principalmente en areas de la corteza (ver
figura 15) y 16bulos del cerebelo. Mientras que IB4 se observd principalmente en el
Alveus hipocampal (ver figura 17) células piramidales del hipocampo y algunas areas
en los l6bulos del cerebelo.

Por otra parte la IR para GAL y NPY (ver figuras19 y 21) muestra una amplia
distribucion a través de los diferentes niveles representativos del cerebro, marcaje que
se caracteriza por la presencia de pequefas vesiculas citoplasmaticas cercanas a

membrana y a lo largo de los axones.

4.7.1 Receptor tirosina quinasa para NGF (TrkA)

De manera contraria a lo encontrado para los otros marcadores, este receptor no
mostr6 diferencias (p=0,41) en su expresion entre las dos cepas de roedores después de
realizar el analisis de los datos de la densidad IR total (Figura 14A). La evaluacion por
separado las zona A, B y C tampoco detectd diferencias en la intensidad de marcaje
para este antigeno (Figura 14B, Tabla 3 A, B y C). Se obtuvo entonces, que el
promedio de IR fue muy similar entre las cepas lo cual se puede apreciar en la Figura
15.
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Figura 14. Comparacion de la intensidad de IR para TrkA en cerebros de los ratones
C57BL/6 (barras rojas) e ICR (barras blancas). A. Promedio general de intensidad de IR, comparando los
datos totales de las seis regiones, obtenidos para cada cepa B. Promedios de intensidad de IR para TrkA
en las zonas A, B y C. El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) Las barras
de error equivalen al E.E.M..

El receptor de alta afinidad para el NGF (TrkA) cumple con un papel muy
dindmico durante el desarrollo del SNC (Kniisel et al. 1992, Fagan ef al. 1997) y SNP
(Smeyne et al. 1994, Miller et al. 1994, Shadiack y Zigmond. 2001, Liu et al. 2001)
especialmente en procesos de maduracion, diferenciacion y crecimiento axonal.
Entrando en las primeras etapas postnatales se genera una fuerte reduccion del receptor
quedando su expresion confinada a una pequefia parte de la poblacion neuronal, la cual
se encargard de mantener el soporte trofico por sefializaciones paracrinas y autocrinas
(Molliver y Snider 1997), lo que hace pensar que el receptor TrkA durante la adultez
alcanza un equilibrio de expresion que soélo varia en procesos de restauracion
principalmente evitando la muerte celular.

Por otra parte, de acuerdo con algunos hallazgos obtenidos en el Laboratorio de
Neurociencias (Castellanos et al. 2001), se observa un bloqueo de la infeccién por VR
en cultivos de neuronas sensoriales de GRD, tratados previamente con NGF NT-3,
permitiendo postular la hipotesis de la probable participacion de los receptores Trk
como posibles mediadores en la infeccién por VR. Lo particular de esta molécula, es

que es poco variable entre cepas, puesto que esto no sucede en el grupo de los

44



receptores postulados para el VR. Su papel como mediador de la infeccion sea el de
coreceptor, o no tenga una funcion muy importante en los procesos de infeccion en el

cerebro, pero si en el GRD.

Figura 15. Imagen representativa de la IR para TrkA. Las flechas indican células de la corteza positivas
para este marcador. C57BL/6 (A). ICR (B). Barra 50um

4.7.2 1B4 (Griffonia simplicifolia)

Al comparar los datos de densidad media de reactividad (R) total entre ICR Y
C57BL/6 para IB4 se pueden observar diferencias que son estadisticamente
significativas (p<0.05) encontrando que hay una mayor expresion de residuos de a-D.-
galactosa en los ratones ICR (Figura 16A). Estas variaciones entre las cepas son al
parecer ocasionadas por un fuerte precipitado en la region 5 (Tabla 3 C) repercutiendo
sobre el analisis que se hizo para la zona C, donde se generan las diferencias

significativas ( p=0.004) (Figura 16B).
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Figura 16. Comparacion de la intensidad de R para IB4 en cerebros de los ratones C57BL/6 (barras
rojas) e ICR (barras blancas). A. Promedio general de intensidad de R, comparando los datos totales de
las seis regiones, obtenidos para cada cepa B. Promedios de intensidad de R para IB4 en las zonas A, B
y C. El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05). Las barras de error
equivalen al E.EM

Este marcador presentd una distribucion reducida, apareciendo solamente en
algunas células de corteza, células piramidales del hipocampo (CAl), alveus del
hipocampo (Figura 17), meninges, vasos sanguineos del cerebro medio y cerebelo, una
distribucion muy similar a lo reportado en rata (Kawai ef a/ , 2001).

