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Resumen

RESUMEN

El factor de crecimiento de higado (LGF) es un mitégeno hepatico que tiene la
capacidad de estimular la regeneracion tisular y la proliferacion celular tanto en el higado
como en tejidos extrahepaticos. El objetivo de este trabajo ha sido evaluar los posibles
efectos regenerativos y/o neuroprotectores, asi como la estimulacion de las células madre
neurales (CMN) adultas y de origen fetal, ejercidos por el tratamiento con LGF en un
modelo experimental de Enfermedad de Parkinson (EP) por lesion con 6-hidroxidopamina
(6-OHDA).

El estudio de los efectos de la administracion de LGF revel6 que este factor
fomenta la neurogénesis y la supervivencia celular, promueve la migracion de las nuevas
neuronas generadas y estimula el crecimiento de los terminales positivos para tirosina
hidroxilasa en el estriado lesionado. Ademas, el tratamiento con LGF incrementa los
niveles de dopamina estriatales y protege parcialmente de la neurotoxicidad inducida por la
6-OHDA a las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra de los animales
hemiparkinsonianos. El LGF también provoca la supervivencia de las CMN de origen fetal
implantadas en el estriado carente de dopamina, reduce la conducta rotacional inducida por
apomorfina y mejora la coordinacion motora en este modelo experimental de EP. Los
resultados indican que la microglia podria ser la diana celular del LGF en el sistema
nervioso central. Por ultimo, la actividad del LGF podria estar mediada por la estimulacion
de las via de sefializacion MAPK/ERK1/2 y por la regulacion de proteinas criticas para la
supervivencia celular como son Bcl-2 y fosfo-CREB.

Debido a los efectos neuroprotectores, neurorregenerativos y neurogénicos

ejercidos por el LGF en ratas hemiparkinsonianas, podemos sugerir la posible utilidad de
este factor novel en el tratamiento de la EP.
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Resumen

ABSTRACT

Liver growth factor (LGF) is a hepatic mitogen which has the ability to stimulate
tissue regeneration and cell proliferation in both liver and extrahepatic tissues. The aim of
this work was to evaluate the regenerative and / or neuroprotective effects, and the
stimulation of foetal and adult neural stem cells (NSC), exerted by LGF treatment in a rat

model of Parkinson's disease (PD) induced by 6-hidroxydopamine (6-OHDA).

The study of the effects carried out by LGF administration showed that this factor
stimulates neurogenesis and cell survival, promotes migration of newly generated neurons,
and induces the outgrowth of tyrosine hydroxylase-positive terminals in the lesioned
striatum. Furthermore, LGF treatment raises striatal dopamine levels and partially protects
dopaminergic neurons of the substantia nigra of hemiparkinsonian animals from 6-OHDA
neurotoxicity. LGF also stimulates survival of grafted foetal NSC’s in the dopamine-
depleted striatum, reduces apomorphine-induced rotational behaviour and improves motor
coordination in this experimental model of PD. The results indicate that microglia could be
the cellular target of LGF in the central nervous system. Finally, the activity of LGF could
be mediated by the stimulation of MAPK/ERK1/2 signalling pathway and by regulating
critical proteins for cell survival, such as Bcl-2 and phospho-CREB.

Since LGF showed neuroprotective, neuroregenerative and neurogenic effects in

6-OHDA-lesioned rats, we propose LGF as a novel factor that may be useful in the

treatment of Parkinson’s disease.
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6-OHDA
Bax
Bcl-2
BDNF
BrdU
CME
CMN
CREB

DA

DAT

DCX

EEM

EGF

EP

ERK

FGF

FN

GDNF

GFAP
GLUT-5

IB4

ICV
ICV-LGF 15d
ICV-LGF 30d

ICV-LGF 7d
ICV-Vehiculo 15d

ICV-Vehiculo 30d

ICV-Vehiculo 7d
IP

Abreviaturas

6-Hidroxidopamina

Proteina X asociada a Bcl-2

B-cell lymphoma 2

Factor neurotrofico derivado del cerebro
Bromodeoxiuridina

Células madre embrionarias

Células madre neurales

Proteina de unidn a elementos que responden a
AMPCc

Dopamina

Transportador de dopamina

Doblecortina

Error estandar de la media

Factor de crecimiento epidérmico

Enfermedad de Parkinson

Quinasa regulada por sefiales extracelulares
Factor de cecimiento de fibroblastos

Factor neurotrofico

Factor neurotréfico derivado de la glia

Proteina acida fibrilar de la glia

Transportador de glucosa 5

Isolectina B4

Intracerebroventricular

Infusién ICV de LGF durante 15 dias y sacrificio
Infusion ICV de LGF durante 15 dias y sacrificio a
los 30 dias del inicio de la infusion

Infusién ICV de LGF durante 7 dias y sacrificio
Infusion ICV de vehiculo durante 15 dias y
sacrificio

Infusién ICV de vehiculo durante 15 dias y
sacrificio a los 30 dias del inicio de la infusion
Infusién ICV de vehiculo durante 7 dias y sacrificio

Intraperitoneal
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IP-LGF

IP-LGF 24-48-72H

IP-Vehiculo

IP-Vehiculo 24-48-72H

IS
IS-LGF 15d

IS-LGF 24H
IS-LGF 48H
IS-LGF-6-OHDA-CELULAS

IS-LGF-SANAS-CELULAS

I1S-Vehiculo 15d

IS-Vehiculo 24H
I1S-Vehiculo 48H
IS-Vehiculo-6-OHDA-CELULAS

IS-Vehiculo-SANAS-CELULAS

L-DOPA
LGF

MAPK
MPTP
NeuN
NGF
OX6

Abreviaturas

Administracion IP de LGF durante 3 semanas y
sacrificio 4 semanas después del fin del tratamiento
Administracion de una dosis IP de LGF y sacrificio
alas 24, 48 0 72 horas

Administracion IP de vehiculo durante 3 semanas y
sacrificio 4 semanas después del fin del tratamiento
Administracion de una dosis IP de Vehiculo y
sacrificio a las 24, 48 0 72 horas

Intraestriatal

Infusién IS de LGF durante 15 dias y sacrificio 2
semanas después del fin del tratamiento

Inyeccion IS de LGF y sacrificio a las 24 horas
Inyeccién IS de LGF y sacrificio a las 48 horas
Implante + Infusion IS de LGF 15d y sacrificio a las
6 semanas en animales hemiparkinsonianos
Implante + Infusion IS de LGF 15d y sacrificio a las
6 semanas en animales sanos

Infusién IS de vehiculo durante 15 dias y sacrificio 2
semanas después del fin del tratamiento

Inyeccion IS de vehiculo y sacrificio a las 24 horas
Inyeccidn IS de vehiculo y sacrificio a las 48 horas
Implante + Infusion IS de vehiculo 15d y sacrificio a
las 6 semanas en animales hemiparkinsonianos
Implante + Infusion IS de vehiculo 15d y sacrificio a
las 6 semanas en animales sanos
3,4,dihidroxifenilalanina

Liver Growth Factor, Factor de Crecimiento de
Higado

Proteina quinasa activada por mitégenos
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

Proteina del nacleo neuronal

Factor de crecimiento nervioso

Clon que genera anticuerpos frente al complejo

mayor de histocompatibilidad clase |1
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PCNA
RIP

S-100B
Sanas-ICV-LGF 7d

Sanas-ICV-Vehiculo 7d

SN
SNC
SNpc
STR
TGF-a
TH
TNF-a
VEGF
VIP
VMAT-2
ZSG
ZsV

Abreviaturas

Antigeno nuclear de proliferacion celular
Anticuerpo frente a oligodendrocitos (antigeno
desconocido)

Proteina S100 de union a calcio B

Infusion ICV de LGF en ratas sanas durante 7 dias
y sacrificio

Infusion ICV de vehiculo en ratas sanas durante 7
dias y sacrificio

Sustancia Negra

Sistema Nervioso Central

Sustancia Negra pars compacta

Estriado

Factor de crecimiento transformante alfa

Tirosina hidroxilasa

Factor de necrosis tumoral alfa

Factor de crecimiento del endotelio vascular
Péptido intestinal vasoactivo

Transportador vesicular de monoaminas 2

Zona subgranular

Zona subventricular
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Introduccion

1. ENFERMEDAD DE PARKINSON.

1.1 Definicion y aspectos generales.

La enfermedad de Parkinson (EP) fue inicialmente descrita por James Parkinson en
1817 en su ensayo sobre la parélisis agitante en el cual describio las caracteristicas clinicas
principales de este desorden neurodegenerativo (Parkinson. 1817). La EP es el trastorno
neurodegenerativo mas comun después de la enfermedad de Alzheimer. Alrededor de 5
millones de personas padecen esta enfermedad en el mundo, existiendo un millén de casos
tanto en Europa como en los Estado Unidos de Norteamérica. Entre el 1% y el 2% de las

personas mayores de 60 afios padecen esta enfermedad (de Lau y Breteler. 2006).

Las manifestaciones clinicas mas destacadas de los pacientes con EP son el temblor
en reposo, la lentitud en los movimientos (bradicinesia), la rigidez muscular, la alteracion
de lo reflejos posturales y la dificultad de la marcha (Obeso y cols. 1998; Olanow Y cols.
2009). Ademas, existen otros sintomas y signos no motores asociados a esta enfermedad
tales como la disautonomia, alteraciones sensoriales, trastornos del suefio, cognitivos y

demencia (Jankovic. 2008).

La EP se caracteriza por la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas que
proyectan desde la Sustancia Negra pars compacta (SNpc) al estriado (Figura 1A), lo que
se asocia a una disminucion de los niveles del neurotransmisor dopamina (DA) debido a la
pérdida de enzimas de sintesis de DA como la tirosina hidroxilasa [TH, (enzima limitante
de la sintesis de catecolaminas)] y a una fuerte reduccion de los marcadores presinapticos
dopaminérgicos. La degeneracion neuronal en la SNpc se localiza especialmente en la
region ventrolateral seguida de las regiones medioventrales, dorsales y la laterales, aunque
este proceso degenerativo también afecta a otros nucleos del tronco del encéfalo y del
diencefalo. La pérdida de las aferencias dopaminérgicas que parten de la SNpc hacia el
estriado da lugar a un incremento de la actividad de la via indirecta (estriado-globo palido
externo-nucleo subtaldmico-globo palido interno / SN pars reticulata) del circuito motor y
a una reduccion de la actividad de la via directa (estriado-globo pélido interno / SN pars
reticulata) del mismo circuito (Albin y cols. 1989). Estas alteraciones generan
hiperactividad neuronal en el globo palido interno y en la SN pars reticulata lo que a su vez

da lugar a un exceso de inhibicién sobre sus dianas taldmicas y troncoencefélicas,
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diminuyendo asi la excitacion talamocortical y generando una desaferentacion funcional de
la corteza motora suplementaria y de la propia corteza motora. Ambas disfunciones estan
relacionadas respectivamente con la bradicinesia y la rigidez caracteristicas de la
enfermedad (Mattay y cols. 2002). Sin embargo, el temblor podria estar relacionado con un
conjunto de subcircuitos entre el tAlamo y los ganglios basales diferentes a los que estan
implicados en la hipocinesia y la rigidez. La EP también estd asociada con la amplia
patologia no dopaminérgica lo que implica que también estén afectadas las neuronas
colinérgicas de los nucleos basales de Meynert, las neuronas adrenérgicas del locus
coeruleus, las neuronas serotoninérgicas del rafe, ademas de neuronas pertenecientes a la
corteza cerebral, tronco del encéfalo, médula espinal y del sistema nervioso periférico
(Forno. 1996). Por estas razones, hay que considerar a esta enfermedad como una patologia
mulisistémica ya que afecta a varios sistemas cerebrales. Estudios recientes suigieren que
la patologia no dopaminérgica, en particular la asociada al nucleo motor dorsal y a las
regiones olfatorias, preceden al inicio de la manifestacion de la patologia dopaminérgica de
la SNpc (Braak y cols. 2003).

La degeneracién neuronal va emparejada con la aparacién de inclusiones esféricas
intracitoplasmaticas de naturaleza proteica con un cuerpo central eosinofilo y un halo Gnico
o multilaminado y que contienen a-sinucleina, denominadas cuerpos de Lewy (Spillantini
y cols. 1997) (Figura 1B y 1C). Los cuerpos de Lewy tembién contienen neurofilamentos
qgue han sufrido transformaciones por fosforilacion, ubicuitinacion, proteolisis vy
entrecruzamiento, otras proteinas estructurales (tubulinas, tau, proteinas asociadas a
microtubulos, proteina precursora def -amiloide, calbindina), enzimas relacionados con la
fosforilacion, enzimas asociadas a la via de degradacion mediada por ubiquitina, proteinas
asociadas a la sinapsis y a chaperonas (Lucking y Brice. 2000; Goedert. 2001; Dev y cols.
2003).

La muerte neuronal, progresiva y de etiopatogenia desconocida, provoca una
disminucion paulatina de los niveles de DA en estriado, lo que produce un desequilibrio
funcional en los circuitos neuroquimicos cerebrales con el consiguiente desarrollo de los
signos y sintomas tipicos de esta enfermedad que previamente se han comentado. La
existencia de mecanismos compensadores hace que se retrasen los eventos funcionales de
la degeneracion dopaminérgica hasta que ésta afecta al menos al 70% de las neuronas

dopaminérgicas de la SNpc.
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Figura 1. Secciones cerebrales
correspondientes al mesencéfalo (A)
de un individuo normal (izquierda) y
al mesencéfalo de un paciente con
EP (derecha). Noétese la pérdida de
neuronas dopaminérgicas de la SNpc
en el mesencéfalo ventral del
individuo con EP (derecha). En B se
muestra una neurona dopaminérgica
teflida con hematoxilina-eosina y que
contiene un cuerpo de Lewy en su
citoplasma. EIl cuerpo de Lewy es la
inclusién intraneuronal redondeada
con un halo y con un interior
eosindfilo. La microfotografia en C
muestra un cuerpo de Lewy tefiido
frente a o-sinucleina. [Modificado
de (Mazzio y cols. 2011) (A) y de
(Popescu y Lippa. 2004) (B)].

A dia de hoy, no es posible identificar una Unica causa que origine la EP, y se sigue
planteando si esta enfermedad es un conjunto heterogéneo de mdltiples entidades con
diferente etiopatogénesis (Jenner y Olanow. 2006). Se acepta que las principales causas de
la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la EP son: la disfuncién mitocondrial, el
aumento del estrés oxidativo, el mal funcionamiento de los sistemas de degradacion de
proteinas, la autofagia y la activacion microglial crénica (Jenner y Olanow. 2006). Los
agentes medioambientales (rotenona, paraquat, cobre y manganeso, MPTP, agonistas de
calcio y neurolépticos) el envejecimiento y las alteraciones genéticas (a-sinucleina,
Parkina, UCHL-1, LRRK2, PINK-1 y DJ-1) (Tabla 1) son factores etiopatogénicos con

efectos aditivos y a veces Sinérgicos.

Genes Proteina Herencia | Funcion Referencias

PARK1Yy | a-sinucleina | AD ¢ Transporte vesicular? | (Polymeropoulos y cols.

PARK4 1997)

PARK?2 Parkina AR E3-ubicuitina ligasa (Kitada y cols. 1998)

PARKY DJ-1 AR Chaperona, (Bonifati y cols. 2003)

respuesta a estrés

PARKG6 PINK1 AR Quinasa mitocondrial (Valente y cols. 2004)

PARKS UCHL1 AR Ubicuitina hidrolasa (Leroy y cols. 1998)

PARKS LRRK?2 AD Quinasa citosélica (Paisan-Ruiz y cols. 2004;
Zimprich y cols. 2004)

Tabla 1. Principales genes relacionados con la EP.
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1.2 Tratamiento

La administracion del aminoacido 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA, levodopa) a
finales de los afios 60 del siglo XX representd el mayor avance terapedtico en el
tratamiento de la EP (Cotzias y cols. 1967). Este tratamiento se basa en la induccion de la
sintesis de DA a partir del precursor L-DOPA el cual se administra por via oral en
combinacion o no con inhibidores del enzima L-aminoacido aromatico decarboxilasa
periférico (L-AADC, DOPA descarboxilasa) (carbidopa), de la catecol-o-metil tranferasa
(COMT) (entacapona) y de la monoaminooxidasa tipo B (MAO-B) (selegilina, rasagilina)
para evitar la metabolizacion periférica de la L-DOPA o de la DA en el sistema nervioso
central (SNC), potenciando asi su farmacocinética. Sin embargo, aunque durante los
primeros afios de tratamiento se observa una mejora de la sintomatologia de la EP, el
tratamiento a largo plazo con este farmaco conduce a efectos no deseados como son las
respuestas fluctuantes a la L-DOPA (fendmeno on-off) relacionadas con la concentracion
fluctuante de L-DOPA en plasma (Obeso y cols. 1989) y los efectos neuropsiquiatricos
(alucinaciones, confusién y psicosis) (Lang y Lozano. 1998). Ademas, también se utilizan
agonistas dopaminérgicos como la apomorfina y los agonistas no ergdlicos para
reemplazar a la DA en la activacion de los receptores dopaminérgicos postsinapticos. El
tratamiento quirdrgico mediante la estimulacion cerebral profunda puede sortear
parcialmente alguno de los problemas descritos, especialmente la estimulacién del ndcleo
subtaldamico, ya que se ha demostrado que esta intervencion puede mejorar la funcion
motora, las disquinesias y reducir el uso de medicamentos (Pahwa y cols. 2006). En
general, los eventos adversos asociados a este tratamiento suelen ser relativamente
infrecuentes. Aunque, como cualquier procedimiento neuroquirdrgico, éste lleva asociado
ciertos tipos de riesgo como infecciones, hemorragias intracraneales y convulsiones. La
estimulacion cerebral profunda puede proporcionar alivio sintomético a largo plazo a
determinadas clases de pacientes con EP. Sin embargo, este procedimiento no aminora la

progesion de la enfermedad ni tiene naturaleza neurorreparadora (Kenney y cols. 2007).

Los factores neurotréficos son compuestos que fomentan la supervivencia y la
diferencion de determinados fenotipos neuronales y actualmente estan considerados, junto
con la terapia celular, como posibles agentes terapeuticos en el tratamiento de las
enfermedades neurodegenerativas como la EP (Bjorklund y Lindvall. 2000; Fernandez-
Espejo. 2004; Krieglstein. 2004) ya que el tratamiento farmacoldgico actual y en algunos
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casos mediante estimulacion cerebral profunda, van perdiendo efectividad tras el paso de
los aflos y produce los efectos adversos previamente comentados. Posteriormente

abordaremos de manera mas detallada estas posibles alternativas terapéuticas.

1.3 Modelos experimentales de EP inducidos por neurotoxinas

Los modelos experimentales son de gran utilidad para el estudio de la patogénesis
de la EP en general y de las causas de la pérdida selectiva de neuronas dopaminérgicas en
particular. Ademas, estos modelos facilitan el desarrollo de estrategias terapeuticas y el
estudio de posibles tratamientos neuroprotectores (Orth y Tabrizi. 2003). Sin embargo,
ningln modelo es totalmente equiparable a lo que representa la EP desde el punto de vista
motor, histoldgico o neuroquimico, dado que los modelos por administracion de
neurotoxinas estan principalmente orientados a inducir modificaciones estructurales y

funcionales de la transmision dopaminérgica nigroestriatal.

1.3.1 Modelo de 6-OHDA

La 6-hidroxidopamina (6-OHDA) es una analogo hidroxilado del neurotransmisor
DA y fue aislada por primera vez por Senoh y Witkop en 1959 (Senoh y cols. 1959; Senoh
y Witkop. 1959). La primera evidencia de los efectos bioldgicos de la 6-OHDA fue
notificada por Porter y colaboradores (Porter y cols. 1963) cuando observaron que este
compuesto era capaz de inducir una deplecion de noradrealina a largo plazo en nervios del
sistema nervioso simpatico. Pocos afios méas tarde, se demostro que la inyeccion de
6-OHDA en la SNpc provocaba la degeneracion anterograda del sistema dopaminérgico
nigroestriatal (Ungerstedt. 1968), generdndose asi el primer modelo animal de EP. El
modelo de 6-OHDA ha sido usado extensamente desde entonces y todavia sigue siendo la
herramienta mas utilizada a la hora de reproducir una pérdida de neuronas dopaminégicas
de la SNpc similar a la observada en la EP aunque esta neurotoxina no sea capaz de inducir

la formacion de cuerpos de Lewy.
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Figura 2. Esquema de un terminal dopaminérgico con el mecanismo de neurotoxicidad de la
6-hidroxidopamina (6-OHDA), utilizando el transportador de dopamina (DAT) para intorducirse en
el interior de la neurona para generar radicales libres e inhibir la actividad de la cadena de
transporte electrones mediante el bloqueo del Complejo I. Modificado de (Herrero y Luquin. 2004).

El dafio neuronal inducido por la 6-OHDA es debido principalmente al estres
oxidativo causado por esta toxina. Esta muerte neuronal esta relacionada con la formacion
de radicales libres tipo hidroxilo (OH), quinonas y prinicipalmente H,O,. La 6-OHDA, al
igual que la dopamina, tiene gran afinidad por el transportador de dopamina (DAT), que
transporta a la neurotoxina al interior de las neuronas dopaminégicas y una vez dentro se
desencadenan los procesos de autoxidacion de la toxina (Figura 2) que dan lugar a la
generacion de los radicales libres anteriormente mencionados (Schober. 2004). Ademas, la
6-OHDA se puede acumular en la mitocondria y producir la inhibicion de la actividad de la

cadena de transporte electrones mediante el bloqueo del Complejo I (Schober. 2004).

La 6-OHDA, debido a que no atraviesa la barrera hematoencefalica, se suele
inyectar en la SNpc y/o en el fasciculo prosencefalico medial produciéndose una lesion
rapida y masiva de los cuerpos celulares de las neuronas dopaminérgicas (Deumens y cols.
2002). La lesion se realiza normalmente de manera unilateral para poder utilizar el

hemisferio contralateral como control (Figura 3). Las lesiones bilaterales producen una alta
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tasa de mortalidad y normalmente no se utilizan para generar este tipo de modelos
animales de EP (Ungerstedt. 1971). Existe una variante del procedimiento orginal de lesion
que consiste en la administracion de 6-OHDA en el estriado, estructura en la que se
localizan los terminales de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (Sauer y Oertel. 1994;
Kirik y cols. 1998). Las lesiones parciales ocasionadas por la inyeccion intraestriatal de
6-OHDA generan un dafio puntual en los terminales estriatales, sequido por una muerte
progresiva y retrasada de las neuronas de la SNpc que se asemeja mas a lo que acontece en
la EP y por este motivo este modelo es muy usado a la hora de estudiar los efectos
neurorregeneradores y neuroprotectores de determinadas sustancias y factores de
crecimiento (Bjorklund y cols. 1997). La muerte neuronal en este modelo no parece estar
vinculada a un transporte axonal retrogrado de la 6-OHDA sino que se la relaciona con una
degeneracion neuronal retrograda secundaria a la lesion de los terminales dopaminérgicos

estriatales (Sauer y Oertel. 1994).

Las lesiones unilaterales con 6-OHDA producen una alteracion motora asimétrica
denominada hemiparkinsonismo. Esta alteracion es cuantificable mediante el analisis de la
conducta rotacional inducida por la administracion sistémica de apomorfina o anfetamina.
La apomorfina es un agonista dopaminérgico que cuando se inyecta en animales con lesion
nigroestriada unilateral, éstos presentan rotaciones contralaterales al lado lesionado
(Figura 3) debido a la activacion de los receptores de dopamina D1 y D2, ya que estos
receptores postsinapticos del hemisferio con déficit de DA se regulan al alza tras la lesion
(Schwarting y Huston. 1996). Sin embargo, la administracion de anfetaminas incrementa la
liberacion de DA y disminuye su recaptacion y degradacion, por lo que la concentracién de
DA solo aumenta en el estriado sano, provocando rotaciones ipsilaterales a la lesion

(Figura 3) en los animales hemiparkinsonianos (Deumens y cols. 2002).
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Figura 3. Diagrama de la via nigroestriatal y de las respuestas rotacionales inducidas por
apomorfina (Rotaciones Contralaterales) y por D-anfetamina (Rotaciones Ipsilaterales). Las areas
en gris en el estriado izquierdo indican la pérdida de DA debido a la inyeccion de 6-OHDA en la
SN y/o en el fasciculo prosenceféalico medial o en el estriado. ED, estriado derecho; El, estriado
izquierdo; SNpc, Sustancia Negra pars compacta; 6-OHDA, 6-hidroxidopamina. Modificado de
(Deumens y cols. 2002).

En resumen, la administracion unilateral de 6-OHDA es una herramienta
ampliamente utilizada a la hora de inducir lesiones nigroestriatales para generar modelos
de EP. Este procedimiento tiene una complejidad y unos costes relativamente bajos.
También hay que remarcar el hecho de que la lesion inducida con 6-OHDA es muy
reproducible y el procedimiento es muy versatil ya que permite generar varios grados de
lesion nigroestriatal con diferentes perfiles temporales dependiendo de la zona donde se
inyecte la neurotoxina (Blandini y cols. 2008). En nuestro trabajo hemos optado, en primer
lugar, por usar el modelo de lesidn unilateral de la SNpc y del fasciculo prosencefalico
medial debido a la relativa rapidez con la que se alcanzan niveles degeneracion similares a
los observados en los estadios finales de la EP. Por este motivo, este modelo se utiliza
habitualmente para evaluar la eficacia de nuevas terapias farmacoldgicas y de reemplazo
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celular (Hirsch y cols. 2003). Ademas, también hemos utilizado el modelo basado en la
generacion lesiones estriatales parciales con 6-OHDA ya que suele ser el de eleccién a la
hora de llevar a cabo estrategias neuroprotectoras, debido a que la progresion de la

neurodegeneracion se aproxima mas a lo observado en la EP (Lee y cols. 1996).

1.3.2 Modelo de MPTP.

El parkinsonismo hallado en drogadictos y que fue generado por el consumo de
drogas contaminadas con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (Langston y
cols. 1983) di6 lugar al desarrollo de modelos en raton y en primates de EP usando este
inhibidor del Complejo | de la cadena de transporte de electrones como neurotoxina

parkinsonizante (Bloem y cols. 1990).

El MPTP, una vez inyectado de manera sistémica, atraviesa la barrera
hematoencefalica y es captado por la astroglia y las neuronas serotoninérgicas donde es
metabolizado a 1-metil-4-fenil,2,3-dihidropiridina (MPDP) por accién de la
monoaminooxidasa B (MAO-B) (Singer y cols. 1987). Esta molécula se oxida
espontanemente generando 1-metil-4-fenilpiridinium (MPP+) que se libera al espacio
extracelular y es transportado, con mayor afinidad que la DA, al interior de la neurona
dopaminérgica (Figura 4) a traves de DAT (Javitch y Snyder. 1984). Una vez en el
citoplasma, el MPP+ desencadena su accion neurotoxica mediante la interaccion con las
enzimas citosélicas generando radicales libres o bien se acumula en la mitocondria
inhibiendo el Complejo 1, generando en ambos casos la activacion de caspasas que
desemboca en la muerte de la neurona dopaminérgica (Ramsay y Singer. 1986; Adams y
cols. 1993; Klaidman y cols. 1993). EI MPP+ también puede ser acumulado en el interior
de las vesiculas sinapticas mediante la accion del transportador vesicular de monoaminas 2
(VMAT-2) (Del Zompo vy cols. 1993), hecho que protege a la mitocondria de los efectos

neurotoxicos ejercidos por esta molécula (Liu y cols. 1992).

La administracion de MPTP en primates no humanos causa temblor, rigidez,
acinesia e inestabilidad postural, sintomas que son tratados con éxtito mediante la
administracion de L-DOPA vy agonistas dopaminérgicos. Las neuronas dopaminérgicas
degeneran de manera selectiva en las areas cerebrales, entre las que se incluye la SN, al

igual que ocurre en la EP idiopatica. Sin embargo, los modelos experimentales basados en
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la administracién aguda o subaguda de MPTP carecen de la formacion de cuerpos de
Lewy (Forno y cols. 1988).

El modelo de MPTP esta ampliamente caracterizado y cumple con muchos de los

criterios que definen a un buen modelo de EP, con la excepcion de la ausencia de
formacion de cuerpos de Lewy (Orth y Tabrizi. 2003).
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Figura 4. Esquema de la metabolizacion y la oxidacion del MPTP a MPP+ en el astrocito y de su
transporte al interior de la neurona dopaminérgica, donde ejerce su accion inhibitoria sobre el
Complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial y la consiguiente activacion de la cascada de
caspasas. Modificado de (Herrero y Luquin. 2004).

1.3.3 Modelo de Rotenona.

La rotenona es un compuesto natural con gran capacidad para inhibir el Complejo |
de la cadena respiratoria mitocondrial. Se obtiene a partir de las raices de ciertas especies
vegetales y se ha utilizado como pesticida en plantas, lagos y factorias de pescado. El
modelo experimental por administracion de rotenona que mejor reproduce parte de la
sintomatologia y de la neuropatologia observada en la EP fue el desarrolado por Betarbet y
colaboradores (Betarbet y cols. 2000). En este modelo la neurotoxina fue administrada a

ratas por via intravenosa ya que ésta es muy hidrofoba e insoluble en solventes acuosos.
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Las animales infundidos con rotenona de manera cronica desarrrollaron hipocinesia,
inestabilidad postural, dificultad de la marcha y temblor en las extremidades. Estos efectos
motores correlacionaron con la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales. Las neuronas afectadas por la accion de la rotenona mostraron inclusiones
citoplasmaticas reactivas paraa -sinucleina y ubiquitina que son similares a lo hallado en

los cuerpos de Lewy.

Este modelo cumple con la mayoria de los criterios necesarios para ser un buen
modelo de EP pero tiene el incoveniente de tener bastante variabilidad en la susceptibilidad
individual de los animales a la toxina y por ello es de poca utilidad a la hora de probar

tratamientos neuroprotectores (Beal. 2001).
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2. FACTORES NEUROTROFICOS EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

Los factores neurotréficos son una clase de compuestos neuroprotectores,
generalmente de naturaleza proteica, que son secretados por neuronas, glia y otros tipos
celulares y que tienen la capacidad de promover el desarrollo y la supervivencia neuronal,
el crecimiento axonal, la formacion de sinapsis, la reinervacion y la modulacién de la
funcién neuronal. En 1951, Levi-Montalcini y Hamburger caracterizaron el primer factor
de crecimiento del sistema nervioso y lo denominaron factor de crecimiento nervioso
(NGF) (Levi-Montalcini y Hamburger. 1951). Este hallazgo desencadend el desarrollo de
décadas de investigacion que han dado lugar al descubrimiento y caracterizacion de
diversos grupos de factores troficos que ejercen diferentes acciones neurotroficas sobre
poblaciones neuronales especificas (Hefti. 1994; Airaksinen y Saarma. 2002). Estos
factores desempefian un papel importante durante el desarrollo embrionario ya que estan
implicados en la diferenciacion de los precursores neurales y en la determinacion de las
células que van a sobrevivir durante este proceso. Ademas, los factores neurotroficos
regulan la migracion y la localizacion final de las neuronas, la generacion de conexiones
durante el desarrollo y definen el fenotipo bioquimico, farmacoldgico y morfoldgico de
estas células.

Por otro lado, se ha demostrado la existencia de incrementos en la concentracion de
varios factores neurotréficos y de sus respectivos receptores en respuesta al dafio en el
sistema nervioso central (Hughes y cols. 1999). Estos factores pueden actuar como agentes
neuroprotectores sobre determinadas poblaciones neuronales que estan afectadas de
manera selectiva en las enfermedades neurodegenerativas y como moléculas protectoras
frente al dafio celular citotoxico. Debido a estas propiedades y a la ineficacia de las
terapias convencionales actuales, varios factores neurotréficos podrian ser Gtiles en el
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas como la EP (Tabla 2). De este modo,
nos centraremos en factores como el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), el
factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF), neurturina y factores noveles como el
factor neurotrofico derivado de astrocitos mesencefalicos (MANF) y el factor neurotrofico
de dopamina conservado (CDNF) ya que han sido utilizados como posibles agentes

terapedticos en varios modelos de EP, y algunos, incluso en ensayos clinicos.
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Familia FNs Receptor/es Efecto sobre las neuronas dopaminérgicas
in vitro/in vivo | Protector | Reparador | Estimulatorio
GFLs GDNF | Ret/ GFRal y +/+ + + +
NCAM / GFRal
NTN | Ret/GFRa2y +/+ + + +
NCAM / GFRo2
PSPN | Ret/ GFRa3 +/+ + SD +
ARTN [ Ret/ GFRa4 +/+ + SD +
FNs Noveles | CDNF | Desconocido +/+ + + SD
MANF | Desconocido +/+ + + SD
Neurotrofinas | NGF | TrkAy p75NTR +/+ + SD +
BDNF | TrkB y p75NTR +/+ + SD +
NT-3 | TrkCy p75NTR +/+ SD + SD
NT-4 | TrkBy p75NTR +/+ + SD +
Neuroguinas |CNTF | gp130, LIFRBy +/+ + SD SD
CNTFRa
LIF gpl130 y LIFRpB +/SD SD SD SD
IL-6 |gpl30yIL6Ra +/SD SD SD SD
CT-1 |gpl30yLIFRpB +/SD SD SD SD
OSM | gp130 y OSMRa SD/SD SD SD SD
Otros TGF-B | TGFBR1-3 +/+ + SD +
FGFb | FGFR1-4 +/+ + SD +

Tabla 2. Efecto de los Factores Neurotréficos sobre las neuronas dopaminérgicas.

Factores Neurotréficos (FNs) no mencionados en el texto principal: PSPN (Persefina), ARTN
(Artemina), NT-3 (Neurotrofina-3), NT-4 (Neurotrofina-4), CNTF (Factor neurotréfico ciliar), LIF
(Factor inhibidor de la leucemia), IL-6 (Interleuquina-6), CT-1 (Cardiotrofina-1), OSM
(Oncostatina-M), TGF-B (Factor transformante de crecimiento B) y FGFb (Factor de crecimiento
de fibroblastos bésico). Claves: (+, si) y (SD, sin determinar). Tabla modificada de (Aron y Klein.
2011).

A parte de los FNs mencionados en la tabla 2, también existen otros factores que ejercen efectos
sobre las neuronas dopaminérgicas: IGF-1 (Factor de crecimiento insulinico tipo 1), EGF (Factor
de crecimiento epidérmico), VEGF (Factor de crecimiento del endotelio vascular), VIP (Péptido
intestinal vasoactivo), EPO (Eritropoyetina), SHH (Erizo Sonic) y BMPs (Proteinas morfogénicas
0seas).

2.1 BDNF

El factor neurotréfico derivado del cerebro pertenece a la familia de las
neurotrofinas y fue aislado por primera vez en 1982 a partir de extractos del cerebro del
cerdo (Barde y cols. 1982). El BDNF fue la primera neurotrofina que se aislé despues del
hallazgo del NGF, decubriéndose que no solo era capaz de facilitar la supervivencia de las
neuronas sino que también promovia el crecimiento de las fibras nerviosas. El gen del

BDNF se localiza en el cromosma 11 (Jones y Reichardt. 1990) y codifica para una gran
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prepromolécula con un péptido sefial secretorio que posibilita la constitucion del BDNF
como un factor extracelular. La sefializacion mediada por BDNF tiene lugar a través de dos
clases de receptores (Patapoutian y Reichardt. 2001; Reichardt. 2006): 1) el receptor
tirosina quinasa B (TrkB), a través del cual el BDNF activa a Ras, a la fosfatidil inositol-3
(P13)-quinasa, a la fosfolipasa C y como consecuencia a las MAP quinasas; 2) el receptor
de NGF de baja afinidad (LNGFR ¢ p75), mediante el cual este factor activa al factor
nuclear K (NF-xf) y a la quinasa Jun. El ARNm del BDNF se expresa ampliamente en la
SN (Yan y cols. 1997a), mientras que su receptor TrkB se expresa en el estriado y en la SN
(Yan y cols. 1997b). Sin embargo, los niveles de BDNF y de su ARNm se hallan regulados
a la baja en la SN de los pacientes parkinsonianos, lo que sugiere la posible relacion entre
los niveles reducidos de este factor y la EP (Mogi y cols. 1999; Parain y cols. 1999;
Howells y cols. 2000).

