Revista CENIC Ciencias Biolégicas, Vol. 40, No. 2, 2009.

Factor neurotrofico derivado del cerebro en tejido
cerebral de ratas sanas

Teresa Serrano Sanchez, Lourdes Lorigados Pedre, Jorge Bergado Rosado, William Almaguer
Melian, Jeffrey Lopez Rojas,* Esteban Alberti-Amador, Ivan Diaz Armesto** y Jorge Felipe
Montero Leon.***

Centro Internacional de Restauraciéon Neurolégica. Avenida 25 No. 15805 entre Calles 158 y 160, Cubanacan, Playa, Cuidad
de La Habana, Coédigo Postal 11300. **Instituto de Neurologia y Neurocirugia, El Vedado, Cuidad de La Habana. **Hospital
Clinico Quirurgico ‘Joaquin Albarran” Avenida 26, Playa, Cuidad de La Habana. ***Instituto Nacional de Oncologia y Re-
habilitacién, Calle 29 y E, El Vedado, Cuidad de La Habana, Cuba.

Recibido: 15 de octubre de 2008. Aceptado: 28 de enero de 2009.

Palabras clave: FNDC, hipocampo, corteza cerebral, estriado.
Key words: BDNE, hippocampus, brain cortex, striatum.

RESUMEN. Hasta el presente se conocen cinco proteinas, estructuralmente relacionadas, que constituyen la familia de las
neurotrofinas dentro de las que se encuentra el factor neurotréfico derivado del cerebro (FNDC), que tiene influencia sobre
muchos tipos de neuronas en el sistema nervioso central, promoviendo en ellas su diferenciacién, crecimiento y supervivencia.
Esta proteina es importante en la neuroproteccién, asi como en los mecanismos de plasticidad sinaptica. Teniendo en cuenta
la importancia de este factor en los fendmenos de neuroplasticidad y que no existen datos normativos referente a sus valores
normales en el hipocampo, el estriado y la corteza, en este trabajo se evalué su concentracion en el tejido cerebral de ratas sanas.
El tejido se obtuvo de ratas machos Wistar con peso corporal entre 200 a 250 g (n = 20). Las muestras fueron homogenizadas y la
concentraciéon del FNDC fue estimada por un ensayo inmunoenzimatico. No hubo diferencias significativas en las concentraciones
de FNDC entre los hemisferios cerebrales derecho e izquierdo para las estructuras homoélogas estudiadas, aunque se evidencid
una tendencia a la disminucién del FNDC en el lado izquierdo con respecto al lado derecho. El hipocampo mostré una concen-
tracion més elevada del FNDC que la detectada en el estriado y la corteza, mientras que entre estas dos ultimas estructuras no
se detectaron diferencias significativas. Este trabajo permitié el establecimiento de los valores de referencia del FNDC, lo cual
tendra utilidad en los estudios futuros que indaguen sobre las potencialidades y los mecanismos neuroplasticos, tanto para el
funcionamiento normal del sistema nervioso, como para la recuperacion de las funciones perdidas.

ABSTRACT. Up to the moment five proteins are known, structurally related that constitute the neurotrophin family that belong to
brain derived neurotrophic factor (BDNF) that has influence on many types of neurons in the central nervous system, promoting
neuronal differentiation, growth, and survival. This protein is important in the neuroprotection, as well as in the mechanisms of
synaptic plasticity. In this work we evaluate the BDNF contents in cerebral tissue from normal rats due to the importance of this
factor in neuroplasticity phenomena, and the lack of normative data in the literature regarding the normal values of this protein
in hippocampus, cortex, and striatum. Wistar male rats weighing from 200 to 250 g were used as experimental animals (n = 20).
The samples were homogenized, and the BDNF concentration was measured using an immunoenzymatic system. There were
no significant differences in the BDNF concentrations between homologous areas in both cerebral hemispheres right and left
for the studied homologous areas, although a tendency to the decrease was evidenced in the left side concerning the right side
when was compared. The concentration in hippocampus was higher than the one detected in the striatum and cortex, while BDNF
concentration in the striatum and cortex did not show significant differences among them. This work allowed the established
reference values of BDNF, which will be very useful for the future studies that research on the potentialities and neuroplasticity
mechanisms, in the normal nervous system, as well as the recovery of lost functions.

INTRODUCCION

Estudios recientes han reforzado el papel que repre-
sentan los factores de crecimiento en el mantenimiento
de la funcién y regulacion de la plasticidad sinaptica.!
La familia de las neurotrofinas ha sido implicada en la
regulacién de eventos de plasticidad, que incluyen fen6-
menos de crecimiento de las fibras nerviosas en el tejido
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danado. Esta capacidad regenerativa es importante si se
tiene en cuenta que ella permite restablecer las funcio-
nes normales en el tejido cerebral lesionado.!?