Las células epiteliales producen secreciones exocrinas dentro de las cuales se
pueden hallar diferentes epitopes de oligosacaridos como aGal y BGal, los cuales
tienen diferentes patrones de R dentro de las mismas especies de cerdos (Gabius y
Gabius 1997) sugiriendo que estos oligosacaridos estdn sujetos a las diferencias
genéticas que puedan existir entre las cepas de una misma especie. En este caso las
diferencias que se observan entre las cepas ICR y C57BL/6 podrian estar relacionadas
con disefios en la expresion de epitopes para oligosacaridos generadas por sus

diferencias genéticas
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Figura 17: Imagen representativa de la R para IB4. Se observan fibras y células en el alveus del
hipocampo positivas para este marcador. C57BL/6 (A). ICR (B). Barra 50pum

Por otra parte, IB4 es una molécula que ha sido utilizada como herramienta para
el reconocimiento de subpoblaciones no peptidérgicas presentes en el GRD (Ju et al.
1997), junto con TrkA que reconoce neuronas peptidérgicas. Partiendo de esta base, se
podria suponer que las diferencias observadas en la densidad de R en IB4, puedan estar
correlacionadas con el nimero de neuronas que expresan péptidos en el cerebro, lo

cual, es un indicio que se puede apoyar sobre los resultados que mas adelante se

muestran para NPY.

4.7.3 Galanina (GAL):

No se encontraron diferencias significativas (p= 0,26) para GAL al comparar
los datos totales de IR entre las dos cepas (Figura 18A), estos resultados se
mantuvieron al hacer la prueba estadistica para cada una de las zonas (Figura 18B).
Solo se presentaron diferencias significativas (p=0.008) en la region 2 (Tabla 3 A)
correspondiente al telencéfalo, pero que no repercuten en los andlisis donde se

comparan los promedios de los datos totales obtenidos para las seis regiones y las zonas

en conjunto.
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Figura 18. Comparacion de la intensidad de IR para GAL en cerebros de los ratones C57BL/6 (barras
rojas) e ICR (barras blancas). A. Promedio general de intensidad de IR, comparando los datos totales de
las seis regiones, obtenidos para cada cepa B. Promedios de intensidad de IR para GAL en las zonas A,
By C. Las barras de error equivalen al E.E.M.

Figura 19 Imagen representativa de al IR observada para GAL. Las flechas sefialan algunas células
ubicadas en el complejo amigdaloide que son positivas para este marcador. C57BL/6 (A). ICR (B). Barra
50pm.

La regulacion de peso corporal esta asociada con interacciones entre el encéfalo
y la periferia. Los NP como GAL y el NPY hacen parte de una serie de sustancias
anabdlicas, que favorecen la ingesta de alimentos, el descenso del gasto energético y
por tanto el almacenamiento de grasas y carbohidratos (Garcia-Lopez et al 2002).
Aunque GAL también puede actuar en otros procesos fisioldgicos como la inhibicion
de la liberacion de insulina en el pancreas, lo que genera hiperglicemia sugiriendo que

podria participar en enfermedades asociadas a la obesidad en humanos (Invitti et al.
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1995). Por otra parte, inhibe la liberacion de ACh en pacientes con la enfermedad de
Alzheimer (Crawley 1996). La variedad de reportes que se refieren a una
descompensacion en la liberacion de GAL estan asociados a caracteristicas patologicas,
muy posiblemente sea ésta una de las causas por las cuales no es encontraron
diferencias entre las cepas, y mas aun, cuando hay que tener en cuenta que estos

animales se encuentran en ambientes relativamente controlados.