Varios estudios han demostrado la capacidad del BDNF para proteger in vitro a las
neuronas dopaminérgicas de los efectos neurotoxicos del MPP+ y de la 6-OHDA (Hyman
y cols. 1991; Spina y cols. 1992). La infusion de BDNF en la SN, previamente o de manera
posterior al dafio nigroestriatal, fue capaz de mejorar la conducta rotacional y el déficit
neuroquimico por medio de la atenuacion de la neurodegeneracién dopaminérgica o bien
por la potenciacion de la funcion de las neuronas dopaminérgicas supervivientes (Altar y
cols. 1992). Ademas, la administracion intraestriatal de BDNF previa a la lesion con
6-OHDA, en un modelo de EP en rata, redujo la destruccién de las neuronas
dopaminérgicas en la SN y el nimero de rotaciones inducidas por la apomorfina (Shults y
cols. 1995). Sin embargo, la infusion de BDNF en la SN no fue capaz de prevenir la
degeneracion provocada tras la lesion del fasciculo prosencefalico medial (Lapchak y cols.
1993). Por otro lado, el implante de fibroblastos modificados genéticamente para producir
BDNF, en el estriado de ratas posteriormente lesionadas con 6-OHDA, protegio
completamente a las neuronas de la SN y salvaguardd de manera parcial a las fibras
estriatales (Levivier y cols. 1995). Los fibroblastos con capacidad para secretar BDNF
implantados en la SN, también fueron capaces de proteger de la degeneracion a las
neuronas dopaminérgicas nigrales en un modelo de EP en rata por administracion de
MPTP posterior al implante (Frim y cols. 1994). El estudio de los efectos del BNDF en los
primates no humanos ha sido llevado a cabo mediante el uso de monos lesionados con
MPTP. La administracion previa de este factor retraso y redujo la gravedad del

parkinsonismo inducido por MPTP y proporciond una significativa neuroproteccion a las

34



Introduccion

neuronas dopaminérgicas de la SN en comparacién con lo hallado en los animales control
(Tsukahara y cols. 1995).

Los estudios de los efectos del tratamiento neuroprotector con BDNF en modelos
animales de EP revelan que este factor es parcialmente efectivo a la hora de mejorar el
déficit motor y de proteger a las neuronas dopaminérgicas, pero no tienen caracter
neurorreparador y son demasiado limitados e insuficientes para fomentar el uso de este

factor en futuros ensayos clinicos.

2.2 GDNF

El factor neurotréfico derivado de la glia esta incluido dentro de un grupo de
proteinas relacionadas entre si, denominado como ligandos de la familia del GDNF
(GFLs). En esta familia también se hallan incluidos otros factores tréficos como
neurturina, artemina y persefina. EI GDNF fomenta la supervivencia de diferentes
poblaciones neuronales, tanto en el sistema nervioso central como en el periférico. En 1993
este factor fue purificado, y en ese mismo afio se descubrié su potencial terapedtico en la
EP, ya que se demostrd su capacidad para promover el crecimiento y la supervivencia de
las neuronas dopaminérgicas embrionarias del mesencéfalo (Lin y cols. 1993). La unién
del GDNF con el receptor alfa 1 de la familia del GDNF (GFRal) produce la activactn de
una tirosina quinasa denominada c-Ret, e induce la activacion de mdultiples vias de
sefializacion entre las que se incluyen la via de las MAP quinasas y la mediada por la
fosfolipasa Cy. E1 GDNF tamb£n genera respuestas mediante mecanismos independientes
de c-Ret (Sariola y Saarma. 2003). Los niveles de GDNF total en las regiones
dopaminérgicas no difieren entre los pacientes con EP y los controles (Mogi y cols. 2001).
Sin embargo, Beckman y colaboradores demostraron la existencia de una significativa
regulacion al alza de los niveles de ARNm de GDNF en el putamen de enfermos de
Parkinson que tenian una destacable pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SN, en
comparacion con los pacientes control. Por el contrario, no hallaron cambios significativos
en la expresion de las subunidades del sistema de receptores del factor (Backman y cols.
2006).

Muchos de los estudios iniciales con GDNF en modelos animales de EP fueron

realizados utilizando el modelo por lesion con 6-OHDA. La inyeccion de este factor en el
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estriado de ratas con lesiones estriatales protegié a las neuronas dopaminérgicas de la SN
(Kearns y Gash. 1995). En otro trabajo, la administracién de GDNF en una region superior
proxima a la SN, una semana después de la lesion, protegidé parcialmente de la
degeneracion a las neuronas TH+ de la SN (Sauer y cols. 1995). Sin embargo, varias de las
neuronas que sobrevivieron mostraron una atrofia significativa, lo que indicé que la
administracion en sitios préximos a la zona lesionada, en lugar de hacerlo directamente en
la estructura de interées, es menos efectivo a la hora de obtener efectos neuroprotectores. Un
estudio muy relevante comparé los beneficios a nivel celular y a nivel motor de la
administracion de GDNF, previa a la lesion con 6-OHDA, en el estriado, en la SN o en el
ventriculo lateral (Kirik y cols. 2000a). La administracién de factor en el estriado produjo
neuroproteccion tanto en los cuerpos celulares de la SN como en las fibras estriatales TH+
y preservd la funcion motora. La eleccion de la zona de administracion del GDNF fue muy
relevante a la hora de determinar el nivel de efectividad, ya que las inyecciones estriatales
del factor ejercieron un efecto neuroprotector mas marcado que las que se realizaron en la

SN o en el ventriculo lateral.

El tratamiento con GDNF en bolo o mediante infusién constante y a través de tres
rutas de administracion (intranigral, intraestriatal e intracerebroventricular), mejoro
sintomas como la bradicinesia, rigidez y la inestabilidad postural en monos lesionados con
MPTP (Gash y cols. 1996; Zhang y cols. 1997; Grondin y cols. 2002). Ademas, también se
observo un ligero aumento en la densidad de fibras TH+ en el estriado. La densidad de
estas fibras fue mas pronunciada en el area que rodeaba a la zona de infusién, lo que indicé
que la neuroproteccion asociada al GDNF correlaciond directamente con los niveles de
expresion del factor. Los resultados de estos estudios en primates no humanos estimularon
el inicio de ensayos clinicos con GDNF en pacientes con EP. Los datos de dos ensayos
clinicos abiertos (Gill y cols. 2003; Slevin y cols. 2005), en los que el factor fue infundido
directamente en el putamen, sugirieron que el GDNF era capaz de mejorar algunos
sintomas motores y de restaurar parcialmente la via nigroestiatal (dato obtenido mediante
el estudio de la captacion del trazador *®F-Dopa). Ademés, el analisis postmortem de uno
de los pacientes reveld que el GDNF estimulé el crecimiento axonal de las neuronas
dopaminérgicas que inervan el putamen (Love y cols. 2005). Sin embargo, los resultados
obtenidos en el primer ensayo doble ciego fueron negativos (Lang y cols. 2006) si se
comparan con lo observado en los dos estudios abiertos anteriormente mencionados. En

este estudio doble ciego, se llevo a cabo una infusién directa de GDNF pero empleandose
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una dosis menor y un catéter mas ancho que en los ensayos previos. No se observaron
mejorias de los sintomas motores y algunos pacientes generaron anticuerpos frente a
GDNF. Estudios paralelos de seguridad realizados en primates no humanos indicaron, por
razones desconocidas, la asociacion de la infusion de GDNF en el putamen con la
aparicion de lesiones en el cerebelo (Sherer y cols. 2006). La ausencia de eficacia clinica y
los resultados adversos observados tanto en los pacientes como en los primates no
humanos provocaron el abandono de la estrategia de infusion de GDNF en los ensayos
clinicos. Por lo tanto, es preciso revisar los problemas relacionados con la seguridad y la
forma de administracion del factor, mediante la realizacion de mas estudios en modelos
animales, antes de llevar a acabo futuros ensayos clinicos en los que se vaya a infundir

GDNF en pacientes.

Por otro lado, la terapia celular ex vivo y la terapia génica in vivo son dos técnicas
alternativas a la hora de administrar GDNF a las neuronas dopaminérgicas de la via
nigroestriatal. La terapia celular ex vivo consiste en realizar implantes en el estriado o en la
SN de células modificadas genéticamente para expresar GDNF. Existen varios trabajos que
ponen de manifiesto los efectos beneficiosos de los implantes, en modelos animales de EP,
de diferentes lineas celulares encapsuladas que producen GDNF (Lindner y cols. 1995;
Date y cols. 2001; Yasuhara y cols. 2005). Otros grupos tambien han obtenido resultados
positivos en modelos animales de EP mediante la utilizacién de células productoras de
GNDF procedentes de cultivos primarios, tales como astrocitos (Ericson y cols. 2005),
células de la médula d6sea (Park y cols. 2001) y células madre neurales (Akerud y cols.
2001; Behrstock y cols. 2006). EI futuro de la terapia celular ex vivo en la EP es incierto
debido a la controversia derivada de los resultados adversos obtenidos en los ensayos
clinicos con GDNF anteriormente comentados. La segunda estrategia para aportar GDNF
in vivo de manera continuada al sistema nigroestriatal se basa en la terapia génica. De este
modo, se han utilizado vectores virales como los adenovirus (Bilang-Bleuel y cols. 1997,
Lapchak y cols. 1997), virus adeno-asociados (AAV) (Mandel y cols. 1997; Kirik y cols.
2000b), herpesvirus (Monville y cols. 2004) y lentivirus (Bensadoun y cols. 2000;
Kordower y cols. 2000) para expresar GDNF en el estriado o la SN de modelos animales
de EP, obteniéndose resultados alentadores. A pesar de los efectos beneficiosos de esta
estrategia en modelos de EP, todavia no se han iniciado los ensayos clinicos necesarios
para probar la eficacia en pacientes del tratamiento con vectores virales que portan el gen
del GDNF.
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2.3 Neurturina

La neurturina (NTN) es un analogo estructural y funcional del GDNF que forma
parte de los ligandos de la familia del GDNF (GFLs). Esta proteina de origen natural se
une con mayor afinidad al receptor GFRa2 el cuad aesopl ado a c-Ret e induce la
activacion de las vias de sefializacién mediadas por las MAPKs y por PI3K (Creedon y
cols. 1997).

Estudios in vitro y en modelos animales de EP han puesto de manifiesto la
capacidad de la neurturina para estimular la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas
(Horger y cols. 1998; Rosenblad y cols. 1999; Li y cols. 2003). La administracion
intraestriatal de NTN en ratas, antes de la lesion con 6-OHDA, protegié de la
neurodegeneracién a las neuronas dopaminérgicas de la SN e incrementd los niveles de
dopamina estriatales (Oiwa y cols. 2002). Este efecto neuroprotector no fue observado
cuando la administracion de NTN tuvo lugar después de la lesion con la neurotoxina,
aunque si se hallaron evidencias de crecimiento de los terminales dopaminérgicos
estriatales. La infusion intraputaminal de NTN en monos lesionados con MPTP mejord la
funcién motora e increment6 los niveles de metabolitos de la dopamina en el globo palido
(Grondin y cols. 2008).

Debido al éxito en modelos de EP de la aplicacion de un vector basado en un AAV
que contenia el gen de la NTN humana (CERE-120) (Kordower y cols. 2006; Gasmi y
cols. 2007), la empresa Ceregene Inc. inicié el primer ensayo clinico abierto con
CERE-120 en enfermos de EP. Los resultados de este estudio revelaron una significativa
reduccion en los sintomas de la enfermedad a la par que no se observaron efectos
secundarios adversos (Marks y cols. 2008). A continuacién, se llevo a cabo un ensayo
clinico doble ciego Fase Il que no proporciond los resultados beneficiosos observados en el
primer estudio (Marks y cols. 2010). Ademas, el estudio postmortem reveld que la
ausencia de mejoria observada pudo ser debida a la pobre difusion de la NTN en el tejido
(Marks y cols. 2010; Vastag. 2010).
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2.4 MANF y CDNF

El factor neurotrofico derivado de astrocitos mesencefalicos (MANF) fue
descubierto e identificado en el medio condicionado de una linea celular de astrocitos
procedentes del mesencéfalo ventral (Petrova y cols. 2003). Esta proteina de 20 KDa es
capaz de incrementar la tasa de supervivencia de las neuronas en cultivo positivas para TH
y la proteina asociada a microtubulos 2 (MAP-2) (Petrova y cols. 2003) y actualmente
forma parte de una nueva clase de moléculas que promueven la viabilidad de las neuronas
dopaminérgicas. En 2007, el factor neurotréfico de dopamina conservado (CDNF) fue
identificado y caracterizado mediante métodos bioinformaticos y bioquimicos (Lindholm
y cols. 2007). Este factor es un homologo muy proximo a MANF y se expresa tanto en
células no neuronales como en neuronas de varias regiones cerebrales. Los genes que
codifican para estos dos factores estdn altamente conservados a lo largo de la evolucion.

Los receptores que median en la accion de ambos factores ain no han sido descubiertos.

El estudio de los efectos de la administracion de MANF (Voutilainen y cols. 2009)
y CDNF (Lindholm y cols. 2007) en el modelo de EP por lesion con 6-OHDA, revelaron
que la inyeccion intraestriatal de cada uno de estos factores, previa a la lesion con la
neurotoxina, fue capaz de reducir el comportamineto rotacional inducido por apomorfina y
protegié tanto a las neuronas dopaminérgicas de la SN como a los terminales TH+
estriatales. Ademas, cuando la administracion de CDNF o MANF fue realizada 4 semanas
después de la lesion, también se observo una recuperacion de la funcion motora. Este
hecho sugiere la capacidad de estos factores tanto para prevenir el avance de la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas como para mantener o incrementar la

funcién de las neuronas que no degeneraron tras la lesion con 6-OHDA.

CDNF y MANF son dos proteinas noveles en el tratamiento de la EP que tienen la
capacidad para proteger y reparar a las neuronas y a los terminales del sistema
nigroestriatal en modelos animales de EP. Estudios futuros tendran que dilucidar el

mecanismo de accidn de estos factores y su posible utilizacion en ensayos clinicos.
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3. LIVER GROWTH FACTOR. (Factor de Crecimiento de Higado).

Los tratamientos farmacoldgicos y quirdrjicos convencionales frente a la EP dejan
de ser efectivos a lo largo del tiempo ya que no frenan el avance de la enfermedad. Sin
embargo, los factores tréficos estdn siendo considerados como una prometedora
herramienta en el tratamiento de las enfermededades neurodegenerativas debido a su
potencial neuroprotector y neurorreparador. Por estos motivos, decidimos evaluar la
capacidad terapeltica de un compuesto novel con efectos pleiotropicos, denominado
Factor de Crecimiento de Higado, en el modelo experimental de EP por lesion con 6-
OHDA.

1.1 Antecedentes

El higado es uno de los 6rganos con mayor capacidad de regeneracion. Las ratas
recuperan en torno al 66% del peso total del higado en el plazo de 8 a 10 dias después de
haber sido sometidas a una hepatectomia parcial del 70% (Bucher y Malt. 1971). Entre los
diversos mecanismos que se han propuesto a la hora de explicar esta gran capacidad de
regeneracion del higado, destaca la presencia de uno o varios factores troficos en el suero
de animales con hepatectomia parcial, dichos factores son responsables de las
extraordinarias tasas de proliferacion celular hepatica observadas. Durante los afios 60 y
70, varios autores realizaron trabajos tanto in vivo como in vitro para demostrar la
existencia, en la sangre de animales hepatomizados, de una actividad asociada a un factor
o factores implicados en el crecimiento hepéatico. Paul y colaboradores, mediante
experimentos de captacion de [*H] timidina, hallaron un incremento en la sintesis de ADN
en cultivos de células de higado fetal de rata que habian crecido en presencia de suero
procedente de ratas parcialmente hepatomizadas en comparacion con lo hallado en los
cultivos incubados con suero de ratas sanas (Paul y cols. 1972). Ademas, Moolten y
Bucher, en experimentos de circulacion cruzada entre ratas parcialmente hepatomizadas y
ratas normales, observaron un aumento de la sintesis de ADN y de proteinas en el higado
de los animales sanos (Moolten y Bucher. 1967). Fisher y colaboradores demostraron que
el factor humoral implicado en la regeneracion hepatica se hallaba en la sangre de la vena
porta y que su concentracion incrementaba en funcion de la cantidad de higado que se

hubiese extirpado durante la hepatectomia (Fisher y cols. 1971).
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Tras varios intentos para intentar purificar este factor de crecimiento realizados en
suero (Morley y Kingdon. 1973), en plasma (Goldberg y cols. 1980), en extractos
citoplasmaticos de higado (LaBrecque y Bachur. 1982) y en plaquetas (Russell y cols.
1984), en 1986 Diaz-Gil y colaboradores consiguieron purificar del plasma procedente de
ratas parcialmente hepatomizadas una molécula de 64 KDa, que inyectada en ratones fue
capaz de estimular la sintesis de ADN en el higado y de incrementar el indice mitético de
los hepatocitos. Ademas, la administracion de esta molécula purificada, en cultivos
primarios de células hepéticas de rata, promovio la sintesis de ADN, la actividad del
sistema A de transporte de aminoéacidos e incrementd la captacién de ?Na* (Diaz-Gil y
cols. 1986a). A este factor se le denomind Liver Growth Factor (LGF) (Factor de

crecimiento de Higado).

El LGF solo es detectable en el suero tanto de ratas como de humanos cuando
previamente se ha producido un dafio hepatico o hepato-biliar (Diaz-Gil y cols. 19864a;
Diaz-Gil y cols. 1986b; Diaz-Gil y cols. 1988; Diaz-Gil y cols. 1989). El LGF purificado a
partir de suero de humanos con hepatitis tipo B muestra caracteristicas casi idénticas al
obtenido a partir de suero de ratas (Diaz-Gil y cols. 1989). Ademas, las propiedades del
factor son idénticas cuando es obtenido a partir del suero de cerdos con trasplante hepatico
(Diaz-Gil y cols. 1992).

1.2 Naturaleza quimica del LGF

La estructura quimica del LGF fue definida como un complejo albumina-
bilirrubina, después de un estudio de espectros de absorcion, fluorescencia, dicroismo
celular, mapas tripticos, composicion de aminoacidos, movilidad electroforética,
inmunofluorescencia, formacién de complejos albdmina-bilirrubina in vitro, estudio de la
actividad bioldgica tanto in vivo, como in vitro e identificacion por HPLC (Diaz-Gil y cols.
1987a). Para demostrar que el LGF era un complejo seroalbumina-bilirrubina, Diaz-Gil y
colaboradores sintetizaron in vitro complejos alblmina-bilirrubina y demostraron que
cuando se incubaba bilirrubina con albimina se formaba un complejo que ejercia la
actividad bioldgica caracteristica del LGF. En cambio, la aloimina o la bilirrubina por si
mismas no presentaban actividad mitética en el higado de ratones al ser administradas de

manera independiente (Diaz-Gil y cols. 1987a). La aparicion de actividad bioldgica del
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complejo albumina-bilirrubina parece ligada a un cambio de conformacién en la albimina
provocada por el enlace covalente de la bilirrubina (Diaz-Gil y cols. 1988). Ademas, otros
autores (Abakumova y cols. 1994) han corroborado la actividad de complejos albumina-

bilirrubina como factores de crecimiento hepaticos.

1.3 Efectos biologicos del LGF

El efecto méas caracteristico de este factor es el de actuar como un mitégeno
hepético. Cuando el LGF es inyectado a ratas o ratones tiene actividad in vivo como factor
de crecimiento, incrementando la sintesis de ADN de higado, el peso seco del higado, el
numero de células positivas para el antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA),
produciendo una hiperplasia transitoria sin que se detecten efectos agresivos, ni inmediatos
ni permanentes, es decir, sin produccion de fibrosis, amiloides, ni perturbaciones
mitocondriales ni nucleares (Diaz-Gil y cols. 1994). La accion del LGF a largo plazo no
parece perturbar la homeostasis, puesto que un afio después de la inyeccion de LGF, el
higado, el pancreas, los rifiones y el bazo no mostraron signos de degeneracion o de
fibrosis (Diaz-Gil y cols. 1994).

El LGF es capaz de estimular la regeneracion del higado dafiado por la accién de
diversas hepatotoxinas (Diaz-Gil y cols. 1994b; Diaz-Gil y cols. 1999). En un modelo de
cirrosis por CCly, una vez alcanzada una situacion irreversible, la inyeccion del LGF fue
capaz de disminuir la fibrosis, produciendo una reestructuracion sustancial del parénquima
hepatico, mejora de la inflamacién y de la necrosis, aumento de la funcionalidad hepatica
y la recuperacion de diversas funciones hemodindmicas (presion portal, presion arterial,
shunting portosistémico y resistencia vascular sistémica), asi como la reduccion de la
ascitis. En otro modelo de cirrosis-fibrosis por ligadura del conducto biliar en ratas, la
inyeccion del LGF en diferentes estadios del modelo demostré producir una disminucién
sustancial de la fibrosis y cirrosis y mejora funcional del higado en diversos tests (Diaz-Gil
y cols. 2008, 2009). Asimismo se mostrd que la actividad antifibrotica del LGF puede ser
ejercida mediante la modulacion del estado de activacion de las células estrelladas
hepaticas y de los miofibroblastos (Diaz-Gil y cols. 2009) y por la inhibicion de la sintesis

de determinados mediadores fibrogenicos tales como el factor transformante de
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crecimiento 31 (TGF-B1) y las metaloproteasas de la matriz 2 y 9 (MMP-2 y MMP-9)
(Diaz-Gil y cols. 2008).

El LGF también tiene la capacidad para reducir la hipertension en ratas
espontaneamente hipertensas, produciendo una disminucién de la fibrosis en la arteria
carétida y aumentando el nimero de células de la musculatura lisa vascular pero sin alterar
el diametro interno o el espesor medio de dicha arteria (Somoza y cols. 2006). Ademas,
dos estudios recientes (Conde y cols. 2011; Condezo-Hoyos y cols. 2012) han demostrado
que el tratamiento con LGF, en este modelo de hipertension arterial, produce los siguientes
efectos regenerativos a nivel cardiovascular: 1) Restaura la composicion de la pared de los
vasos intramiocardiales, 2) reduce la hipertrofia del ventriculo izquierdo, 3) mejora las
disponibilidad de oOxido nitrico (NO) mediante la reduccion de los niveles del anion
superéxido y 4) normaliza los niveles plasmaticos de varios marcadores de stress
oxidativo. EI LGF también posee una notable actividad antioxidante in vitro ya que se ha
demostrado su efectividad como secuestrador de varias especies reactivas de oxigeno
implicadas en patologia cardiovascular (Condezo-Hoyos y cols. 2009). Recientemente se
ha puesto de manifiesto la capacidad del LGF para disminuir la esteatosis hepatica y la
placa de ateroma, en un modelo de ratones con ateroesclerosis (Surra y cols. 2010).

Varios trabajos han mostrado el papel del LGF en el campo de la regeneracion
testicular. La administracién de LGF, en ratas con depleccion de las células de Leydig por
tratamiento con EDS (Etano dimetanosulfonato), estimula la regeneracion testicular,
previene el desprendimiento de las células germinales y del dafio a las células de Sertoli,
promueve el crecimiento de las células germinales y estimula la expresion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de sus receptores (Martin-Hidalgo y cols. 2007a;
Martin-Hidalgo y cols. 2007b). Ademés, el LGF también es capaz de mejorar la
regeneracion testicular y de recuperar la espermatogénesis en ratones tratados con bisulfan,
un agente que destruye selectivamente las células madre espermatogoniales (Perez-Crespo
y cols. 2011).

Por ultimo, un estudio reciente muestra que la administracion de LGF, en un
modelo de fibrosis pulmonar inducida por CdCl,, mejora la funcion pulmonar y es capaz
de revertir parcialmente tanto la fibrosis pulmonar como el incremento de las proteinas de

la matriz pulmonar (Martinez-Galan y cols. 2010).
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En resumen, el LGF es un factor pleiotropico, caracterizado quimicamente como un
complejo albumina-bilirrubina, capaz de estimular la proliferacion celular y la

regeneracion tisular en diferentes patologias tanto hepaticas como extrahepaticas.

1.4 Mecanismos y células implicadas en la accion del LGF

Al contrario de lo descrito en el apartado 2 de esta introduccion sobre la mayoria de
los factores neurotroficos, a dia de hoy, no se conocen los mecanismos de accién
fundamentales (receptores, vias de sefializacion) ni las células mediadoras especificas
implicadas en la accion del LGF tanto en tejidos hepaticos como extrahepaticos. Los
trabajos realizados hasta la fecha muestran que la accion mitogenica ejercida en el higado
por el LGF puede estar mediada, al menos en parte, por el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) (Diaz-Gil y cols. 2003), ya que el LGF produce la regulacion al alza de esta
citoquina, actuando sobre las células endoteliales de la vena porta. Ademas, el LGF
también estimula la secrecion de TNF-a en cultivos deélulas endoteliales humanas
(HUVEC). Esta secrecion es del orden de pg/ml, al contrario de lo que se produce en los
procesos inflamatorios donde las secreciones de TNF-a son mayores. De hecho, los efectos
del LGF en HUVEC mediados por TNF-a no incrementan la expresion de las moléculas de
adhesion endotelial ICAM-1 (Molécula de adhesion intercelular 1) y VCAM-1 (Molécula
de adhesion de células vasculares 1), las cuales juegan un papel clave en los efectos
proinflamatorios mediados por esta citoquina (Diaz-Gil y cols. 2003). También, hay que
destacar que una serie de experimentos preliminares han mostrado la capacidad del LGF
para inducir la liberacion de TNF-a en cultivos de monocitos humanotaz DGil,
comunicacion personal). Debido a que la microglia se origina a partir de la invasion de los
monocitos durante el desarrollo del sistema nervioso (Ling y Wong. 1993), durante el
desarrollo del presente trabajo incluiremos a este fenotipo como una de las posibles célula
diana de la accion de LGF, sin descartar al resto de tipos celulares del SNC. Ademas
intentaremos abordar el estudio de las posibles vias de sefializacion que median en la
accion del LGF ya que es fundamental tener el mayor conocimiento posible sobre los

mecanismos mediante los cuales actlian los factores tréficos.
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4. TERAPIA CON CELULAS MADRE EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

4.1. Neurogénesis en el Sistema Nervioso Central adulto.

Las células madre neurales (CMN) se caracterizan por su capacidad de
autorrenovacion 'y de generacion de todos los linajes de células neurales
(multipotencialidad) (Gage. 2000; Pluchino y cols. 2005; Merkle y Alvarez-Buylla. 2006).
En el SNC adulto de los mamiferos, la mayor poblacion de CMN se localiza en el area
periventricular, extendiéndose a través del neuroeje que discurre desde el cerebro anterior
hasta la médula espinal (Temple y Alvarez-Buylla. 1999). La produccion bajo condiciones
fisiolégicas de neuronas de novo (neurogénesis) en los mamiferos adultos, tiene lugar
fundamentalmente en las zonas subventriculares (ZSV) y en la zona subgranular (ZSG) del
giro dentado del hipocampo (Alvarez-Buylla y Lim. 2004). También se han identificado
células progenitoras en la sustancia negra del adulto, que son capaces de generar células

gliales in situ o neuronas si se cultivan in vitro (Lie y cols. 2002).

La ZSV se extiende a lo largo de las paredes laterales de los ventriculos laterales y
alberga el mayor reservorio de células en proliferacion del cerebro de la mayoria de los
mamiferos adultos, incluidos los humanos. En la ZSV se hallan contenidas cuatro tipos
principales de células (Alvarez-Buylla y Lim. 2004): Las células ependimarias
multiciliadas (células tipo E) que separan el lumen del ventriculo del parénquima cerebral
e intrevienen en la circulacion del liquido cefalorraquideo. Las CMN (células tipo B)
muestran caracteristicas similares a los astrocitos como la expresion de la proteina acida
fibrilar de la glia (GFAP) y tienen una tasa de proliferacion poco elevada. Las células tipo
B generan células de réapida proliferacion (células tipo C), también denominadas como
progenitores transitorios amplificativos, que a su vez dan lugar a neuroblastos con
capacidad de migracion (células tipo A). Las células tipo A migran a través de la via rostral
migratoria (VRM) hacia el bulbo olfatorio (Ming y Song. 2005), donde se diferencian en
dos tipos de interneuronas: las células granulares y las células periglomerulares (Figura
5A). Este proceso también tiene lugar en en el cerebro humano (Curtis y cols. 2007). Entre
un 1% y un 25% de las células tipo A dan lugar a neuronas periglomerulares que expresan
GABA (&cido y-amino-butirico) o TH, mientras que entre un 75% y un 99% se diferencian

a células granulares GABAérgicas. Cada uno de los tipos de células progenitoras
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anteriormente descritas pueden ser distinguidos mediante el estudio de su patron de
expresion de determinados marcadores moleculares (Figura 5B) (Ming y Song. 2005).

“oe

o~ - - @~

Tipo Celular: Progenitor transitorio  Neuroblasto Neurona
amplificativo
Marcadores: GFAP Nestina Nestina NeuN
Nestina Sox21 Sox21
Sox21 Dlx2 Dlx2
PSA-NCAM

DCX
Tuj-1

Figura 5. Neurogeénesis en la Zona Subventricular de la rata adulta. En A se muestra la seccién
sagital del cerebro adulto, donde se observan las células progenitoras neuronales en la ZSV vy su
migracion hacia el bulbo olfatorio donde se diferencian a neuronas granulares y periglomerulares.
En B se representan los diferentes tipos celulares que componen el linaje neuronal junto con sus
marcadores especificos. ZSV, Zona Subventricular. Modificado de (Arias-Carrién y cols. 2007).
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4.2. Estimulacion de la neurogénesis adulta en la EP.

Una estrategia terapeutica a la hora de abordar el tratamiento de la EP se basa en la
estimulacion in vivo de la neurogénesis en el cerebro adulto mediante la administracion de
factores neurotréficos. De este modo, el objetivo de esta terapia consiste en promover la
migracion y la diferenciacion de las células de la zona subventricular hacia neuronas de
fenotipo catecolaminérgico (Figura 6). Este proceso de induccion de la neurogénesis
comprende los siguientes procesos: 1) Activacion de las CMN enddgenas; 2) Divisién de
las células tipo C; 3) Generacion y migracion hacia el estriado de neuroblastos; 4)
Diferenciacion hacia el fenotipo catecolaminérgico, supervivencia y maduracion de las

nuevas neuronas generadas e integracion funcional.

Los estudios realizados en animales revelan que los progenitores de la ZSV pueden
ser movilizados hacia el estriado tras la administracion de varios tipos de factores troficos.
(Fallon y cols. 2000; Benraiss y cols. 2001). La infusion intraestriatal del factor de
crecimiento transformante o (TGF-o) en ratas lesionadas con 6-OHDA indujo la
diferenciacion de los progenitores de la ZSV hacia neuronas dopaminérgicas estriatales y
mejoro la conducta rotacional inducida por apomorfina, aungue no se pudo establecer una
correlacion entre la generacion de nuevas neuronas dopaminérgicas y la mejoria funcional
observada (Fallon y cols. 2000). Sin embargo, estos resultados de induccion del fenotipo
dopaminérgico por administracion de TGF-a no han podido ser corroborados en otros
trabajos (Cooper y Isacson. 2004; de Chevigny y cols. 2008). Por otro lado, Mohapel y
colaboradores demostraron que la administracion intracerebroventricular del factor de
creciemiento derivado de plaquetas (PDGF) y BDNF era capaz de incrementar el nimero
de neuronas de nueva generacion en el estriado de ratas hemiparkinsonianas (Mohapel y
cols. 2005). Hay que destacar que estas células expresaron los marcadores para neurona
inmadura Doblecortina [(DCX), una proteina asociada a microtibulos expresada por
neuroblastos en migracion], para neurona estriatal temprana (Factor de transcripcion Pbx)
y para neurona madura [(NeuN), Nucleo Neuronal] pero no fueron positivas para la
fosfoproteina regulada por AMPc y dopamina [(DARPP-32), una proteina expresada por
las neuronas estriatales de proyeccion maduras]. En este trabajo también se muestra la
capacidad de estos factores a la hora de generar nuevas células en la SN pero sin adquirir
ninguna de ellas un fenotipo neuronal. La utilizacién de GFLs como el GDNF para inducir

neurogénesis en el cerebro adulto y la recuperacién del tracto nigroestriatal arrojo
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resultados positivos en cuanto al estimulo de la proliferacion celular en la SN, medida por
incorporacion de BrdU, pero falld a la hora demostrar si las células TH+ que se
observaron eran 0 no de nueva generacion (Chen y cols. 2005). La existencia o0 no de
neurogénesis en la SN sigue siendo un tema controvertido, de todos modos, las Unicas
células de nueva generacion que han sido identificadas con alta fiabilidad en la SN han
sido de fenotipo glial y en ningln caso eran neuronas dopaminérgicas (Cooper y Isacson.
2004; Chen y cols. 2005; Peng y cols. 2008).

A parte de los factores tréficos, se sabe que neurotransmisores como la dopamina
juegan un papel importante a la hora de regular la neurogénesis. En varios trabajos se ha
descrito que la supresion del aporte de dopamina estriatal produce un descenso en la
proliferacion de las CMN y de los progenitores neurales en la SVZ tanto en animales como
en el humano (Hoglinger y cols. 2004; Borta y Hoglinger. 2007), aunque recientemente se
ha publicado un trabajo en el que se muestra que tanto el nimero de CMN adultas como su
capacidad de proliferacion no se ven afectadas en el cerebro parkinsoniano (van den Berge
y cols. 2011). A pesar de los hallazgos descritos en este trabajo, la estimulacion de los
receptores de dopamina podria ser una estrategia a tener en cuenta a la hora de estimular a
los progenitores neurales y de inducir su diferenciacién a hacia neuronas dopaminérgicas.
Van Kampen y colaboradores, demostraron la capacidad de un ligando del receptor de
dopamina D3 denominado 7-hydroxi-N,N-di-n-propil-2-aminotetralina (7-OH-DPAT) para
estimular la neurogénesis en la ZSV y en la SN (Van Kampen y cols. 2004; Van Kampen y
Robertson. 2005). Tras la administracion del compuesto en ratas lesionadas con 6-OHDA,
observaron un incremento de la neurogénesis en la SN y un crecimiento de los terminales
TH+ estriatales (Van Kampen y Robertson. 2005). Ademas, este efecto neurogénico y
reparador fue acompariado de una mejoria en la funcion motora (Van Kampen y Eckman.
2006). Sin embargo, al igual que en otros trabajos, el analisis inmunohistoquimico de la
neurogénesis acaecido en este estudio no confirma de manera indiscutible el efecto
neurogénico hallado en la SN. Por otro lado, la mejoria de los déficits motores podria ser
también achacada unicamente al crecimiento axonal de las neuronas dopaminérgicas
dafadas. Asimismo, otro estudio pone de manifiesto que el tratamiento con 7-OH-DPAT
no afectd a la proliferacion, supervivencia o a la neurogénesis de precursores neurales
murinos y humanos (Milosevic y cols. 2007), cuestionando los efectos neurogénicos de los
agonistas dopaminérgicos. Sin embargo, en otro trabajo mas reciente, los autores

corroboran la eficacia del uso de ligandos de los receptores de dopamina como estrategia
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terapeltica basada en la estimulacion de la neurogénesis en la ZSV en la EP (O'Keeffe y

cols. 2009).

