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ABREVIATURAS

AB. Amiloide beta.

AB(25-35). Amiloide beta fraccion 25-35.

AP. Anteroposterior.

BSA. Albumina Sérica Bovina.

CAMs. Moléculas de Adhesion Celular.

EA. Enfermedad de Alzheimer.

Fuc. Fucosa.

Gal. Galactosa.

GalNAc. N-acetilgalactosamina.

GFAP. Proteina Glial Fibrilar Acida.

Ig. Inmunoglobulina

L. Lateralidad.

LH. Linfoma no Hodgkin.

MACcP. Metastasis de Adenocarcinoma Pulmonar.
MACR. Metastasis de Adenocarcinoma Renal.

MCM. Metéastasis de Cancer de Mama de tipo canalicular.
MCT. Metastasis de Cancer de Tiroides de tipo folicular.
MMM. Metastasis de Melanoma Maligno

Man. Manosa.

MCEP. Metastasis de Carcinoma Epidérmoide Pulmonar
NCAM. Molécula de Adhesién Celular Neural.
NCAM-PSA. Molécula de Adhesion Celular Neural Polisialilada.
NeuNAc. Acido N-acetilneuraminico.

PB. Buffer de Fosfatos.

PSA. Acido polisialico.

P. Profundidad.

PPA. Proteina Precursora de Amiloide-beta.

SN. Sistema Nervioso.

SNC. Sistema Nervioso Central.

SSI. Solucién Salina Isotonica.



I. RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la mas frecuente de las enfermedades
neurodegenerativas. Esta caracterizada por la pérdida progresiva de la memoria
gue culmina con la demencia total. Estudios anteriores han demostrado que
después de la administracion intracerebroventricular de la fraccion 25-35 del
péptido amiloide-beta (AR) en ratas adultas se observa muerte neuronal,
alteraciones en la expresion de marcadores de estrés oxidativo y pérdida de la
memoria. Una de las moléculas implicadas en la neurogénesis y eventos de
plasticidad postraumaticos es la cadherina de adhesion neural unida a &cido
polisialico (NCAM-PSA). Por otra parte, la principal complicacion y causa de
muerte en el cancer es la metastasis. Ademas, se ha demostrado que algunos
tumores primarios de cerebro, se ven favorecidos también de la expresion de
NCAM-PSA para invadir y proliferar. El objetivo de nuestro trabajo, fue identificar
la presencia de NCAM-PSA en el cerebro de rata con neurotoxicidad inducida
por AR(25-35) y en tejido cerebral humano con metéastasis de diverso origen
primario. Se utilizaron 36 ratas machos de la cepa Wistar a las que se les dividio
en tres grupos: un grupo de ratas, que llamamos ‘“intactas”, sin ningun
tratamiento previo, fue sacrificado bajo anestesia; el segundo grupo de ratas,
nombrado “control”, recibié una inyeccion de solucién salina isotdnica (SSI) de
manera intrahipocampal; y por ultimo, el tercer grupo, llamado “tratado ApR”,
recibié una inyeccion de la fraccion 25-35 del amiloide-beta [LuM], de manera
intrahipocampal. Las inyecciones intrahipocampales se aplicaron en las
siguientes coordenadas: anteroposterior (AP)= —4.2; lateralidad (L)= +3.0 y
profundidad (P)=—2.9. Se sacrificaron a diferentes tiempos: 8 y 24 horas, 15y 30
dias. Los experimentos con tejido metastasico se realizaron en 19 muestras
humanas de metéstasis de origen mamario, renal, pulmonar, ganglionar, dérmico
y tiroideo. Se realizdé la inmunohistoquimica empleando los anticuerpos anti-
NCAM-PSA a una dilucion de 1:300 y los anticuerpos anti-proteina glial fibrilar

acida (GFAP), diluidos 1:100. La ubicacion de los anticuer+pos fue identificada



con anticuerpos secundarios especificos marcados con fluorocromos vy
localizados por medio de microscopia de fluorescencia. Observamos que la
NCAM-PSA se expresO de manera oscilante en el modelo de neurotoxicidad con
AR, en el cuerpo calloso y giro dentado. En la region del giro dentado se
observan dos picos intensos: uno a las 8 horas y otro a los 30 dias, el cual
decrece, sin llegar a la expresion de los controles, a las 24 horas y a los 15 dias.
En el cuerpo calloso se observé la maxima reactividad a NCAM-PSA a las 24
horas. La mayoria de la expresion se localizd6 en estructuras neuronales y sélo
una pequefia proporcion en astrocitos.

Para el estudio de NCAM-PSA en la metastasis de cerebro, se emplearon
biopsias o necropsias. Los experimentos se realizaron en 19 muestras humanas,
provenientes de necropsias o biopsias de cerebro con metastasis de origenes
diversos: mamario, renal, pulmonar, ganglionar, dérmico y tiroideo. Se realizaron
inmunohistoquimicas con los anticuerpos anti-NCAM-PSA, anti-proteina glial
fibrilar acida (GFAP) y anti-sinaptofisina (diluciones 1:100). Se localizaron con
anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos y se observaron con
microscopia de fluorescencia. Se observé que en los tejidos metastasicos, la
expresion ocurre en las masas tumorales. No se identifico tejido cerebral integro
en ninguna muestra. La expresion en estos tejidos se observo en estirpes que
pudieron reexpresar a NCAM-PSA como antigeno embrionario (i.e. renal) y en
estirpes que normalmente no debian de expresarla (i.e. mama).