4.7.4 Neuropéptido Y (NPY)

En los marcadores evaluados hasta el momento, se ha reportado una leve, pero
significativa, mayor densidad de marcaje en los ratones de la cepa ICR. Para el caso del
NPY, la intensidad de marcaje en los ratones C57BL/6 fue significativamente mayor
que en los ratones ICR (p=0,0007) (Figura 20). Estas diferencias son particularmente
evidentes en los valores de la densidad encontrados en las regiones provenientes de la
zonas B (p=0,00002) (Figura 20B). Un resultado que no se aprecia a simple vista pero

que con la metodologia que se ha desarrollado en este trabajo, se muestra claramente.
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Figura 20. Comparacion de la intensidad de IR para NPY en cerebros de los ratones C57BL/6 (barras
rojas) e ICR (barras blancas). A. Promedio general de intensidad de IR, comparando los datos totales de
las seis regiones obtenidos para cada cepa B. Promedios de intensidad de IR para NPY en las zonas A,
B. y C. El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05). Las barras de error
equivalen al E.E.M.

NPY por su parte es un neuropéptido orexigénico, es decir que favorece la
ingesta de alimentos y reduce el gasto energético, por tanto estd implicado en

problemas de obesidad (Segal-Lieberman et al. 2003). Los ratones C57BL/6 por ser
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una cepa susceptible a la obesidad (Ziotopoulou et al. 2000) son muy utilizados en
estudios relacionados con centros cerebrales implicados en el balance energético e
ingesta de alimentos y dietas.

Messiha y colaboradores (1990) realizaron estudios la interrelacion genética y
ambiental entre la actividad locomotora y algunas aminas, encontrando que ratones
ICR y C57BL/6 muestran promedios de actividad diferentes. Los ratones ICR son mas
activos que los C57BL/6 y asi mismo, estos ultimos estarian mas propensos a la
acumulacion de tejido adiposo, lo cual podria estar relacionado con las diferencias en

la expresion de NPY encontradas entre estas dos cepas.

Figuras 21: Imagenes representativas de la IR observada para NPY. Células de Purkinje del cerebelo

que muestran una fuerte IR caracteristica de este marcador. C57BL/6 (A). ICR (B). Barra 50um

En resumen, la técnica estandarizada en el presente trabajo permitié detectar
diferencias significativas en los valores de IR para varios de los marcadores
ensayados. Se debe resaltar que, obviamente en los cortes provenientes de ambas
cepas de ratones se encontr6 IR para los antigenos escogidos. Al observar los tejidos
procesados directamente es casi imposible detectar diferencias, sin embargo la
herramienta de analisis densitométrico permitié hacer una evaluacion mas objetiva de
la variable densidad de marcaje. Los valores encontrados para un marcador en zonas

muy similares entre cepas, fue cercano pero no igual. En general, se encontré un
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aumento significativo en la densidad media de IR de los ratones ICR al evaluar los
receptores propuestos para VR (NCAM, p75""™®, RNACh) y uno de los marcadores
que previamente se han usado para clasificar neuronas del GRD (IB4). El marcador
NPY se encontré aumentado significativamente en los ratones C57/BL6, mientras que
no se encontraron diferencias en la expresion de TrkA y GAL. Como era de
esperarse, las diferencias en la expresion de los FI (NF y GFAP) no fueron
significativas.

Como se anotd previamente, en el presente trabajo se ha desarrollado una
estrategia experimental que tuvo en cuenta aspectos como el disefio de montaje de los
cortes seriados con caracteristicas muy similares entre las cepas, el desarrollo de una
técnica de inmunohistoquimica en bloque, el establecimiento concentraciones de
anticuerpo apropiadas, la adecuacion de tiempos de revelado y obtencion de imagenes
con condiciones de luz apropiadas y estables, un analisis densitométrico y pruebas
estadisticas, que fueron puntos esenciales dentro del proceso experimental, que en
cierta manera permiten asegurar, que las diferencias encontradas entre las cepas se
deben exclusivamente a diferencias en la concentracion del antigeno presente en las
muestras, que de otra manera hubieran podido pasar inadvertidas.

Las diferencias pueden explicar también hallazgos previos sobre
comportamiento, aprendizaje, memoria, actividad exploratoria, sensibilidad
farmacoldgica y diferencias metabolicas como es el caso de las variaciones
encontradas con respecto a NPY y su correlacion con acumulacion de tejido adiposo.