Por altimo, todavia es necesario investigar en profundidad, tanto en el cerebro sano
como en el dafado, los mecanismos implicados en cada uno de los pasos de la induccion
de la neurogénesis, para poder asi desarrollar eficientemente este tipo de terapias basadas

en los mecanismos intrinsecos de reparacion del propio cerebro.
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Figura 6. Estimulacion de la Neurogénesis en la Zona Subventricular (ZSV) del cerebro
adulto en la EP. a) Situacion previa a la aparicion de la EP y a la administracion del agente
neurogénico. b) Activacion y proliferacién de las células madre neurales (CMN) de la ZSV y
generacién de neuroblastos. ¢) Migracion de neuroblastos hacia el estriado dafiado. d)
Diferenciacion de los neuroblastos hacia nuevas neuronas estriatales de fenotipo

catecolaminérgico. Modificado de (Kokaia y Lindvall. 2003).

49



Introduccion

4.3. Terapias basadas en el transplante de células madre en la EP.

Las células madre neurales existentes tanto en el cerebro embrionario/fetal como en
el neonatal y en el adulto, tienen la capacidad de autorrenovarse y de generar una progenie
que a su vez puede seguir dividiéndose o diferenciarse hacia fenotipos neurales, como son
las neuronas o la glia (Kennea y Mehmet. 2002; Bazan y cols. 2004) e incluso hacia
fenotipos no neurales (Vescovi y cols. 2002). Las CMN pueden ser cultivadas de manera
selectiva mediante el ensayo de formacion neuroesferas, desarrollado por Reynolds y
Weiss (Reynolds y cols. 1992). Mediante esta técnica (Figura 7), las CMN en medio de
cultivo libre de suero y suplementado con mitdégenos como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y/o el factor de cecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2) (Reynolds y cols.
1992; Vescovi y cols. 1993; Lobo y cols. 2003), proliferan en suspension formando
agregados esféricos denominados neuroesferas que a su vez pueden ser disociados,

expandidos y subcultivados repetidamente.

Cerebro de embrion
E14-15

® MmN ® Auto-renovacién
O Progenitor

Proliferacion @

Diferenciacion @ () S

Neurona  Astrocito  Oligodendrocito

Figura 7. Esquema representativo del cultivo de células madre neurales (CMN) mediante la
técnica de formacion de neuroesferas. Notese las diferentes fases del cultivo: auto-renovacion;
formacion de neuroesferas / proliferacion; y diferenciacion hacia fenotipos neurales. Modificado de
(Ahmed. 2009).
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La capacidad de las CMN para expandirse y diferenciarse hacia neuronas, convierte
a estas células en una herramienta atractiva a la hora de desarrollar estrategias basadas en
el transplante reconstructivo en varias enfermedades neurodegenerativas como la EP. Sin
embargo, el potencial de las células madre y de los progenitores inmaduros que se hallan
en las neurosferas, para diferenciarse in vivo hacia neuronas maduras, sigue siendo un
aspecto que no ha sido completamente desarrollado. Los experimentos basados en el
transplante de células derivadas de neuroesferas procedentes de roedores han revelado que
la mayoria de estas celulas se diferencian hacia fenotipos gliales (Carpenter y cols. 1997;
Winkler y cols. 1998). Ademas, es comun que en la mayoria de los transplantes las células
permanezcan con un fenotipo inmaduro, mientras que un pequefio porcentaje suele adquirir

fenotipos neurales mas diferenciados (Englund y cols. 2002a; Englund y cols. 2002b).

Para evitar la baja tasa de diferenciacion de las CMN, se han desarrollado diversos
protocolos con el objetivo de inducir in vitro el fenotipo dopaminérgico a partir de este
tipo de células. Una de las aproximaciones mas habituales es la utilizacion de
combinaciones definidas de factores solubles (GDNF, interleuquinas, AMPc, acido
ascorbico) para asi promover la generacion de neuronas dopaminérgicas a a partir de CMN
(Carvey y cols. 2001; Sanchez-Pernaute y cols. 2001; Storch y cols. 2001; Lopez-Toledano
y cols. 2004; Reimers y cols. 2008). El transplante de estas células en el estriado lesionado
de ratas hemiparkinsonianas es capaz de mejorar la conducta rotacional, indicando que las
células pueden comportarse como neuronas dopaminérgicas funcionales (Carvey y cols.
2001). Ademas, existen estudios que sugieren que la coadministracion de factores troficos
podria mejorar la eficencia de las células implantadas en modelos de EP (Rosenblad y cols.
1996; Liu y Huang. 2007; Sharma y cols. 2007). Otra estrategia es la insercién y/o
sobreexpresion de genes que codifican para factores de transcripcion reguladores de la
diferenciacion dopaminérgica. De este modo, se han llevado a cabo trabajos en los que ha
conseguido obtener neuronas dopaminérgicas mediante la expresion y la coexpresion de
factores como Nurrl (Receptor nuclear asociado 1), SHH (Erizo Sonic), Bcl-XL (B-cell
lymphoma-extra large) y Mashl (un factor de transcripcion con motivos Hélice-Bucle-
Hélice basica) en precursores neurales (Wagner y cols. 1999; Kim y cols. 2003; Liste y
cols. 2004; Park y cols. 2006). Estas células modificadas genéticamente son capaces de
sobrevivir en el estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA y de producir mejoria a nivel de

conducta motora asimétrica (Park y cols. 2006). Por ultimo, existe otra alternativa basada
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en la obtencion de neuronas dopaminérgicas mediante la inmortalizacion por modificacion
genética de CMN o progenitores neurales. El anélisis del implante de estas células en ratas
hemiparkinsonianas revel6 que una vez implantadas o bien no sobrevivieron o dejaron de
expresar el fenotipo dopaminérgico (Paul y cols. 2007). Por razones de seguridad el uso
estas lineas celulares esta restringido y solo pueden ser utilizadas para trabajar Unicamente
en investigacién bésica. Por ultimo, aunque las CMN tienen capacidad proliferativa, no se
ha observado formacion de tumores tras el transplante en modelos animales. Aln asi,
antes de llevar acabo transplantes en pacientes, se deben de disefiar protocolos de cultivo
celular que eliminen las CMN con capacidad proliferativa del resto de la poblacion de

células a implantar.

Por otro lado, experimentos con implantes de neuronas dopaminérgicas obtenidas a
partir de células madre embrionarias (CME) murinas procedentes de la masa celular
interna del blastocisto (Figura 8), han revelado la capacidad de supervivencia de estas
células en el estriado de ratas con lesionadas con 6-OHDA. En algunos trabajos se muestra
que este tipo de implantes son capaces de inducir mejorias en la conducta rotacional
(Nishimura y cols. 2003; Baier y cols. 2004; Rodriguez-Gomez y cols. 2007) e incluso en
las funciones neurolégicas espontaneas (Kim y cols. 2002). Ademas, también se han
realizado estudios para evaluar el efecto de los implantes de neuronas dopaminérgicas,
obtenidas a partir de CME de primates, en monos lesionados con MPTP. Siguiendo esta
linea, el trabajo realizado por Takagi y colaboradores (Takagi y cols. 2005) revel6 la
existencia de mejoras posturales y de motilidad e incremento en la captacion estriatal de
8F_Dopa debido al implante de neuronas dopaminérgicas derivadas de CME en este
modelo de EP. Sin embargo, dada la alta capacidad proliferativa de las CME, existe el
riesgo de formacion de tumores y teratomas tras el implante de estas células en el cerebro
(Brederlau y cols. 2006; Roy y cols. 2006) y por ello es necesario discernir los mecanismos
gue subyacen en la generacion de estos eventos adversos antes de llevar a la clinica este

tipo de estrategias.
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Figura 8. Esquema representativo de varias estrategias utilizadas en las terapias experimentales
con células madre en la Enfermedad de Parkinson. Modificado de (Wang y cols. 2007a).

La terapia celular basada en el transplante de neuronas dopaminérgicas fetales
(MV) humano es uno de los tratamientos
experimentales mas destacados en el contexto de los ensayos clinicos en la EP. Tras varios
afios de estudios en modelos animales, uno de los primeros ensayos clinicos en el que se

utilizé tejido del MV, obtenido a partir de embriones procedentes de abortos, fue llevado a
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cabo por Lindvall y colaboradores al final de la década de los ochenta (Lindvall y cols.
1989). Varios grupos de pacientes, que han participado en distintos ensayos clinicos
abiertos de reducido tamafio, han experimentado mejorias significativas en la evaluacion
clinica general, aumento en la velocidad de ejecucion de los movimientos y reduccién de la
rigidez. Ademas, el analisis de los resultados obtenidos mediante la tomografia de emision
de positrones (PET) revel6 la capacidad de supervivencia a largo plazo y la funcionalidad
de los implantes llevados a cabo en estos pacientes (Hauser y cols. 1999; Mendez y cols.
2000; Hagell y Brundin. 2001). Mas adelante, se realizaron dos ensayos doble ciego
comparados con cirugia placebo financiados por los Institutos Nacionales de Salud de
EEUU cuyos resultados solo arrojaron mejoras en la sintomatologia a largo plazo en
determinados grupos de pacientes. Ademas, varios pacientes desarrollaron disquinesias en
fase off asociadas al implante (Freed y cols. 2001; Olanow y cols. 2003). El uso clinico de
este tipo de terapia celular se halla temporalmente interrumpido debido a los diferentes
resultados de estos ensayos controlados y a la aparicion disquinesias asociadas al implante.

Para que la terapias celulares basadas en el transplante de neuronas dopaminérgicas
obtenidas a partir de CMN puedan ofrecer mejores resultados clinicos que los transplantes
de tejido mesencefalico, es necesario que los implantes de este tipo de células cumplan con
los siguientes requisitos: 1) Produccion estable de dopamina. 2) Si tras el implante en
modelos experimentales, se observan mejorias en los sintomas parkinsonianos, éstas deben
de estar bien documentadas. 3) Una cantidad suficiente de neuronas dopaminérgicas
transplantadas en el estriado del paciente deben de ser capaces de sobrevivir. 4) Las
neuronas implantadas deben de integrarse fisica y funcionalmente en el cerebro, ademas de
inducir la reconstruccion de los circuitos neurales (Hagell y Brundin. 2001; Date y
Yasuhara. 2009). En resumen, es necesario continuar investigando en este tipo de
estrategias para que la terapia celular basada en el implante de CMN pueda llegar a

convertirse en un tratamiento aplicable a los pacientes con EP.
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Hipdtesis y Objetivos

1. HIPOTESIS

El Factor de Crecimiento de Higado estd caracterizado quimicamente como un
complejo albumina-bilirrubina y se ha demostrado su capacidad para estimular la
proliferacion celular y la regeneracion tisular en diferentes patologias tanto hepéaticas como
extrahepaticas. Debido a los efectos pleiotropicos ejercidos por este factor, planteamos
como hipotesis de trabajo que la administracion de LGF podria ejercer efectos beneficiosos
en un modelo experimental en rata de Enfermedad de Parkinson y que el potencial
terapéutico del LGF podria estar mediado por la generacion de nuevas neuronas
dopaminérgicas (neurogénesis), o deberse a un efecto neuroprotector y/o neuroregenerador

sobre el sistema dopaminérgico dafiado.

2. OBJETIVOS

1.- Valorar si la infusion intracerebral de LGF es capaz de promover la neurogénesis
mediante la estimulacion de las células madre neurales de la zona subventricular en el
modelo experimental de EP por lesion con 6-OHDA. Se analizaré la capacidad del factor

para generar nuevas neuronas dopaminérgicas.

2.- Determinar si la infusion intracerebral de LGF puede ejercer efectos
neurorregenerativos y/o neuroprotectores en el estriado carente de dopamina y sobre las

neuronas dopaminérgicas dafiadas de la SN.

3.- Una vez verificados los objetivos 1 y 2, se estudiara otra posible via de administracion
del factor menos invasiva, la inyeccion intraperitoneal. Se valorardn los parametros
mencionados en los apartados anteriores, ademas de los posibles mediadores celulares y

mecanismos moleculares que intervienen en las acciones del factor.
4.- Determinar si en el Parkinson experimental la administracion de LGF promueve una

mejoria funcional evaluando: 1) la conducta rotacional inducida por apomorfina; y 2) la
coordinacion motora mediante el test de rota rod.
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5.- Estudiar el potencial terapéutico de los implantes de células madre neurales (CMN) y la
co-administracion intracerebral de LGF evaluando: 1) los efectos del LGF sobre la
supervivencia y la diferenciacion de las células implantadas; 2) la capacidad
neuroregeneradora y/o neuroprotectora sobre el sistema dopaminérgico dafiado; y 3) la
funcionalidad de los implantes de CMN en combinacion con el factor mediante el test de

conducta rotacional inducida por apomorfina.
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V.-MATERIALES Y METODOS






1. REACTIVOS

1.1 Reactivos de uso general

Materiales y Métodos

Reactivo Casa Comercial
Acido clorhidrico Panreac
Cloruro potasico Merck
Cloruro sodico Sigma
Hidroxido de sodio Merck
PBS (pastillas) Gibco
Trizma base Sigma

1.2 Reactivos para histologia

Reactivo Casa Comercial
3,3-Diaminobencidina Dako
Bisbencimida Sigma
Citrato sodico Merck
Complejo streptavidina—biotina—peroxidasa Dako
p-fenilenodiamina Sigma
Paraformaldehido Merck
Sacarosa Panreac
Suero normal de cabra PAA
Tissue-Tek® O.CT™
Triton X-100 Sigma
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1.3 Reactivos para bioquimica

Reactivo Casa Comercial
5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) BIO-RAD
Acetato magnésico Merck
Acrilamida / Bisacrilamida BIO-RAD
Albldmina de suero bovino (BSA) Sigma
Antipaina Sigma
Azul de bromofenol Merck
Azul de nitrotetrazolio / x-fosfato (NBT) BIO-RAD
B-mercaptoetanol Panreac
B -glicerofosfato Sigma
Benzamidina Sigma
Blotto GE Healthcare
Cloruro de Magnesio Merck
DL-Ditiotreitol (DTT) Sigma
Dodecil-sulfato-sodico (SDS) Serva
EDTA Sigma
EGTA Sigma
Glicerol Sigma
Glicina Sigma
Leupeptina Sigma
Metanol Merck
Molibdato sodico Sigma
N-N-N"-N"-tetrametilen-diamina (TEMED) BIO-RAD
Ortovanadato sédico Sigma
Pepstatina A Sigma
Persulfato aménico Sigma
Tween-20 Sigma
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1.4 Reactivos para cultivos celulares.

Reactivo Casa Comercial
DMEM (Eagle modificado por Dulbecco) GIBCO
F12 de Ham con L-glutamina. GIBCO
L-Glutamina GIBCO
Piruvato sodico GIBCO
D-Glucosa (45%) Sigma
Putrescina Sigma
Progesterona Sigma
Selenito sddico Sigma
Insulina Sigma
Transferrina Humana Boehringer Mannheim
EGF recombinante humano Boehringer Mannheim

2. PURIFICACION DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DE HIGADO (LGF)

En suero de ratas Wistar, después de cinco semanas de ligadura del conducto biliar,
se midio la concentracion del LGF por HPLC (Singh y Bowers. 1986), escogiéndose el
suero de concentracién mas elevada para la purificacion del LGF mediante tres pasos de
cromatografia. Ademas se determind la actividad in vivo del factor llevando a cabo la
valoracion de la estimulacion de la sintesis de ADN en higado de rata mediante
incorporacién de *H-timidina (New England Nuclear). El procedimiento detallado ya fue
publicado anteriormente (Diaz-Gil y cols. 1994). La pureza de la preparacion del LGF se
comprobd por electroforesis en geles de poliacrilamida (Laemmli. 1970). Las muestras del
LGF se guardaron liofilizadas, conservandose cerradas al vacio a 4° C. En el momento de
su utilizacion se disolvieron en salino estéeril y se infundieron en el cerebro de las ratas
hemiparkinsonianas por medio de minibombas osméticas (ALZET®) a una dosis de 160 ng
/ rata / dia 0 se administraron por via intraperitoneal en los animales hemiparkinsonianos a

una dosis de 5ug / rata.
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3. ANIMALES Y MODELO EXPERIMENTAL DE ENFERMEDAD DE
PARKINSON

Todos los procedimientos descritos en esta Tesis Doctoral se han llevado a cabo de
acuerdo con la legislacion espafiola y europea para el uso de animales de experimentacion
[(RD 53/2013) y (Directiva 2010/63/UE)] y han sido aprobados por el Comité Etico de
Experimentacion Animal del Hospital Universitario Ramon y Cajal. Se utilizaron ratas
albinas hembra Sprague Dawley que pesaban entre 220 y 250 g al inicio de los
experimentos. Los animales fueron estabulados en un ambiente con la temperatura
controlada, bajo ciclos de luz / oscuridad de 12 horas y con acceso a comida y bebida “ad

libitum”.

La anestesia de los animales fue inducida con una mezcla de isoflurano (Baxter) al
4% y oxigeno a un flujo de 1 I/min durante 4 minutos y se mantuvo con una mezcla de
isoflurano al 2% vy oxigeno a un flujo de 1 I/min durante el resto de la cirugia. Una vez
comprobada la falta de reflejo corneal se procedio a fijar la cabeza del animal en un
aparato estereotaxico (David Kopf, mod. 1204, California, EEUU). Se practicé una
incision antero-posterior en la piel de la cabeza, dejando al descubierto la zona
comprendida entre bregma y lambda. Se liberé el hueso craneal del periostio y para
mantener descubierta la calota se utilizé un separador de piel que se introdujo entre los
huesos temporales y los musculos temporales. La temperatura corporal fue monitorizada
regularmente con ayuda de una sonda rectal y se mantuvo constante a 36,5 °C mediante el

uso de una manta eléctrica.

La cabeza del animal fue dispuesta de forma que la superficie de la calota quedara en
un plano horizontal. EI bregma se escogidé como origen de las coordenadas antero-
posteriores (AP) y medial-laterales (ML). Como origen de las coordenadas dorso-ventrales

(DV) se utilizd la superficie de la corteza cerebral.

Una serie de animales fueron lesionados en la via nigroestriatal del hemisferio
izquierdo (Ungerstedt. 1971) mediante la administracion de dos inyecciones estereotaxicas
de 4 ul de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Sigma) (3,5 mg/ml en L-ascorbato-salino 0,2
mg/ml). La primera inyeccion fue realizada en la substancia negra pars compacta y la

segunda en el fasciculo prosencefalico medial.
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En la otra serie de animales se llevo a cabo la lesion parcial del sistema nigroestriatal
(Kirik y cols. 1998) mediante la administracion de cuatro inyecciones estereotéxicas en el
estriado de 2 pl de 6-OHDA (3,5 mg/ml en L-ascorbato-salino 0,2 mg/ml).

En ambos modelos de lesion, el flujo de inyeccién fue de 1 pl/min y la aguja
Hamilton de 10 pl permanecio durante cinco minutos en el lugar de la inyeccion antes de
ser retirada lentamente. La solucion de 6-OHDA recién preparada se mantuvo, antes de su
uso, en hielo y protegida de la exposicion a la luz para asi evitar la variabilidad debida a la

degradacion de la neurotoxina.

Las coordenadas escogidas para las lesiones, siguiendo el atlas estereotaxico de

Paxinos (Paxinos y Watson. 1997), fueron (en mm) las siguientes:

= Lesion de la via nigroestriatal: (barra dental -3,0)
o Sustancia Negra pars compacta: AP: -5,3; ML: +2,1y V:-7,8.
o Fasciculo prosencefalico medial: AP: -4,3; ML: +1,4y V: -8,7.

= Lesiones estriatales parciales: (barra dental 0,0).
0 Zonal: AP:+1,3; ML:-2,6 y DV: -5,0.
O Zona?2: AP: +0,4; ML: -3.0 y DV: -5,0.
0 Zona3: AP:-0,4; ML: -4,2y DV: -5,0.
0 Zona4: AP:-1,3; ML: -4,5y DV: -5,0.
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4. CULTIVOS CELULARES

4.1 Obtencién de células madre neurales a partir del estriado embrionario de rata

Los primordios estriatales de embriones E-15 de rata Sprague-Dawley fueron
diseccionados y a continuacion disociados mecanicamente. Las células madre neurales
(CMN) fueron cultivadas en suspension en medio definido (DF12) que estaba compuesto
por DMEM y F-12 (1:1), L-glutamina 2 mM, piruvato sédico 1 mM, glucosa al 0,6%,
insulina 25 pg/ml, progesterona 20 nM, putrescina 60 pM, sebeiéen 30 nM,
transferrina humana 100 pg/ml y EGF recombinante humano 20 ng/ml. Despés de 48 -72
horas en cultivo, las células empezaron a crecer como neuroesferas libres en flotacion. Los
pases se realizaron cada 2 0 3 dias mediante disgregacion mecanica. Las neuroesferas
fueron disociadas después de un minimo de 4 y un maximo de 5 pases. Veinticuatro horas
después, se afiadio a los cultivos 5-Bromodeoxiuridina 50 pM (BrdU, marcador de dntesis
de ADN) y se mantuvieron durante 48 horas adicionales. Este marcador se usé para valorar
la proliferacion celular e identificar a las células y a su progenie una vez implantadas en el
estriado de las ratas seleccionadas para el estudio. Antes de llevar a cabo los implantes, las
células vivas fueron cuantificadas mediante el método de exclusion con azul tripan
(salino/EDTA 2mM, 1:8).

5 ESTUDIOS DE COMPORTAMIENTO

5.1 Test de Conducta Rotacional

Para determinar si la lesion con 6-OHDA habia tenido éxito, quince dias despues de
la cirugia, se inicio el estudio de la conducta rotacional inducida por apomorfina (la
inyeccion subcutanea de este agonista dopaminérgico induce un comportamiento
rotacional contralateral a la lesion). Los animales fueron colocados en un rotometro de
plastico y se conectaron a un contador mecanico. El inicio del recuento de las rotaciones
tuvo lugar 5 minutos después de la inyeccion subcutanea de apomorfina (Sigma) (0,5
mg/Kg diluida en salino). Acto seguido, la asimetria rotacional fue monitorizada durante
15 minutos. Los animales que dieron al menos 100 giros durante 15 minutos (6,66
giros/min) fueron seleccionados para los experimentos posteriores de administracion de

factores. El éxito de la lesion fue entorno a un 60% en el modelo de lesion completa de la
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via nigroestriatal y entorno a un 80% en el modelo de lesion estriatal parcial. La conducta
rotacional de los animales fue evaluada una vez a la semana hasta el final del periodo de

estudio.

5.2 Evaluacion de la coordinacién motora (test Rota Rod)

La coordinacion motora se evalué utilizando un Rota Rod (PanLab S.L., Mod. LE
8500, Cornella, Espafia), el cual consiste en una barra con rotacion motorizada sobre la que
se sitla al animal perpendicularmente al eje mayor con la cabeza orientada en sentido
contrario al de rotacion. Antes de iniciar la lesion parcial del estriado con 6-OHDA los
animales recibieron 3 sesiones de entrenamiento para familiarizarse con el “test” de
coordinacion motora. En cada sesion, se realizaron 4 valoraciones del tiempo de
permanencia de cada animal en la barra a velocidad constante (28 r.p.m. en 1 minuto), y
otras cuatro con aceleracion progresiva (incremento de 4 a 40 r.p.m. en 1 minuto) durante
un tiempo maximo de un minuto. Para reducir el stress y la fatiga, los animales
descansaron durante un tiempo de 10 minutos entre cada valoracion. Los animales que
durante el periodo de entrenamiento permanecieron en el rota rod mas de 1 minuto tanto en
velocidad constante como en aceleracion fueron seleccionados para ser lesionados
parcialmente con 6-OHDA intraestriatal y formar parte de los posteriores experimentos de
administracion intraperitoneal de LGF. Durante dichos experimentos, se llevo a cabo un
“test” semanal hasta el sacrificio del los animales, siguiendo los mismos parametros tanto

de aceleracién como de velocidad constante usados durante el periodo de entrenamiento.

6. ADMINISTRACION DE LGF E IMPLANTES CELULARES

6.1 Preparacion de minibombas osméticas para infusion intracerebral

Los animales que recibieron tanto la infusion intraestriatal como la infusién
intraventricular de LGF o vehiculo, fueron estereotaxicamente implantados con una canula
de infusion de calibre 28 (Kit de infusion cerebral, ALZET®, California, EEUU) conectada
a una minibomba osmética (ALZET®, mod. 2002, California, EEUU) mediante un catéter
de 5 cm de longitud. EI montaje y manipulacion de las minibombas osméticas se realizo

en condiciones de esterilidad.
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Las minibombas osméticas fueron colocadas subcutdneamente en una region
posterior a la escapula y estaban disefiadas para infundir a un flujo de 0,5 pl/h. La solucion
infundida al grupo vehiculo estaba constituida por albumina de rata (Sigma) 10Qg/ul en
salino estéril. Los grupos experimentales con LGF fueron infundidos con una dosis de 160
ng/dia/rata de LGF afiadida a la solucién vehiculo. Las minibombas fueron rellenadas con
200 pl de la solucHn que correspondiese y se dejaron incubando en salino estéril a 37° C

durante la noche anterior al inicio de la infusion.
6.2 Infusion intraestriatal de LGF

La canula unida a la minibomba fue estereotdxicamente implantada en el estriado del
hemisferio izquierdo (AP: +0,5; ML: +3,5; DV: -4,5) usando bregma como referencia. Las
coordenadas DV fueron calculadas tomando como referencia la superficie de la corteza
cerebral. La barra de los dientes fue ajustada a -3,0 mm. La preparacién de las minibombas

osmoticas y de los factores infundidos fue igual a lo descrito en el apartado 6.1.

Seis semanas después de la lesion unilateral de la via nigroestriatal con 6-OHDA, los
animales fueron divididos en grupos segun la solucién infundida y el tiempo de infusién
(Figura 9), como sigue a continuacion: Infusion intraestriatal de LGF durante 15 dias (IS-
LGF 15d), infusion intraestriatal de vehiculo durante 15 dias (I1S-vehiculo 15d), infusion
intraestriatal de LGF durante 48 horas (IS-LGF 48H) e infusion intraestriatal de vehiculo
durante 48 horas (IS-vehiculo 48H). Los animales del grupo control de la lesion no fueron
sometidos al implante de la minibomba osmética y fueron sacrificados 6 semanas después
de la lesion con 6-OHDA.

Los animales pertenecientes a los grupos I1S-LGF 15d e IS-vehiculo 15d fueron
sacrificados 2 semanas después del fin del periodo de infusidn. Los animales con infusion
intraestriatal durante 48 horas (IS-LGF 48H) e (IS-vehiculo 48H) fueron sacrificados al
finalizar el periodo de infusion.

Ademas, hubo un grupo de animales que también cursaban seis semanas de lesion
cuando recibieron una inyeccion intraestriatal de 160 ng de LGF 06 de vehiculo (salino) con
ayuda de una aguja Hamilton de 10 pl. El volumen inyectado fue de 2 pl a un flujo de 1
pl/min y la aguja permanecid durante cinco minutos en el lugar de la inyeccién antes de

ser retirada lentamente. Estos animales fueron sacrificados transcurridas 24 horas y los
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grupos fueron denominados de este modo: I1S-LGF 24H (Inyeccion IS de 160 ng de LGF y
sacrificio a las 24 horas) e 1S-Vehiculo 24H (Inyeccion IS de vehiculo y sacrificio a las 24
horas). Las coordenadas estereotaxicas elegidas fueron las mismas que en el resto de

grupos de infusion intraestriatal.

6-OHDA Sacrificio Infusion Vellliculo /LGF Sacrificio 15d
Control Lesion
L 'l \+ Il % 'l xl
I T T A T L] T L}
0 2 6 Z 8 g 10
i o BRDU
i Sacrificio24-48H L _______ . )

Semana T

Conducta rotacional (test de apomorfina semanal)

Figura 9. Esquema representativo de la infusion intraestriatal de LGF.

6.3 Infusion intraventricular de LGF

Los animales, con lesion unilateral de seis semanas por inyeccién de 6-OHDA en la
via nigroestriatal, fueron sometidos a la colocacion en el ventriculo lateral de la canula
conectada a la minibomba osm@tica. La preparacion de dichas minibombas osméticas y de
los factores infundidos fue igual a lo descrito en el apartado 6.1. Las canulas fueron
estereotaxicamente implantadas en el ventriculo lateral izquierdo (AP: -0,8; ML: +1,4;
DV: -4,5) usando bregma como referencia. Las coordenadas DV fueron calculadas
tomando como referencia la superficie de la corteza cerebral. La barra de los dientes fue
ajustada a -3,0 mm. La minibomba fue colocada subcutaneamente en una region posterior

a la escépula.

Los animales fueron divididos en grupos, segin la solucién infundida y el tiempo de
infusion (Figura 10), como sigue a continuacion: Infusion intracerebroventricular durante
15 dias de LGF (ICV-LGF 15d), infusion intracerebroventricular de vehiculo durante 15
dias (ICV-Vehiculo 15d), infusion intracerebroventricular de LGF durante 7 dias (ICV-
LGF 7d), infusidn intracerebroventricular de vehiculo durante 7 dias (ICV-Vehiculo 7d),
infusion intracerebroventricular durante 15 dias de LGF vy sacrificio a los 30 dias del
inicio de la infusion (ICV-LGF 30d) e infusion intracerebroventricular durante 15 dias de

vehiculo y sacrificio a los 30 dias del inicio de la infusién (ICV-Vehiculo 30d). Las ratas
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pertenecientes al grupo control de la lesion no fueron sometidos al implante de la
minibomba osmotica y fueron sacrificados 6 semanas después de la lesién con 6-OHDA.
Un grupo de ratas sin lesion recibieron una infusion intracerebroventricular durante 7 dias
de vehiculo (Sanas-ICV-Vehiculo 7d) 6 de LGF (Sanas-ICV-LGF 7d). Los animales
pertenecientes a los grupos cuya duracion de la infusion intracerebroventricular fue de 7 6
15 dias fueron sacrificados al finalizar el periodo de infusion respectivo, excepto los
grupos ICV-LGF 30d e ICV-Vehiculo 30d, cuyo periodo de infusion fue de 15 dias pero

fueron sacrificados 30 dias despues del inicio de la infusion.

..... Sacrlﬁcm'f‘d ...... Infusién Vehiculo / LGF Sacrificio 15d
6-OHDA Lo | /
L L ¢I ‘I ¢I
) ] 1 1 1
0 2 6 7 8
Semana Sacrificio f BRDU +
I R ]

Control Lesién

T Conducta rotacional (test de apomorfina semanal) I

Figura 10. Esquema representativo de la infusion intraventricular de LGF.

6.4 Implantes de células madre neurales e infusion de LGF en el estriado de ratas sanas

y lesionadas con 6-OHDA.

Ratas sanas y lesionadas con 6-OHDA en la via nigroestriatal fueron implantadas
con celulas derivadas de neuroesferas marcadas con BrdU. El implante se realizé ocho
semanas después de la lesion y tuvo lugar en el estriado del hemisferio izquierdo (Figura
11). Cada animal recibid una inyeccion estereotaxica de 5 pul de una suspension celular que
contenia 10° células/pl. Las coordenadas usadas para el implante fueron (en mm) respecto a
bregma y la corteza cerebral: AP +0,5; ML +2,6; DV -5,5; barra de los dientes: -3,0. El
flujo de inyeccion de las células derivadas de neuroesferas fue deul/min. La aguja
Hamilton permanecié durante cinco minutos en el lugar de la inyeccion antes de ser
retirada lentamente. A continuacion, la canula unida a la minibomba fue
estereotdxicamente implantada en el estriado del hemisferio izquierdo (AP: +0,5; ML:
+2,6; DV: -4,5; barra de los dientes: -3,0) usando bregma y la superficie de la corteza
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cerebral como referencia. La preparacion de las minibombas osmoticas y de los factores
infundidos fue igual a lo descrito en el apartado 6.1. El tiempo de infusion fue de 15 dias.

Los animales con implantes fueron divididos en diferentes grupos, de acuerdo con
la solucion infundida y la presencia o no de lesion con 6-OHDA (Figura 11), como sigue a
continuacion: Infusion intraestriatal de LGF en ratas lesionadas con 6-OHDA (IS-LGF-6-
OHDA-CELULAS), infusion intraestriatal de vehiculo en ratas lesionadas con 6-OHDA
(1S-Vehiculo-6-OHDA-CELULAS), infusion intraestriatal de LGF en ratas sanas (IS-
LGF-SANAS-CELULAS) e infusion intraestriatal de vehiculo en ratas sanas (IS-Vehiculo-
SANAS-CELULAS). El sacrificio de todos los grupos de animales tuvo lugar 6 semanas
después del implante de las CMN.

2 senanas 8 somanas 10 semanas 14 semanas
T T implante + bomha T T
6-OHDA sacrificio

T l

conducta rotacional (test de apomorfina)

Figura 11. Esquema representativo del proceso de implante de células madre neurales y de la

aplicacion de bombas de infusidn intraestriatal.

6.5 Administracion intraperitoneal de LGF

Los animales utilizados en los experimentos de administracion intraperitoneal
tenian parcialmente lesionado el sistema nigroestriatal con 6-OHDA intraestriatal y

cursaban una lesion de 6 6 13 semanas de evolucidn al inicio del tratamiento (Figura 12).

Un grupo de animales, que cursaban una lesion de 6 semanas, recibié dos
inyecciones intraperitoneales semanales de salino (IP-Vehiculo) 6 de LGF (5 ug/rata) (IP-
LGF) durante 3 semanas. Este grupo de animales fue sacrificado 4 semanas despues del

fin del periodo de administracién intraperitoneal de salino o de LGF.
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Un segundo grupo de animales, que cursaban una lesién de 13 semanas, recibié una
Unica inyeccion intraperitoneal de salino (IP-Vehiculo 24, 48 6 72H) o de LGF (5 pg/rata)
(IP-LGF 24, 48 6 72H) vy fue sacrificado a las 24, 48 ¢ 72 horas del inicio del tratamiento.

6 OTD A Inyeciiunes ip IVehiculu i LGF Sacﬁﬁiio
i i i i t i i
0 2 6 7 8 9 13
sSemana A BRDU 4 | Inyecciénip
[ N —— v |+ Sacrificio

24-48-72h
T Tests de conducta semanales (apomorfina y Rotarod) T

Figura 12. Esquema representativo de la administracion intraperitoneal de LGF.

Los datos obtenidos mediante Western blot e inmunohistoquimica, de los animales
pertenecientes a los grupos IP-Vehiculo 24, 48 6 72H y de los pertenecientes al grupo que
recibio 3 inyecciones de vehiculo durante tres semanas (IP-Vehiculo) fueron agrupados a
la hora de ser analizados, debido a que no se observo ninguna diferencia significativa entre
los cuatro grupos, en ninguno de los parametros analizados, que dependiese de la tasa y el
momento de la administracion de la solucion vehiculo. Ademas, todos los animales de

estos grupos cursaban el mismo tiempo de lesion cuando fueron sacrificados (13 semanas).

7. ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR

Para determinar si la administracion de LGF era capaz de incrementar la
proliferacion celular y/o la neurogénesis tanto en el estriado como en la SN, los animales
de los diferentes grupos experimentales recibieron inyecciones intraperitoneales de
Bromodeoxiuridina (BrdU) (Sigma) (50 mg/Kg) durante el periodo de tratamiento con
vehiculo o LGF. La BrdU es un analogo de timidina que se intercala en el ADN en sintesis,
por lo que es un marcador de proliferacion que suele utilizarse en dobles

inmunofluorescencias.
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Siete dias después del inicio de la infusion, los animales pertenecientes a los grupos
IS-Vehiculo 15d e IS-LGF 15d, fueron inyectados diariamente con BrdU durante dos

Semanas.