Nuestros resultados indican que NCAM-PSA se expresa en estadios de
neurotoxicidad aguda (8 horas) y cronica (30 dias). Al decrecer su expresion
entre las 24 horas y los 15 dias, es posible que se activen otras rutas de
regulacion que participarian en los eventos de plasticidad. En las metéastasis, la
presencia de NCAM-PSA podria favorecer la invasion y el potencial metastasico
de las masas tumorales invasoras en el cerebro. La expresion tendria lugar a
través de reexpresiones embrionarias, 0 eventos miméticos convenientes para

las células tumorales.



II. INTRODUCCION

1. Sistemav nervioso-

Las funciones normales del organismo dependen de la recepcién de estimulos
propios y desde el ambiente externo, asi como de la generacién de reacciones
integradas dirigidas en respuesta. Esta actividad requiere un eslabén coordinador
entre el estimulo y la respuesta, entre el érgano receptor y el 6rgano efector. En el
organismo de los mamiferos uno de los sistemas coordinadores e integradores es el
sistema nervioso (SN), el cual representa la base estructural para llevar a cabo

reacciones precisas y rapidas [1].

1.1. COMPOSICION ANATOMICA

Anatomicamente, el SN se divide en sistema nervioso central (SNC) y sistema
nervioso periférico (SNP). El SNC esta formado por el encéfalo y la médula espinal.
El SNP incluye el resto del tejido nervioso. En el SNC las neuronas estan sostenidas

por una vaina de células llamadas en conjunto neuroglia [2].

El SNC es responsable de las funciones superiores que caracterizan a los seres
vivos. Estas funciones incluyen la conciencia, el pensamiento, la percepcion, el
aprendizaje, la memoria y el lenguaje [3]. El hipocampo es una de las estructuras
del cerebro que juega un papel importante en la memoria y el aprendizaje [4].

1.1.1. Hipocampo.
El hipocampo es una parte del cerebro, localizada en el I6bulo temporal. Forma
parte del sistema limbico. El nombre deriva de su forma curva, semejante a un

caballito de mar (griego: Hippocampus) [5].



Puede ser dividido en cuatro regiones, llamadas CAl a CA4 por Lorente de No.
Estructuras vecinas como el giro dentado, subiculum y coértex entorrinal se

incluyen también dentro de la llamada formacion hipocampica [5].

Neocortex

HIPOCAMPO

CAl

Tronco
Encefalico

Fisura
rinal

Cortex olfativo

Fig. 1. Hipocampo de rata. (A) Corte coronal de cerebro de rata, en donde se
muestra el hipocampo. (B) Se muestra un acercamiento de la zona en donde se
puede apreciar el giro dentado (GD) y las diferentes regiones del cuerno de Ammon:
CAl, CA2, CA3y CAA4.

En la enfermedad de Alzheimer (EA), el hipocampo es una de las primeras

estructuras dafiadas y por eso la memoria y el aprendizaje se encuentran alterados

[6].

1.2. COMPOSICION CELULAR

La red de comunicacién en el cerebro estd formada por neuronas, que son las
unidades funcionales del SN. El cerebro humano contiene aproximadamente 10*2
neuronas. Estas células son las especializadas en recibir informacién, tomar
decisiones al respecto y transmitir sefiales a otras neuronas y células efectoras
como el musculo o las células glandulares. La mayoria de las neuronas tienen
varias dendritas y un axén. Las dendritas reciben informacion de otras neuronas y el
axoén manda informacién a otras neuronas o células efectoras. En una neurona la

informaciéon se transmite a través de una conexion eléctrica, llamado impulso



nervioso o potencial de accién, desde el soma y la regiéon dendritica a lo largo del

axon hasta la terminacion sinaptica [3].

Las neuronas estan sostenidas por una variedad de células llamadas neuroglia [2]
Neuroglia significa “pegamiento entre los nervios” [3] (neuron: nervio. Glia:

pegamento) [1].

1.2.1. Glia
Las células gliales superan por mucho a las células neuronales, hay entre 10 a 50

veces mas células gliales que neuronas en el SNC.

Las células gliales de los vertebrados se dividen en dos tipos principales: microglia y
macroglia [7].

La microglia esta constituida por fagocitos que se movilizan después de la lesion, la

infeccién o la enfermedad.

En el SN de los vertebrados predominan tres tipos de células de la macroglia:
oligodendrocitos, células de Schwann y astrocitos. Los astrocitos son las células
gliales mas numerosas, se caracterizan por tener aspecto de estrella 'y por el ancho

pie terminal de sus prolongaciones [7].