Se ha demostrado que de las proteinas que pertene-
cen a la familia de las neutrofinas, el factor neurotroéfico
derivado del cerebro (FNDC), un homodimero de 27 kDa
que fue identificado por Barde y cols.? y clonado por
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Leibrock y cols.* a finales de la década de los ochentas,
es el que estd intimamente relacionado con eventos
de plasticidad sinaptica que tienen lugar en regiones
cerebrales especificas.’ Para llevar a cabo estos estudios
han sido utilizados diversos métodos de deteccién que
permiten identificar no solo a la proteina, sino también,
a su ARNm (4cido ribonucleico mensajero), asi como a
su receptor.5® Estos estudios han aportado datos relacio-
nados con las principales funciones que el FNDC ejerce
sobre diferentes poblaciones neuronales. Se conoce que
esta neurotrofina tiene accién directa sobre la sintesis
de proteina, hecho este muy importante en los procesos
de plasticidad neuronal, en los que la potenciacién a
largo plazo es considerada la base de la consolidacion
del aprendizaje y la memoria y esté relacionada con el
agrandamiento de espinas neuriticas, que dependen de
la sintesis de proteina inducida por el FNDC.!

Por el creciente interés de determinar la actividad
que realiza esta proteina y por la existencia de referen-
cias escasas sobre las concentraciones normales de ella
en el hipocampo, el estriado y la corteza, el presente
trabajo cuantificé las concentraciones del FNDC a través
de un ensayo inmunoenzimatico. Los datos mostrados
aqui revelan la utilidad del método utilizado, asi como
la funsién de dicha proteina en areas de tejido cerebral
de ratas en condiciones normales.

MATERIALES Y METODOS

Animales de Experimentacion

Se utilizaron ratas machos de la linea Wistar, con un
peso corporal entre 200y 250 g, (Centro Nacional para la
Producciéon de Animales de Laboratorio, Ciudad de La
Habana). Se distribuyeron cinco animales por caja, con
acceso libre al agua, comida y con ciclos de luz-oscuridad
de 12 h, hasta que fueron sacrificadas para el estudio.’
Se incluyeron todos los animales que no mostraron
signos de infeccién o lesiéon de algun tipo, E1 nimero
de animales experimentales fue de 20.

Bajo anestesia con hidrato de cloral 7 % (420 mg/kg),
los animales fueron sacrificados, los cerebros extraidos y
separados bilateralmente el cuerpo estriado, el hipocam-
po y la corteza frontal. Las n por area fue la siguiente:
corteza, 23; estriado, 27 e hipocampo, 23.

Procesamiento de las muestras de tejido

Las muestras de tejido obtenidas, fueron homogeni-
zadas en disolucién reguladora de lisis (homogenizador
bioblock scientific) en disolucion a 4 °C (cloruro de sodio
0,15 mol/L; Tris-HCL 0,2 mol/L (pH 8); Nonidet-40 1 %j;
glicerol 10 %; PMSF 0,001 mol/L; aprotinina 10 pug/mL;
leupeptin 1 ug/mL; vanadato de sodio 0,000 5 mol/L). Se
aplicaron 20 golpes a 500 g y se aislé la fraccion citosélica
por centrifugacién a 2 800 g, durante 30 min a 4 °C .

Ensayo inmunoenzimatico

Placas de 96 pocillos fueron recubiertas con el an-
ticuerpo monoclonal (AcMo) anti-FNDC a una concen-
tracién de 10 ug/mL, el cual se unié al FNDC presente
en las muestras en disolucién. Ademas, se utilizé una
curva patrén a una concentraciéon de 7,8 a 500 pg/mL
. E1 FNDC capturado se unié al anticuerpo policlonal
especifico anti-FNDC (a una dilucién de 1 : 500). Des-
pués de utilizar una disolucién de lavado, la cantidad de
anticuerpo policlonal unido especificamente, se detect6
utilizando un anticuerpo anti-IgG especie especifico
conjugado con peroxidasa de rdbano picante (HRP) a una
dilucién de 1 : 200, que actué como reactante terciario.

El conjugado que no se uni6 al complejo fue eliminado
con tres lavados y seguidamente, se incub6 con el sus-
trato cromogénico (TMB, tetrametilbenzidina). De esta
manera, se midioé la intensidad del color producida en
la reaccién de oxido-reduccién. La cantidad de FNDC
detectable en tejido fue proporcional al color generado
durante la reaccién. La determinacién se realizé en un
lector de ensayo inmunoenzimatico (Elx 800 uV) a 450 nm
de longitud de onda.