Veinticuatro horas después del inicio de la infusion, los animales de los grupos ICV-
Vehiculo 15d, ICV-LGF 15d, ICV-Vehiculo 30d e ICV-LGF 30d fueron inyectados

diariamente con BrdU durante las dos semanas que duré la infusion.

Los animales pertenecientes a los grupos IP-Vehiculo e IP-LGF fueron inyectados
diariamente con BrdU durante las 3 semanas que durd el tratamiento con vehiculo 6 LGF.

No hubo administracion de BrdU intraperitoneal en los animales de los grupos con
implante celular ni en los pertenecientes a los grupos IP-Vehiculo 24, 48 6 72H e IP-LGF
24,48 6 72H.

8. HISTOLOGIA

8.1 Procesado del tejido

Los animales, bajo anestesia consistente en Ketamina (Pfizer) (62,5 mg/Kg),
atropina (Braun) (0,25 mg/Kg) y diazepam (Roche) (5 mg/Kg), fueron perfundidos via
aorta ascendente con 50 ml de salino isotonico heparinizado seguidos por 250 ml de
paraformaldehido al 4% en tampon fosfato salino 0,1 M (PBS) pH 7,4. A continuacion los
cerebros fueron extraidos y se postfijaron a 4°C en la misma solucién. Después de 24 horas
de post-fijacion, los cerebros se lavaron secuencialmente con sacarosa al 10%, 20% y 30%
en PBS 0,1 M (pH 7,4) para posteriormente ser embebidos en Tissue-Tek® y rapidamente
congelados con hielo seco y proceder asi a realizar secciones coronales gem2de
grosor en un criostato (Microm, Mod. HM 550, Walldorf, Alemania).

8.2 Inmunofluorescencia e Inmunohistoquimica

Las secciones fueron montadas en portaobjetos recubiertos de silano (Thermo
Scientific), tratadas con citrato sédico 10 mM (pH 6,0) a 95° C durante 5 minutos y

preincubadas con solucion de bloqueo compuesta por suero normal de cabra al 5% en
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tampén Tris-salino 0,15 M NaCly 0,1 M Tris HCI, pH 7.4 / Triton-X 100 al 0.1% durante
30 minutos. Los anticuerpos primarios fueron aplicados durante 24 horas a temperatura
ambiente y la mayoria de ellos fueron visualizados por inmunofluorescencia, usando los
anticuerpos secundarios apropiados conjugados con fluorocromos dirigidos contra las

especies en las cuales el anticuerpo primario fue obtenido.

Bax policlonal de conejo | 1/250 | Santa Cruz Biotech.
B-Tubulina 111 monoclonal de ratén | 1/500 | BabCO

Bcl-2 monoclonal de raton | 1/25 Santa Cruz Biotech
Brdu monoclonal de raton | 1/20 Dako Cytomation
Brdu monoclonal de rata 1/25 AbD Serotec

DAT policlonal de conejo | 1/50 Chemicon
Doblecortina (DCX) policlonal de cobaya | 1/3000 | Chemicon

ERK1/2 di(" 8 YIEp) monoclonal de raton | 1/500 | Sigma

GFAP policlonal de conejo | 1/200 | Dako Cytomation
Laminina policlonal de conejo | 1/25 Sigma

Nestina monoclonal de raton | 1/20 D. S. Hybridoma Bank
NeuN monoclonal de raton | 1/1000 | Chemicon

OX6 monoclonal de raton | 1/250 | AbD Serotec
fosfo-CREB (Ser133) policlonal de conejo | 1/500 | Upstate

PCNA policlonal de conejo | 1/75 Santa Cruz Biotech.
RECA monoclonal de raton | 1/20 AbD Serotec

RIP (anti-oligodendrocitos) | monoclonal de raton | 1/1000 | Chemicon

S-100 policlonal de conejo | 1/10 Dako Cytomation
TH monoclonal de ratén | 1/500 | Chemicon
TNF-a policlonal de cabra | 1/250 | Santa Cruz Biotech

Tabla 3. Anticuerpos primarios empleados en Histologia.

Los anticuerpos secundarios empleados fueron los siguientes: anti-lgG de raton
biotinilado (Zymed) (sin diluir), anti-lgG de raton conjugado con Alexa Fluor-568
(Molecular Probes) (1/500), anti-lgG de conejo conjugado con Alexa Fluor-488
(Molecular Probes) (1/500), anti-lgG de rata conjugado con Alexa Fluor-488 (Molecular
Probes) (1/500), anti-1gG de raton conjugado con Fluoresceina (Jackson ImmunoResearch)
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(1/20) y anti-lgG de cobaya conjugado con Cy2 ¢ Cy3 (Jackson ImmunoResearch)
(1/500).

En algunos casos, los anticuerpos anti-nestina y anti-P-ERK1/2, fueron visualizados
mediante un procedimiento con inmunoperoxidasa, usando un anticuerpo secundario
biotinilado (Zymed) y seguido por una incubacién con el complejo streptavidina—biotina—
peroxidasa. La reaccién fue detectada con 3,3-Diaminobencidina. Durante la visualizacion
de dobles inmunomarcajes para BrdU, los marcadores celulares fueron detectados antes de
la inmunotincién para BrdU. Para llevar a cabo la inmunodeteccion de BrdU, las secciones
fueron incubadas con HCI 2N a 37° C durante 30 minutos y lavadas en tampdn Tris-salino

antes de afiadir la solucién de blogueo previa al anticuerpo anti-BrdU.

Una serie de secciones fue procesada secuencialmente para la deteccion del
antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) ¢ de BrdU, seguida de la deteccion de
microglia / macrofagos mediante isolectina B4 (IB4). Después de la visualizacion de
PCNA, las secciones fueron bloqueadas de nuevo con solucion de bloqueo e incubadas con
isolectina 1B4 conjugada con peroxidada (Sigma) (1/20) durante 2 horas. Finalmente, el

producto de la reaccion fue detectado con 3,3-Diaminobencidina.

El anticuerpo Bcl-2 fue visualizado usando un anticuerpo anti-ratén biotinilado. A
continuacion, las secciones fueron incubadas con un complejo estreptoavidina-biotina-
peroxidasa (DakoCytomation, Dinamarca) y finalmente fueron reveladas con un sistema

cromodgeno-substrato y diaminobencidina (ambos de DakoCytomation).

Todas las secciones fueron montadas con non-fade Hoeschst que contenia p-

fenilenodiamina y bisbencimida para la deteccion de los nucleos celulares.
8.3 Analisis Morfométrico

8.3.1 Analisis morfométrico en la infusion IS.

Para la estimacion cuantitativa de las fibras inmunorreactivas para TH y de las
células positivas para PCNA o 1B4 en el estriado, se utilizé un microscopio Olympus Bx51

(Olympus, Ballerup, Dinamarca) junto con el sistema de analisis estereoldgico asistido por

75



Materiales y Métodos

ordenador (CASTGRID; Olympus, Ballerup, Dinamarca). Las medidas, en cada animal,
fueron realizadas en varias secciones coronales procedentes de los niveles rostrocaudales
del estriado: AP +1,2 y AP +0,5 con respecto a bregma (el segundo nivel fue centrado en el
sitio de infusion). Para la estimacion cuantitativa de las fibras inmunorreactivas para
tirosina hidroxilasa (TH), el area del estriado fue perfilada y medida en cada seccién
coronal usando el objetivo 10X. EIl area ocupada por las fibras TH+ fue expresada como
un porcentaje del area total del estriado de la seccidén coronal. Las células PCNA+ e
Isolectina 1B4+ fueron expresadas como células positivas / mm?. El nimero de células
TH+ en la SNpc fue valorado usando el objetivo 20X en dos secciones coronales de cada
animal cuyas coordenadas estereotéxicas con respecto a bregma fueron: AP: -5,3 y AP: -
5,4.

8.3.2 Andlisis morfométrico en la infusién ICV.

El analisis morfométrico de los efectos de la infusion ICV fue realizado usando el
mismo sistema descrito en el apartado 8.3.1. La estimacion cuantitativa de las células
inmunorreactivas para BrdU, antigenos neurales e isolectina 1B4 se llevo a cabo mediante
un muestreo aleatorio sisteméatico de 25 campos con los objetivos 20X y 40X. Las
medidas, en cada animal, fueron realizadas (a) en la zona subventricular y en el estriado de
dos o tres secciones representativas, separadas 1 mm entre si, en la zona de infusion y (b)
alrededor del tercer ventriculo en dos secciones, separadas 1 mm entre si, en la region

preoptica hipotaldmica.

La estimacion cuantitativa de las fibras inmunorreactivas para (TH) en el estriado y
de las neuronas positivas para TH en la SNpc fue llevada a cabo segun la metodologia
descrita en el apartado 8.3.1.

8.3.4 Analisis morfométrico en la administracion IP.
Se utilizé el mismo sistema de andlisis definido en el apartado 8.3.1. La estimacion

cuantitativa de las células inmunorreactivas para BrdU en el estriado fue realizada

siguiendo la misma metodologia especificada en el apartado 8.3.2.
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Las valoraciones en cada animal, de las fibras inmunorreactivas para TH, fueron
realizadas en siete secciones coronales procedentes de los siguientes niveles
anteroposteriores del estriado: AP: +1,6; AP: +1,0; AP: +0,2; AP: -0,3; AP: -0.9; AP: -1,4;
y AP: -1,8 con respecto a bregma. El area del estriado fue perfilada y medida en cada
seccién coronal usando el objetivo 10X. El area ocupada por las fibras TH+ fue expresada
como el porcentaje del area total del estriado de la seccion coronal. La estimacion
cuantitativa de las neuronas TH+ en la SNpc fue también realizada segun lo descrito en el

apartado 8.3.1.

La cuantificacion del namero de células Bcl-2+ en la SNpc se realizé con el
objetivo 10X en cortes coronales previamente tefiidos frente a TH. Las imagenes fueron
obtenidas con un microscopio Nikon Eclipse Ti usando la funcién de escaneo de imagenes
de gran tamafio proporcionada por el programa NIS elements. De este modo, se obtuvieron
imagenes compuestas por varios campos unidos entre si que comprendieron toda la SN. El
area ocupada por la SNpc fue delimitada utilizando como referencia la inmunotincion
frente a TH. Los contajes de celulas Bcl-2+ en la SNpc fue expresado como ceélulas Bcl-2
positivas/ mm?® Las iméagenes de doble marcaje TH / DAT y TNF-o / OX6 fueron
obtenidas con un microscopio Nikon Eclipse Ti acoplado a un mddulo confocal Nikon C1.

8.3.5 Analisis morfométrico de los implantes de células madre neurales e

infusion intraestriatal de LGF.

El analisis morfométrico de las muestras se llevo a cabo utilizando el mismo
sistema descrito en el apartado 8.3.1. Para la estimacion cuantitativa de las células
positivas para BrdU, antigenos neurales e isolectina 1B4, se realizd un muestreo aleatorio
sistematico de 50 campos. Las medidas en cada animal se llevaron a cabo en las secciones
coronales que contenian células implantadas BrdU+ en dos niveles diferentes del estriado,
en la zona de implante (niveles 2 y 3) y en zonas posteriores del estriado (niveles 6 y 7).
Para la estimacion cuantitativa de la inervacion catecolaminérgica o TH" a lo largo del
estriado, se analizaron cortes coronales obtenidos de distintos niveles antero-posteriores
desde +1.00 mm desde Bregma (zona 2), +0.2 mm (zona 3), -0.3 mm (zona4), -0.92 mm
(zona 5), -1.4 mm (zona 6) hasta -1.8 mm (zona 7), utilizando el objetivo 10X. El area

ocupada por las fibras TH" fue expresada como un porcentaje del area total del estriado de
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la seccion coronal. EI nimero de células TH™ en la SNpc fue valorado siguiendo la

metodologia descrita en el apartado 8.3.1.

9. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

9.1 Preparacion de extractos tisulares para Western Blot

9.1.1 Diseccion del tejido

Las ratas se anestesiaron con una mezcla de oxigeno e isoflurano al 4% y a
continuacion se sacrificaron por decapitacion con guillotina. Rapidamente se extrajo el
cerebro para su procesamiento y se diseccionaron las distintas regiones cerebrales
siguiendo la metodologia descrita por Carlsson y Lindqvist (Carlsson y Lindgvist. 1973).
Una vez disecado el tejido (estriado y zona enriquecida en mesencéfalo), éste se procesd
inmediatamente o se almacen0 a -80° C para su posterior utilizacion. La manipulacion del

tejido y el procesado posterior se realizo siempre a 4°C.

9.1.2 Procesado del tejido

El estriado y el mesencéfalo se homogeneizaron manualmente con un
homogeneizador vidrio-vidrio tipo Dounce en proporcién 1:8 (p:v) empleando un tampdn
de homogeneizacion isoténico (pH 7,6) compuesto por Tris-HCL 20 mM, KCI 140 mM,
Mg(CH3;COO0), 5mM, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, EGTA 2 mM, Tritén X-100 al 0,5%,
pepstatina A 10 pg/ml, leupeptina 10 pg /ml, antipaina 10 pg/ml, benzamidina 2 mMVj -
glicerofosfato 20 mM, molibdato sédico 20 mM y ortovanadato sédico 200 pM.

El tejido homogeneizado en tampon isotonico se centrifugd a 11.000g a 4°C
durante 20 minutos (Centrifuga eppendorf, Mod. 5415R, Alemania) y se separ0 el
sobrenadante. Posteriormente, se hicieron alicuotas que se almacenaron a -80°C hasta su

posterior utilizacion.
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9.2 Determinacion de la concentracion de proteinas

La determinacion de la concentracion de proteinas se realizo utilizando el método
de BCA (BCA protein assay kit, Pierce). El ensayo de BCA combina el principio de la
reduccion por parte de las proteinas del ion Cu*? a ién Cu™ en presencia de medio alcalino
(reaccion de Biuret) con la alta sensibilidad de deteccién colorimétrica de los cationes Cu**
por el acido bicinconinico (BCA). El producto de la reaccion de este ensayo se forma por la
interaccién de dos moléculas de BCA con una molécula de ién cuproso Cu*’. Este
compuesto presenta absorbancia a una longitud de onda de 562 nm. Se realizé una curva
patron con albimina de suero bovino (BSA) 2 mg/ml con concentraciones crecientes desde
62,5 pug/ml hasta 2 mg/ml. La reaccion se llevo a cabo a 37° C durante 30 minutos en un
horno de hibridacién (Stuart Scientific, Mod. SI120 H, Reino Unido). Las medidas espectro-
fotométricas se realizaron en un lector de placas automatico (Tecan, Mod. F200, Grddig,
Austria).

9.3 Técnicas de separacion y analisis de proteinas (Western blot)

9.3.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La electroforesis en geles de poliacrilamida se llevo a cabo utilizando un sistema de
electroforesis analitica vertical de proteinas (BIO-RAD, Mod. Tetra Cell, California,
EEUU). Para llevar a cabo la electroforesis disociante se emplearon geles de poliacrilamida
de 1 mm de grosor en presencia de dodecil-sulfato-sodico (SDS) al 0,1%. Como agentes
polimerizantes se utilizaron N-N-N"-N"-tetrametilen-diamina al 0,86% Yy persulfato
amonico 2,14 ug/ul. Las muestras se prepararon en el tamn de ¢ arga (Tris-HCI 60 mM,
SDS 3%, B-mercaptoetanol 2%, glicerol 5% y azul de bromofenol 0,0083%) (pH 6,8). Se
cargaron 30 pg de proea de cada muestra y se resolvieron a 200 V durante 1 hora
utilizando una fuente de alimentacion (BIO-RAD, Mod. Power Pack Basic, California,
EEUU). EI tampon empleado para desarrollar la electroforesis fue Tris-Glicina (Tris 250
mM, Glicina 192 mM y SDS 0,1%) (pH 8,3).

9.3.2 Transferencia a membrana
Las proteinas separadas por electroforesis (SDS-PAGE), se transfirieron a

membranas de Nitrocelulosa de 0,45 um (Hybond-ECL, GE Healthcare).
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El sistema de transferencia utilizado fue un sistema de transferencia continuo y en
hdmedo (BIO-RAD, Mod. Mini Trans-blot module, California, EEUU) en el que se utilizd
el tampon: Tris-Glicina/Metanol (Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20%) (pH 8,3).
El sistema se prepard de la siguiente manera: con todos los elementos sumergidos en
tampon de transferencia, sobre el anodo se colocd una esponja, a continuacion cuatro
papeles de transferencia seguidos del gel, la membrana de Nitrocelulosa (previamente
embebida en tampon de transferencia), otros cuatro papeles de transferencia y otra esponja.
La cubeta se llend de tampdn vy la transferencia del sistema se realizé durante 1 hora a
voltaje constante de 100V y a 4° C usando una fuente de alimentacion (BIO-RAD, Mod.
Power Pack Basic, California, EEUU).

9.3.3 Inmunodeteccion

Una vez que las proteinas se han resuelto y transferido correctamente, se detectan

mediante el uso de anticuerpos especificos.

B-Actina 42 monoclonal de ratén | 1/5000 | Sigma Aldrich

Bax 23 policlonal de conejo | 1/300 Santa Cruz Biotech.
Bcl-2 29 monoclonal de raton | 1/400 Santa Cruz Biotech.
DAT 80 policlonal de conejo | 1/500 Chemicon

ERK1/2 42/44 | policlonal de conejo | 1/10000 | Sigma

ERK1/2 di(" 8 YIEp) 42/44 | monoclonal de raton | 1/5000 | Sigma

GFAP 50 policlonal de conejo | 1/5000 | Dako

Glut-5 60 policlonal de conejo | 1/500 Abcam

OX6 29 monoclonal de ratén | 1/1000 | AbD Serotec
fosfo-CREB (Ser133) 43 policlonal de conejo | 1/1000 | Upstate

PCNA 36 policlonal de conejo | 1/1000 | Santa Cruz Biotech.
TH 52 monoclonal de ratén | 1/5000 | Chemicon

TNF-a 17 policlonal de cabra | 1/400 Santa Cruz Biotech
TNF-a 17 policlonal de conejo | 1/2500 | AbD Serotec
VMAT-2 55 policlonal de conejo | 1/1000 | Alpha Diagnostics

Tabla 4. Anticuerpos primarios empleados en Western blot. (PM: Peso molecular).
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Se llevaron a cabo dos protocolos generales de inmunodeteccion, dependiendo del
método de revelado empleado:

9.3.4 Revelado por quimioluminiscencia

La membrana de nitrocelulosa, antes ser incubada con el anticuerpo primario, se
bloqued durante 1 hora con blotto al 5% en PBS 0,1 M (pH 7,4). Los anticuerpos fueron
diluidos en PBS-blotto al 1% y se incubaron con la membrana toda la noche a 4°C. Los
anticuerpos secundarios anti-lgG de raton (1/2000) (GE Healthcare), de conejo (1/2000)
(GE Healthcare) o de cabra (1/2000) (Santa Cruz Biotech.), conjugados con peroxidasa de
rabano, se diluyeron en PBS-blotto al 1% y se incubaron con la membrana durante 1 hora a
temperatura ambiente. Entre las incubaciones con los anticuerpos y antes del revelado, la

membrana se lavo 3 veces durante 10 minutos con Tween 0,05% en PBS 0,1 M (pH 7,4).

Para desarrollar el revelado, se utilizO el procedimiento y los reactivos
recomendados por el fabricante de ECL™ (GE Healthcare), Bio-Rad Immun-Star HRP
Substrate 6 Pierce SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate. Se empled un
sistema de quimioluminiscencia en el que la emision de la luz es captada en una placa
fotografica (Amersham Hyperfilm ™ ECL). Después de llevar a cabo diferentes tiempos
de exposicion de la membrana, la pelicula se introdujo en una reveladora automatica
(Fujifilm, Mod. FPM-100A, Tokio, Japdn).

9.3.5 Revelado del control de carga con fosfatasa alcalina

Para llevar a cabo la inmunodeteccion de la proteina -Actina (control de carga), se
bloqued la membrana con albdmina de suero bovino (BSA) al 5% en PBS 0,1 M (pH 7,4)
durante 1 hora. El anticuerpo primario anti-p-Actina (Sigma) (1/5000) se diluyé en PBS-
BSA al 1% para la incubacion de la membrana durante una hora a temperatura ambiente.
Como anticuerpo secundario se utilizd un anti-lgG de raton conjugado con fosfatasa
alcalina (Sigma) diluido (1/3000) en PBS-BSA al 1% con el que se incubd la membrana
durante 1 hora a temperatura ambiente. La membrana se lavo 3 veces durante 10 minutos
con PBS-Tween al 0.05% entre las incubaciones con los anticuerpos. La actividad
fosfatasa alcalina se reveld con azul de nitrotetrazolio/x-fosfato (NBT) 0,3 mg/ml vy 5-
bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) 0,15mg/ml, ambos diluidos 1/100 en tamp6n AP
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(Tris-HCI 100 mM, NaCl 100 mM y MgCl, 5 mM) (pH 9,5). La reaccién se detuvo con
H,0 milig.

9.3.6 Re-inmunodeteccion

Para los experimentos en los que se necesitd detectar varios anticuerpos en la
misma membrana, como en los casos de deteccion de los niveles fosforilados y totales de
una proteina, antes de proceder a la re-inmunodeteccion, se incub6 la membrana durante
45 minutos a 50°C con Glicina 1M, pH 3,1 para eliminar el anticuerpo primario y

secundario de la primera inmunodeteccion.

9.3.7 Andlisis densitométrico

Una vez detectadas las bandas correspondientes a las proteinas de interés, se realizd
su analisis empleando un analizador de imagen equipado con el paquete informatico Image
Quant TL (GE Healthcare, Reino Unido). Los datos se obtuvieron en unidades de densidad
Optica/mm? y fueron corregidos por el control de carga (B-actina). Los datos
correspondientes a fosforilacién siempre se expresaron relativos a la cantidad total de la

proteina estudiada.

9.4 Determinacion de la concentracion de dopamina por HPLC

Los niveles de DA fueron analizaron mediante la técnica de HPLC descrita
previamente por Mena y colaboradores (Mena y cols. 1995). El tejido fue homogeneizado
en acido percldrico 0,4 N en proporcion 1:8 (p:v) mediante un homogeneizador vidrio-
vidrio tipo Dounce y se centrifugd durante 20 min a 12000 rpm, 4°C. El pellet fue utilizado
para determinar la concentracion de proteinas mediante el método descrito en el apartado
9.2 y el sobrenadante, previamente filtrado (filtro Millex 0,45 um de Millipore Co,
Bedford, MA, EEUU), se destino para el analisis de la concentracion de DA por HPLC
(JASCO, Mod. PU-2080 Japon) utilizando un detector electroquimico equipado a su vez
con una célula analitica modelo 5011A y una célula de condicionamiento modelo 5021A
(ESA Coulochem I1l, Chelmsford, MA, EEUU). Las condiciones de voltaje de las células
electroquimicas del detector fueron E1 +400 mV y E2 +50 mV. Se utilizé una columna

C18 (150 x 4.6 mm) de 5 um (ACE Aberdeen, Escocia) y la fase mdvil estaba compuesta
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por tampon citrato/acetato 0,1 M, pH 3.9 con metanol 10%, EDTA 1 mM vy &cido
heptanosulfénico 4,8 mM. El flujo fue fijado a 1 ml/min.

10. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los resultados fueron expresados como la media + EEM (error estandar de la
media) de (n) animales independientes. Los analisis estadisticos se realizaron con los tests
de t-Student, ANOVA de una ¢ dos vias y el test para comparaciones multiples de
Newman-Keuls, considerandose que la diferencias eran significativas cuando p < 0,05.
Para llevar a cabo el analisis de los datos y la obtencion de gréaficos, se utilizé el programa
Prism 4 (GraphPad software, California, EEUU).
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Resultados

1. INFUSION INTRACEREBROVENTRICULAR DE LGF

1.1 La infusion ICV de LGF estimula la proliferacion celular y la expresion de Nestina
en la ZSV de ratas lesionadas con 6-OHDA.

La infusion intracerebral de factores tréficos estimula la proliferacion de los
precursores neurales localizados en la ZSV de los ventriculos laterales de los roedores. Los
animales lesionados unilateralmente con 6-OHDA (control de la lesion) mostraron
inmunorreactividad para PCNA en las regiones dorsales y centrales de la ZSV (Figuras
13A y 13D), mientras que casi no se hallaron células PCNA+ en los niveles mas ventrales
(Figura 13G). Sin embargo, la infusion ICV durante 7 dias de LGF (ICV-LGF 7d) aument6
el nimero de celulas PCNA+ en todos los niveles de la ZSV infundida (Figuras 13C, 13F y
131). También se observaron células PCNA+ dentro del parénquima estriatal y en el
septum de las ratas tratadas con LGF (Figuras 13F y 131). Los animales con infusion ICV
de vehiculo durante 7 dias (ICV-vehiculo 7d) mostraron un incremento de la proliferacion
celular en las regiones dorsales y centrales de la ZSV (Figuras 13B y 13E) pero el efecto

fue significativamente menos marcado que el observado en el grupo ICV-LGF 7d.

La proteina nestina forma parte de los filamentos intermedios y es usada como
marcador biolégico en la identificacion de celulas progenitoras (Lendahl y cols. 1990;
Ernst y Christie. 2005). Los animales pertenecientes al grupo control de la lesion
mostraron inmunorreactividad para nestina en la ZSV (Figuras 13A, 13D y 13G). La
infusion ICV de vehiculo durante 7 dias incrementd la expresion de nestina en las regiones
dorsales y centrales de la ZSV (Figura 13B y 13E), mientras que en las zonas ventrales no
se observo ningun cambio significativo (Figura 13H). Los animales tratados con LGF
durante 7 dias mostraron un aumento significativo en el marcaje para nestina en toda la
ZSV (Figuras 13C, 13F, y 13I). Ademas, el LGF expandid la poblacion de células positivas
para nestina dentro del parénquima estriatal, region donde a su vez se hallé una cantidad

destacable de células doblemente marcadas para PCNA y nestina. (Inserto en figura 13F)
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PCNA/

Figura 13. El factor de crecimiento de higado estimula la proliferacion celular y la expresion
de Nestina en ratas lesionadas con 6-OHDA. La ZSV vy el estriado denervado de las ratas
hemiparkinsonianas que recibieron la infusion ICV de LGF durante 7 dias (C, F, 1) mostraron una
mayor inmunorreactividad frente a PCNA+ (verde) y una mayor expresion de nestina (rojo) en
comparacion con los animales control de la lesion (A, D, G) y con los animales del grupo ICV-
vehiculo 7d (B, E, H). Este efecto fue observado en las regiones dorsales (A-C), mediales (D-F) y
ventrales (G-1) de la pared de los ventriculos laterales. Notese la existencia de células doblemente
marcadas para PCNA vy nestina invadiendo el estriado lesionado de los animales ICV-LGF 7d
(Flechas en inserto en F). Barra de la escala; 50 um (A-I).
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La expresion de nestina y de PCNA también fue analizada en la ZSV de un grupo
de ratas sin lesion que recibieron una infusion ICV durante 7 dias de vehiculo (Sanas-ICV-
Vehiculo 7d) 6 LGF (Sanas-ICV-LGF 7d). La inmunorreactividad para PCNA fue similar
tanto en el lado infundido como en el lado contralateral de los animales sanos tratados con
vehiculo. La infusion ICV de LGF en los animales sin lesion increment6 ligeramente la
proliferacion celular en el lado infundido en 3 de los 7 animales analizados
independientemente (dato no mostrado). El efecto proliferativo hallado en estos 3 animales
pudo ser debido al dafio observado en la ZSV, en el estriado y en el septum por la
insercion de la canula. Por otro lado, ni los animales del grupo Sanas-ICV-Vehiculo 7d, ni
los animales del grupo Sanas-ICV-LGF 7d mostraron un incremento en la expresion de
nestina en la ZSV 06 en el nimero de celulas nestina+ en el paréngquima estriatal. (dato no
mostrado). Estos resultados indican que el LGF, en ausencia de lesion, no es capaz de
estimular la proliferacion de la poblacion celular positiva para nestina ni su migracion
desde la ZSV.

El estudio de los efectos de la administracion ICV de LGF en el grupo de animales
que fue sacrificado 15 dias después del fin de la infusién (ICV-LGF 30d), revel6 un
incremento de la incorporacion de BrdU en la ZSV, el parénquima estriatal, el septum y el
cuerpo calloso del lado infundido ipsilateral a la lesion (dato no mostrado). Ademas, de
manera similar a lo observado en el grupo ICV-LGF 7d, se hallaron células nestina+ en

proliferacion (BrdU+) en el parénquima estriatal de los animales ICV-LGF 30d.

1.2 El LGF promueve la proliferacion de los neuroblastos y su migracion en el estriado

de ratas lesionadas con 6-OHDA.

Los precursores neurales de la ZSV dan lugar a una poblacién de nuevas neuronas
cuyo destino final es integrarse en el bulbo olfatorio. La inmunotincion para DCX en los
animales lesionados e infundidos en el ventriculo lateral con vehiculo durante 15 dias
(ICV-Vehiculo 15d) revelo la existencia de agrupaciones de células positivas para DCX en
la ZSV (Figura 14A). La mayoria de estas células DCX+ estaban a su vez marcadas para
nestina (Figura 15A), indicando que estas células pertenecian la poblacion celular de
precursores neurales localizados en la ZSV de los ventriculos laterales (Yang y cols. 2004).
La administracion de vehiculo durante 15 dias en el ventriculo lateral de los animales

lesionados con 6-OHDA no modificod el nimero de células DCX+ ni en el lado infundido
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[30+6,2 células DCX+/mm?, (n=5)] ni en el lado sin infusién [27+3,7 células DCX+/mm?,
(n=5)]. El estudio de la expresién de DCX, en las secciones en el nivel de la canula de los
animales ICV-Vehiculo 15d, revel6 que la distribucion de las células DCX+ no vario ni en
el lado infundido ni en el lado sin infusion. Sin embargo, la infusion ICV de LGF durante

15 dias incrementd el nimero de células DCX+ en el lado infundido [49+8,7 células

DCX+/mm?, (n=5)], afectando a su vez a la distribucién de dichas células.

Figura 14. Actividad Neurogénica del LGF en ratas lesionadas con 6-OHDA. En A, C1,C2y
D se muestran fotocomposiciones de la ZSV y del estriado adyacente de ratas infundidas con
vehiculo (A) 6 LGF (C1, C2 y D). Los neuroblastos positivos para doblecortina (DCX, en rojo) de
los animales infundidos con vehiculo durante 15 dias se encontraron formando agrupaciones
celulares en el asta dorso-lateral y en la ZSV (A). La infusion de LGF durante 15 dias incremento
la inmunorreactividad para DCX en toda la ZSV vy en las regiones dorsales (C1 y D) y ventrales
(C2) del estriado. Notese como los neuroblastos que invadieron el estriado mostraron la morfologia
caracteristica de células en migracion con largos procesos. El marcaje para DCX también fue
observado en forma de protrusiones en los ventriculos laterales de los animales con infusion de
LGF (B). CC, Cuerpo Calloso; Str, Estriado; VL, Ventriculo Lateral; VS, Vaso Sanguineo. Barra
de la escala; 25 uym (B) y 100 um (A, C1, C2 'y D).
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En general, las células DCX+ fueron observadas en la region dorsal del estriado de
los animales del grupo ICV-LGF 15d (Figura 14D). Sin embargo, algunos animales
mostraron un namero significativo de células DCX+ invadiendo las regiones dorsales
(Figura 14C1) y ventrales (Figura 14C2) del parénguima estriatal. En los animales que
recibieron la infusion ICV de LGF durante 15 dias, las células DCX+ no coexpresaron ni
Nestina (Figura 15B) ni GFAP (Figura 15G), pero si que mostraron la morfologia de
células en migracion con largos procesos. Ademas, el marcaje para DCX también fue
hallado en forma de protrusiones en los ventriculos laterales de los animales con del grupo
ICV-LGF 15d (Figura 14B).

Para determinar si hubo generacion de nuevas células DCX+ durante la infusion
ICV de LGF, un grupo de animales recibio inyecciones de BrdU intraperitoneal durante los
15 dias que dur6 la infusion ICV de vehiculo 6 LGF. Al final del tratamiento, los animales
fueron sacrificados y se llevaron a cabo los experimentos de doble inmunotincion para
BrdU y antigenos neuronales. El analisis inmunohistoquimico de los animales ICV-LGF
15d mostr6 un incremento significativo en el nimero total de células BrdU+ en la ZSV y
en el estriado lesionado en comparacion con los animales ICV-Vehiculo 15d (Figura 16A).
Los experimentos de doble inmunomarcaje mostraron que el 25 + 5,6 % (n=7) de las
células BrdU+ halladas en el parénquima estriatal de los animales ICV-LGF 15d eran a su
vez inmunopositivas para DCX. La mayoria de estas nuevas neuronas tenian una
morfologia redondeada y estaban localizadas cerca de la ZSV y de vasos sanguineos
(Figura 14C). Ademés, las células DCX+/BrdU+ con morfologia de neuroblastos en
migracion, fueron también observadas en el estriado denervado de los animales del grupo
ICV-LGF 15d (Figura 15C, inserto).

La proteina NeuN es un antigeno nuclear expresado por las neuronas maduras.
Cabe destacar que el 31 + 6 % (n=6) de los nucleos BrdU+ comarcaron con NeuN (Figuras
15D y 15E), indicando que las nuevas neuronas generadas pudieron diferenciarse hacia un

fenotipo maduro en el estriado de los animales del grupo ICV-LGF 15d.
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Figura 15. EI LGF promueve la proliferacion de Neuroblastos y la reactividad glial en ratas
lesionadas con 6-OHDA. En A y en B se muestra la inmunorreactividad para Nestina (verde) y
Doblecortina (rojo) en animales infundidos durante 15 dias con vehiculo (A) 6 LGF (B). Nétese
que en el grupo LGF las células DCX+ no comarcaron con Nestina (B). En C se muestra como los
neuroblastos DCX+ (rojo) que coexpresaron BrdU (verde) se localizaron en el estriado de los
animales infundidos con LGF. La mayoria de los neuroblastos de nueva generacion que invadieron
el estriado mostraron una morfologia redondeada (C, puntas de flecha blancas) y solo algunos
presentaron procesos alargados (C, inserto). Las neuronas NeuN+ (D y E; en rojo, tridngulos
abiertos blancos) que comarcaron con BrdU solo fueron observadas en el grupo infundido con LGF
(E, amarillo). Los astrocitos GFAP+, hallados en los animales del grupo LGF, mostraron
hipertrofia del cuerpo celular (G, verde) y coexpresaron BrdU (H, rojo) en comparacion con lo
observado en el grupo vehiculo (F, verde). En cambio, estas células no expresaron DCX (G, rojo).
Str, Estriado; VL, Ventriculo Lateral; VS, Vaso Sanguineo. Barra de la escala; 25 um (AH).