Una consecuencia prominente del dafio al SNC adulto es la astrogliosis, en la que
los astrocitos reactivos se vuelven hipertroficos y aumentan el contenido de diversas
proteinas [8]. Evidencias recientes sugieren que el proceso de reactividad
astrocitica puede ser benéfica para el SNC [9]. El dafio al SNC conlleva al
reclutamiento de células inflamatorias mononucleares intrinsecas (ej. microglia) y
extrinsecas (ej. macroéfagos, linfocitos y natural killers), las cuales liberan citocinas
difusibles; ademas, después del trauma los niveles de interleucina IL-1, IL-6, factor
de crecimiento transformador (TGF)-B y el factor de necrosis tumoral (TNF)-a estan
elevados [10-13].

Se piensa que la glia se activa en cierto tipo de enfermedades croénicas
neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson y la de Alzheimer [7].



2. Enfermedad de Alzgheimer

Alois Alzheimer describié en 1906 las caracteristicas clinicas y anatomopatolégicas
de la paciente Auguste D, quien murio, gravemente demenciada a los 56 afios a
causa de una enfermedad singular y grave de la corteza cerebral. Mas tarde Emil
Kraepelin bautizé a esta enfermedad como Enfermedad de Alzheimer, conocida en
un inicio como demencia presenil, dejando de existir el diagnostico de demencia
senil [14]. El término demencia se utiliza para describir un sindrome adquirido
caracterizado por un conjunto de signos y sintomas que producen deterioro
persistente de las capacidades cognitivas y que alteran la capacidad funcional de
los individuos sin presentar alteracion al nivel de la conciencia. [15]. La EA es una
enfermedad neurodegerativa, y es la forma mas frecuente de demencia
caracterizada por pérdida de la memoria progresiva, en donde hay destruccion de

las neuronas y las vias de comunicacion del cerebro [14].

La EA es la cuarta causa de muerte en los EUA y es quizas la enfermedad crénica
mas devastadora para los pacientes y sus familias. Ataca al 3% de las personas
mayores de 65 afios y entre el 25 y 50% de las personas mayores de 85 afos.
Tiene una evolucion promedio de entre 6-10 afios [14].

Existen dos tipos de EA, la familiar, que representa entre el 5y 10% de los casos y
la esporadica, que representa aproximadamente el 90% de los casos. En la EA de
tipo familiar, estan implicadas mutaciones en los cromosomas 1, 12, 14, 19y 21. Se
caracteriza por manifestaciones en edad temprana de demencia (40 afios
aproximadamente). En la EA esporadica, el agente causal hasta el momento se

desconoce [16].

El cuadro clinico se inicia habitualmente con una afeccion de la memoria a corto
plazo o de la atencion que se sigue de la afeccion de otras actividades cognitivas
como el lenguaje, el pensamiento abstracto, el juicio critico y el reconocimiento de
lugares o personas. En estados avanzados, el paciente evoluciona a un estado de
mutismo casi absoluto con un deterioro progresivo de capacidades motrices,

pudiendo llegar a una desconexion total del entorno que los rodea, siendo incapaz
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de controlar sus funciones fisiologicas mas simples [17].

La EA se caracteriza, primordialmente, por la presencia de dos lesiones en el
cerebro: placas amiloideas y marafias neurofibrilares. Se acompafa de pérdida
progresiva de la sinapsis, de neuronas y de funciones cognitivas [18-20].

Las marafias neurofibrilares estan formadas por fibrillas entrelazadas insolubles,
llamadas filamentos helicoidales apareados. Su componente principal es la proteina
tau [21].

Las placas amiloideas estan formadas por depdsitos de una proteina llamada
amiloide beta (AB) [22 y 23]. La formacién de depdsitos amiloideos es el primer
suceso anatomo-patolégico observable en la EA [24]. En cerebros con la EA dos
tipos diferentes de depositos de AB se han identificado: las placas seniles y las
placas difusas, las cuales contienen A fibrilar y no fibrilar, respectivamente [18, 24-
27]. Mientras que las placas seniles estdn asociadas con la degeneracion de
neuritas y cuerpos celulares neuronales, las placas difusas pueden inducir
rapidamente degeneraciéon morfolégica y muerte neuronal en la ausencia de AR
fibrilar [28 y 29].

Los agregados amiloideos del péptido, se sitlan en el espacio extracelular del

neuropilo cortical, donde ejercen efectos toxicos sobre la neurona [30].

2.1. AMILOIDE BETA

AB es un péptido de 39-43 aminoacidos derivado de la proteina precursora de
amiloide-B (APP) [27]. La APP proviene de una familia de glicoproteinas
transmembranales de tipo | y se encuentra en diferentes tipos de células de manera
generalizada. El dominio N-terminal de APP se proyecta a la region extracelular o
puede estar localizado en el lumen de vesiculas intracelulares, como el reticulo
endoplasmico, el aparato de Golgi y los endosomas intracelulares [31]. Por otro
lado, el dominio C-terminal se encuentra en el citoplasma. La APP es producida
constantemente por las células y es secretado en concentraciones nanomolares en

el liquido cefalorraquideo de individuos normales y con EA [32 y 33]. APP es
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sensible a la protedlisis llevada a cabo por tres proteasas llamadas a, B, y v-
secretasas. Estas secretasas son responsables de la produccion de fragmentos de
AB solubles, los cuales son: el péptido AB(1-40) presente en un 90% y el péptido
AB(1-42) presente en un 10% [33 y 34].