Para la deteccion especifica del FNDC, se utilizé un
EIE en un formato de doble sitio utilizando un juego de
reactivos comercial (Promega Corporation, USA).!° Las
placas recubiertas con el anticuerpo fueron incubadas
durante 14 al8 h . El resto de las incubaciones fueron
realizadas al dia siguiente. Los procedimientos realiza-
dos a temperatura ambiente se llevaron a cabo entre 18
y 23 °C.

Procesamiento estadistico

Fue analizada la distribucién y la homogeinidad de
varianza de la variable concentracién del FNDC me-
diante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la prueba
de Levene, respectivamente. Una vez comprobada la
distribucién normal de la muestra, los datos fueron
analizados con pruebas paramétricas. Se proceso toda la
informacién recogida mediante el programa profesional
Statistica para Windows. Version 6,0 (Copyright Statsoft,
Inc. 1993). Para determinar la concentracion del FNDC
en las diferentes areas de tejido cerebral seleccionadas,
se realizé estadistica descriptiva. Para precisar las di-
ferencias en la concentracién del FNDC entre los lados
izquierdos y derecho entre las areas estudiadas (hipo-
campo, estriado y corteza), se realizé la comparacién
mediante la aplicaciéon de la prueba t-student. Para el
estudio comparativo de la concentracién del FNDC entre
en las diferentes areas cerebrales se realizé una prueba
de ANOVA de una via.

RESULTADOS

El FNDC estandar utilizado en este estudio (Fig. 1A),
mostré similitud con el referido por la casa comercial
(Fig. 1B). Los resultados mostraron una curva de re-
gresion lineal entre la concentraciéon del FNDC y la
densidad éptica, con un coeficiente de regresién de: r?
= 0,99, condiciones en que la concentracién, segun las
diluciones realizadas para el estandar del FNDC (0 a
500 pg/mL) estuvo dentro del intervalo descrito por el
fabricante.

El ensayo inmunoenzimético utilizado fue capaz de
detectar las concentraciones del FNDC en el tejido cere-
bral de ratas sanas. Entre las estructuras homoélogas de
tejido (corteza, estriado e hipocampo) correspondientes
a cada hemisferio cerebral derecho e izquierdo, las con-
centraciones del FNDC no mostraron diferencias signi-
ficativas, a pesar de que en el hipocampo hubo cierta
tendencia a disminuir la concentracién del FNDC en el
lado izquierdo con respecto al lado derecho (Fig. 2A).

Aunque no hubo diferencias en las concentraciones
del FNDC entre los dos hemisferios cerebrales para
una misma estructura en cada sujeto experimental, la
comparacién de la concentracién del FNDC entre las
diferentes areas cerebrales, si mostré heterogneidad
(Fig. 2B). Se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05), entre el hipocampo con res-
pecto al estriado y la corteza, ya que este mostrd la
presencia de una mayor concentracién del FNDC. Por
otrolado, se pudo determinar que la corteza mostré con-
centraciones del FNDC similares a las detectadas en el
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Fig. 1. Curva estandar del factor neurotrdfico derivado del cerebro. A) Curva de regresion lineal obtenida en el
ensayo. B) Curva de regresion lineal referida por la casa comercial.’’ Para ambas curvas se aprecia un coeficiente
de regresion cercano a 1 (2 = 0,999). Comparativamente, las concentraciones, segin las diluciones realizadas para
el estandar del FNDC utilizadas en este estudio (0 a 500 pg/mL) estuvieron dentro de los valores las descritas por

la casa comercial.
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Fig. 2. Concentraciones del factor neurotrofico derivado del cerebro (FNDC) en muestras de tejido cerebral de ratas
(corteza, estriado e hipocampo). En A se muestra que no existen diferencias significativas en las concentraciones del
FNDC entre las estructuras homélogas en los hemisferios cerebrales derecho e izquierdo (prueba t-student, (p > 0,05).
En B se muestran las diferencias significativas de las concentraciones del FNDC entre las diferentes dreas cerebrales.
Letras comunes significa que no hay diferencias significativas, letras diferentes indican diferencias significativas.
(Prueba de ANOVA de una via, (p < 0,05). Los datos expresan la media + el error estandar de la media.

estriado. Los resultados obtenidos en cada area fueron:
corteza: (84,54 + 8,98) pg/mL; estriado: (68,74 + 9,39) pg
/mL; e hipocampo: (143,81 + 26,27) pg/mL.