La técnica desarrollada y estandarizada a su vez, le permitira al Laboratorio de
Neurociencias del INS, usarla en la evaluacion de sus hipdtesis de trabajo también a
nivel central, utilizando esta herramienta econdmica y sensible, facilitando la

interpretacion de los resultados encontrados en animales infectados con VR.
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5. CONCLUSIONES

La técnica de inmunohistoquimica y el disefio experimental utilizado para
este trabajo representa una metodologia novedosa que permiti6 realizar

una valoracion objetiva de la IR para los nueve marcadores analizados.

Existen diferencias entre las cepas de ratones ICR y C57BL/6 para los
receptores postulados para el VR, la lectina IB4 y NPY que pueden estar
asociadas a sus predestinaciones genéticas y a conductas relacionadas con

su actividad exploratoria, aprendizaje y memoria.

La comparacidon anatomica y de expresion y distribucion de marcadores
es una técnica sencilla que puede ayudar a la interpretacion de los
resultados obtenidos en estudios farmacologicos o de comportamiento en

estas especies.
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6. RECOMENDACIONES

e Establecer si hay una correlacion de las diferencias de expresion de los
receptores postulados para el VR y la susceptibilidad a la infeccion por
VR entre las cepas de ratones C57BL/6 e ICR.

e Corroborar estos resultados con otras técnicas (inmunofluorescencia,
ELISA e hibridacion in situ).

e Adicionar otras cepas de ratones endo y exocriados a este disefio, con el
fin de obtener mas datos que puedan ayudar a sustentar los hallazgos que
aqui se presentan.
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ANEXO 1

PROMEDIOS Y ANALISIS ESTADISTICO POR ZONA

NF
ZONA Ccs7 ICR
PROMEDIO 31,29 PROMEDIO 32,98
A DESVEST 2,54 DESV EST 3,63
EEM 0,57 EEM 0,81
PRUEBA t 0,01
PROMEDIO 38,86 PROMEDIO 36,94
B DESVEST 632 DESV EST 6,04
EEM 1,41 EEM 1,35
PRUEBA t 0,04
PROMEDIO 45,77 PROMEDIO 47,85
C DESVEST 8,08 DESV EST 10,69
EEM 1,81 EEM 2,39
PRUEBA t 0,19
GFAP
ZONA Ccs7 ICR
PROMEDIO 27,15 PROMEDIO 28,09
A DESV EST 3,05 DESV EST 1,69
EEM 0,68 EEM 0,38
PRUEBA t 0,05
PROMEDIO 32,44 PROMEDIO 33,35
B DESV EST 522 DESV EST 3,86
EEM 1,17 EEM 0,86
PRUEBA t 0,11
PROMEDIO 33,25 PROMEDIO 3491
C DESV EST 3,12 DESV EST 2,97
EEM 0,70 EEM 0,67
PRUEBA t 0,00

64



NCAM

ZONA Cs7 ICR
PROMEDIO 24,16 PROMEDIO 2327
DESVEST 2,90 DESV EST 1,96
A EEM 0,65 EEM 0,44
PRUEBA t 0,06
PROMEDIO 23,08 PROMEDIO 24,06
DESVEST 2,59 DESV EST 1,63
B EEM 0,58 EEM 0,36
PRUEBA t 0,00
PROMEDIO 26,40 PROMEDIO 28,04
DESV EST 2,78 DESV EST 2,62
¢ EEM 0,62 EEM 0,59
PRUEBA t 0,00
ALFA-4
ZONA Cc57 ICR
PROMEDIO 22,49 PROMEDIO 23,70
A DESV EST 3,69 DESV EST 3,80
EEM 0,82 EEM 0,85
PRUEBA t 0,08
PROMEDIO 21,24 PROMEDIO 2421
B DESV EST 1,57 DESV EST 4,56
EEM 0,35 EEM 1,02
PRUEBA t SE-08
PROMEDIO 23,70 PROMEDIO 26,29
C DESV EST 2,27 DESV EST 3,91
EEM 0,51 EEM 0,87
PRUEBA t 7E-05
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p75