Evidencias recientes han mostrado que AB(1-42) se deposita inicialmente y puede

actuar como “semilla” para la formacion de ABR(1-40) fibrilar [25 y 26].

Existe evidencia in vitro de que intermediarios de una especie de AR, designados
como AR protofibrilar se forman antes de constituir el péptido AB fibrilar [25]. El
AB(1-42) protofibrilar se deposita mas rapidamente y en una mayor cantidad que
AB(1-40). Aunque el AB protofifrilar aparece transitoriamente, sus potentes efectos
neurotédxicos, conllevan a la hipotesis de que el AB protofibrilar es mas importante

que el fibrilar, desde el punto de vista patoldgico [35-37].

Se ha sugerido la existencia de diversos dominios funcionales en la secuencia de
AB. En cuanto a la neurotoxicidad de AR, se sabe que el fragmento de AB(25-35)
(Fig. 2), causa retraccion axonal y dendritica, seguida de muerte neuronal en
neuronas diferenciadas y neuronas maduras, comprobado mediante estudios in
vitro [25]. Estudios subsecuentes han demostrado que la secuencia de aminoacidos

de AB(25-35) es responsable de los efectos neurotdxicos de AR [39-43].

Peptido senal KPI B o ¥
/
v v \\E=/

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVIGSNKGAIIGLMVGGVVIA

Fraccion 25-35

Fig. 2. Representacion esquemética de la APP, en la que se indica la secuencia
del péptido amiloide-beta de 4 kDa, que es cortado por las secretasas a-, -, y y-.
Se muestra la secuencia de la fraccion neurotéxica del péptido: fraccion 25-35
(AB(25-35) ) [44].
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Algunos de los efectos neurotdxicos que ocasiona los depdésitos de amiloide-p son
la formacién de ovillos neurofibrilares, muerte neuronal (activacion del proceso
apoptético) y activacion de las células de la glia, induciendo la produccién de
radicales libres y moléculas inflamatorias, que incluyen citocinas, interleucinas,
monoxido de nitrégeno radical y otras moléculas potencialmente toxicas, que

finalmente provocan estrés oxidativo [14].

El estrés oxidativo parece ser el cambio patolégico més temprano en la EA [45-47].

2.2. ESTRES OXIDATIVO EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Diferentes estudios han mostrado evidencia de que el estrés oxidativo es uno de los
principales mecanismos patolégicos implicados en la EA [48 y 49]. El concepto de
estrés oxidativo se refiere al estado en el cual la produccion de especies oxidantes
sobrepasa las especies antioxidantes enddgenas, permitiendo que haya dafio
oxidativo a nivel molecular en el tejido. En la EA existe una sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno como son superoxido, peréxido de
hidrégeno, monoxido de nitrégeno radical y peroxinitrito. Se ha considerado que

estos factores median el dafio celular y las sefales de apoptosis [44].

AB induce la formacion de concentraciones inusualmente altas de especies
reactivas de nitrégeno y oxigeno [48]. En cerebros de pacientes con EA hay niveles
aumentados de marcadores de estrés oxidativo, incluyendo oxidacién en proteinas,

en membranas lipidicas y en el DNA [50].

Aungue las especies nitridérgicas como el mondxido de nitrdgeno radical y el
peroxinitrito se sobreproducen y contribuyen a la patogénesis de la EA, la
produccién depende de mecanismos inflamatorios secundarios incluyendo células

de la glia activadas, lo cual puede representar un importante fuente de NO [51].

Ademas del dafio provocado por el estrés oxidativo, otros mecanismos, como la
glicosilacion se han asociado con los cambios patolégicos en la etapa temprana de
la EA [45y 52].
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2.3. GLICOSILACION

La correcta adhesién enzimatica covalente de carbohidratos a proteinas o lipidos se
conoce como glicosilacion y es la mas extensa modificacion co- y postraduccional
(en cuanto al tiempo empleado y nimero de organelos involucrados) en células

eucariontes [53].

Las mdltiples funciones de los carbohidratos radican en la estabilidad y la diversidad

estereoquimica de las uniones glicosidicas [54].

Las glicoproteinas consisten en oligosacaridos o cadenas de ellos unidos
covalentemente a proteinas. Los carbohidratos encontrados predominantemente en
las glicoproteinas humanas incluyen; galactosa (Gal), manosa (Man), fucosa (Fuc),
N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-acetilglucosamina (GIcNAc), acido N-
acetilneuraminico (NeuNAc) (forma humana del acido sialico) [54].

Existen tres tipos de glicosilaciéon: la N-glicosilacion, la O-glicosilacion y la C-

glicosilacion [55].

La N-glicosilacion es la union de la GIcNAc a la porcibn amino terminal de la
asparagina y ocurre cotraduccionalmente en el reticulo endoplasmico, la O-
glicosilacion, mas frecuentemente, liga la GalNAc el OH- de grupos serina o
treonina, esta glicosilacion ocurre en el aparato de Golgi; la C-glicosilacién adiciona
covalentemente glucosa o manosa al carbono 2 del residuo indol del triptofano por
union carbono-carbono en regiones de la proteina donde la secuencia de
aminoacidos es Trp-X-X-Trp, la X puede ser cualquier otro aminoacido generando
derivados C-glicosidicos; esta glicosilacion también se lleva a cabo en el aparato de
Golgi [55].