DISCUSION

Se utiliz6 un ELISA" para estimar las concentra-
ciones del FNDC en tejido cerebral, tomando como
referencia el tejido cerebral de ratas normales. Este
método inmunoenzimatico ha sido utilizado por otros
grupos,'t? y las bajas concentraciones del FNDC que

fueron obtenidas son similares a las ya reportadas por
estos autores, lo que confirma la validez del método y su
uso adecuado en la deteccién del FNDC. Sin embargo,
debe notarse que el niumero de muestras utilizadas en
este trabajo supera la reportada para animales controles,
ya que en los estudios en que se ha realizado este tipo
de ensayo, la n utilizada como control negativo para ser
comparada con respecto a los animales enfermos, es muy
pequena,”!! y en otros casos, corresponden a estudios en
humanos.!®* En todas las ocasiones, la cantidad de FNDC
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en la disolucién fue proporcional al color generado por
la reaccién de oxidacién-reduccion.

Se han descrito ampliamente estudios relacionados
con la expresion del FNDC, su RNAm y sus receptores,!41®
que han permitido demostrar, la importancia de este fac-
tor en la regulacién de las conexiones neuronales, en la
eficacia de las sinapsis y en la produccién de neuropép-
tidos en etapas mas tardia del desarrollo neuronal.!%!"
Muchos de estos estudios son controversiales, ya que
arrojan diferentes resultados en cuanto a la posibilidad
de detectar o no el FNDC en determinadas estructuras
cerebrales. Se considera por las evidencias, que esto
obedece basicamente a la variabilidad de las técnicas
empleadas para la cuantificacién del FNDC y por consi-
guiente, la sensibilidad de los métodos utilizados, si se
tiene en cuenta que esta proteina se encuentra en muy
bajas concentraciones, tanto en tejido como en fluidos
corporales, y ala edad a la cual se mide el factor, pues ya
se conoce que el FNDC tiene una expresiéon diferencial
en funcién de la edad, el sexo y el tipo de muestra que
se analiza.ll1218

Los resultados pusieron de manifiesto, que no existen
diferencias en las concentraciones detectadas de FNDC,
entre los lados derecho e izquierdo en las estructuras
estudiadas (hipocampo, corteza y estriado), sin embargo,
se hall6 una tendencia a la disminucién de las concen-
traciones del FNDC en el hipocampo cuando se compard
el lado izquierdo con respecto al derecho, aunque no
fue estadisticamente significativa. De manera general,
se cuantificaron bajas concentraciones de la proteina,
lo cual concuerda con lo reportado para otros fluidos
corporales.'?

Se pudo comprobar que la cantidad del FNDC
existente en las distintas estructuras cerebrales no se
distribuye uniformemente, lo cual le da un caracter
heterogéneo a la concentracién del FNDC cuantificado
en este estudio y es de utilidad cuando se utiliza como
referencia al estado patolégico. Este hecho ha sido dis-
cutido en la comunidad cientifica y ya se conoce que la
concentracién de esta proteina al igual que para otras
que forman parte de la familia de las neurotrofinas, esta
sujeta a las caracteristicas propias de cada area, al tipo
de poblacién neuronal y a la funcién que posea cada
estructura.!12® Se ha podido evidenciar que frente a
determinados estados patolégicos que involucran altera-
ciones de esta familia de proteinas puede estar afectada
seriamente la plasticidad sinaptica, independientemente
de que aliin permanecen muchos aspectos sin aclarar.
No obstante, se les adjudica un papel importante a
determinadas moléculas, que inducen la expresién de
otros elementos que actian en estos mecanismos de
neuroplasticidad.!® Finalmente, en concordancia con
lo reportado para fluidos corporales como el suero y el
liquido cefalorraquideo,'®?’ se muestra un estudio des-
criptivo de las funsiones del FNDC en tres estructuras
cerebrales en condiciones normales. Todo esto en su
conjunto reviste gran importancia si se tiene en cuenta
que estos valores pueden ser utilizados como referencia
para evaluar la expresion del FNDC en los procesos pa-
tolégicos donde este factor se encuentra comprometido
0 para seguir sus variaciones en el caso que sea usado
como terapia neurorestauradora.

En conclusién, las concentraciones del FNDC de-
tectados estuvieron en el orden de los picogramos, lo
que evidencia que esta proteina se encuentra en bajas
concentraciones en el tejido cerebral. No se observa-
ron diferencias entre las concentraciones detectadas
del FNDC entre los hemisferios cerebrales derecho e

izquierdo de las areas de tejido cerebral seleccionadas,
lo cual sugiere que entre los dos hemisferios cerebrales
no hay variaciones de esta proteina para una misma
estructura en condiciones normales. Finalmente, el
estudio mostré una distribucién no homogénea de las
concentraciones detectables del FNDC donde los niveles
mas elevados correspondieron al hipocampo de manera
significativa, y aunque la corteza y el estriado, mostraron
un comportamiento similar, se pudo apreciar que en el
estriado las concentraciones detectadas son menores que
en la corteza, lo cual significa que para las estructuras
estudiadas, el hipocampo representa el reservorio mayor
de esta proteina en condiciones normales.
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