Otra poblacion celular que proliferd debido a la infusion de LGF durante 15 dias
fue la compuesta por los astrocitos positivos para la proteina acida fibrilar de la glia
(GFAP). Estos astrocitos en proliferacion representaron el 24 + 2 % (n=10) del total de la

poblacion de células BrdU+ observadas en el estriado (Figura 15H). La inmunotincion
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frente a GFAP revel6 la presencia de astrocitos con procesos alargados en los animales del
grupo ICV-vehiculo 15d (Figura 15F). En cambio, las células GFAP+ halladas en el
parénquima estriatal, de los animales que recibieron la infusion ICV de LGF durante 15
dias, mostraron hipertrofia del cuerpo celular (Figura 15G). Estos efectos sobre la
expresion de GFAP hallados en el grupo ICV-LGF 15d fueron similares a lo observado en
los animales ICV-LGF 30d (dato no mostrado). Los resultados sugieren que la infusion
ICV de LGF en los animales lesionados con 6-OHDA promueve la reactividad glial.
Ademas de las neuronas y de los astrocitos, el 22 £ 2 % (n=7) de las células BrdU+
halladas en el estriado de los animales ICV-LGF 15d comarcaron a su vez con Nestina
(Figura 17B). Aproximadamente, el 5% de esas celulas fueron localizadas en vasos

sanguineos y mostraron la tipica morfologia de célula endotelial (Figura 17B, inserto).
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Figura 16. EI LGF incrementa la incorporacion de BrdU en ratas lesionadas con 6-OHDA.
La infusion ICV de LGF durante 15 dias increment6 significativamente el nimero total de células
BrdU+ tanto en la ZSV como en el estriado lesionado e ipsilateral a la infusion de LGF (A,
LESIONADO, barra negra) en comparacion con el lado sano contralateral no infundido (A, SANO,
barra negra) y con ambos lados del grupo vehiculo (A, SANO y LESIONADO, barras blancas).
Notese como la infusidn ICV de vehiculo durante 15 dias no afect6 a la proliferacion ni en el lado
lesionado infundido (A, LESIONADO, barra blanca) ni en el lado sano no infundido (A, SANO,
barra blanca). Ademas, el LGF estimulé la proliferacion alrededor del tercer ventriculo (3er V) y
del hipotdlamo adyacente (B, SANO y LESIONADO, barras negras). En C se representa el
porcentaje de células BrdU+ que coexpresaron Isolectina B4 (marcador de microglia / macréfagos)
en la pared del ventriculo lateral (barra con lineas horizontales) y en la pared del tercer ventriculo
(barra con lineas verticales) de las ratas del grupo ICV-LGF 15d. Los resultados representan la
media = EEM de 3 a 6 animales independientes. 'p<0,05 y " p<0,001 vs lado sano (sin infusion)
de los animales infundidos con vehiculo. *pS0,0S y **pS0,0l vs lado lesionado (infundido) de los
animales infundidos con vehiculo. ##pS0,0l vs lado sano (sin infusion) de los animales infundidos
con LGF. VL, Ventriculo Lateral; 3er V, tercer ventriculo.

93



Resultados

1.3 El LGF estimula la proliferacion de la microglia en los ventriculos laterales y en el
tercer ventriculo de ratas lesionadas con 6-OHDA.

Como se muestra en la figura 17, se observaron engrosamientos con células BrdU+
en los ventriculos laterales de los animales del grupo ICV-LGF 15d. Estas células estaban
separadas del parénquima estriatal por una capa de células ependimarias positivas para S-
100 y GFAP (Figuras 17D y 17E). En estas estructuras se detectd inmunorreactividad para
DCX y GFAP, pero los experimentos de doble inmunomarcaje revelaron que solo un
pequefio nimero de células BrdU+ comarcaron con DCX (Figura 17C) 6 GFAP (Figura
17E). Ademas, ninguna de estas células BrdU+ fueron a su vez Nestina+ (Figura 17B) ¢ S-
100+ (Figura 17D).

Dado que la ZSV contiene microglia, estas células pudieron ser estimuladas durante
la infusion ICV de LGF de 15 dias de duracion. En la figura 17F se muestra la presencia de
células con morfologia redondeada y positivas para 1B4 [(marcador de microglia /
macrofagos) (Streit. 1990; Boya y cols. 1991)]. Estas células fueron halladas en las
estructuras proliferantes de los ventriculos laterales de los animales del grupo ICV-LGF
15d. Ademas, esta poblacién celular IB4+ comarcé con BrdU y representd casi un 30% del
total de celulas BrdU+ encontradas en esas estructuras de los ventriculos laterales (Figura
16C).

El LGF también fue capaz de estimular la proliferacion de la microglia en el tercer
ventriculo. En la figura 16B se muestra el incremento significativo de incorporacion de
BrdU observado en ambos lados de la pared lateral del tercer ventriculo de los animales del
grupo ICV-LGF 15d en comparacion con los animales del grupo ICV-Vehiculo 15d.
Ademas, los experimentos de doble marcaje revelaron que mas del 40% de estas células

BrdU+ comarcaron con células redondeadas 1B4+ (Figuras 16C y 17G).
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Figura 17. El LGF estimula la proliferacion de la microglia dentro del lumen de los
ventriculos laterales y del tercer ventriculo de ratas lesionadas con 6-OHDA. Como se muestra
en B, las células BrdU+ invadieron el estriado de los animales del grupo ICV-LGF 15d en
comparacion con el grupo ICV-vehiculo 15d (A). N6tese que algunas células fueron Nestina+ (B,
rojo) y mostraron morfologia de célula endotelial (B, inserto). Los engrosamientos luminales con
células BrdU+ se localizaron dentro de los ventriculos laterales de los animales infundidos con
LGF (B y C, verde; D, rojo; E y F, azul). Estos engrosamientos estaban separados del estriado por
células ependimales inmunopositivas para S-100 (D, verde, estrella blanca) y para GFAP (E, verde,
estrella negra). Numerosas células BrdU+ que se hallaban dentro de los ventriculos laterales fueron
a su vez lIsolectina IB4+ (E y F, marrén), algunas coexpresaron DCX (C, rojo) y ninguna fue
Nestina+ (B, rojo). También se observaron células BrdU+ / Isolectina IB4+ invadiendo el lumen
del tercer ventriculo de los animales infundidos con LGF (G, verde y marron, flecha blanca). Str,
Estriado; 3erV, tercer ventriculo; VL, Ventriculo Lateral. Barra de la escala; 50 ym (A, B,DyE) y
25 um (C, Fy G).
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1.4 Efectos de la infusion ICV de LGF sobre la inervacion positiva para tirosina

hidroxilasa.

Los animales que fueron sacrificados tras finalizar la infusion ICV durante 7 6 15
dias de LGF (ICV-LGF 7d ¢ 15d) y los animales cuyo periodo de infusion ICV de LGF fue
de 15 dias pero que fueron sacrificados 30 dias después del inicio de la infusion (ICV-LGF
30d), no mostraron cambios en la expresion de TH en el estriado en comparacion con los
observado en los grupos con infusién de vehiculo (dato no mostrado). Ademas, no se
observaron neuronas TH+ ni TH+ / BrdU+ en el parénquima estriatal de los animales con
infusion ICV de LGF durante estos tiempos. Por otro lado, tampoco se apreciaron cambios
en el numero total de neuronas TH+ ni TH+ / BrdU+ en la SNpc en los diferentes grupos

experimentales con infusion ICV de LGF en comparacion con los del grupo ICV-Vehiculo.

1.5 La infusion ICV de LGF no mejora la funcion motora.

Para determinar si la administracion intracerebroventricular de LGF era capaz de
restaurar la funcion motora en los animales lesionados con 6-OHDA, se evaluaron las
rotaciones inducidas por apomorfina una vez por semana hasta el sacrificio de los
animales. Los animales pertenecientes a los grupos ICV-LGF 15d e ICV-LGF 30d no
mostraron ningun cambio significativo en la conducta rotacional inducida por apomorfina
en comparaciéon con los grupos con infusion de vehiculo (dato no mostrado). Estos
resultados indican que la administracién ICV de LGF no fue capaz de mejorar la funcion
motora, en el modelo experimental de EP por lesion de la via nigroestriatal con 6-OHDA,

durante el periodo de tratamiento analizado en este estudio.
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2. INFUSION INTRAESTRIATAL DE LGF

2.1 Efectos de la infusién IS de LGF sobre la inervacion dopaminérgica

El grupo de animales control de la lesion fue sacrificado 6 semanas después de la
lesion para evaluar el grado de degeneracion de la proyeccién dopaminérgica nigroestriatal

existente antes del inicio de la infusién IS de LGF o vehiculo.

El anlisis inmunohistoquimico de las secciones coronales de dos niveles diferentes
del estriado mostrdé que los animales pertenecientes al grupo control de la lesion, que
unicamente habian sido lesionados unilateralmente con 6-OHDA en la via nigroestriatal,
no contenian neuronas TH+ estriatales y que solo el 55+1,9% de la estructura
correspondiente a la region més ventral del estriado mostré inervacion TH+. Sin embargo,
la infusion IS de LGF durante 15 dias en animales lesionados con 6-OHDA incremento la
inervacion TH+ en las regiones centrales y ventromediales del estriado y alrededor de la
zona de infusion de la canula (Figuras 18A-18F). El efecto observado en el nivel estriatal
correspondiente a la zona de infusion del grupo IS-LGF 15d (Figura 19A) difirid
significativamente del encontrado en los grupos vehiculo y control de la lesion.

La generacion de nuevas neuronas dopaminérgicas podria explicar el incremento
en la inervacién TH+ observado. Sin embargo, ninguno de los grupos experimentales
mostrd neuronas TH+ 0 células doblemente marcadas para B-tubulina I11 / BrdU 6 TH /

BrdU en el estriado ipsilateral a la lesion con 6-OHDA.
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Figura 18. La infusion IS de LGF induce la expresién de TH en el estriado de ratas lesionadas
con 6-OHDA. Seis semanas después de la lesion, se infundié en el estriado lesionado vehiculo (A,
Cy E) 6 LGF (160 ng/dia/rata) (B, D, y F) durante 15 dias. Dos semanas después del fin de la
infusion, los animales fueron sacrificados y se llevd a cabo la inmunotincién frente a TH. La
infusion IS de LGF aumentd la inervacién TH+ alrededor de la zona de infusién de la canula (B) y
en las regiones centrales (D) y ventromediales (F) del estriado ipsilateral a la lesion. La
inmunotincién frente a TH en la SNpc de las ratas lesionadas se muestra en G y H. Notese que
después de 6 semanas de lesion (grupo control de la lesion) se hallaron pocas neuronas TH+ en la
SNpc lesionada (flechas en H) en comparacion con la del lado sano (G). Barra de la escala; 50 um
(A-H).

En la SNpc, la lesion con 6-OHDA disminuy6 significativamente el nimero de
neuronas TH+ en comparacion con el lado sano (Figuras 18G y 18H, respectivamente). La
infusion de LGF no afect6 al nimero total de neuronas TH+ cuando se compar6 con los

animales vehiculo y control de la lesion (Figura 19B). Por otro lado, aunque se encontraron
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algunos nucleos BrdU+ en la SNpc, ninguna de las neuronas TH+ observadas incorporaron

BrdU ni en lado ipsilateral ni en lado contralateral de la estructura.
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Figura 19. Efectos de la infusién IS de LGF en la expresion de TH. Seis semanas después de la
lesion, los animales se dividieron en distintos grupos de acuerdo con la sustancia infundida durante
15 dias en el estriado: vehiculo (barras blancas), LGF (160 ng/dia/rata) (barras negras), y animales
del grupo control de la lesién (barras grises). Transcurridos 15 dias después del fin de la infusion,
los animales fueron sacrificados y se llevd a cabo la inmunotincidn frente a TH en el estriado (A) y
en la SNpc (B). La inervacion TH+ del grupo I1S-LGF 15d, en el &rea del estriado correspondiente a
la zona de infusion, aumento significativamente con respecto a todos los grupos analizados (A).
Como se muestra en B, los animales IS-LGF 15d no mostraron diferencias significativas en el
naimero de neuronas TH+ en la SNpc lesionada cuando se compararon con el grupo IS-vehiculo o
con el grupo control de la lesién. EI nimero de neuronas TH+ en la SNpc no lesionada fue 110 +
3,2 neuronas TH+/seccion (n=7). Los resultados representan la media + EEM de 5 animales
IS-vehiculo 15d, 9 IS-LGF 15d y 9 control de la lesion. ** p<0.01 vs grupo IS-vehiculo 15d (barra
blanca), +++ p<0.01 vs grupo control de la lesion (barra gris).

2.2 La infusion IS de LGF restaura parcialmente la funcién motora

Para determinar si la administracion intraestriatal de LGF podria restaurar la
funcion motora de los animales lesionados unilateralmente con 6-OHDA, se evalud la
conducta rotacional de estos animales antes, durante, y después del periodo de infusion.
Como se muestra en la Figura 20, durante las 3 semanas previas al sacrificio de los
animales, el grupo IS-LGF 15d mostré una ligera pero significativa reduccién en la
conducta rotacional inducida por apomorfina en comparacion con el grupo de animales IS-
vehiculo 15d.
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Figura 20. Efecto de la infusién IS de LGF sobre la conducta rotacional inducida por
apomorfina. Estudio de la conducta rotacional inducida por apomorfina en el grupo de animales
IS-LGF 15d (barras negras) y en el grupo 1S-vehiculo 15d (barras blancas). Nétese la ligera pero
significativa disminucion en el nimero de rotaciones observada en el grupo IS-LGF al final de los
experimentos. EI nimero de rotaciones durante 15 minutos a las 6 semanas post-lesion fue de 233
+ 22 (n=14). Los resultados representan la media £+ EEM de 5 animales 1S-vehiculo 15d y 9 IS-
LGF 15d. ** p<0,01 y *** p<0,001 vs grupo IS-vehiculo 15d.

2.3 La infusidn IS de LGF estimula la proliferacion y la activacion de la microglia en el

estriado.

Debido a que administracion ICV de LGF promovio la proliferacion de la microglia
y de los progenitores neurales, nos planteamos determinar si la infusion 1S de LGF también
era capaz de estimular la proliferacion celular en los animales lesionados con 6-OHDA.
Con este fin, se llevd a cabo la deteccion inmunohistoquimica del antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA, proteina que se expresa durante las fases Go/G; y S del ciclo
celular) después de 24 ¢ 48 horas de infusion IS de LGF. El factor de crecimiento de
higado produjo un aumento significativo en el niamero de células PCNA+ en el estriado
ipsilateral a la infusion (Figura 21A). Ademas, el estudio mediante Western blot de la
expresion de PCNA en el estriado lesionado, revel6 que la administracion IS de LGF
durante 24 horas (IS-LGF 24H) incremento la proliferacion celular en comparacion con el
grupo IS-vehiculo 24H (Figura 22A).

Paralelamente, el LGF promovi6 un incremento significativo del nimero total de

células que expresaron IB4 en el estriado lesionado de los animales del grupo IS-LGF 48H
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(Figura 21A). Cabe resaltar que el 60% de las células IB4+ comarcaron con PCNA en las
regiones ventrales y centrales del estriado (Figuras 21C y 21D). Ademés, un gran
porcentaje de estas celulas mostraron la morfologia ameboide caracteristica de la

microglia activada (Figuras 21B y 21D).
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Figura 21. La infusion IS de LGF promueve la proliferacion y la activacion de la microglia en
el estriado de las ratas lesionadas 6-OHDA. La infusion IS de LGF durante 48H (barras negras)
aumento significativamente el porcentaje de células PCNA+ comparado con la infusion de
vehiculo durante 48 horas (barras blancas) (A). El grupo I1S-LGF 48H mostr6 un incremento
significativo del porcentaje de células IB4+ (A) y de la proporcion de células 1B4+ con morfologia
ameboide (B y puntas de flecha negras en D). En las regiones centrales y ventromediales del
estriado del grupo IS-vehiculo 48H (C) y del grupo 1S-LGF 48H (D) se encontraron muchas células
PCNA+ (en verde, C y D) que comarcaron para IB4 (en marrén, C y D). En ambos grupos se
hallaron, alrededor de la zona de infusién, varias células PCNA+ (E, en verde) que comarcaron
para nestina (en marron, flechas negras en C). Ademas, se localizaron algunos ndcleos PCNA+ en
la pared de los vasos sanguineos con la tipica morfologia de las células endoteliales. (Inserto en E,
flechas blancas) Los resultados representan la media £+ EEM de 5 animales. El grupo IS-vehiculo
48H mostr6 291 + 92 células PCNA+ / mm? (n=5) y 240 + 30 células IB4+ / mm? (n=5) en el
estriado ipsilateral a la lesion. * p<0,05 y ** p<0,01 vs grupo IS-vehiculo 48H. VS, Vaso
Sanguineo. Barra de la escala; 50 um (C-E).
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El anticuerpo OX6 reconoce a los antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il el cual es un marcador de microglia activada (Rozovsky y
cols. 1998). El estudio de los efectos de la administracion de LGF durante 24 horas en el
estriado lesionado reveld el aumento de la expresion de este marcador de activacion
microglial OX6, si se compara con lo hallado en el estriado lesionado del grupo IS-
Vehiculo 24H (Figura 22B).

Ademas de la microglia, otros tipos celulares también proliferaron alrededor de la
zona de infusién en el estriado. Varias células PCNA+ comarcaron con nestina (Figura
21E). Por otro lado, se localizaron células PCNA+, en las paredes de los vasos sanguineos,
con la tipica morfologia alargada de las células endoteliales (Figura 21E, inserto). Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en el nimero de estas células entre los
grupos de animales IS-vehiculo 48H e IS-LGF 48H.
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Figura 22. Estudio de los efectos de la administracion IS de LGF sobre la proliferacion
celular y la activacion de la microglia en el estriado lesionado con 6-OHDA. Analisis por
Western blot de la expresion de PCNA (A) y de OX6 (B) en el estriado lesionado de los animales
del grupo IS-Vehiculo 24H (barras blancas) e 1S-LGF 24H (barras negras). Notese el aumento de la
expresion de PCNA y OX6 en el estriado lesionado de los animales del grupo IS-LGF 24H en
comparacion con lo observado en el estriado lesionado del grupo I1S-Vehiculo 24H. Los resultados
representan la media + EEM de 3 a 6 animales independientes. *p<0,05 y **p<0,01 vs grupo IS-
Vehiculo 24H.
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2.4 Efectos de la administracion IS de LGF sobre la supervivencia celular.

La muerte celular programada estd muy regulada por las proteinas de la familia Bcl.
En esta familia de proteinas se hallan miembros con efectos anti-apopt6ticos como Bcl-2 y
miembros con efectos pro-apoptéticos tales como Bax (Gross y cols. 1999). Los analisis
por Western blot mostraron que la infusion de LGF, en el estriado lesionado de las ratas
hemiparkinsonianas, increment6 significativamente la expresion de Bcl-2 en el grupo IS-
LGF 24H; mientras que los niveles de la proteina pro-apoptotica Bax permanecieron
invariables tanto en el grupo I1S-LGF 24H como en el grupo IS-Vehiculo 24H. De este
modo, la ratio Bcl-2/Bax fue significativamente mayor en el estriado lesionado del grupo
IS-LGF 24H en comparacion con lo hallado en el estriado lesionado del grupo IP-Vehiculo
24H (Figura 23). Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que el LGF podria
favorecer la supervivencia celular en el estriado lesionado de los animales

hemiparkinsonianos.
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3. ADMINISTRACION INTRAPERITONEAL DE LGF

3.1 Efectos de la administracion intraperitoneal de LGF sobre la expresion de tirosina

hidroxilasa.

Como ya hemos mostrado anteriormente, la administracion intraestriatal de LGF en
un modelo experimental de EP estimulo el crecimiento de los terminales dopaminérgicos
dafados. Para verificar si hubo actividad neurorregenerativa y/o neuroprotectora ejercida
por el tratamiento con LGF intraperitoneal (IP) en los animales con lesiones estriatales
parciales por inyeccion de 6-OHDA, se llevaron a cabo analisis inmunohistoquimicos de

secciones coronales del estriado y de la SN.

Los animales lesionados que recibieron 2 inyecciones IP semanales de LGF durante
3 semanas y que fueron sacrificados 4 semanas después del fin del tratamiento (IP-LGF)
presentaron un 60% de inervacion TH+ en todas las secciones coronales del estriado
lesionado analizadas (Figura 24A). Por el contrario, los animales lesionados a los que so6lo
se les administrd vehiculo (IP-Vehiculo) mostraron inicamente un 35% de inervacién TH+
en esta estructura (Figura 24A). Aunqgue el efecto del LGF sobre la inervacién TH+ fue
observado en los diferentes niveles del estriado analizados, éste fue mas destacado en las
regiones dorsales y centrales de dicha estructura (Figura 26C y 261). Ademas, el analisis de
los niveles de DA estriatales mostré la capacidad del LGF para incrementar la
concentracion de este neurotransmisor en el estriado lesionado si se compara con los datos

obtenidos para esta misma estructura en los animales IP-Vehiculo (Tabla 5).

El estudio histologico de la SNpc revelo la existencia de un reducido numero de
neuronas TH+ en el lado lesionado de las ratas del grupo IP-Vehiculo en comparacion con
lo hallado en el lado sano (Figura 26D y E) y con lo observado en la SNpc lesionada a las 6
semanas de evolucion de la lesion [14 + 1,2 (n = 11) y 6.5 = 1,3 (n = 8) neuronas
TH+/seccion a las 6 y 13 semanas post-lesion, respectivamente, p < 0.01]. El tratamiento
con LGF intraperitoneal restaur6 parcialmente el nimero de neuronas TH+ en la SNpc del
lado lesionado en comparacion con lo observado en la SNpc lesionada del grupo IP-
Vehiculo (Figuras 24B y 26F).
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El andlisis mediante Western blot mostrd un aumento significativo en la expresién
de la proteina TH en el estriado lesionado de los animales que fueron tratados con LGF
durante 3 semanas (grupo IP-LGF) en comparacién con los animales IP-vehiculo (Figura
25A). Este efecto observado en el estriado no fue hallado en el mesencéfalo lesionado
donde la expresion de TH se redujo un 80% tanto el grupo IP-Vehiculo como en el grupo
IP-LGF (dato no mostrado).
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Figura 24. Efecto de la administracion de LGF sobre la expresiéon de TH. Animales
hemiparkinsonianos de 6 semanas de evolucion recibieron dos inyecciones IP semanales de salino
(IP-Vehiculo) o de 5 ug de LGF (IP-LGF) durante 3 semanas, sacrificandose a las 4 semanas post-
tratamiento. En A se muestra en distintos niveles coronales el porcentaje del area total del estriado
lesionado con inervacion TH+ en animales del grupo IP-Vehiculo (barras blancas) y en animales
del grupo IP-LGF (barras negras). En B se muestra el nimero de neuronas TH+ / seccién que se
hallaron en la SNpc sana del grupo IP-Vehiculo (barra gris) y en la SNpc lesionada tanto del grupo
IP-Vehiculo (barra blanca) como del grupo IP-LGF (barra negra). Los resultados representan la
media £ EEM de 4 a 11 animales independientes. *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 vs grupo IP-
vehiculo lesionado. **p<0,001 vs grupo IP-vehiculo Sano.
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IP-Vehiculo IP-Vehiculo IP-LGF
Sano Lesionado Lesionado

Dopamina (ng DA / mg proteina) 56,3+14.3 20+06 " | 49+04 %"

Tabla 5. Efecto de la administracion de LGF sobre los niveles de dopamina estriatales de los
animales hemiparkinsonianos. Notese el incremento de los niveles de DA en el estriado
lesionado de los animales tratados con LGF en comparacion con lo hallado en los animales
Vehiculo. Hay que destacar la gran reduccién en los niveles de dopamina ejercida por la lesion con
6-OHDA. Los resultados representan la media = EEM de 4 a 7 animales independientes. *p<0,05
vs grupo IP-Vehiculo Lesionado. *"p<0,01 vs grupo IP-Vehiculo Sano.

La generacion de nuevas neuronas dopaminérgicas pudo contribuir al aumento
observado de la inervacién dopaminérgica y del namero de neuronas TH+. El doble
inmunomarcaje no revelo la presencia de células TH+/BrdU+ ni en el estriado sano ni en el
lesionado de los animales de los grupos IP-Vehiculo e IP-LGF. Ademas, ninguna de las
neuronas TH+ halladas en la SNpc presentaron ndcleos BrdU+ (dato no mostrado). Estos
resultados sugieren que la administracion IP de LGF carece de la capacidad para generar

nuevas neuronas del fenotipo catecolaminérgico en las ratas lesionadas con 6-OHDA.
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Figura 25. Expresion de TH y DAT en el estriado de animales hemiparkinsonianos tratados
con LGF. Andlisis por Western blot de la expresién de TH (A) y de DAT (B) en el estriado sano de
animales del grupo IP-Vehiculo (barras grises) y en el estriado lesionado del grupo IP-Vehiculo
(barras blancas) y del grupo IP-LGF (barras negras). Notese el aumento de la expresion de TH y de
DAT en el estriado lesionado de los animales tratados con LGF en comparacién con lo observado
en el estriado lesionado del grupo vehiculo. Los resultados representan la media + EEM de 6 a 17
animales independientes. *p<0,05 vs grupo IP-vehiculo lesionado. *"p<0,01 y **p<0,001 vs grupo
IP-vehiculo Sano.
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3.2 El tratamiento con LGF IP estimula la expresion de DAT en el estriado lesionado de

ratas hemiparkinsonianas.

El transportador de dopamina (DAT), otro marcador del sistema dopaminérgico,
fue analizado en el estriado y el mesencéfalo de ratas lesionadas con 6-OHDA. Como se
muestra en la figura 25B, la expresion de DAT, estudiada mediante Western blot, fue
significativamente menor en el estriado lesionado de las ratas del grupo IP-Vehiculo en
comparacion con el lado sano contralateral de la estructura. El tratamiento con LGF
durante 3 semanas (IP-LGF) restaurd las expresion de DAT a los niveles observados en el
estriado sano contralateral a la lesion (Figura 25B).

El analisis inmunohistoquimico de DAT aport6 resultados similares a los obtenidos
mediante Western-blot. La inmunotincién frente a DAT reveld que la expresion de este
transportador fue menor en el estriado lesionado de los animales del grupo IP-Vehiculo en
comparacion con el estriado sano contralateral (Figura 26G y H). Los animales del grupo
IP-LGF mostraron una mayor inmunorreactividad frente a DAT en el estriado lesionado
en comparacién con el grupo IP-Vehiculo (Figura 261). Ademas, la inmunotincién frente a
DAT en el estriado sano y lesionado de los animales del grupo IP-Vehiculo fue localizada
en pequefos puntos distribuidos en el parénquima estriatal, que parecieron corresponder
con cuerpos celulares neuronales (Figura 26G y H). Sin embargo, en el estriado lesionado
del grupo IP-LGF, la inmunorreactividad frente a DAT se distribuy6 en los terminales
TH+ en crecimiento y en los cuerpos celulares neuronales (261)
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Figura 26. Estudio de la expresion y de la distribucién de TH y DAT en el estriado y la SNpc
de animales hemiparkinsonianos tratados con LGF. Inmunofluorescencia frente a TH (rojo) en
el estriado sano (A) y lesionado (B) del grupo IP-Vehiculo y en el estriado lesionado (C) del grupo
IP-LGF. Las tres microfotografias centrales (D-F) muestran la inmunotincion frente a TH en la
SNpc sana (D) y lesionada (E) del grupo IP-Vehiculo y en la SNpc lesionada del grupo IP-LGF (F).
Notese el ligero aumento del nimero de células TH+ en la SNpc lesionada del grupo IP-LGF (F) en
comparacion con la SNpc lesionada del grupo IP-Vehiculo (E). Los paneles inferiores muestran la
doble inmunotincién frente a TH y DAT en el estriado sano (G) y lesionado (H) del grupo IP-
Vehiculo y en el estriado lesionado (1) del grupo IP-LGF. La administracién IP de LGF aumento la
inervacion TH+ (C) y la inmunorreactividad frente a DAT (I) en el estriado lesionado en
comparacion con el grupo IP-Vehiculo (B y H). La inmunotincion frente a DAT en el estriado
lesionado del grupo IP-LGF fue localizada en los terminales TH+ (I). Barra de la escala; 100 um
(A-C), 50 pm (D-F) y 50 pm (G-1).
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3.3 La administracion IP de LGF mejora la conducta rotacional y la coordinacion

motora de los animales hemiparkinsonianos.

Para determinar si la administracion intraperitoneal de LGF era capaz de restaurar
la funcion motora de los animales lesionados con 6-OHDA, se llevo a cabo la evaluacion
semanal de las rotaciones inducidas por apomorfina antes, durante y después del periodo
de tratamiento. Los animales del grupo IP-LGF mostraron una significativa mejoria en el
comportamiento rotacional inducido por apomorfina en comparacion con los animales
pertenecientes al grupo IP-Vehiculo (Figura 27A). Debido a que esta mejoria de la
conducta rotacional se mantuvo al menos durante 3 semanas adicionales (Figura 27A),
estos resultados indicaron que el tratamiento con LGF IP mejor6 la funcion motora de las

ratas hemiparkinsonianas.

Los efectos del tratamiento con LGF IP sobre la coordinacion motora fueron
estudiados mediante el test de aceleracion usando un Rota Rod. Como se muestra en la
figura 27B, las ratas con lesiones parciales estriatales por inyeccion de 6-OHDA
pertenecientes al grupo IP-Vehiculo mostraron un descenso progresivo en su coordinacion
motora alcanzando la fase de meseta a las 10 semanas post-lesion. Una vez iniciado el
tratamiento, este efecto no fue observado en el grupo de animales IP-LGF. De este modo,
la coordinacion motora en este grupo experimental no empeord durante los diferentes
tiempos post-tratamiento analizados sino que mejord significativamente en comparacion

con los animales del grupo IP-Vehiculo (Figura 27B).

109



Resultados

1404

120+ ip. I !

I
I .

-]
[=]
1

Rotaciones / 15 minutos
3

% vs 6 semanas post-lesion
2
L
i
]

-y
[=]

e e J

P % %

*k

5 6 7 8 9

10

11

Semanas post-lesion

1204

1004 M

% vs 6 semanas post-lesion
}—

12

13

Tiempo en rota rod (aceleracion)

-
O -

7

Semanas post-lesion

Figura 27. Efectos de la administracion de LGF sobre la conducta rotacional y la
coordinacién motora. Estudio de la conducta rotacional inducida por apomorfina (A) y de la
coordinacién motora mediante el test de aceleracion usando un Rota Rod (B) en el grupo de
animales IP-LGF (barras negras) y en el grupo IP-vehiculo (barras blancas). Nétese como el
tratamiento con LGF disminuy6 la conducta rotacional inducida por apomorfina (A) y mejor6 la
coordinacién motora (B) de las ratas hemiparkinsonianas. EI nimero de rotaciones durante 15
minutos a las 6 semanas post-lesion fue de 183 + 9 (n=47). La latencia de caida en el Rota rod a las
6 semanas post-lesion fue de 17 + 2 segundos (n=8). En A, los resultados representan la media +
EEM de 24 animales IP-vehiculo y 23 IP-LGF. En B, los resultados representan la media + EEM
de 4 animales IP-vehiculo y 4 IP-LGF. *p < 0,05, ** p<0,01 y *** p<0,005 vs grupo IP-vehiculo.
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3.4 El factor de crecimiento de higado activa a las células gliales y estimula la expresion

de TNF-a en las ratas hemiparkinsonianas.

3.4.1 Efectos del LGF sobre la activacién de la glia en el estriado y en el

mesencéfalo lesionados.

Los resultados de los apartados de infusion intraestriatal y de infusion
intracerebroventricular sugieren que las células gliales podrian mediar en los efectos
neurorregenerativos y neurogenicos promovidos por el LGF en ratas lesionadas con 6-
OHDA. La proliferacion celular, fenémeno que forma parte de la respuesta de activacion
de las celulas gliales, fue estudiada mediante el analisis por Western blot de la proteina
PCNA. La expresion de PCNA incrementd un 60% en el estriado lesionado de las ratas del
grupo IP-Vehiculo en comparacion con el estriado sano contralateral del mismo grupo de
animales (Figura 28A). Resultados similares fueron observados en el grupo que recibio
LGF durante tres semanas (IP-LGF). Sin embargo, la expresion de PCNA fue
significativamente mayor en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 48H en comparacion
con el estriado lesionado y el estriado sano contralateral del grupo IP-Vehiculo (Figura
28A).

Para determinar si la administracion IP de LGF podria estimular a la microglia se
analizaron varios parametros relacionados con la activacion de este tipo celular. El
transportador de glucosa Glut-5 es un marcador de las células microgliales (Payne y cols.
1997). Los niveles de Glut-5 incrementaron significativamente en el estriado lesionado del
grupo IP-LGF 48H (Figura 28B). Ademas, la expresion del marcador de microglia activada
OX6 también fue significativamente mayor en el estriado lesionado de los animales del
grupo IP-LGF 48H en comparacion con lo observado en el estriado lesionado y en el
estriado sano contralateral de los animales del grupo IP-Vehiculo (Figura 28C). De manera
similar, la inmunorreactividad frente a OX6 fue mayor en el parénquima estriatal lesionado
del grupo IP-LGF 48H en comparacion con lo hallado en el grupo IP-Vehiculo (Figura
29A y 29B). También se llevaron a cabo dobles inmunomarcajes frente a PCNA y OX6
para determinar si la administracion intraperitoneal de LGF era capaz de estimular la
proliferacion de las células gliales, Como se muestra en la figura 29A, en el estriado
lesionado de los animales del grupo IP-Vehiculo solamente se hallé un pequefio nimero de

células PCNA+ que a su vez comarcaron con OX6. Sin embargo, los animales del grupo
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IP-LGF 48H presentaron un 20% de células doblemente marcadas para PCNA y OX6 en el

parénquima del estriado lesionado (Figura 29B).
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Figura 28. Expresién de PCNA, Glut-5y OX6 en el estriado de animales hemiparkinsonianos
tratados con LGF. Analisis por Western blot de la expresion de PCNA (A), Glut-5 (B) y OX6 (C)
en el estriado sano de animales del grupo IP-Vehiculo (barras grises) y en el estriado lesionado de
los grupos: IP-Vehiculo (barras blancas), IP-LGF 48H (barras rayadas en diagonal) e IP-LGF
(barras negras). En D se muestran los Western blots representativos de las graficas mostradas en A,
B y C. Notese el aumento de la expresion de PCNA, Glut-5 y OX6 en el estriado lesionado de los
animales del grupo IP-LGF 48H en comparacion con lo observado en el estriado lesionado del
grupo vehiculo. Ademas, la administracién crénica de LGF (IP-LGF) restaur6 la expresion de OX6
a niveles similares a los del estriado sano del grupo IP-Vehiculo (B). Los resultados representan la
media £ EEM de 7 a 18 animales independientes. *p<0,05 y **p<0,01 vs grupo IP-vehiculo
lesionado. “p<0,05 y ***p<0,001 vs grupo IP-vehiculo Sano. “p<0,05 y *p<0,01 vs grupo IP-LGF
48H.

Por otro lado, la administracion de LGF durante 3 semanas (grupo IP-LGF) no
afecto a la expresion de Glut-5 y OX6 en el estriado lesionado comparado con los niveles

de estas proteinas hallados en el estriado sano y lesionado del grupo IP-Vehiculo (Figuras
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28B y 28C, respectivamente). Estos resultados sugieren que la activacion de la microglia
estriatal es un evento temprano en la accion del LGF en las ratas lesionadas con 6-OHDA.
Ademas, el tratamiento con LGF intraperitoneal tampoco afecto, en ninguno de los tiempos
post-tratamiento estudiados, a la expresion de las proteinas PCNA, Glut-5 en el
mesencéfalo lesionado de las ratas hemiparkinsonianas. Por otro lado, la expresion de OX6
en el mesencéfalo lesionado incrementd, al igual que en el estriado, en el grupo IP-LGF
48H (153£16,79; N=7) con respecto al resto de grupos (p<0,05) y se redujo en un 61% en
los animales IP-LGF (43,8+9,5; N=7) en comparacién con el grupo IP-Vehiculo
(105£15,8; N=14) (p<0,05), sugiriendo un posible papel anti-inflamatorio a largo plazo del
LGF en la SN dafiada.