Las enzimas encargadas de la formacion de uniones de carbohidratos (glicosil
transferasas) y las modificadoras/degradativas de las uniones de los oligosacaridos
(glicosido hidrolasas, polisacarido liasas, y carbohidrato esterasas), permiten la gran
diversidad estructural y quimica de los oligosacaridos. Las cadenas de
oligosacaridos se forman a traves de la accion coordinada de estas glicosil
transferasas mediante adiciones paso a paso; las glicosil transferasas catalizan la
transferencia de monosacéaridos desde donadores nitrogenados a una cadena de
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carbohidratos en crecimiento como aceptora.

La composicién de los oligosacéaridos afecta la funcion celular, por modificaciones
del plegamiento proteico y en la seleccion de la ruta de secrecion. Los carbohidratos
también afectan el rango de aclaramiento de las glicoproteinas del torrente
circulatorio [56]. También, se ha observado que glicosilaciones anormales estan
relacionadas con diversas enfermedades como son: la artritis reumatoide, la

epilepsia, la esquizofrenia, el mal de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer.

Un tipo de glicosilaciéon anormal observada en los cerebros con EA es la O-
glicosilacion y la presencia de &cido sidlico trasferasa. Existen estudios que
sugieren que alteraciones en la plasticidad cerebral se pueden deber a la
participacion diferencial de O-glicosil- y de las sialil-tranferasas, en el trans Golgi,
durante el procesamiento de proteinas que participan en la sinaptogénesis reactiva.
Se piensa que esto puede ser un evento temprano en la degeneracion neuronal de
tipo Alzheimer [55].

2.4. PLASTICIDAD

A pesar de la pérdida de neuronas y de sinapsis en la corteza y en el hipocampo,
gue provoca la deficiencia cognitiva y el desarrollo de la demencia en la EA, existen
datos que avalan que en esta patologia se conserva una cierta plasticidad
dependiente del uso [57].

El término plasticidad se ha utilizado para describir los diversos tipos de cambio
asociados a la neurona y a sus conexiones. La plasticidad neuronal es la propiedad
gue tienen las células nerviosas de reorganizar sus conexiones sinapticas y de
modificar los mecanismos bioquimicos vy fisioldgicos implicados en su comunicacion
con otras células, como respuesta a la pérdida parcial de sus neuritas, a la
presencia mantenida de cambios en sus aferentes neurales, o a la actuacion local

sobre ellas de diversos agentes humorales. [57].
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El sistema nervioso posee una gran capacidad plastica que le permite recuperarse,
bajo ciertas condiciones, de las lesiones que puedan ocasionarle diversos eventos;
ya sea por traumatismos, trombosis o hemorragias cerebrales.

La remodelacion de las conexiones sinapticas parece ser una de las mayores
propiedades fisiol6gicas de las neuronas y puede provocar cambios funcionales en
la organizacion del cerebro [60]. La plasticidad sinaptica parece ser el principal
mecanismo que permite a los organismos adultos aprender y adaptarse a los

cambios ambientales.

La capacidad fisiol6gica de reorganizar las conexiones sinapticas se mantiene en
los cerebros adultos aun en condiciones patolégicas. Después de un trauma en el
SNC, las neuronas sobrevivientes remplazan a las células perdidas a causa de la
lesiéon. Esta sinaptogénesis reactiva (Fig. 3) fue descrita por Liu y Chambers en
1958 en la espina dorsal y por Raisman (1969) en el cerebro [60].

a. b.

Y

D L

Fig. 3. Sinaptogénesis reactiva (A) Una lesibn en el SNC provoco la
degeneracion de una terminal axonal (marcada con asterisco). (B) En respuesta
a la lesion la sinapsis sobreviviente forma mdltiples sinapsis. 1) nuevas
terminales nerviosas se forman alternativamente o simultineamente. 2) nuevas
terminales se forman, las cuales dan lugar a nuevas sinapsis [58].

Una lesién en el SNC causa la muerte de las neuronas que son parte de un largo
circuito neuronal. Por lo tanto, su muerte tendra profundos efectos en la funcién en
la totalidad del sistema [61 y 62]. Diversos tipos de neuronas se pueden reconocer
con respecto al tipo de dafio que sufren. Un grupo de células puede sufrir axotomia
y morir, un segundo grupo de células puede perder su célula blanco, un tercer grupo
puede perder sus conexiones y un cuarto grupo no sera directamente afectado por
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la lesién, pero se localiza en la vecindad de las células dafiadas (Fig. 4). Todos
estos grupos de neuronas participardn en el proceso de degeneracion y

reorganizacion que se lleva a cabo posterior a un trauma en el SNC.

@ x-@—@-

Fig. 4. Representacion esquematica de los efectos en el circuito neuronal tras

una lesién. Una lesion en el SNC afecto el circuito neuronal. La célula A sufre

una axotomia, la célula B pierde sus sefiales, la célula C no es directamente

dafiada por la lesién, pero termina en la vecindad de las terminales dafiadas y

la célula D es blanco de la célula B, y puede ser dafiada transneuronalmente si

la célula B se muere o se atrofia [58].
El crecimiento axonal parece ser un proceso inducido por una variedad de
circunstancias y es regulado por diversas moléculas. Estas moléculas crean un
ambiente propicio necesario para el crecimiento axonal actual [63], ya que controlan
la formacién de nuevas neuritas, la elongacion axonal dirigida y la localizacién del

sitio blanco de los axones crecientes [60].