ZONA C57 ICR
PROMEDIO 26,38 PROMEDIO 26,00
DESV EST 3,83 DESV EST 1,72
A EEM 0,86 EEM 0,38
PRUEBA t 0,31
PROMEDIO 23,84 PROMEDIO 26,34
B DESV EST 3,92 DESV EST 3,00
EEM 0,88 EEM 0,67
PRUEBA t 7E-05
PROMEDIO 27,65 PROMEDIO 31,40
C DESV EST 3,73 DESV EST 2,84
EEM 0,83 EEM 0,63
PRUEBA t 4E-06
TrkA
ZONA C57 ICR
PROMEDIO 25,70 PROMEDIO 25,16
DESV EST 3,14 DESV EST 3,80
A EEM 0,70 EEM 0,85
PRUEBA t 0,24
PROMEDIO 27,13 PROMEDIO 27,74
B DESVEST 3,89 DESV EST 4,08
EEM 0,87 EEM 0,91
PRUEBA t 0,17
PROMEDIO 29,18 PROMEDIO 28,41
C DESV EST 2,90 DESV EST 2,91
EEM 0,65 EEM 0,65
PRUEBA t 0,10
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IB4

ZONA Ccs7 ICR
PROMEDIO 32,38 PROMEDIO 32,82
A DESVEST 4,02 DESV EST 423
EEM 0,90 EEM 0,95
PRUEVA t 0,32
PROMEDIO 32,44 PROMEDIO 33,35
B DESV EST 5,224 DESV EST 3,86
EEM 1,168 EEM 0,86
PRUEVA t 0,11
PROMEDIO 33,25 PROMEDIO 34,91
C DESVEST 3,12 DESV EST 2,97
EEM 0,70 EEM 0,67
PRUEVA t 0,00
PY
ZONA Cc57 ICR
PROMEDIO 31,90 PROMEDIO 31,89
DESV EST 3,76 DESVEST 321
A EEM 0,84 EEM 0,72
PRUEBA t 0,50
PROMEDIO 36,24 PROMEDIO 32,57
B DESV EST 6,24 DESVEST 4,54
EEM 1,40 EEM 1,02
PRUEBA t 3E-05
PROMEDIO 38,47 PROMEDIO 37,77
C DESV EST 4,04 DESVEST 3,50
EEM 0,90 EEM 0,78
PRUEBA t 0,19
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ZONA

Cs7
PROMEDIO
DESV EST
EEM
PRUEBA t

PROMEDIO
DESV EST
EEM
PRUEBA t

PROMEDIO
DESV EST
EEM
PRUEBA t

GAL

28,63
2,61
0,58

30,69
443
0,99

32,34
3,55
0,79

ICR
PROMEDIO
DESV EST
EEM
0,06

PROMEDIO
DESV EST
EEM
0,05

PROMEDIO
DESV EST
EEM
0,46

29,47
2,00
0,45

29,59
3,99
0,89

32,41
4,06
0,91
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ANEXO 2

PROMEDIOS Y ANALISIS ESTADISTICO PARA LOS DATOS TOTALES
OBTENIDOS PARA CADA MARCADOR

GFAP
C57 ICR
Promedio 30,57 30,85
DESV EST 4,74 4,82
EEM 0,38 0,38
ALFA-4
C57 ICR
PROMEDIO 22,25 24,69
DESYV EST 2,63 431
EEM 0,20 0,33
TrkA
C57 ICR
PROMEDIO 27,38 27,31
DESYV EST 3,67 3,90
EEM 0,28 0,30
GAL
C57 ICR
PROMEDIO 30,69 30,38
DESV EST 4,16 3,75
EEM 0,31 0,28

NF
C57 ICR
PROMEDIO 38,31 38,08
DESV EST 8,08 8,58
EEM 0,69 0,74
NCAM
C57 ICR
PROMEDIO 24,29 25,02
DESV EST 3,05 2,82
EEM 0,24 0,22
p75
C57 ICR
PROMEDIO 25,49 27,64
DESV EST 4,08 3,50
EEM 0,36 0,30
1B4
C57 ICR
PROMEDIO 32,65 33,67
DESV EST 4,44 3,79
EEM 0,35 0,29
NPY
C57 ICR
PROMEDIO 35,78 33,89
DESV EST 5,66 4,65
EEM 0,44 0,37
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