/PCNA /PCNA

IP-Vehiculo [P-LGF 48H &

Figura 29. Efectos de la administracion de LGF sobre la activacion y la proliferacion de la
microglia. Inmunofluorescencias frente a OX6 (rojo) y PCNA (verde) en el estriado lesionado del
grupo IP-Vehiculo (A) y en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 48H (B). Notese la existencia
de un mayor numero de células microgliales OX6+/PCNA+ en el grupo IP-LGF 48H (C). Barra de
la escala; 30 pm (A y B).

Debido a que los resultados previos de administracion ICV mostraron la capacidad
del LGF a la hora de estimular a la astroglia, procedimos a evaluar los efectos de la
administracion intraperitoneal de este factor en este fenotipo glial. EI aumento de la
expresion de la proteina GFAP por parte de los astrocitos es una caracteristica de la
reactividad glial. La expresion de esta proteina en el estriado lesionado de los animales del
grupo IP-Vehiculo incrementd6 en un 70% en comparacion con el estriado sano
contralateral (Figura 30). Los animales que recibieron una unica inyeccion de LGF y que
fueron sacrificados a las 48 horas (IP-LGF 48H) mostraron una mayor expresion de GFAP
en el estriado lesionado en comparacion con lo hallado en el grupo IP-Vehiculo (Figura
30). Sin embargo, la expresiéon de la proteina GFAP en el estriado lesionado del grupo
tratado a largo plazo con LGF (IP-LGF) disminuy0 hasta alcanzar niveles similares a los

observados en el estriado sano contralateral del grupo IP-Vehiculo (Figura 30).
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Figura 30. Expresion de GFAP en el
estriado de animales hemiparkinsonianos
tratados con LGF. Analisis por Western
blot de la expresion de GFAP en el estriado
sano del grupo IP-Vehiculo (barras grises) y
en el estriado lesionado de los grupos: IP-
Vehiculo (barras blancas), IP-LGF 48H
(barras rayadas en diagonal) e IP-LGF
(barras negras). Notese la mayor expresion
de GFAP en el grupo IP-LGF 48H en
comparacion con lo observado en el
estriado lesionado del grupo vehiculo. Los
resultados representan la media £+ EEM de 7
a 18 animales independientes. **g0,01 vs
grupo IP-vehiculo lesionado. **"p<0,001 vs
grupo IP-vehiculo Sano. *p<0,01 vs grupo
IP-LGF 48H.

El estudio inmunohistoquimico revel6 que el tratamiento con LGF no afect6 a la

proliferacion de los astrocitos ya que se observaron pocas células PCNA+/GFAP+ en el

estriado lesionado tanto en el grupo IP-Vehiculo (Figura 31A) como en el grupo IP-LGF

48H (Figura 31B). No obstante, las células GFAP+ halladas en el estriado lesionado de las

ratas del grupo IP-LGF 48H (Figura 31B) mostraron hipertrofia del cuerpo celular en

comparacion con lo observado en el grupo IP-Vehiculo (Figura 31A).

/PCNA

IP-LGF 48H

Figura 31. Efectos de la administracion de LGF sobre la astroglia. Inmunofluorescencias frente
a GFAP (rojo) y PCNA (verde) en el estriado lesionado del grupo IP-Vehiculo (A) y en el estriado
lesionado del grupo IP-LGF 48H (B). Notese la presencia de astrocitos GFAP+ con hipertrofia del
cuerpo celular (B) en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 48H. Sin embargo, se observaron
pocas células PCNA+/GFAP+ en el estriado lesionado de ambos grupos. Barra de la escala; 15 pm

(AyB).
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Por otro lado, el andlisis de la expresién de GFAP en el mesencéfalo lesionado de
las ratas hemiparkinsonianas revelé que la administracion intraperitoneal de LGF no
modificd la expresion de esta proteina en ninguno de los tiempos post-tratamiento

estudiados (dato no mostrado).

3.4.2 El LGF estimula la expresién de TNF-a en el estriado lesionado con
6-OHDA.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citoquina sintetizada y liberada
por la microglia activada (Wang y cols. 2003; Suzuki y cols. 2004), cuya regulacion al alza
estd mediada por la actividad del LGF en el higado de la rata (Diaz-Gil y cols. 2003). El
andlisis por Western blot revel6 que los niveles de TNF-a en el estriado lesionado de las
ratas del grupo IP-Vehiculo aumentaron en un 25% en comparacién con lo hallado en el
estriado sano contralateral del mismo grupo de animales (Figura 32D). La expresion de
esta citoquina también fue significativamente mayor en el estriado lesionado del grupo IP-
LGF 48H si se compara con los grupos IP-Vehiculo Sano e IP-Vehiculo lesionado (Figura
32D). Sin embargo, la expresion de TNF-a en el estriado lesionado del grupo que fue
tratado con LGF durante 3 semanas (IP-LGF) se redujo a niveles similares a lo hallado en
el estriado del grupo IP-Vehiculo Sano (Figura 32D). Por otro lado, la administracion
intraperitoneal de LGF no produjo cambios en la expresion de TNF-a en el mesencéfalo de

los animales tratados intraperitonealmente con LGF o vehiculo (dato no mostrado).

El analisis de la expresion de TNF-a mediante inmunohistoquimica mostrd
resultados similares. De este modo, se hallaron un mayor niumero de células positivas para
TNF-a en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 48H si se compara con lo hallado en la
misma estructura del grupo IP-Vehiculo (Figuras 32A y 32B). Ademas, en el grupo
experimental IP-LGF 48H, las células positivas para TNF-a también lo fueron para OX6
(Figura 32C) y mostraron morfologia de célula de microglia (Figura 32B, inserto), hecho

que sugiere que el LGF fue capaz de estimular la sintesis de TNF-a en este tipo celular.
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Figura 32. Efectos de la administracion de LGF sobre la expresion de TNF-a.
Inmunofluorescencias frente a TNF-a (verde) en el estriado lesionado de los grupos IP-Vehiculo
(A) e IP-LGF 48H (B). Notese la existencia de un mayor namero de células positivas para TNF-a
en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 48H (B) y como su morfologia fue similar a la de la
microglia (B, inserto). Las imagenes en C muestran células inmunopositivas para OX6 (rojo) y
TNF-a (verde) en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 48H. En D se muestra la expresion de
TNF-a en el estriado sano (barra gris) y lesionado (barra blanca) del grupo IP-vehiculo, y en el
estriado lesionado de los grupos IP-LGF 48H (barra rayada en diagonal) y del grupo IP-LGF (barra
negra). Nétese como la lesién con 6-OHDA incrementd la expresion de TNF-a, y como el
tratamiento durante 3 semanas con LGF redujo la expresién de esta citoquina a niveles similares a
los encontrados en el estriado sano del grupo IP-Vehiculo. Los resultados representan la media +
EEM de 7 a 18 animales independientes.<6p05 vs grupo IP-vehiculo lesionado. "p<0,05 y
**p<0,001 vs grupo IP-Vehiculo Sano. #p<0,01 vs grupo IP-LGF 48H. Barra de la escala; 50 um
(AyB)y25pum (C).
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3.4.3 Efectos del LGF sobre la activacién de la glia y la expresién de TNF-a en el

estriado v el mesencéfalo sanos.

El estudio de los efectos de la administracion intraperitoneal de LGF sobre la
proliferacion celular y la glia en el estriado sano contralateral a la lesion revel6 un aumento
significativo de la expresion de OX6, TNF-a, PCNA, GFAP y GLUT-5 en el estriado sano
del grupo IP-LGF 48H (Figuras 33A, 33B, 34A, 34B, 34C y 34D respectivamente). Sin
embargo, este efecto no fue observado en los estriados sanos tanto del grupo IP-Vehiculo
como del grupo que recibié LGF durante 3 semanas IP-LGF (Figuras 33A, 33B, 34A, 34B,
34C y 34D respectivamente).
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Figura 33. Efectos de la administracion de LGF sobre la activacion de la microglia y la
expresion de TNF-a en el estriado sano de animales lesionados con 6-OHDA. Anélisis por
Western blot de la expresion de OX6 (A) y TNF-a (B) en los estriados sanos de los animales del
grupo IP-Vehiculo (barras grises), IP-LGF 48H (barras rayadas en diagonal) e IP-LGF (barras
negras). Nétese el aumento de la expresion de OX6 en el estriado lesionado de los animales del
grupo IP-LGF 48H en comparacion con lo observado en el resto de grupos experimentales. En B se
muestra como la administracion IP de LGF incrementd la expresion de TNF-o en el estriado sano
del grupo IP-LGF 48H. Los resultados representan la media + EEM de 6 a 16 animales
independientes. *p<0,001 vs grupo IP-Vehiculo Sano. "p<0,01 vs grupo IP-LGF 48H.

También se llevo a cabo el andlisis de la activacion de la microglia en los

mesencefalos sanos contralaterales al hemisferio lesionado de los animales
hemiparkinsonianos. Los resultados mostraron que la administracion intraperitoneal de

LGF incrementd la expresion de OX6 en el grupo de animales IP-LGF 48H si se compara
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con los resultados hallados en los mesencéfalos sanos de los grupos IP-Vehiculo e IP-LGF
(Figura 35).
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Figura 34. Expresion de PCNA, GFAP y Glut-5 en el estriado sano de animales
hemiparkinsonianos tratados con LGF. Andlisis por Western blot de la expresion de PCNA (A),
GFAP (B) y GLUT-5 (C) en el estriado sano de los animales del grupo IP-Vehiculo (barras grises),
IP-LGF 48H (barras rayadas en diagonal) e IP-LGF (barras negras). En D se muestran los Western
blots representativos de las graficas mostradas en A, B y C. Noétese el aumento de la expresion de
PCNA, GFAP y GLUT-5 en el estriado sano de los animales del grupo IP-LGF 48H en
comparacion con lo observado en el estriado sano de los grupo IP-Vehiculo e IP-LGF. Los
resultados representan la media + EEM de 7 a 18 animales independientes. "p<0,01"""p<0,001 vs
grupo IP-vehiculo Sano. ##p§0,01 y ###p§0,001 vs grupo IP-LGF 48H.

Por ultimo, el andlisis de la expresion de TNF-a, del marcador de proliferadi
celular (PCNA) y de los marcadores gliales GFAP y GLUT-5 en el mesencéfalo sano de
los animales lesionados con 6-OHDA, mostrd que el tratamiento con LGF intraperitoneal
no produjo cambios significativos en ninguno de los tiempos post-tratamiento estudiados

(datos no mostrados).
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3.5 Activacion de las via de sefalizacion de MAPK/ERK1/2 y efectos sobre la
fosforilacion de CREB mediante el tratamiento con LGF.

La ruta de transduccion de sefial mediada por MAPK/ERK regula varios procesos
celulares incluyendo la proliferacion, la supervivencia y la diferenciacion celular (Frebel y
Wiese. 2006). Para determinar si esta ruta de sefializacion fue activada por la accion del
LGF, se llevo a cabo el analisis mediante Western blot del estriado y del mesencéfalo de
ratas lesionadas con 6-OHDA que previamente habian sido tratadas con una Unica dosis de
LGF IP o vehiculo.

La lesion con 6-OHDA no afectd a los niveles de expresion de fosfo-ERK1/2 (P-
ERK1/2) y de ERK1/2 en el estriado. Sin embargo, veinticuatro horas después de la
administracion IP de LGF (grupo IP-LGF 24H), la expresion en el estriado lesionado de P-
ERK1 y P-ERK2 incrementd en un 270% Yy en un 160%, respectivamente, en comparacion
con lo observado en el estriado lesionado del grupo IP-Vehiculo. Dado que el tratamiento
con LGF no modifico los niveles de ERK1/2, las ratios P-ERK1/ERK1 (Figura 36A) y P-
ERK2/ERK2 (Figura 36B) también aumentaron significativamente en el estriado lesionado
de los animales IP-LGF 24H. El analisis inmunohistoquimico de P-ERK1/2 confirmé estos

resultados ya que el estriado lesionado del grupo IP-LGF 24H mostr6 mayor
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inmunorreactividad para P-ERK1/2 que el estriado lesionado de los animales del grupo IP-
Vehiculo (Figuras 36C y D).
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Figura 36. Efectos de la administracion de LGF sobre la fosforilacién de ERK1/2 en el
estriado. En A 'y B se muestra la relacion P-ERK1/ERK1 (A) y P-ERK2/ERK2 (B) en el estriado
sano de animales del grupo IP-Vehiculo (barras grises) y en el estriado lesionado de los grupos: IP-
Vehiculo (barras blancas), IP-LGF 24H (barras punteadas), IP-LGF 48H (barras rayadas en
diagonal) e IP-LGF 72H (barras rayadas en vertical). N6tese como en el grupo IP-LGF 24H las
ratios P-ERK1/ERK1 (A) y P-ERK2/ERK2 (B) aumentaron significativamente en comparacion con
el resto de grupos estudiados. En C y D se muestra la inmunotincion frente a P-ERK1/2 en el
estriado lesionado del grupo IP-Vehiculo (C) y en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 24H (D).
El grupo IP-LGF 24H (D) mostré6 mayor marcaje que el grupo IP-Vehiculo (C). Notese como
algunas células P-ERK1/2 inmunopositivas mostraron la morfologia de glia ramificada en el grupo
IP-LGF 24H (Inserto en D).Los resultados representan la media £+ EEM de 6 a 7 animales
independientes. *p<0,05 y **p<0,01 vs grupo IP-Vehiculo lesionado. *p<0,05 y ""p<0,01 IP-
Vehiculo Sano. *p<0,05 y #p<0,01 vs grupo IP-LGF 24H. Barra de la escala; 50 pm.

La proteina de unién a elementos que responden a AMPc (CREB) es un factor de

transcripcion que requiere de una fosforilacion critica en la Serl33 necesaria para la
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activacion transcripcional (Beitner-Johnson y cols. 2000). Un amplio rango de
neurotransmisores y neuromoduladores, entre los que se incluyen los factores tréficos,
convergen en CREB a la hora de regular la supervivencia neuronal mediante la activacion
de varias rutas de sefializacion celular como MAPK/ERK (Impey y cols. 1998; Roberson y
cols. 1999; Sung y cols. 2001; Azadi y cols. 2007). Ademas, CREB es un importante
regulador de la expresion de TH y de la expresion de genes inducida por neurotrofinas
(Bonni y cols. 1995; Finkbeiner y cols. 1997; Theofilopoulos y cols. 2001).

Para determinar si CREB podria ser un punto de convergencia en la accion del
LGF, se llevaron a cabo analisis de la expresion de fosfo-CREB en el estriado y en el
meséncefalo de animales lesionados con 6-OHDA los cuales fueron tratados mediante
inyeccion intraperitoneal de vehiculo 6 LGF. Como se muestra en la figura 37A, la
expresion de fosfo-CREB incrementd significativamente en el estriado lesionado de las
ratas del grupo IP-LGF 72H en comparacion con lo hallado en el resto de grupos. Sin
embargo, la expresion de fosfo-CREB en el mesencéfalo lesionado no fue afectada por la
administracion intraperitoneal de LGF en ninguno de los grupos experimentales estudiados

(dato no mostrado).

El andlisis inmunohistoquimico de fosfo-CREB aportd resultados similares dado
que en el parénquima estriatal lesionado del grupo IP-LGF 72H se observd mayor
inmunorreactividad frente a fosfo-CREB en comparacion con lo hallado en el estriado
lesionado del grupo de animales IP-Vehiculo (Figuras 37B y C). En cambio, no se hallaron
diferencias en el marcaje frente a fosfo-CREB entre las SN lesionadas de los animales de

los grupos tratados con vehiculo 6 LGF (dato no mostrado).
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Figura 37. Efectos de la administracion de LGF sobre la expresion de fosfo-CREB. Analisis
por Western blot de la expresion de fosfo-CREB (A) en el estriado sano de animales del grupo IP-
Vehiculo (barra gris) y en el estriado lesionado de los grupos: IP-Vehiculo (barra blanca), IP-LGF
24H (barras punteadas), IP-LGF 48H (barras rayadas en diagonal) e IP-LGF 72H (barras rayadas
en vertical). La expresion de fosfo-CREB increment6 en el estriado lesionado de los animales del
grupo IP-LGF 72H (A) en comparacién con lo observado en el resto de los grupos experimentales.
Las dos microfotografias de la parte derecha del panel representan el inmunomarcaje frente a fosfo-
CREB en el estriado lesionado del grupo IP-Vehiculo (C) y en el estriado lesionado del grupo IP-
LGF 72H (E). Notese la existencia de un mayor numero de células fosfo-CREB+ en el grupo IP-
LGF 72H (E) en comparacién con el grupo IP-Vehiculo (C). Los resultados representan la media +
EEM de 6 a 8 animales independientes. ***p<0,001 vs grupo IP-Vehiculo lesionado. *p<0,001 vs
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grupo IP-vehiculo Sano. ###pS0,00I vs grupo IP-LGF 72H. Barra de la escala; 50 pm (B y C).

Por otro lado, también se llevo a cabo el estudio de los efectos del LGF sobre la
activacion de ERK y CREB en el estriado sano contralateral a la lesién. Veinticuatro horas
después de la administracion IP de LGF (grupo IP-LGF 24H), la expresion en el estriado
sano de P-ERK1 y P-ERK2 incrementd en un 260% y en un 180%, respectivamente, en
comparacion con lo observado en el estriado sano del grupo IP-Vehiculo. Dado que el
tratamiento con LGF no afecto a los niveles de ERK1/2, las ratios P-ERK1/ERK1 (Figura
38Ay D) y P-ERK2/ERK2 (Figura 38B y D) también aumentaron significativamente en el
estriado sano de los animales IP-LGF 24H. Estos resultados fueron similares a los
observados en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 24H. La expresion de fosfo-CREB
en el estriado sano de animales lesionados con 6-OHDA increment0 significativamente en

el estriado sano de las ratas del grupo IP-LGF 72H en comparacién con lo hallado en el

resto de grupos (Figura 38C y D).
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Figura 38. Efectos de la administracion de LGF sobre la fosforilacion de ERK1/2 y la
expresion de fosfo-CREB en el estriado sano. En A y B se muestra la relacion fosfo-
ERK1/ERK1 (A) y fosfo-ERK2/ERK2 (B) en el estriado sano de los grupos IP-Vehiculo (barras
grises), IP-LGF 24H (barras punteadas), IP-LGF 48H (barras rayadas en diagonal) e IP-LGF 72H
(barras rayadas en vertical). En C se muestra la expresion de fosfo-CREB en los mismos
grupos experimentales. No6tese como el tratamiento con LGF incrementd la relacién fosfo-
ERK1/ERK1 (A) y fosfo-ERK2/ERK2 en el grupo IP-LGF 24H, y la expresion de fosfo-CREB en
el grupo experimental IP-LGF 72H. En D se muestran los Western blots representativos de las
gréficas representadas en A, B y C. Los resultados representan la media £+ EEM de 6 a 8 animales
independientes. **p<0,01 y **p<0,001 IP-Vehiculo Sano. #p<0,01 vs grupo IP-LGF 24H sano en
Ay B. #p<0,01 vs grupo IP-LGF 72H sano en C.

El analisis de la fosforilacion de ERK y del factor de transcripcion CREB en el
mesencéfalo sano y lesionado de los animales hemiparkinsonianos, revelé que no se
produjo activacion de estas rutas de sefializacibn mediante el tratamiento con LGF
intraperitoneal en ninguno de los tiempos post-tratamiento estudiados (datos no

mostrados).
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3.6 Efectos del LGF sobre la expresion de la proteina anti-apoptotica Bcl-2.

Bcl-2 es una proteina anti-apoptotica cuya expresion puede ser regulada por las via
de sefalizacion mediada por MAPK/ERK (Liu y cols. 1999). La expresion de Bcl-2
incrementd en un 220 £ 60 % en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 24H con
respecto a lo observado en el estriado lesionado del grupo IP-Vehiculo, mientras que los
niveles de la proteina pro-apoptoética Bax permanecieron invariables en todos los grupos
analizados. De este modo, la ratio Bcl-2/Bax fue significativamente mayor en el estriado
lesionado del grupo IP-LGF 24H en comparacion con lo hallado en el estriado lesionado
del grupo IP-Vehiculo (Figura 39A y 39D1).

Tanto la expresion de Bcl-2 como la ratio Bcl-2/Bax incrementaron
significativamente en el mesencefalo lesionado del grupo IP-LGF 48H en comparacion con
el mesencéfalo lesionado y el mesencéfalo sano del grupo IP-Vehiculo (Figura 39B y
39D2). No se observaron cambios significativos en la ratio Bcl-2/Bax ni en el estriado ni
en el mesencéfalo lesionados del grupo IP-LGF 72H ya que la expresion de estas proteinas
no se vio afectada por el tratamiento con LGF en este tiempo experimental (Figuras 39A,
39B, 39D1 y 39D2).

Tampoco se hallaron cambios en la expresion de Bcl-2 y en la ratio Bcl2/Bax en el
estriado sano contralateral a la lesion de todos los grupos experimentales analizados en este
estudio (dato no mostrado). Sin embargo, estos parametros incrementaron
significativamente en el mesencéfalo sano del grupo IP-LGF 48H en comparacion con lo
observado el mesencéfalo sano del grupo IP-Vehiculo (Figura 39C y 39D3). Ademas, no
se observaron cambios significativos en la ratio Bcl-2/Bax en el mesencéfalo sano del resto
de grupos analizados (Figura 39C y 39D3). Los niveles de la proteina pro-apoptotica Bax
permanecieron invariables en el mesencefalo sano de todos los grupos estudiados (Figura
39C y 39D3).
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Figura 39. Efectos de la administracién de LGF sobre la supervivencia celular en el estriado y
en el mesencéfalo. (A): Andlisis de la relacion Bcl-2/Bax en el estriado sano de los animales del
grupo IP-Vehiculo (barras grises) y en el estriado lesionado de los grupos: IP-Vehiculo (barras
blancas), IP-LGF 24H (barras punteadas) e IP-LGF 72H (barras rayadas en vertical). La ratio Bcl-
2/Bax en el grupo IP-LGF 24H (A) fue mayor en comparacion con el resto de grupos estudiados.
(B): Estudio de la relacion Bcl-2/Bax en el mesencéfalo sano de los animales del grupo IP-
Vehiculo (barras grises) y en el mesencéfalo lesionado de los grupos: IP-Vehiculo (barras blancas),
IP-LGF 48H (barras rayadas en diagonal) e IP-LGF 72H (barras rayadas en vertical). La ratio Bcl-
2/Bax en el grupo IP-LGF 48H (B) fue mayor en comparacion con el resto de grupos
experimentales. (C): Andlisis de la ratio Bcl-2/Bax en el mesencéfalo sano de los animales de los
grupos IP-Vehiculo (barras grises), IP-LGF 24H (barras punteadas), IP-LGF 48H (barras rayadas
en diagonal) e IP-LGF 72H (barras rayadas en vertical). La ratio Bcl-2/Bax en el grupo IP-LGF
48H fue mayor en comparacion con el resto de grupos experimentales. En D1, D2 y D3 se
muestran los Western blots representativos de las graficas representadas en A, B y C
respectivamente. Los resultados representan la media £ EEM de 6 a 14 animales independientes.
**p<0,01 vs grupo IP-Vehiculo lesionado. "p<0,05 y *"p<0,01 IP-Vehiculo Sano. ##p§0,01 VS
grupo IP-LGF 24H (A). #p§0,05 IP-LGF 48H (B).

Por otro lado, se llevo a cabo el estudio inmunohistoquimico de la expresion de

Bcl-2 en las secciones coronales de la SNpc procedentes de los animales lesionados con
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6-OHDA que fueron tratados con una Unica dosis de LGF 6 vehiculo. La lesion con la
neurotoxina no afectd a la expresion de Bcl-2 en la SNpc de los grupos analizados (Figura
40 Ay 40B). Sin embargo, el niamero de células Bcl-2+ halladas en la SNpc lesionada del
grupo IP-LGF 48H fue significativamente mayor en comparacion con lo observado en la

SNpc sana y lesionada del grupo IP-Vehiculo (Figura 40C y 40D)
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Figura 40. Estudio inmunohistoquimico de la expresion de Bcl-2 en la SNpc de los animales
tratados con LGF. Las imagenes en A, B y D muestran la inmunotincion frente a Bcl-2 en la
SNpc sana de los animales del grupo IP-Vehiculo (A) y en la SNpc lesionada de los grupos IP-
Vehiculo (B) e IP-LGF 48H (D). La SNpc fue delimitada en las secciones coronales previamente
tefiidas frente a TH (area delimitada en A, ver material y métodos). Barra de la escala; 500 pm (A)
y 50 um (B y D). En C se representa el nimero de células Bcl-2+ halladas en la SNpc sana de los
animales del grupo IP-Vehiculo (barra gris) y en la SNpc lesionada de los grupos IP-Vehiculo
(barra blanca) e IP-LGF 48H (barra rayada en diagonal). Noétese el incremento significativo del
namero de células Bcl-2+ en el grupo IP-LGF 48H. Los resultados representan la media + EEM de
4 a 6 animales independientes. ***p<0,001 vs grupo IP-Vehiculo lesionado y *p<0,001 IP-
Vehiculo Sano.
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4. IMPLANTES DE CELULAS MADRE NEURALES E INFUSION DE LGF

4.1 Efectos de la infusion IS de LGF sobre la distribucion de las células madre neurales
implantadas.

Las celulas madre neurales (CMN) estan consideradas como posibles candidatas
para su uso en terapias de reemplazo celular en patologias del sistema nervioso por su
capacidad de autorrenovacion y de diferenciacion in vitro, pero su uso en la EP sigue sin
ser efectivo debido a la reducida tasa de supervivencia y de diferenciacion de los
implantes. Varios estudios sugieren que la co-administracion de factores neurotroficos
mejoran la eficiencia de los implantes de CMN (Rosenblad y cols. 1996; Liu y Huang.
2007). Debido a que los resultados de los apartados previos indican que el LGF tiene
capacidad neurogenica y de estimular mecanismos de supervivencia celular se llevaron a
cabo una serie de experimentos de coadministracion de CMN y LGF en ratas lesionadas
con 6-OHDA.

Los animales recibieron los implantes de CMN en el estriado denervado en
combinacion con la infusion intraestriatal durante 15 dias de vehiculo (I1S-vehiculo-6-
OHDA-CELULAS) 6 de LGF 160 ng/dia/rata (IS-LGF-6-OHDA-CELULAS). En el grupo
de animales 1S-vehiculo-6-OHDA-CELULAS, la mayoria de las células implantadas,
analizadas por inmunotincién frente a BrdU, estaban distribuidas en toda la superficie
estriatal mostrando una mayor densidad en la zona de inyeccién y en el parénquima
estriatal adyacente (Figura 41A). Ademas, las células implantadas fueron capaces de
migrar caudalmente unos 2 mm desde la zona de implante, ocupando el area mas ventral
del estriado, el globo pélido, la capsula interna y el talamo adyacente. En el parénquima
estriatal, las células implantadas BrdU+ estaban localizadas dentro de los paquetes de
axones mielinizados, proximas a neurorfds -tubulina I+ estriatales, mostrando una
morfologia parecida a la de las células satélite gliales que rodean a las neuronas de los
ganglios dorsales (Figura 41E). Las células implantadas también fueron halladas en la ZSV
(Figura 41C) y en asociacion con los vasos sanguineos positivos para laminina (Figura
41F). La infusion intraestriatal de LGF no afectd ni a la distribucién ni a la localizacion de
las CMN implantadas en el estriado. Sin embargo, en el nivel donde se localizé la
inyeccion del implante, el parénquima estriatal de los animales del grupo IS-LGF-6-
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OHDA-CELULAS mostré significativamente un mayor ndmero de células BrdU+
implantadas en comparacion con el grupo 1S-vehiculo-6-OHDA-CELULAS (Figura 42A).
Este efecto no fue observado al analizar el nimero de células BrdU+ halladas en regiones
posteriores del estriado [102 + 46 (n=3) y 80 + 32 (n=4) células BrdU+/mm? en el grupo
IS-vehiculo-6-OHDA-CELULAS 'y en el grupo IS-LGF-6-OHDA-CELULAS,

respectivamente].

]
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Figura 41. Distribucién de las CMN implantadas en el estriado de ratas lesionadas con 6-
OHDA. Dos semanas despueés del fin de la infusion IS de vehiculo se realiz6 la inmunotincion para
BrdU en toda la superficie estriatal (A y B, verde) y en la ZSV (C, verde), hallandose la mayor
intensidad de marcaje en la zona de la inyeccién del implante (A, verde). En D, E y F se muestra el
doble inmunomarcaje para BrdU (D, verde, E y F, rojo), nestina (D, rojo), B-tubulina Il (E, verde),
o laminina (F, verde). Noétese que en el parénquima estriatal varias células BrdU+ fueron a su vez
nestina+ (D, flechas blancas discontinuas) y como las células implantadas se distribuyeron en los
paquetes de axones mielinizados (B, puntas de flechas blancas), alrededor de las neuronas [-
tubulina 111+ (E, flechas) y en los vasos sanguineos laminina+ (F). PAM, paquetes de axones
mielinizados; Str, estriado; VL, Ventriculo Lateral; ZSV, zona subventricular. Barra de la escala;
50 um (A y B) y 25 um (C-F).

Para determinar si la existencia de una lesion en la via dopaminérgica facilita la
capacidad del LGF para incrementar el nimero de células BrdU+ implantadas en el
estriado, un grupo de animales sanos recibio un implante de CMN en combinacion con la
infusion intraestriatal durante 15 dias de vehiculo (IS-vehiculo-SANAS-CELULAS) 6 de
LGF (IS-LGF-SANAS-CELULAS). De manera similar a lo hallado en el estriado
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lesionado, el nimero de células BrdU+ fue significativamente mayor en el estriado de los
animales del grupo I1S-LGF-SANAS-CELULAS (Figura 42B).
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Figura 42. Efectos de la infusion intraestriatal de LGF sobre la supervivencia y la
diferenciacion de las CMN implantadas. Las CMN marcadas con BrdU fueron implantadas en el
estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA (A, C y D-G) y de ratas sanas (B). Acto seguido, se inicio
la infusion intraestriatal durante 15 dias de vehiculo (barras blancas) 6 de LGF (barras negras). El
estudio de la zona de implante (zona 2, +1.0 mm desde bregma) revel6 que la infusion IS de LGF
incrementd significativamente el nimero de células implantadas BrdU+ en el estriado del grupo IS-
LGF-6-OHDA-CELULAS (A) y en el grupo 1S-LGF-SANAS-CELULAS (B). En C se muestra el
porcentaje de células implantadas BrdU+ que se diferenciaron hacia neuronas maduras NeuN+ (C,
neuronas) 6 mostraron un fenotipo endotelial (C, endotelio) en el estriado de ratas lesionadas con 6-
OHDA. Notese el incremento significativo del numero de células con fenotipo endotelial en el
grupo 1S-LGF-6-OHDA-CELULAS. Los paneles de D a G muestran la inmunotincion para BrdU
(D, verde y F, rojo), NeuN (E, rojo), y laminina (G, verde). N6tese como en el estriado lesionado
de las ratas del grupo IS-vehiculo-6-OHDA-CELULAS, varios nlcleos BrdU+ fueron a su vez
NeuN+ (D y E, puntas de flecha blancas) y como las células implantadas localizadas en los vasos
sanguineos mostraron morfologia endotelial (G y F, flechas blancas). Los resultados representan la
media £ EEM de 3 a 5 animales independientes. 2, 05 vs los grupos 1S-vehiculo-6-OHDA-
CELULAS (Ay C) 6 IS-vehiculo-SANAS-CELULAS (B). Barra de la escala; 20 um (D-G).
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4.2 Estudio de los fenotipos celulares derivados de las CMN implantadas.

La proteina nestina es expresada por las CMN y por los precursores neurales
indiferenciados (Reimers y cols. 2001; Lobo y cols. 2003; Bazan y cols. 2004). Como se
muestra en la figura 41D, solamente se hall6 un pequefio numero de células implantadas
BrdU+ que comarcaron con nestina tanto en el estriado lesionado del grupo IS-vehiculo-6-
OHDA-CELULAS como en el estriado lesionado del grupo  I1S-LGF-6-OHDA-
CELULAS. Para determinar si las CMN implantadas podian diferenciarse hacia diferentes
tipos celulares se llevaron a cabo dobles inmunomarcajes frente a BrdU y marcadores
neurales y no neurales. Tanto los animales del grupo 1S-vehiculo-6-OHDA-CELULAS
como los del grupo IS-LGF-6-OHDA-CELULAS mostraron células BrdU+ que
coexpresaron DCX (Figura 43A) 6P -tubulina 111 (Figura 43B). Ademas, alrededor del
12% de células implantadas BrdU+ observadas en ambos grupos experimentales fueron a
su vez NeuN+ (Figura 42C, D y E). Estos resultados indican que en el estriado denervado
de las ratas lesionadas con 6-OHDA puede tener lugar la diferenciacion de las CMN hacia

fenotipos neuronales.

Las células implantadas BrdU+ también fueron capaces de diferenciarse hacia los
fenotipos gliales presentes en el sistema nervioso central adulto ya que se hallaron células
BrdU+ que comarcaron con GFAP (Figura 43D) o con el marcador de oligodendrocitos
RIP (Figura 43E) en el estriado lesionado del grupo 1S-vehiculo-6-OHDA-CELULAS y
en el del grupo 1S-LGF-6-OHDA-CELULAS. Por otro lado, el 23 + 5,6% (n=6) de las
células BrdU+ halladas expresaron a su vez IB4 y mostraron morfologia de microglia
(Figura 43F). En el nivel de la canula se localizaron varias celulas BrdU+/IB4+ con la
apariencia de macrofagos activados y con abundantes lisosomas en su citoplasma (Figura
43C). Estos resultados reflejan la capacidad de las CMN implantadas para diferenciarse
hacia fenotipos celulares derivados del sistema hematopoyético.

En el apartado anterior se menciona la frecuente localizacion de las células
implantadas BrdU+ en las proximidades de los vasos sanguineos. Un numero significativo
de estas células se integrd en los vasos sanguineos mostrando una morfologia similar a la
de las celulas endoteliales (Figura 42F). Debido a que estas células fueron localizadas en
las paredes de los vasos sanguineos positivos para laminina (Figura 42G), podemos

proponer que las CMN implantadas pudieron diferenciarse hacia un fenotipo endotelial.
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Cabe destacar que estas células fueron halladas tanto en vasos sanguineos grandes, los
cuales probablemente ya estaban presentes en el parénquima estriatal antes de realizarse el
implante, como en vasos mas pequefios que podrian ser de nueva generacion debido a su
localizacion proxima a la zona de inyeccion del implante. En el parénquima estriatal de los
animales de los grupos I1S-vehiculo-6-OHDA-CELULAS e IS-LGF-6-OHDA-CELULAS
se hallaron células BrdU+ dentro de los vasos sanguineos, pero el nimero de células que
mostraron la morfologia de células endoteliales fue significativamente mayor en el grupo
IS-LGF-6-OHDA-CELULAS (Figura 42C).

A

Figura 43. Fenotipos celulares neurales y no neurales derivados de las CMN implantadas en
el estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA. Las células derivadas de las neuroesferas y
marcadas con BrdU fueron implantadas en el estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA (A, verde,
B-F rojo). A continuacion, se inici6 la infusion durante 15 dias de vehiculo en el estriado lesionado
(1S-vehiculo-6-OHDA-CELULAS). Dos semanas después del fin de la infusion, se observé que las
células implantadas BrdU+ coexpresaron los marcadores neuronales DCX (A, rojo) y B-tubulina Il
(B, verde). Ademas, las células implantadas se diferenciaron a astrocitos GFAP+ (D, verde, puntas
de flecha) y a oligodendrocitos RIP+ (E, verde, flechas). En C y F se muestra como una poblacién
de células implantadas BrdU+ comarco con Isolectina IB4 mostrando morfologia de macrofagos
activados (C, verde) y morfologia de microglia (F, verde). Barra de la escala; 10 um (A-C) y 25
um (D-F).
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4.3 Efectos de las CMN implantadas sobre la conducta rotacional y la inervacion

positiva para tirosina hidroxilasa.