Las interacciones neurona-glia y la composicién de la matriz extracelular en la cual
los axones crecen son también de importancia para el proceso de crecimiento
axonal (Fig. 5). El paso final, la formacion de la sinapsis, parece ser dependiente del
axon asi como de las moléculas dendritas-soma y de numerosos factores pre- y
postsinapticos, los cuales se ha visto que regulan la especificidad de las conexiones
neuronales durante el desarrollo [63 y 64].

Fig. 5. ¢Como crecen los axones?

;@ / Interacciones entre un axon en crecimiento y

su ambiente, regula el crecimiento axonal.

® ® Los factores importantes son (1)
H """ @@." interacciones axon-glia (2) composicion de la
matriz extracelular (3) factores que regulan la

elongacion y el blanco (4) factores que

regulan la formacion de la sinapsis [58].
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De la misma manera en que los axones crecen durante el desarrollo, estos crecen
bajo ciertas condiciones después de un dafio. La regeneracibn axonal es
frecuentemente exitosa en el sistema nervioso periférico, en donde la funcién se
puede restaurar casi por completo. En contraste, en el sistema SNC de mamiferos,
sélo se presenta una pequefia o casi nula regeneracion, perdiéndose generalmente
la funcion. En el SNP después de un dafio los macréfagos se encargan de quitar los
residuos. Las células de Schwann disminuyen la expresion de proteinas especificas
de mielina y aumentan la expresion de moléculas de adhesién que promueven el

crecimiento como las L1 y las moléculas de adhesion celular neural (NCAM).

Por el contrario, en el SNC la mielina no desaparece después del dafio y las células
formadoras de mielina (oligodendrocitos) continan expresando proteinas de la
mielina y no promueven la expresion de ninguna molécula de adhesion celular.
Existe evidencia suficiente de que la presencia de mielina y la ausencia de
moléculas que promueven el crecimiento son dos factores responsables de la falta

de regeneracion en el SNC de mamiferos [65].

Una meta esencial en la investigacion neurocientifica se dirige a determinar si la
modificacion de la plasticidad puede suponer un beneficio terapéutico en el
tratamiento de los dafios asociados a diferentes enfermedades neurodegenerativas
como la EA [66].

Se ha propuesto que la plasticidad reactiva, que incluye elongaciones axonales y
denditricas y la sinaptogénesis, contribuyen a la patogénesis de diversas
enfermedades neurodegenerativas [61-63]. Se ha sugerido que la plasticidad
reactiva (demostrada por medio de la existencia de anormalidades en las terminales
sindpticas peri-neurales y meganeuritas) representa un proceso de regeneracion en

los cerebros con EA [70].

Se han observado en las neuronas con EA, cambios en el patron de sialilacién de
NCAM sin embargo, NCAM en su forma polisialilada (NCAM-PSA) no esta presente
en las neuronas normales. Al parecer este patron contribuye a la temprana

degeneracion neurofibrilar que se presenta en los enfermos con EA [71-73].
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3. Molécula De Adhesion Celudar Newwral

Dentro de la célula existen proteinas encargadas de la unién célula-célula llamadas
moléculas de adhesion celular (CAMs, por sus siglas en ingles Cell Adhesion
Molecules). Existen cuatro tipos de CAMs que son: las selectinas, las integrinas, las
cadherinas y las inmunoglobulinas (Ig). Dentro de la familia de las Ig se encuentran:
e N-CAM (neural-CAM): implicada en el desarrollo del SN, de la que existen
hasta 20 tipos
e Ng-CAM/Nr-CAM: Neurofascina
e Contactina
e MAGP (Myelin Associated Glycoprotein): Que esta presente en la vaina de
mielina
¢ [-CAM (Inflamatory-CAM): Que se expresa en leucocitos

e V-CAM (vascular-CAM): Que se encuentra en células endoteliales.

La NCAM es una molécula de union célula-célula dependiente de calcio, es
miembro de la superfamilia de las Ig (Fig. 6); llamada asi porque contiene uno o
mas dominios tipo Ig caracteristicos de los anticuerpos. NCAM se expresa en
muchos tipos celulares incluyendo células nerviosas. La parte extracelular de la
cadena del polipéptido de todas las formas de NCAM esta plegada en cinco

dominios Ig y dos dominios de fibronectina tipo-Ill (Fig. 6) [74].

Intracelular Extracelular

Dominio Dominio tipo -
citoplasmico JFibronectina III Dominio tipo Ig

Fig. 6. Molécula de adhesiéon celular neuronal (NCAM). Se muestra el dominio
citoplasmatico, la region transmembranal y la regién extracelular formada por dos
dominios de fibronectina tipo Il y cinco dominios tipo Ig.
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Esta codificada por un s6lo gen y puede estar presente en diferentes tamafios
dependiendo del corte y empalme que sufra el RNA. Existen hasta 20 formas
diferentes; las formas predominantes son las que tienen un peso molecular de
120kDa, 140kDa y 180kDa (Fig. 7) [74].

Los tipos de NCAM con respecto al tipo de anclaje a la membrana lipidica son:

e Con dominio intracelular de diversos tamafios, encargados de sefializacion o
unién para el citoesqueleto (NCAM-140 y NCAM-180; Fig. 7).

¢ Sin dominio intracelular, no atraviesa membrana lipidica. NCAM esta unida a
la membrana por medio del fosfatidilinositol (NCAM-120; Fig. 7).

e NCAM gue es secretado y que debe ser incorporado a la matriz extracelular
(NCAM-105; Fig. 7) [74].

La NCAM media uniones célula-célula y célula-matriz de manera homo- vy
heterofilica, asi como interacciones cis y trans. La molécula no sélo se puede unir a
otra molécula de NCAM (interaccion homofilica), si no que también se puede unir de

manera heterofilica a un gran nimero de componentes de la matriz extracelular o a

NCAM 105 NCAM-120 NCAM-140 NCAM-130
MHz MHz NH, NH; cdivia 2

Fig. 7. Estructura de las
diferentes isoformas de
NCAM. La isoforma de
120kDa de NCAM esta
unida a la membrana
lipidica por medio del

ﬁ fosfatilinositol. NCAM de
140kDa (NCAM-140) vy
. NCAM de 180kDa (NCAM-

180) tienen  dominios
intracelulares, a través de
los cuales pueden interac-
cionar con componentes
del citoesqueleto o con
componentes  postsinap
ticos. La NCAM-105 no
esta unida a la membrana
celular [74].
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otras moléculas de adhesion celular, como L1 [75], el receptor del factor de
crecimiento fibroblastico (FGF) [76], ATP [77], asi como lamininas o integrinas [78],
a través de interacciones heterofilicas. También, puede formar interacciones cis con
cualquier otra molécula en la misma superficie celular por medio de un epitope
especifico. Su expresién y su estado funcional estan regulados con precision y sus
interacciones con elementos extracelulares, de membrana y citoplasmaticos
provocan cambios funcionales que alteran las propiedades de la membrana y las
cascadas de sefializacion intracelulares [79].

Una caracteristica bioquimica particular de NCAM es que puede unirse a largas
cadenas de mas de 55 mondmeros de &cido sialico unidos a través enlaces a-2-8,
generando una pesada molécula de carga negativa llamada &cido polisialico (PSA).

El &cido sialico es un carbohidrato de 9 carbonos, en el que los carbono del 1 al 3
son derivados del piruvato y los carbono del 4 al 9 se derivan de N-
acetilmanosamina (ManNAc). El &cido sialico generalmente ocupa zonas finales de
cadenas de oligo- o polisacéridos N-glicanos, O-glicanos y glicoesfingolipidos [80].
Este PSA se une a dos asparaginas en la regiéon Ig5 del dominio extracelular de
NCAM (Fig. 8) [81].

0 ¢ %
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Fig. 8. Acido polisialico unido al dominio Ig 5 de una molécula de NCAM.
(Poli -2, 8-sialico). EI numero de unidades de acido sialico que se puede
unir a NCAM puede ser desde 8 hasta 200 unidades [82 vy 83].
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3.1. NCAM-PSA

La adicibn de PSA a NCAM toma lugar, como otras vias de glicosilacion de
proteinas, en el compartimiento trans del aparato de Golgi. Dos sialiltransferasas
(STSialV/IPST y ST8Siall/STX) regulan la sintesis de NCAM-PSA (Fig. 9) [85-87].
Estas dos enzimas parecen ser factores reguladores de la sintesis de NCAM-PSA 'y
su actividad esta controlada por los niveles de RNAm [85]. La expresion de PSA en
la superficie de las células depende de dos mecanismos regulatorios: (1) la
biosintesis de NCAM-PSA, que es dependiente del nivel de transcripcion y de la
actividad de las sialiltransferasas y, (2) el transporte intracelular que afecta el

movimiento de moléculas a la superficie celular [88].

NCAM NCAM polizialilada

Polisialiltransferasa Flg 9 Esquema de NCAM y Ia

polisialiltranferasa (ST8SialV). El

/ ( T acido polisialico es sintetizado por

_é_?) polisialiitransferasas en N-glica-

= Motivo de écido nos unidos al dominio Ig 5 de
sidlico L NCAM [84]

S HHTHEHHA T

HHz

COOH COOH

El acido sidlico puede disminuir la adhesion entre las células. Células con una
pequefia cantidad de &cido sialico en la proteina NCAM unen cuatro veces mas
fuertemente a las células, que una célula con altos niveles de &cido sialico (Fig.
10C). Esta molécula en los humanos se encuentra en forma abundante en las

etapas del desarrollo embrionario y su concentracion decrece en el estado fetal.