La conducta rotacional inducida por apomorfina del grupo de animales IS-vehiculo-
6-OHDA-CELULAS disminuyé significativamente 3 semanas después del inicio de la
infusién en comparacion con el grupo lesionado con 6-OHDA que solo recibio la infusion
intraestriatal de vehiculo y en el cual no hubo implante de CMN (IS-vehiculo-6-OHDA)
(Figura 44). Cabe destacar que en el grupo IS-LGF-6-OHDA-CELULAS la conducta
rotacional se redujo notablemente en comparacion con los grupos 1S-vehiculo-6-OHDA e
IS-vehiculo-6-OHDA-CELULAS (Figura 44).
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Figura 44. Efectos de la coadministracion de LGF y CMN sobre la conducta rotacional de las
ratas hemiparkinsonianas. Estudio de la conducta rotacional inducida por apomorfina de los
animales de los grupos IS-vehiculo-6-OHDA (barras grises), IS-vehiculo-6-OHDA-CELULAS
(barras blancas) e 1S-LGF-6-OHDA-CELULAS (barras negras). Notese como la conducta
rotacional mejor6 en el grupo I1S-LGF-6-OHDA-CELULAS. Los resultados representan la media +
EEM de 3 a 8 animales independientes. “p < 0,05y **p < 0,01 vs grupo IS-vehiculo-6-OHDA. p <
0.05y p<0,01 vsel grupo IS-vehiculo-6-OHDA-CELULAS.

Para determinar si la mejoria en la conducta rotacional fue debida a un incremento
en la inervacion dopaminérgica y/o a la diferenciacion de las CMN implantadas hacia
neuronas catecolaminérgicas, se llevaron a cabo dobles inmunomarcajes frente a TH y

BrdU en el estriado lesionado de los animales pertenecientes a los grupos |S-vehiculo-6-
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OHDA-CELULAS e IS-LGF-6-OHDA-CELULAS. Como se muestra en el apartado de
infusion intraestriatal, los estriados de ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA que
no recibieron ni implantes de CMN ni infusiones intracerebrales no presentaron neuronas
TH+ y Unicamente el 5,5 + 1,9% de la estructura mostro inervacion TH+. Se observaron
resultados similares en el estriado de los animales del grupo 1S-vehiculo-6-OHDA donde
solamente el 4,0 £ 1,3% de la estructura mostr6 inervacion TH+, en comparacién con el
grupo de ratas sanas (Figuras 45A y 45B). Ninguno de los animales de los grupos
experimentales analizados mostraron neuronas TH+ / BrdU+ en el estriado, sugiriendo que
las CMN implantadas en el estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA no fueron capaces de
diferenciarse hacia neuronas con fenotipo dopaminérgico. Sin embargo, el estriado de las
ratas pertenecientes al grupo IS-vehiculo-6-OHDA-CELULAS mostr6 un 23 + 7% de la
estructura con inervacion TH+ (Figuras 46A y 45C), en comparacion con el estriado del
grupo IS-vehiculo-6-OHDA. Los animales del grupo IS-LGF-6-OHDA-CELULAS
también presentaron un ligero incremento de la inervacion TH+ en el estriado lesionado
pero no se observaron diferencias significativas al compararse con el grupo 1S-vehiculo-6-
OHDA o con el grupo IS-vehiculo-6-OHDA-CELULAS (Figura 46A)).

Vehiculo-Sana Vehiculo-6-OHDA Vehiculo-6-OHDA
Células Células
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Figura 45. Estudio de la expresion de TH en el estriado de animales con implantes de CMN.
Inmunotincion frente a TH en el estriado de los grupos 1S-vehiculo-SANAS-CELULAS (A), IS-
vehiculo-6-OHDA (B) e IS-vehiculo-6-OHDA-CELULAS (C). Notese como en el grupo IS-
vehiculo-6-OHDA-CELULAS se observo una mayor densidad de terminales TH+ que el grupo IS-
vehiculo-6-OHDA. Barra de la escala; 100 um (A-C).
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El porcentaje de area estriatal ocupada por inervacién TH+ fue dependiente de la
zona donde fueron halladas las CMN e independiente de que la infusion intraestriatal fuese
de vehiculo 6 LGF. De este modo, las ratas lesionadas con 6-OHDA, en las que implante
de CMN se hallé en el nivel +1,0 mm desde Bregma, mostraron una mayor inervacion
TH+ en comparacion con los animales en los que el implante fue localizado a +0,2 mm

desde Bregma (Figura 46B).

Como se muestra en el apartado de infusion intraestriatal de LGF, las ratas
lesionadas unilateralmente con 6-OHDA muestran una pérdida significativa en el nimero
de neuronas TH+ de la SNpc. De igual modo, se hallaron escasas neuronas TH+ en la
SNpc lesionada de las ratas de los grupos IS-vehiculo-6-OHDA-CELULAS (1 + 0,6
células TH+/seccion) (n=3) e IS-LGF-6-OHDA-CELULAS (1,3 + 1,3 células
TH+/seccion) (n=3).

e

Figura 46. Efectos de las CMN
implantadas y de la infusion de LGF
_s sobre la expresion de TH en el
estriado de ratas lesionadas con
6-OHDA. En A se muestra el porcentaje
de inervacion TH+ hallada en el estriado
lesionado de los grupos 1S-vehiculo-6-
OHDA-CELULAS (barras blancas),
IS-LGF-6-OHDA-CELULAS  (barras
negras) y en el grupo IS-vehiculo-6-
T OHDA (barras grises). En B se muestra
como la inervacién TH+ en el estriado
lesionado del grupo IS-vehiculo-6-
Vehiculo Vehiculo-6-OHDA LGF-6.0OHDA OHDA-CELULAS dependi6 de la zona
6-OHDA Células Células en donde tuvo lugar el implante de las
CMN (C, flechas negras). De este modo,
la inervacion TH+ observada en el
{ estriado fue mayor en aquellos animales
1T en los que el implante fue hallado en la
zona 2 (+1,0 mm desde Bregma) que en
los animales donde el implante se
T localizé en la zona 3 (+0,2 mm desde
Bregma). Los resultados representan la
media + EEM de 3 a 8 animales
independientes. +p 0,05 grupo IS-
vehiculo-6-OHDA.
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Discusion

1. EFECTOS DEL LGF SOBRE LOS MARCADORES DOPAMINERGICOS Y LA
FUNCION MOTORA.

Los resultados de la administracion intraestriatal (IS) e intraperitoneal (IP) de LGF
muestran que este factor es capaz de incrementar la inervacion TH+ y la expresion de esta
proteina en el estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA. Ademas, los resultados ponen de
manifiesto la capacidad de las CMN para estimular el crecimiento de los terminales TH+
estriatales. El tratamiento con LGF IP también fomenta la expresion de DAT en el estriado
y protege parcialmente a las neuronas dopaminérgicas de la SN del dafio inducido por la
neurotoxina. Por otro lado, tanto la administracion IS e IP como la coadministracion de
LGF y CMN, mejoran la conducta rotacional inducida por apomorfina en este modelo

experimental de EP.

La administracion de LGF en el estriado podria proteger a las neuronas
dopaminérgicas de la SN de la muerte celular. Este tipo de efecto ya ha sido previamente
descrito para otras sustancias como el BDNF, GDNF 6 VEGF en animales lesionados con
6-OHDA (Levivier y cols. 1995; Kirik y cols. 2001; Ogunshola y cols. 2002; Yasuhara y
cols. 2004). En el caso del VEGF, los ultimos autores demostraron una significativa
preservacion tanto de las neuronas TH+ en la SN como de las fibras TH+ en el estriado
(Yasuhara y cols. 2004). Los resultados de la administracion IS de LGF revelan que tanto
en el grupo control de la lesion como en el grupo IS-vehiculo, solo un 5% del &rea del
estriado lesionado mostré inervacion TH+; mientras que el grupo IS-LGF mostrd
inmunorreactividad frente a TH en el 50% del area estriatal de las secciones coronales
estudiadas. Ademas, la administracion IP de este factor tambien fue capaz de fomentar
tanto la inervacion TH+ como la expresion de esta proteina en el estriado lesionado con 6-
OHDA e incluso preservé parcialmente a las neuronas dopaminérgicas de la SN de los
efectos nocivos de esta toxina. Sin embargo, la infusién IS de LGF no protegi6 a estas
neuronas de la degeneracion inducida por la 6-OHDA ya que la cantidad observada de
estas células fue similar tanto el grupo control de la lesion como en los animales con
infusion IS de LGF o vehiculo. De este modo, los resultados de la administracion IS e IP
de LGF ponen de manifiesto la capacidad de este factor para promover el crecimiento de
los terminales dopaminérgicos que persisten en el estriado tras la lesion con 6-OHDA,

independientemente de la existencia o no de un efecto neuroprotector en la SN.
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El hecho de que los animales tratados con LGF tuvieran una significativa mejoria
en la coordinacion motora, y en la conducta rotacional inducida por apomorfina esta en
concordancia con la capacidad mostrada por este factor para restaurar parcialmente los
niveles de dopamina en el estriado lesionado. En este sentido, también hay que mencionar
que el transportador DAT que se localiza en los terminales dopaminérgicos, esta implicado
en la recaptura de la dopamina y se utiliza como marcador para evaluar la integridad del
sistema dopaminérgico (Afonso-Oramas y cols. 2009; Liu y cols. 2009; Frye y cols. 2010;
Smith y cols. 2011). Como se muestra en el apartado 3 de resultados, la administracion IP
de LGF previno la reduccion de la inmunorreactividad y de la expresion de DAT, ejercida
por la 6-OHDA en el estriado lesionado. Ademas, la administracion IP de LGF fomenta el
trafico de DAT en las neuronas dopaminérgicas ya que en los animales tratados
cronicamente con este factor la expresion de DAT se localizé en los terminales TH+, al
contrario de lo hallado en los animales tratados con vehiculo, donde la inmunorreactividad
frente a DAT se hallé confinada en pequefios puntos que probablemente representaban
botones sinapticos. Sin embargo, es necesario llevar a acabo experimentos a largo
plazo para determinar si el LGF, infundido intraestriatalmente o administrado
intraperitonealmente, es capaz de restaurar completamente el metabolismo dopaminérgico
y el comportamiento motor en animales lesionados con 6-OHDA. En resumen, la infusién
IS de LGF unicamente induce el crecimiento de los terminales estriatales TH+, mientras
que la administracion IP del factor induce un efector neuroprotector tanto en las neuronas

dopaminérgicas de la SN como en los terminales TH+ del estriado lesionado con 6-OHDA.

Muchos trabajos proponen que la administracion intracerebral de factores troficos
potencia la neurogénesis tanto en el cerebro sano (Craig y cols. 1996; Kuhn y cols. 1997,
Zigova Yy cols. 1998; Pencea y cols. 2001; Jin y cols. 2002) como en el cerebro dafado
(Fallon y cols. 2000; Sun y cols. 2003; Cooper y Isacson. 2004). Ademas, existen estudios
que podrian indicar la existencia de neurogénesis en la SN de ratas adultas lesionadas con
6-OHDA (Zhao y cols. 2003). La generacion de nuevas neuronas dopaminérgicas podria
explicar el incremento de la inervacién TH+ observado después de la administracion IS 6
IP de LGF en el estriado de los animales lesionados con 6-OHDA. El doble
inmunomarcaje mostré pocas céluls -tubulina 111+/BrdU+ en los estriados de los
animales con infusiéon 1S de LGF o vehiculo; tampoco se hallaron células TH+ en los

estriados de estos animales. Por consiguiente, no se observaron nuevas neuronas TH+ en
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los animales IS-LGF 15d después de 2 semanas de infusion del factor. Ademas, tampoco
se localizaron neuronas TH+/BrdU+ en el estriado de los animales con infusion IP de LGF
ni se hallaron nuevas neuronas dopaminérgicas en la SN lesionada de los animales con
administracion IP 0 IS de LGF, hecho que indica la ausencia de neurogenesis
dopaminérgica en ambas regiones vinculada a la accion del LGF cuando éste es
administrado en el estriado o de manera intraperitoneal. En el apartado 4 de resultados, se
muestra que el LGF incrementa la supervivencia de los precursores neurales implantados
en el estriado lesionado de animales hemiparkinsonianos. La administracion IP de LGF
protege a las neuronas dopaminérgicas localizadas en la SN del hemisferio lesionado con
6-OHDA. Esta proteccidn frente a la neurotoxicidad podria efectuarse de modo similar a lo
anteriormente comentado sobre los efectos del GDNF y el VEGF en ratas lesionadas con
6-OHDA (Kirik y cols. 2001; Ogunshola y cols. 2002; Yasuhara y cols. 2004; Cohen y
cols. 2011).

De manera similar a lo observado en los experimentos de administracion IS e IP de
LGF, no se observaron nuevas neuronas TH+/BrdU+ a los 7, 15 6 30 dias después del
inicio de la infusion ICV de LGF. Tampoco se observaron mejorias en la conducta
rotacional relacionadas con la administracion ICV del factor. Debido a que las ratas que
recibieron la administracion IS e IP de LGF mostraron una mayor inmunorreactividad
frente a TH y una mejoria en la conducta rotacional y que la infusion ICV promovio la
aparicion de nuevas neuronas NeuN+/BrdU+ y DCX+/BrdU+, es necesario realizar
experimentos con un periodo de postinfusion ICV de LGF mas largo para asi determinar si
las nuevas neuronas generadas pueden adquirir el fenotipo dopaminérgico capaz de
mejorar la funcién motora en las ratas lesionadas con 6-OHDA. Ademas, las neuronas de
nueva generacion pueden requerir de sefiales adicionales procedentes del mesencéfalo o
del cerebro anterior para diferenciarse a neuronas dopaminérgicas maduras, como se ha
sugerido en trabajos en los que se ha llevado a cabo la infusion intracerebral de TGF-a (de

Chevigny y cols. 2008).

Los implantes de CMN se diferenciaron a neuronas, pero no se observaron
neuronas TH+ que hubiesen derivado a partir de las células implantadas, en ninguna de las
condiciones experimentales analizadas en este estudio. Bajo condiciones especificas, las
CMN con las que trabajamos en nuestro laboratorio son capaces de diferenciarse hacia

neuronas TH+ in Vitro (Lopez-Toledano y cols. 2004; Calatrava-Ferreras y cols. 2012).
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Los resultados indican que el estriado lesionado carece de las sefiales necesarias para que
tenga lugar el proceso de diferenciacion de las CMN hacia neuronas dopaminérgicas. Un
hallazgo destacable fue que la inervacion TH+ en el estriado fue mayor cuando las CMN
fueron localizadas en niveles anteriores (Zona 2, +1.0 mm desde bregma), en comparacién
con lo hallado cuando los implantes fueron mas posteriores (Zona 3, +0,2 mm desde
Bregma). Ademds, hay trabajos que proponen la capacidad de los implantes de
progenitores neurales a la hora de liberar factores neurotroficos y de ejercer efectos
positivos en el estriado, la SN y en la conducta rotacional de las ratas hemiparkinsonianas
(Wei y cols. 2007; Haas y cols. 2008). De este modo, teniendo en cuenta que muchas de
las neuronas dopaminérgicas de la SN proyectan hacia zonas anteriores del estriado
(Gerfen y Wilson. 1996; Merello y Cammarota. 2000), la presencia de las CMN
implantadas en estas areas podria explicar el incremento en la inervacion TH+ y la mejora

funcional observada en nuestro estudio.

Los resultados del apartado 4 también indican que la conducta rotacional inducida
por apomorfina mejord en los animales lesionados con 6-OHDA que recibieron el implante
de CMN, hecho que también ha sido constatado en otros estudios (Zhu y cols. 2009).
Varias células implantadas fueron localizadas en las proximidades de neuronas estriatales
mostrando una localizacion similar a la de las células satélite gliales del sistema nervioso
periférico. Dado que las células satélite gliales son capaces de sintetizar neurotrofinas
(Wetmore y Olson. 1995), se podria argumentar que las CMN implantadas actian como
una fuente de factores troficos para las neuronas estriatales y por tanto son capaces de
mejorar su funcién. Otra posibilidad podria ser que las nuevas neuronas generadas podrian
haber sustituido parcialmente a las neuronas estriatales afectadas por la ausencia de
dopamina debida a la lesion con 6-OHDA. Ademas, la conducta rotacional mejord
significativamente en los animales con implante de CMN e infusion intraestriatal de LGF,
efecto que también fue observado en los animales que Unicamente recibieron la
administracion IS o IP de LGF. Los resultados de coadministracion de LGF y CMN
también indican que el factor puede inducir la diferenciacion de las células implantadas
hacia el fenotipo endotelial ya que una pequefia proporcion de estas células mostrd
morfologia similar a la de las células endoteliales y fue marcada con anticuerpos anti-
laminina. Ademas, el LGF es capaz de estimular la sintesis del VEGF (Martin-Hidalgo y
cols. 2007a), cuyo papel como estimulador de la angiogénesis ha sido ampliamente

referido por otros autores (Ferrara y cols. 2003; Rosenstein y Krum. 2004; Yasuhara y
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cols. 2004). Este efecto angiogénico pudo derivar en una mejor irrigacion del tejido
huésped y en un mayor aporte de factores neurotroficos (Dong y cols. 2007). Estos
resultados revelan la capacidad del LGF y de las CMN implantadas para generar nuevos
vasos sanguineos los cuales podrian jugar un papel importante en la regeneracion del tejido
cerebral dafiado. Por otro lado, el LGF pudo también mejorar la funcionalidad de las
neuronas dopaminérgicas restantes mediante la estimulacion de la sintesis de factores
troficos implicados en la supervivencia y/o en la funcion de estas neuronas (Yasuhara y
cols. 2004; Jiang y cols. 2006).

En resumen, los resultados indican que ninguna de las condiciones experimentales
han podido dar lugar a la generacion de neuronas dopaminérgicas. Sin embargo, tanto la
administracion IS o IP de LGF como los implantes de CMN podrian favorecer la
generacion de un microambiente capaz de propiciar la reinervacién de los terminales
dopaminérgicos estriatales y la subsiguiente mejoria a nivel motor observada en los

animales lesionados con 6-OHDA.
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2. EL LGF COMO INDUCTOR DE LA PROLIFERACION CELULAR Y LA
NEUROGENESIS. EFECTOS DE LA COADMINISTRACION DE CMN Y LGF.

2.1 Papel del LGF en la proliferacion celular y la neurogénesis.

Los resultados de la infusién ICV indican que el LGF estimula la proliferacion
celular de los precursores neuronales de la ZSV y la invasion, por parte de estos
precursores, del estriado denervado de ratas lesionadas con 6-OHDA. Ademas, el estudio
de la administracion IS de LGF junto con los implantes de CMN muestran que estas
células son capaces de sobrevivir en el estriado denervado de ratas lesionadas con 6-
OHDA. Las CMN implantadas mantuvieron su pluripotencialidad, de este modo pudieron
diferenciarse a neuronas y glia, asi como a endotelio y a células del linaje hematopoyético,

tales como macrdofagos y microglia.

Las células madre neurales, con capacidad de autorrenovacion y potencial para
generar varios linajes, persisten en la ZSV del cerebro anterior adulto de los mamiferos. La
administracion in vivo de factores tréficos como EGF, TGF-a o VEGF y neurotrofinas,
incrementa la expansion de las CMN (Craig y cols. 1996; Kuhn y cols. 1997; Schanzer y
cols. 2004), promueve la neurogenesis en el cerebro sano (Palmer y cols. 1999; Pencea y
cols. 2001; Jin y cols. 2002) y en el cerebro dafiado (Fallon y cols. 2000; Teramoto y cols.
2003; Cooper y lIsacson. 2004; Mohapel y cols. 2005; Wang y cols. 2007b). La
administracion ICV de LGF incrementd la expresion de PCNA y nestina en la ZSV
adyacente al ventriculo lateral infundido. Existen estudios que demuestran que la insercion
de una céanula en el ventriculo lateral incrementa la proliferacion celular en la ZSV
(Weinstein y cols. 1996), sugiriendo que esta proliferacion puede ser debida al dafio
mecénico ejercido en esta zona. Los resultados muestran que la infusion ICV de vehiculo
también incrementd la inmunotincién frente a PCNA en la ZSV de las ratas
hemiparkinsonianas. Sin embargo, el nivel de proliferacion celular fue menor que el
detectado después de la infusion de LGF. Bajo estas condiciones experimentales, la
infusion ICV de LGF también estimuld la expresién de nestina en la ZSV en las ratas
lesionadas con 6-OHDA. Debido a que se hallaron células doblemente marcadas para
PCNA vy nestina, los resultados indican que el LGF estimula la proliferacion de los
precursores neurales localizados en la ZSV de las ratas hemiparkinsonianas. Por otro lado,

también se visualizaron dobletes y tripletes de células PCNA+/nestina+ en el parénquima
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estriatal, sugiriendo que el LGF también es capaz de estimular la migracion de los
precursores neurales en proliferacion hacia el estriado denervado de las ratas lesionadas
con 6-OHDA.

Los precursores neurales de la ZSV dan lugar a una poblacion de neuronas DCX+
cuyo destino final se halla en el bulbo olfatorio (Yang y cols. 2004; Ernst y Christie. 2005).
Como muestran los resultados, la incorporacién de BrdU incrementé significativamente en
el estriado de los animales con infusion ICV de LGF. Ademas, los experimentos de doble
inmunomarcaje mostraron que mas del 20% de las células BrdU+ eran células que a su vez
expresaban DCX. La mayoria de estas nuevas neuronas halladas en el parénquima estriatal
mostraron una morfologia redondeada y fueron localizadas cerca de la ZSV, sugiriendo
que el nicho neurogénico de precursores neurales es capaz de dividirse y que su progenie
migra hacia el parénquima adyacente tras la infusién ICV de LGF. También se hallaron
células DCX+ con largos procesos invadiendo el estriado lesionado de los animales
infundidos con LGF. Aunque solo un pequefio nidmero de estas células DCX+
coexpresaron BrdU, se puede argumentar que fueron generadas por la infusion del factor
ya que la expresion de DCX ha sido considerada como un marcador de neurogénesis
(Couillard-Despres y cols. 2005). Ademas, la incorporacion de BrdU U(nicamente
proporciona una estimacion relativa del numero de células proliferantes debido a diferentes
razones tales como la duracion de la fase S, la cual es una fraccion del ciclo celular
completo, el nimero de células que se hallan en division cuando la BrdU no esta presente
para su marcaje, y la supervivencia de las nuevas células generadas ya que la muerte
celular es un proceso que ocurre normalmente en las regiones neurogénicas (Taupin.
2007). La ausencia de colocalizacion con nestina o GFAP confirmd que las células DCX+
que invadieron el estriado no eran precursores neurales multipotentes o astrocitos GFAP+.
Sin embargo, la morfologia de la mayoria de estas células que expresaban DCX, en
combinacion con la ausencia de expresion de nestina y GFAP, claramente indica que estas
células constituyen una poblacion de neuroblastos en migracion. Por otro lado, hay que
destacar que no se detectd inmunorreactividad frente a DCX en el estriado de los animales
con lesion e infusion ICV de vehiculo, ni en el estriado de los animales sanos que fueron
infundidos con vehiculo o LGF en el ventriculo lateral izquierdo (dato no mostrado).
Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que el LGF confiere al estriado denervado

algunas propiedades que permiten la migracion de neuronas de nueva generacion.
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El estriado de los animales con infusion ICV de LGF también mostré células
BrdU+ que comarcaron con NeuN, un antigeno nuclear expresado por las neuronas
maduras. Como proponen otros estudios, las nuevas neuronas del parénquima estriatal
podrian ser generadas a partir de células progenitoras multipotentes que residen en la ZSV
del cerebro anterior adulto (Laywell y cols. 2000; McGinn y cols. 2004; Ihrie y Alvarez-
Buylla. 2008). ElI hecho de que las neuronas BrdU+/NeuN+ de nueva generacion
observadas en el estriado de los animales ICV-LGF mostraran una menor
inmnorreactividad frente a NeuN, en comparacién con las neuronas estriatales adultas,
puede sugerir que probablemente estas células forman parte de una poblacion neuronal en
estado de maduracion procedente de los neuroblastos en migracion mencionados
anteriormente. Por otro lado, los experimentos de administracion IS e IP de LGF en ratas
lesionadas con 6-OHDA pusieron de manifiesto la ausencia de generacion de nuevas
neuronas en el parénquima estriatal. Este hecho sugiere que la eficacia del factor a la hora
de estimular la neurogénesis depende en gran medida de la via de administracion utilizada.

2.2 Efectos de la administracion conjunta de LGF y CMN.

El factor de crecimiento de higado no actta Unicamente sobre las CMN del animal
adulto, sino que también favorece la viabilidad de los implantes de CMN de origen fetal en
el cerebro dafiado. La capacidad de supervivencia de las células madre implantadas en el
cerebro adulto de los mamiferos es un fenémeno ampliamente constatado(Eriksson y cols.
2003; Bjugstad y cols. 2008; Arias-Carrion y Yuan. 2009). Los resultados muestran que el
cerebro adulto de la rata contiene las sefiales requeridas para la supervivencia de las CMN
y que la administracion de LGF potencia su capacidad de supervivencia ya que se observo
un mayor namero células implantadas BrdU+ tanto en el estriado sano como en el estriado

denervado de los animales con implante que fueron tratados con el factor.

In vitro, las CMN se diferencian a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Gage.
2000; Kennea y Mehmet. 2002). El estriado de la rata adulta posibilita la diferenciacion y
la migracién de las CMN implantadas. De este modo, las células BrdU+ que coexpresaron
marcadores especificos neuronales y gliales se distribuyeron ampliamente por el
parénquima estriatal, incluyendo las zonas mas ventrales de esta estructura. Ademas, parte
de las celulas implantadas fueron localizadas en la ZSV y en las proximidades de los vasos

sanguineos, dos entornos favorables para el mantenimiento y renovacién de las CMN
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(Palmer y cols. 2000; Doetsch. 2003; Barami. 2008). La distribucion y la diferenciacion de
las CMN implantadas hacia los fenotipos neurales comentados anteriormente fue
independiente de la coadministracion de LGF. Sin embargo, el LGF también potencid de
manera especifica la diferenciacion de las CMN implantadas hacia el fenotipo endotelial ya
que se hall6 un mayor nimero de células BrdU+ con estas caracteristicas en los vasos
sanguineos de los animales que recibieron la infusion del factor. Ademas, hay que destacar
que las células endoteliales de la vena porta estan relacionadas con la accion del LGF en el
higado (Diaz-Gil y cols. 2003).

Por otro lado, estudios in vitro e in vivo sugieren que las CMN también pueden
generar células del linaje hematopoyético (Papavasiliou y cols. 1996; Vescovi y cols.
2002). Aunque estos resultados ya han sido reflejados por otros autores (Levison y cols.
2003), nuestros datos también muestran el potencial hematopoyético de las CMN ya que,
en el estriado lesionado de los animales hemiparkinsonianos que recibieron el implante, se
observaron tanto macrdfagos activados como abundante microglia que habian derivado de
las células implantadas. Ademas, también se ha descrito la capacidad de las CMN
implantadas en el estriado a la hora secretar factores y de generar microambientes que
regulan la actividad y la funcién de la microglia de manera muy marcada (Mosher y cols.
2012). Debido a que la microglia tambien esta implicada en la induccion del crecimiento
de los terminales dopaminérgicos en el estriado lesionado (Batchelor y cols. 1999; Stanic y
cols. 2004) y que en la gran mayoria de los resultados del presente trabajo muestran al
LGF como un regulador activo de este tipo celular, podemos sugerir que el posible papel
neurorreparador de los implantes de CMN vy de la coadministracion de este factor también

pueda estar mediado por la microglia.
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3. POSIBLES CELULAS DIANA DEL LGF. PAPEL DEL TNF-a.

3.1 LGF y activacion de la microglia.

Nuestros estudios preliminares in vitro sugieren que el LGF no actua directamente
sobre las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas (Gonzalo-Gobernado y cols. 2011). Es
por ello, que uno de nuestros objetivos principales fue determinar las células diana y los
efectores moleculares que median en las acciones inducidas por la administracion de LGF
en las ratas lesionadas con 6-OHDA. Los resultados indican que la infusion IS de LGF
incremento significativamente la expresion de PCNA, y el nimero de células PCNA+ en el
estriado. Alrededor del 60% de esas células fueron también positivas para 1B4, indicando
claramente que el LGF promueve la proliferacion de la microglia. La proliferacion forma
parte de la respuesta de la activacion de la microglia. Esta activacion también origina una
transformacion morfologica celular desde formas ramificadas hacia formas mas ameboides
(Vilhardt. 2005). El estriado de los animales con infusion IS de LGF también mostrd un
mayor numero de células IB4+ con morfologia ameboide. Como el LGF también
incremento la expresion de OX6, podemos argumentar que la administracion IS de LGF
promueve la activacion de la microglia en el estriado hemiparkinsoniano. En el apartado 3
de resultados se muestra que la administracion intraperitoneal de LGF también potencia la
expresion de varios marcadores relacionados con la activacion de la microglia ya que una
Unica inyeccion intraperitoneal de LGF fue capaz de estimular la expresion transitoria de
GLUT-5 en el estriado y de OX6 en el mesencéfalo y en el estriado. Ademas, el LGF
incrementd la proliferacion celular, cuantificada mediante el analisis de la expresion de
PCNA, y el numero de células de microglia en proliferacion OX6+/PCNA+. Debido a que
la administracion intraperitoneal cronica de LGF restaur0 estos parametros anteriormente
mencionados, podemos pensar que en el Parkinson experimental, la activacion de la

microglia es un evento temprano y de caracter transitorio en la accion de este factor.

La microglia activada se ha asociado con la patogénesis de varias enfermedades
neurodegenerativas incluida la enfermedad de Parkinson (Teismann y Schulz. 2004).
Ademas, estas células pueden jugar un papel clave en el desarrollo y la regeneracion del
sistema nervioso central (Fig. 1) mediante la liberacion de factores tréficos y de moléculas
de la matriz extracelular (Polazzi y Contestabile. 2002; Streit. 2002; Shein y cols. 2008;
Wine y cols. 2009; Hung y cols. 2010; Liang y cols. 2010; Narantuya y cols. 2010; Yuan y
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cols. 2010). Asimismo, las evidencias disponibles sugieren que la secrecion de GDNF y
BDNF por parte de la microglia y/o los macrofagos induce el crecimiento de los terminales
dopaminérgicos en el estriado lesionado (Batchelor y cols. 1999; Batchelor y cols. 2002;
Batchelor y Howells. 2003; Stanic y cols. 2004). Durante el desarrollo de este trabajo no
hemos analizado si la microglia activada por accién del LGF es capaz de sintetizar y
liberar estos factores neurotréficos en ratas lesionadas con 6-OHDA, por lo que se

requieren experimentos adicionales para verificar esta hipdtesis.

La microglia activada también puede desempefiar un papel clave en la neurogénesis
(Walton y cols. 2006; Ziv y cols. 2006; Ninkovic y Gotz. 2007), ademas de dirigir la
migracion y la diferenciacion de los precursores neurales hacia fenotipos gliales (Aarum y
cols. 2003; Butovsky y cols. 2006; Nakanishi y cols. 2007). En los ventriculos laterales de
los animales infundidos ICV con LGF se observd la formacion de engrosamientos
celulares positivos para BrdU, similares a los referidos por otros autores que han utilizado
otros factores troficos (Kuhn y cols. 1997; Pencea y cols. 2001; Cooper y Isacson. 2004).
Aunque muchas de estas células de nueva generacion comarcaron con DCX o GFAP, otra
cantidad considerable de ellas también fue positiva para IB4. Como ya hemos comentado,
la proliferacion celular es un fendmeno asociado al proceso de activacion microglial
(Graeber y cols. 1988). Ademas, la activacion de la microglia también conlleva una
transformacion que implica el cambio de la forma ramificada (Figura 47) hacia una
morfologia similar a la de los macréfagos (Vilhardt. 2005). Esta transformacion
morfoldgica también fue observada en nuestros experimentos de infusion ICV. Bajo las
condiciones experimentales de este estudio, la insercion de la canula en el ventriculo lateral
podria haber sido parcialmente responsable de la activacion de la microglia, pero no se
hallaron células 1B4+ en los ventriculos laterales de los animales con infusion ICV de
vehiculo. Por otra parte, ya que en este modelo experimental de EP no se altera el cerebro a
nivel del tercer ventriculo, la presencia de microglia proliferante con morfologia
redondeada entorno a esta estructura tras la infusion en el ventriculo lateral de LGF sugiere

la capacidad de este factor para activar a este tipo celular.
Los resultados mostrados en este trabajo relacionan la administracion IS, ICV e IP

de LGF con la respuesta de activacion por parte de la microglia. Este hecho sugiere que

este fenotipo probablemente sea la principal diana celular del LGF en el cerebro, pero no
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se puede excluir el posible papel de otros tipos celulares como la astroglia y las células

endoteliales que también responden a la accion de este factor.

Cerebro Sano Cerebro Dafado
Neuroproteccion
Papel Neurotréfico Regeneracion
Activacion
mlcrogl ia
ROS
Citoquinas (TNF-a)
Patogenos
Disfuneion/muerte neuronal
Agregacion de proteinas
Envejecimiento
Factores de riesgo
epigenéticos Inflamacién
Mediadores que Neurotoxicidad

mantienen a la
microglia sin activar

Figura 47. (1) En el cerebro sano, la microglia se encarga de mantener la homeostasis neuronal y a
su vez recibe informacion por parte de las neuronas y de las células gliales para permanecer
inactivada. (2) La microglia pasa a un estado de activacion en respuesta a un amplio rango de
estimulos nocivos. La activacion de la microglia puede ser beneficiosa (3) cuando las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y las citoquinas que se secretan se mantienen en niveles bajos o
transitorios. Sin embargo, cuando se sobrepasan ciertos niveles de tolerancia (4), estos mecanismos
se convierten en fendmenos neurotdxicos que dan paso a la disfuncién y muerte neuronal, eventos
que a su vez pueden contribuir en el mantenimiento de esta activacion de la microglia. Modificado
de (Vilhardt. 2005).

3.2 Efectos del LGF sobre los astrocitos y las células endoteliales.

Los astrocitos juegan un papel clave controlando los mdaltiples pasos de la
neurogénesis en el adulto (Ma y cols. 2005; Mori y cols. 2005; Barkho y cols. 2006). Por
otro lado, la migracion de los neuroblastos en los roedores se produce en asociacion con la
astroglia reactiva y los vasos sanguineos (Teramoto y cols. 2003; Ohab y cols. 2006;
Thored y cols. 2006; Yamashita y cols. 2006; Bovetti y cols. 2007). La mayoria de las
células DCX+ con morfologia de neuroblastos en migracion, que fueron halladas en el
estriado de los animales infundidos ICV con LGF, no estaban asociadas a vasos

sanguineos. Sin embargo, estos neuroblastos fueron localizados sobre un lecho de
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astrocitos, que debido a la infusién de LGF, proliferaron y mostraron hipertrofia del cuerpo
celular, dos caracteristicas distintivas de la reactividad glial. La asociacion de los astrocitos
con los neuroblastos en migracion ha sido observada cuando los neuroblastos migran hacia
el tejido estriatal dafiado (Thored y cols. 2006; Yamashita y cols. 2006). Dado que el
estriado denervado es un tejido dafiado, los resultados de infusién ICV sugieren que los
astrocitos reactivos podrian estar implicados en la migracion neuronal observada en este
modelo experimental de EP. Los astrocitos reactivos también podrian participar en la
neurorregeneracion promovida por el factor, ya que la administracion IP de LGF
incrementd la expresion de la proteina GFAP y fomentd la hipertrofia del cuerpo celular de
las células GFAP+ halladas en el estriado. Ambos eventos son caracteristicos de la
astroglia reactiva la cual es capaz de sintetizar y liberar factores tréficos (Shen y cols.
2010; Barreto y cols. 2011; Yan y cols. 2011).

Ademas de la microglia y los astrocitos, otros tipos celulares podrian mediar en la
generacion de nuevas neuronas inducida por la accion del LGF en las ratas lesionadas con
6-OHDA. Las celulas endoteliales de la vena porta son la diana principal del LGF en el
higado (Diaz-Gil y cols. 2003). Estas células estimulan la autorrenovacion de las CMN, asi
como la diferenciacién neuronal de los progenitores neurales mediante la produccién de
factores solubles y el contacto directo (Palmer y cols. 2000; Jin y cols. 2002; Doetsch.
2003; Shen y cols. 2004; Li y cols. 2006; Gama Sosa y cols. 2007; Guo y cols. 2008; Teng
y cols. 2008). En el estriado de los animales con infusién ICV de LGF, aproximadamente
el 20% de las células BrdU+ fueron localizadas proximas a los vasos sanguineos y
aproximadamente el 5% de estas células mostraron morfologia de célula endotelial. Estos
resultados sugieren la posibilidad de que el LGF pudiera estimular a las células
endoteliales, y que éstas a su vez liberen algin tipo de factores implicados en la

neurogénesis.

Los resultados de la administracion IS, ICV e IP de LGF muestran que este factor
tiene actividad neurogeénica y neurorregenerativa y capacidad para promover la activacion
de la microglia en el parénquima estriatal de las ratas lesionadas con 6-OHDA. La infusion
IS de LGF no afect6 al nimero de neuronas y de células microgliales que derivaron de las
CMN implantadas. Sin embargo, el LGF incrementd el nimero de células BrdU+ que
mostraron morfologia endotelial. Ademas, esta descrito que LGF estimula la expresion del

factor de necrosis tumoral en el higado (Diaz-Gil y cols. 2003) y que esta citoquina juega
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un papel relevante a la hora de estimular la angiogénesis (Otrock y cols. 2007; Sainson y
cols. 2008). De este modo, podemos sugerir que el TNF-o podria ser responsable del
incremento en el numero de células BrdU+ que mostraron morfologia similar a la de las
células endoteliales, tal y como se observd en los animales con implantes de CMN e
infusion IS de LGF.

3.3 Papel del TNF-a en la accion del LGF.

Durante el estudio de los efectos de la administracion de LGF hemos constatado
gue una uUnica inyeccion intraperitoneal de este factor estimula la inmunorreactividad y la
expresion transitoria de TNF-a en el estriado lesionado de las ratas hemiparkinsonianas. La
microglia activada es capaz de sintetizar y liberar TNF-a (Wang y cols. 2003; Suzuki y
cols. 2004) (Figura 47). Debido a que las células positivas para TNF-o halladas en el
parénquima estriatal coexpresaron OX6 y mostraron morfologia de células de microglia,
podemos pensar que tras la estimulacion directa con LGF, estas células son capaces de
sintetizar esta citoquina. De hecho, el LGF estimula la sintesis de TNF-a en monocitos
humanos (Diaz-Gil, comunicacion personal), y la microglia se origina a partir de los
monocitos que invaden el SNC durante el desarrollo (Ling y Wong. 1993). La actividad del
LGF en el higado esta mediada por la regulacién al alza de la expresion de TNF-a y de su
ARNm (Diaz-Gil y cols. 2003). De manera similar, el TNF-a producido de manera
transitoria por la microglia activada tras la administracion puntual del LGF, podria ser el
responsable del efecto neuroprotector y/o neurorregenerador observado en las neuronas y
los terminales dopaminérgicos de los animales que recibieron el tratamiento IS e IP con el
factor. Ademas, esta descrito que la liberacion transitoria y a corto plazo de TNF-a tiene un
efecto neuroprotector siempre y cuando no esté inducida de manera cronica (Figura 47), ya
que en este caso el efecto observado es de caracter neurodegenerativo (Gemma y cols.
2007). Otros estudios también indican el posible papel de la sefializacion ejercida por el
TNF-o en la neuroprotecén (Figiel. 2008; Kraft y cols. 2009; Bartsch y cols. 2010;
Chertoff y cols. 2011; Mitchell y cols. 2011) y en el crecimiento de las neuritas (Schmitt y
cols. 2010). En relacién con estos estudios, se ha propuesto que el TNF-a liberado por la
microglia es capaz de promover la supervivencia neuronal mediante la induccion de la
expresion de neurotrofinas y proteinas antiapoptoticas en neuronas y astrocitos (Figiel.
2008). Ademas, dado que la microglia activada es capaz de sintetizar y liberar TNF-a y

que esta citoquina estd implicada en los fendmenos de proliferacion, migracion vy
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diferenciacion de los precursores neurales (Wu y cols. 2000; Ben-Hur y cols. 2003;
Katakowski y cols. 2007), se puede argumentar que el TNF-o podfa ser un efector
molecular que participa en la neurogénesis inducida por la administracion ICV de LGF
observada en este modelo experimental de EP. Por otro lado, existe un estudio que sugiere
que la liberacién de TNF-a por parte de la microdl a activada, estimula la sintesis de la
proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) en células de astrocitoma (Widera y
cols. 2004), cuyo papel es critico en la migracion de los neuroblastos tras la isquemia
cerebral focal (Yan y cols. 2007). Por altimo, también hay que mencionar la capacidad de
los precursores neurales a la hora de sintetizar citoquinas como el TNF-a, cuyo papel en
este caso estd mas asociado a la regulacién funcional y a la neurorreparacion del
microambiente que les rodea, que a la induccién y control de la neuroinflamacion (Klassen
y cols. 2003).

Los resultados de la administracion IP de LGF de manera cronica también sugieren
que el factor ejercié un papel anti-inflamatorio frente a los efectos de la neurotoxicidad
inducida por la 6-OHDA. De este modo, la administracion IP cronica de LGF redujo a
largo plazo los niveles de TNF-a en el estriado lesionado y la exprési de OX6 en el
mesencefalo ipsilateral a la lesion. Estos resultados estan en concordancia con otros
estudios en los que se ha observado una reduccion de la activacion de la microglia y de la
expresion de TNF-o por la aéei de varias sustancias como el péptido intestinal
vasoactivo (VIP) (Delgado y Ganea. 2003), el resveratrol (Jin y cols. 2008), el
antidepresivo paroxetina (Chung y cols. 2010), el farmaco antidiabético rosiglitazona
(Carta y cols. 2011) y de la dieta cetogénica (Yang y Cheng. 2010) en modelos

experimentales de EP.
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4. EFECTOS SOBRE LA SUPERVIVENCIA CELULAR Y POSIBLES VIAS DE
SENALIZACION IMPLICADAS EN LA ACCION DEL LGF.

4.1 LGF y supervivencia celular.

La proteina Bcl-2 esta implicada en el blogueo de la muerte celular programada. El
papel anti-apoptético de esta proteina en la EP esta relacionado con la prevencion de la
degeneracion de las neuronas de la SNpc, el aumento de la expresion de TH y la mejoria en
la conducta rotacional observada en ratas lesionadas con 6-OHDA (Natsume y cols. 2001;
Fink y cols. 2003). Bcl-2 también esta asociado con la proteccion frente a la toxicidad
inducida por dopamina en las neuronas dopaminérgicas y en cultivos de neuroblastoma y
neuronas del cerebelo (Ziv y cols. 1997; Offen y cols. 2001). Ademas, esta descrito que
esta proteina desempefia un papel regulador en la viabilidad de las CMN (Frebel y Wiese.
2006; Lee y cols. 2009). Por el contrario, Bax es una proteina pro-apoptética que esta
implicada en la induccion de la degeneracion y la muerte neuronal. Esta proteina participa
activamente en los mecanismos que desencadenan la apoptosis inducida por 6-OHDA en
cultivos neuronales (Gémez-Léazaro y cols. 2008) y en los terminales y neuronas
dopaminérgicas de las ratas hemiparkinsonianas (Mladenovic y cols. 2004; Li y cols.
2012). Nuestros resultados muestran que la expresion estriatal de Bcl-2 fue estimulada tras
la administracion IS de LGF y que la administracion IP de LGF también incrementd de
manera significativa la expresion de esta proteina en el estriado y en la SN de las ratas
hemiparkinsonianas. Ademas, ya que la administracion del factor no afect6 a los niveles de
expresion de la proteina anti-apoptética Bax, podemos sugerir que el LGF probablemente
pudo activar los mecanismos que regulan la viabilidad de las neuronas dopaminérgicas y
de las CMNs implantadas a traves de la estimulacion de la expresion de la proteina anti-
apoptotica Bcl-2. Por ultimo, hay que afiadir que también se estudiaron otras proteinas
como AKT cuya activacion esta implicada en la supervivencia neuronal (Noshita y cols.

2001; Zhao y cols. 2006), pero los resultados obtenidos no fueron concluyentes.
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4.2 Vias de sefalizacion implicadas en la accion del LGF.

Hasta el estudio de los efectos de la administracion IP de LGF no se tenia
informacidn sobre las posibles vias de transduccion de sefial implicadas en las acciones del
factor. La interaccion de muchos factores de crecimiento con sus respectivos receptores
estimula a la via de sefializacion mediada por MAPK/ERK que esta implicada en los
fendmenos de neuroproteccion y neurorregeneracion (Zhu y cols. 2006; He y cols. 2008).
La administracion IP de una Unica dosis de LGF provoca el incremento de la fosforilacion
de ERK1/2 en el estriado lesionado de las ratas hemiparkinsonianas. Debido a que este
efecto fue observado 24 horas después del tratamiento con LGF, es dificil determinar si
éste es debido a una accion indirecta o directa del factor. En relacion con esta dltima
posibilidad, existen estudios que muestran la capacidad de la albimina y de la bilirrubina
(el LGF es un complejo albumina-bilirrubina) a la hora de activar la via de sefializacion
ERK1/2 en la microglia y en los astrocitos (Hung y cols. 2010; Ralay Ranaivo y
Wainwright. 2010). Ademas, nuestros estudios preliminares in vitro indican que el LGF
activa esta via de sefializacion en las células gliales (Gonzalo-Gobernado y cols. 2011), asi
gue podemos sugerir que la activacion de ERK1/2 puede ser debida a una accién directa
del LGF sobre estas células. Sin embargo, no se puede excluir la implicacion del TNF-a u
otros factores como el BDNF y el NGF, cuya sintesis y liberacion pudiera estar mediada
por el LGF, ya que estos agentes también son capaces de estimular la via de sefializacion
ERK1/2 en las células neurales (Milligan y cols. 1998; Arthur y cols. 2004; Lu y cols.
2010).

Debido a que la fosforilacion de ERK1/2 desempefia un papel importante en la
regulacién de la supervivencia neuronal (Cavanaugh y cols. 2006; Zigmond. 2006),
podemos sugerir que la via de sefializacién mediada por ERK1/2 podria estar implicada
parcialmente en la actividad neuroprotectora del LGF observada en los animales
hemiparkinsonianos. Ademads, hay que comentar que los niveles de expresion de la
proteina anti-apoptotica Bcl-2 estaban regulados a alza en el estriado y en el mesencéfalo
de las ratas lesionadas con 6-OHDA y esta descrito que la expresion de esta proteina esta
regulada por la via de sefializacion mediada por ERK1/2 (Boucher y cols. 2000; Creson y
cols. 2009).
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La administracion IP de LGF también fomento la fosforilacion del factor de
transcripcion CREB en el estriado. Esta proteina esta implicada en la supervivencia de las
células neurales (Lin y cols. 2008; Barneda-Zahonero y cols. 2009; Lee y cols. 2010;
Herold y cols. 2011) y en la proteccion y la regeneracion de los axones (Teng y Tang.
2006; Hannila y Filbin. 2008; Fujino y cols. 2009). CREB también regula la expresion de
las enzimas encargadas de la biosintesis de catecolaminas y de los transportadores de estas
moléculas (Lim y cols. 2000; Watson y cols. 2001; Lewis-Tuffin y cols. 2004). Ademas,
este factor de transcripcion esta relacionado con la prevencion de la degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas, la mejoria de la conducta rotacional y la recuperacion de los
niveles de catecolaminas estriatales en ratones lesionados con 6-OHDA (Weng y cols.
2007). Por estos motivos, la activacion de CREB podria estar implicada en el aumento de
expresion de TH y DAT, en el efecto sobre los terminales estriatales y las neuronas
dopaminérgicas observados en el estriado y la SN de las ratas hemiparkinsonianas que
recibieron la administracién IP de LGF. Por otro lado, esta descrito que Bcl-2 es una diana
transcripcional de la via de sefializacion mediada por las MAPKSs (Liu y cols. 1999) y que
la actividad de CREB esta ligada a la expresion de Bcl-2 y a la supervivencia celular
inducida por factores tréficos como las neurotrofinas (Riccio y cols. 1999), poniendo de
manifiesto la existencia de un mecanismo de supervivencia mediado por MAPK-CREB-
Bcl-2 (Kaplan y Miller. 2000). Esta via pudo ser activada por el tratamiento con LGF en
nuestro modelo experimental. Sin embargo, no se puede determinar, a partir de los
resultados de la administracion IP de LGF, si la fosforilacion de CREB estuvo mediada por
la via de sefializacion MAPK/ERK ya que esta via fue activada 24 horas después de la
administracion del factor y los niveles maximos de fosfo-CREB fueron observados 72
horas después del inicio del tratamiento. Por otro lado, nuestros estudios in vitro muestran
que el LGF estimula la fosforilacion de ERK1/2 y CREB en la glia (Gonzalo-Gobernado y
cols. 2011), lo que indica que la sefalizacion por MAPK/ERK estad implicada en la
activacion de CREB en estas celulas. De todos modos, es necesario realizar experimentos
adicionales para determinar si existe fosforilacion de CREB en las neuronas y si la via de
sefializacion mediada por MAPK/ERK desempefia un papel importante en la fosforilacion
de CREB ejercida por el LGF.
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Tomados en conjunto, estos resultados ponen de manifiesto que tanto la activacion
de la via de sefializacion celular mediada por MAPK/ERK y su relacion con la expresion
de Bcl-2 como la fosforilacion del factor de transcripcion CREB, pueden formar parte de
los principales mecanismos que desencadenan la accién neuroprotectora y

neurorreparadora del LGF en este modelo experimental de enfermedad de Parkinson.

4.3 Posibles mecanismos de acceso del LGF al SNC.

Los resultados de administracion IP podrian sugerir la capacidad del LGF para
atravesar la barrera hematoencefdlica de los animales lesionados con 6-OHDA.
Basandonos en nuestros datos experimentales no podemos definir el mecanismo implicado
en este transporte, pero existen varios estudios en los que se demuestra que la transcitosis
mediada por caveolas es un proceso activo que media en el transporte transendotelial de
albumina y de nutrientes conjugados con albdmina (Predescu y cols. 2004; Mehta y Malik.
2006), y el LGF es un complejo albumina-bilirrubina. Por otro lado, el acceso del LGF al
SNC pudo ser mediado a través de los receptores para productos finales de glucosilacion
avanzada (RAGE) localizados en el endotelio, de modo similar a lo descrito recientemente
para la proteina B-Amiloide (Sagare y cols. 2011). De este modo, se puede considerar a los
productos AGE como moléculas estructuralmente equiparables al LGF dado que son
proteinas, la mayoria albumina, unidas a glucosa lo que fomenta el cambio de
conformacién de la albimina (Thornalley. 1998). Ademas, los receptores RAGE estan
presentes en los astrocitos y la microglia (Park y cols. 2004), y su estimulacion fomenta la
liberacion de TNF-a por parte de estas celulas (Wang y cols. 2002).

En resumen, los resultados de este trabajo muestran que la administracion de LGF
fomenta la neurogénesis y la supervivencia celular, promueve la migracion de las nuevas
neuronas generadas, estimula el crecimiento de los terminales TH+ en el estriado
lesionado, incrementa los niveles de DA estriatales y protege parcialmente de la
neurotoxicidad inducida por la 6-OHDA a las neuronas dopaminérgicas de la SN de los
animales hemiparkinsonianos. Ademas, el LGF provoca la supervivencia de las CMN
implantadas en el estriado carente de dopamina, reduce la conducta rotacional inducida por

apomorfina y mejora la coordinacion motora en este modelo experimental de EP. Estos
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efectos pueden estar mediados por la activacion de la microglia. Por Gltimo, la actividad
del LGF podria estar mediada por la estimulacion de las vias de sefializacion MAPK/ERK
y por la regulacion de proteinas criticas para la supervivencia celular como son Bcl-2 y P-

CREB.
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CONCLUSIONES

1. El LGF es un agente con propiedades proliferativas y neurogénicas ya que tiene la
capacidad de estimular la division de los precursores neurales de la ZSV, la migracién de
los neuroblastos y la generacion de nuevas neuronas en el estriado dafiado de las ratas
lesionadas con 6-OHDA.

2. La administracion IS e IP de LGF mejora la funcion motora de los animales
hemiparkinsonianos y la homeostasis del sistema dopaminérgico dafiado puesto que el
factor propicia la reinervacion de los terminales dopaminérgicos, incrementa los niveles de
DA estriatales y protege parcialmente de la neurotoxicidad inducida por la 6-OHDA a las

neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra.

3. Los efectos neuroprotectores y neurorregenerativos del LGF en ratas
hemiparkinsonianas estan asociados con una mejora de la conducta rotacional inducida por

apomorfina y de la coordinacién motora.

4. Los implantes de CMN sobreviven, migran y mantienen su capacidad para diferenciarse
hacia fenotipos especificos del SNC y otros fenotipos no neurales, en el estriado carente de
dopamina de las ratas lesionadas con 6-OHDA.. La co-administracion intracerebral de LGF
fomenta la supervivencia de las CMNs implantadas y promueve una mejora significativa

de la conducta rotacional en este modelo de Parkinson experimental.

5. La microglia es la principal diana celular del LGF en el cerebro, aunque no se puede
excluir el posible papel de la astroglia y de las células endoteliales, ya que también
responden a la accién de este factor.

6. La actividad del LGF esta probablemente mediada por la estimulacion de la via de

sefializacion MAPK/ERK1/2 y por la regulacion de proteinas criticas para la supervivencia
celular como son Bcl-2 y fosfo-CREB.
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En conclusion, los resultados de este trabajo ponen de manifiesto el potencial
neurorregenerador y neuroprotector del LGF sobre el sistema dopaminérgico dafiado, y su
capacidad para estimular la neurogénesis y la supervivencia de los implantes de CMN en el
estriado carente de DA. Considerando que la administracion del factor también reduce
significativamente el déficit motor en las ratas lesionadas con 6-OHDA, podemos proponer
al LGF como un posible factor novel de utilidad en el tratamiento de la EP.
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Liver Growth Factor in a Rat Model of Parkinson’s
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Abstract

Liver growth factor (LGF) is a hepatic mitogen purified some years ago that promotes proliferation of different cell types and
the regeneration of damaged tissues, including brain tissue. Considering the possibility that LGF could be used as a
therapeutic agent in Parkinson's disease, we analyzed its potential neuroregenerative and/or neuroprotective activity when
peripherally administered to unilaterally 6-hydroxydopamine (6-OHDA)-lesioned rats, For these studies, rats subjected to
nigrostriatal lesions were treated intraperitoneally twice a week with LGF {5 microg/rat) for 3 weeks. Animals were sacrificed
4 weeks after the last LGF treatment. The results show that LGF stimulates sprouting of tyrosine hydroxylase-positive
terminals and increases tyrosine hydroxylase and dopamine transporter expression, as well as dopamine levels in the
denervated striatum of 6-OHDA-lesioned rats. In this structure, LGF activates microglia and raises tumor necrosis factor-
alpha protein levels, which have been reported to have a role in neuroregeneration and neuroprotection. Besides, LGF
stimulates the phosphorylation of MAPK/ERK1/2 and CREB, and regulates the expression of proteins which are critical for
cell survival such as Bcl2 and Akt. Because LGF partially protects dopamine neurons from 6-OHDA neurotoxicity in the
substantia nigra, and reduces motor deficits in these animals, we propose LGF as a novel factor that may be useful in the
treatment of Parkinson's disease.
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Introduction neural Precursors and the g'i‘.llr‘:mliljul of new neurons in this
experimental model of PD [11]. Moreover, its delivery into the
brain enhances cell viability of grafted neural stem cells, and favors
their differentiation to an endothelialdike phenotype [12].

11|'ljlje‘.(:lir|g from the substantia nigm (SN} to the striatum. The The first targets of T.GF in liver are pf}rla] vein endothelial cells
mosl wi:ll‘.ly used Ihl‘:ra]u‘u[il_'. :a|1|:ri::a:_:|| 15 the administration of

levodopa, but it loses effectiveness after several years of treatment.
Neurotrophic factors are compounds that enhance the survival 109 1)) Begides, the mitogenic activity of LGF in rat Liver is
and differentiation of selected types of neurons, including DA mediated by local and temporary up-regulation of tumor necrosis

NCUrons []] Liver I["'I'[}Wﬂ] factor (T.CP} s a hl‘:|1:a.lii_'. |r|i|ij:p|!":u t‘actor—a.lpha. (TNF—a.lpha) [13], a.cytokine synthesized and released
purified by Diaz-(Gil and colleagues some years ago [?]. Following

Parkinson’s disease (PD} is a neurodegenerative disorder
invo]ving a prog-ressiva loss of r|0]'1m1'n'nm'gir_. (T)A) NENTons

|:13:|P while DA spr:outiug and. uturoguu(:sis seem o be mediated
|_:)-I activated 1||i:_‘.r{jtg]i.’d/|[l:a.[_'.r[}]:h:a.gl‘s and reactive  ast rocyles

]_:y activated |r|i{_‘r[}p‘]i:a. []4,].5]) which has rr‘:i_:vrllly been r(‘.|rij:r1i‘.[1
to have a role in neuroregeneration and neuroprotection [16-18].
ed that LGF is an albumin-bilirubin complex, the concentration Considering the possibility that LGF could be used as a
of which is n.earlly und.etectablc mn sera from healthy humal?? or therapeutic agent in PD, we analyze the potential neuroregenera-
1'9_.'&, but dran?atlca;lyf mcre‘lzases in the presence of 11epa.t0b111a.1ry‘ tive and/or neuroprotective activity of intraperitoneally adminis-
disorders or liver injury [3,4]. Recent studies show that LGF tered LGE (IP—LGF} in a known model of PD in rats. Here we
|]”:””(’““'S‘ |1|'[}|1ﬁ:r1«)11{ju| of {]'ﬂm'nm' cell I‘YPRS [5 '.]] Im"l‘ the report that TP-LGF raises DA levels and stimulates the ljnllgr'ijswlh
regeneralion of dmuagr:t_l cells and Lissues, 111£:ludmg brain tissue. of DA terminals in the striatum of unilaterally 6-hydr0xydopamine
Thus, the intracerebral infusion of LGF stimulates the sprouting of (6-OHDA)-esioned rats and protects DA nr-_'-urons from 6-OHDA
DA ter'mmals.m the strth‘lm of unilaterally G-hydmxydoplamme‘ neurotoxicity. Moreover, 1P-LGF reduces apomorphine-induced
(6-OHDA}-lesioned rats [10], and promotes the expansion of rotational behavior and improves motor peformace in these

an in—[|i‘.p1|| chemical and inlrluil!()lijsg‘i['a] Slll[ly? [}u‘_y demonstrat-
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Mobilization of Neural Stem Cells and Generation of New
Neurons in 6-OHDA-lesioned Rats by Intracerebroventricular

Infusion of Liver Growth Factor

Rafael Gonzalo-Gobernado, Diana Reimers, Antonio S. Herranz, Juan José Diaz-Gil,
Cristina Osuna, Maria José Asensio, Silvia Baena, Macarena Rodriguez-Serrano,

and Eulalia Bazan
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and Servicio de Bioquimica Experimental, Hospital Puerta de Hierro, Madrid, Spain (JJD-G)

SUMMARY Neural stem cells with self-renewal and multilineage potential persist in the
subventricular zone of the adult mammalian forebrain. These cells remain relatively quies-
cent but, under certain conditions, can be stimulated, giving rise to new neurons. Liver growth
factor (LGF) is a mitogen for liver cells that shows biological activity in extrahepatic sites and is
useful for neurcregenerative therapies. The aim of this study was to investigate the potential
neurogenic activity of LGF in the 6-hydroxydopamine rat model of Parkinson's disease. Prolif-
eration was significantly increased in the subventricular zone and denervated striatum of rats
receiving ICV LGF infusions, and 25% of the proliferating cells were doublecortin-positive neu-
rons. Doublecortin-positive cells with the morphology of migrating neuroblasts were also ob-
served in the dorsal and ventral regions of the striatum of LGF-infused animals. Moreover,
some newly generated cells were neuronal nudlei-positive mature neurons. LGF also stimu-
lated microglia and induced astrogliosis, both phenomena associated with generation and
migration of new neurons in the adult brain. In summary, our study shows that LGF stimulates
neurogenesis when applied intraventricularly in 6-hydroxydopamine-esioned rats. Consid-
ering that this factor alse promotes neuronal migration into damaged tissue, we propose

KEY WORDS
neural stem cells
neurogeneasis
trophic factors
Parkinson's disease

LGF as a novel factor useful for neuronal replacement in neurodegenerative diseases.
{J Histochem Cytochem 57:491-502, 2009)

PROGRESSIVE NEURODEGENERATIVE DISEASES, such as Parkin-
son’s disease (PD}, require restoration of a specific neu-
ronal phenotype and its afferent-efferent connections.
Neural stem cells (NSCs) are defined as clonogenic cells
with self-renewal capacity and the ability to generate all
neural lineages (multipotendality) (Bazan et al. 2004;
Pluchino et al. 2005; Merkle and Alvarez-Buylla 2006).
Damaged or dead neurons could be replaced by trans-
planted NSCs, but cell replacement strategies remain a
remote possibility because of the difficulties in over-
coming transplant rejection. The recent finding that
endogenous NSCs reside in the subventricular zone
{SVZ} and dentate gyrus of the adult mammalian brain

Correspondence to: Dr. Eulalia Bazin, Servicio de Neurobialogia,
Haospital Ramén y Cajal, Carretera de Colmenar Km. 9.1, 28034
Madrid, Spain. E-mail: eulzlia.bazan@hrc.es

Received for publication July 9, 2008; accepted January 13, 2009
[DOL: 10.1369/hc.2009.95227 5],

€ The Histochemical Society, Inc. 0022-1554/09/$3.30
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liver growth factor
microglia

{Arias-Carrion et al. 2007; Jin and Galvan 2007) opens
the possibility of using these resident NSCs for cell re-
placement therapies in neurological disorders (Geraerts
et al. 2007; Lim et al. 2007; Okano et al. 2007). Neu-
rotrophic factors are compounds that enhance the sur-
vival and differentiation of selected types of neurons
{Fernandez-Espejo 2004; Krieglstein 2004). In addition,
they are also crucial for the expansion and differentia-
tion of NSCs in vitro and in vivo (Palmer et al. 1999;
Reimers et al. 2001; Lopez-Toledano et al. 2004; Hagg
2005,2007; Ninkovic and Goétz 2007). Liver growth
factor (LGF) is a hepatic mitogen that was purified
by Diaz-Gil et al. (1986) some years ago. After an in-
depth chemical and immunological study, they showed
that LGF is an albumin-bilirubin complex, the concen-
tration of which is nearly undetectable in sera from
healthy humans or rats but dramatically increases in the
presence of hepatobiliary disorders or liver injury {Diaz-
Gil et al. 1987,1988). Recent studies have shown that
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Liver Growth Factor Promotes the Survival of Grafted Neural Stem Cells

in a Rat Model of Parkinson’s Disease

Diana Reimersl, Cristina OSunal, Rafael Gonzalo-Gobemadol, Antonio S!. Herranz, Juan José
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Diaz-Gil®, Adriano Jiménez-Escrig’, Maria José Asensio’, Cristina Miranda', Macarena

Rodriguez-Set‘ranc-l and Eulalia Bazan"*
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Abstract: Neural stem cells (NSCs) with self-renewal and multihineage potential are considered good candidates for cell
replacement of damaged nerve tissue. Several studies have focused on the ahility of the neurotrophic factors co-
administration to improve the efficiency of grafted NSCs. Liver growth factor (LGF) is an hepatic mitogen that promotes
regeneration of damaged tissues, including brain tissue, It has neurogenic activity and has partially restored the nigrostri-
atal dopaminergic system in an experimental model of Parkinson’s disease. Present results demonstrate that in the dopa-
ming-depleted striatum of 6-hydroxydopamine-lesioned rats, grafted NSCs retained their ability to differentiate into neu-
rons, astroeytes, and oligodendroeytes. NSCs also differentiated into microglia/macrophages and endothelial cells. Thus,
23 + 5.6% of them were inmunoreactive for isolectin B4, and a small population integrated into blood vessels, showing
an endothelial-like morphology. Intrastriatal infusion of LGF promoted the viabality of the implants, and favored their dif-
ferentiation to an endothelial-like phenotype. Moreover, LGF infusion raised the expression of the anti-apoptotic protein
Bcl-2 by 3.9 £ 0.9 fold without affecting the levels of the pro-apoptotic protein Bax. Since LGF-treated rats also showed a
significant reduction in apomorphine-induced rotational behavior, our results suggest that administration of this factor
might be a convenment treatinent for Parkinson’s disease cell replacemnent therapies based on NSCs transplantation.

Keywords: Neural stem cells, neuroregeneration, CNS fransplantation, Parkinson’s disease, 6-hydroxydopamine, neurotrophic

factors, liver growth factor.

INTRODUCTION

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder
involving a progressive loss of dopaminergic (DA) neurons
projecting from the substantia nigra (SN) to the striatum [1].
The most widely used therapeutic approach is the admini-
stration of levodopa, but it loses effectiveness after several
years of treatment. Cell replacement strategies have emerged
as a promising approach for restoration of function in neu-
rodegenerative diseases [2, 3]. Developing neural tissue has
been used to replace damaged or dead DA neurons in PD [4,
5]. However, there is still no agreement regarding the ideal
cell source for transplantation due to the inflammatory re-
sponses that compromise long-term graft survival, and the
problems associated with the use of tissue from aborted fe-
tuses [6, 7).

Neural stem cells (NSCs) are defined as clonogenic cells
with self-renewal capacity and multilineage potential [g].
Cells with these characteristics have been isolated from the
embryonic and adult Central Nervous System (CNS) [9-11].
Under specific conditions, these cells proliferate in culture as

*Address correspondence to this autor at the Servicio de Neurobiologia.
Hospital Ramén y Cajal, Carretera de Colmenar Km. 9,1, 28034-Madrid,
Spain; Tel.: 34-91-3368385; Fax: 34-91-3369016;

E-mail: Eulalia bazani@hrc.es (E. Bazan)

1574-888X/12 $58.00+.00

cell clusters, called neurospheres, and differentiate into neu-
rons, glia, and non-neural cell types [12-15]. These cultures
represent a potential source for cell replacement therapy [16-
19], but their use in PD remains unclear due to their low sur-
vival, and the lack of DA differentiation when grafied in the
adult bran [20].

Recent studies suggest that the co-admimstration of tro-
phic factors could improve the efficiency of grafted NSCs in
PD [21, 22]. Neurotrophic factors are compounds that en-
hance the survival and differentiation of selected types of
neurons [23, 24]. In addition, they are also critical for the
expansion and differentiation of NSCs in vitro and in vivo
[25]. Liver growth factor (LGF) is a hepatic mitogen purified
by Diaz-Gil and colleagues some years ago [26]. Following
an in-depth chemical and immunological study, they demon-
strated that LGF is an albumin-bilirubin complex, the con-
centration of which 1s nearly undetectable in sera from
healthy humans or rats, but dramatically increases in the
presence of hepatobiliary disorders or liver imury [27, 28].
Recent studies show that LGF promotes prohiferation of dif-
ferent cell types [29-31], and the regeneration of damaged
tissues, mcluding bramn tissue. Thus, the tracerebral mfu-
sion of LGF stimulates the sprouting of DA terminals in the
striatum of unilaterally 6-hydroxydopamine (6-OHDA)-
lesioned rats [32]. Moreover. LGF promotes the expansion

© 2012 Bentham Science Publishers
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Intrastriatal Infusion of Liver Growth Factor Stimulates
Dopamine Terminal Sprouting and Partially Restores Motor
Function in 6-Hydroxydopamine-lesioned Rats
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emistry

SUMMARY Liver growth factor (LGF) is a mitogen for liver cells that shows biological
activity in extrahepatic sites and may be useful for neuroregenerative therapies. The aim
of this work was to investigate the effects of the intrastriatal (I5) infusion of LGF in the
6-hydroxydopamine rat model of Parkinson's disease. Tyrosine hydroxylase-positive inner-
vation was significantly increased in the dopamine-denervated striatum of rats receiving
intrastriatal LGF infusions (160 ngfday/rat 15 days) as compared with a vehicle-infused
group. There was no evidence of dopaminergic neurogenesis in the striatum or substantia
nigra in any experimental group at the times studied. However, in those animals undergoing

IS-LGF infusion for 48 hr, we found a significant increase in both microglial proliferation and KEY WORDS
in the number of microglial cells that acquired the ameboid morphology. This is characteristic neuroregeneration
of activated microglia/macrophages that has been reported to play an important role in neurogenesis

dopamine terminal sprouting. In summary, our study shows that IS infusion of LGF stimulates trophic factors
the outgrowth of tyrosine hydroxylase-positive terminals in the striatum of 6-hydroxydopa-
mine-treated rats. As apomorphine-induced rotational behavior was also reduced in these

animals, we propose LGF as a novel factor that, when delivered to the striatum, may be useful
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in the treatment of Parkinson’s disease. () Histochem Cytochem 54:457-465, 2006)

PARKINSON's DISEASE (PD) is a neurodegenerative disor-
der involving a progressive loss of dopaminergic (DA)
neurons projecting from the substanta nigra (SN) to
the striatum. The most widely used therapeutic ap-
proach is the administration of levodopa, but it loses
effectiveness after several years of treaunent. Neuro-
trophic factors are compounds that enhance the sur-
vival and differentiation of selected types of neurons
and, therefore, are considered promising therapeutic
agents for the trearment of neurodegenerative disorders
characterized by selective degeneration of cerrain
neurcnal groups {Garcia de Yebenes and Mena 2000;
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Fernandez-Espejo 2004; Krieglstein 2004). In addition,
they are also critical for the expansion and differentia-
ton of neural progenitors, a new and promising tool in
neuroregeneration (Palmer et al. 1999; Reimers et al.
2001; Bazan et al. 2004; Lopez-Toledano et al. 2004).

Liver growth factor (LGF), a hepatic mitogen with
both in vivo and in vitre activity, was purified by our
gronp some years ago (Diaz-Gil et al. 1986). LGF and
hepatic growth factor (HGF) are two completely
different entities in terms of molecular weight, chemical
structure, activity in hepatocytes, and even the active
concentration in brain (LGF, 160 ng/day/rat, see
Materials and Methods; HGF, 1.4-4.2 pg/day/rat)
{Date et al. 2004). Following an in-depth chemical
and immunological study, we demonstrated that LGF
is an albumin-bilirubin complex (Diaz-Gil et al. 1987,
1988,1989). In a model of CCli-induced cirrhosis in
rats, LGF injection decreased total liver collagen; re-
stored sernm enzymes, partial architectural integrity,
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