3.1.1. LaNCAM-PSAy la organogénesis
Durante la organogénesis NCAM-PSA se expresa en diferentes 6rganos como son:

Células epiteliales. En general NCAM-PSA es prominente en las células epiteliales

durante la formacion del epitelio y disminuye posteriormente [90].
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: Fig. 10. Mecanismos por medio
N Er::ut}leliz:ﬂgjﬁ or de los cuales NCAM puede
o)\ promover o inhibir la adhesion
célula-célula (A) Estructura de la

QS D molécula de NCAM. (B) Expresion
N Acido sidlico de acido sialico en las moléculas
1 de NCAM en las superficies

i Membrana celular celulares que permiten la for-

macion de numerosos enlaces

~ Citoplasma entre las moléculas de NCAM. (C)

NCAM altamente sialilada puede
inhibir la interaccion célula-célula,

c lo cual podria resultar en otras
/‘/-ﬂ-\_r.'_\ moléculas de adhesion (repre-
r l sentadas como pelotas y cuen-
&N ) cas) en la membrana celular
_1'/ adyacente. Cuando los residuos

L de éacido polisidlico son removi-

dos, ambas células pueden adhe-

".'.j_'_'":t'__:ft-. rirse [89].

e Pancreas. NCAM-PSA se expresa en células del pancreas en

desarrollo [90].

e Corazdn. Se expresa en varios axones y células que contribuyen en

el desarrollo de la pared septal ventricular [90].

e Rifibn. NCAM-PSA se expresa en estados tempranos del desarrollo
del rifidn localizandose en el nacimiento del uretero y en las células

del rifidn de origen embrionario [90].

La eliminacion selectiva de PSA de NCAM por una enzima neuroaminidasa ha
mostrado en diferentes sistemas y, particularmente, en las uniones neuro
musculares, que NCAM-PSA juega un papel importante en la fasciculacién
nerviosa, ramificacion axonal y la formacion de sinapsis [91-93]. De manera similar
el remover PSA de NCAM altera las interacciones de fibra-blanco y la ramificacion
de axones sensoriales en el epitelio 6tico [94]. También, se ha asociado con errores
en las proyecciones de células ganglionares en la retina [95], inervaciones

aberrantes de fibras musgosas y botones sinapticos ectépicos en el hipocampo [96],
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y alteraciones en las ramificaciones axonales y en la organizacién laminar de la
entrada cortical del tAlamo [97]. Todos estos ejemplos indican que la expresion de
NCAM-PSA durante el desarrollo contribuye al establecimiento y direccion de
patrones especificos de conexiones sinapticas [81].

3.1.2. LaNCAM-PSAy ladireccién del crecimiento axonal a
sitios de inervacion
Durante el desarrollo, los axones se extienden del cuerpo celular neuronal y crecen
largas distancias con la finalidad de hacer mas precisas las conexiones con el sitio
blanco. La mayoria de las sefales de unién son CAMs expresadas por la glia, otras
células o axones viejos que ya han seguido un camino [65].

Usualmente, cuando los axones crecen hacia su sitio blanco se encuentran unidos y
crecen juntos. Sin embargo, hay un momento, durante el camino que sigue al
crecer, en donde los axones se separan y los diferentes axones siguen caminos
distintos (Fig. 11). La expresién de CAMs puede afectar la direcciébn que el axén
siga, lo cual es un evento clave a lo largo del camino. La forma en que un axén

tiende a separarse y crecer, estda modulado por la polisialilacién de NCAM.

- MNCAM

Fig. 11. La NCAM posee
diferentes niveles de polisialila-
H i H i H ciéon. (A) NCAM se expresa en un
axén en crecimiento, sin acido
polisidlico. Bajo estas condi-

ciones, NCAM y L1 interaccionan

- de manera hemofilica y los

NCAM axones crecen juntos. (B). NCAM,
£ & posee acido sidlico, y las
Q} Q;,% moléculas de NCAM y L1 estan
cﬁa cﬁ; sgparadas y no pueden interac-
éﬁiﬁéz? cionar. Los axones en crecimiento
no  fasciculan bajo estas

circunstancias [59].
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La NCAM-PSA formada posee una gran carga negativa lo que provoca una menor
adhesion debido al proceso de repulsion entre las cargas célula-célula comparada
con la NCAM no sialilada. El acido sidlico suele secuestrar agua debido a la gran
carga negativa que posee, por lo que ocupa un gran volumen en el espacio
extracelular, lo que provoca la repulsién de las moléculas de NCAM-PSA una a otra,
manteniendo asi las membranas plasmaticas suficientemente separadas para
prevenir la adhesion, por medio de otras moléculas de adhesion como L1 y
cadherinas, manteniéndolas lo suficientemente lejos para que no puedan

interaccionar [65].

3.1.3. LaNCAM PSAy el cancer
El PSA se reexpresa durante la progresion de varios tumores malignos incluyendo
el carcinoma de células pequefias, el tumor de Wilms, el neuroblastoma y el
rabdomiosarcoma. [98-100]. En estos tumores la polisialilacion de NCAM
incrementa el potencial metastéatico y ha sido correlacionado con la progresion del
tumor y con un pobre prondstico [101-104].

Aungue existe evidencia abundante de que el acido polisialico es critico en el
desarrollo y en la malignidad del tumor, su modo de accion a nivel celular aun no
esta claro [105]. De acuerdo con el modelo que mas prevalece, la inhibicion estérica
producida por la presencia del PSA causa una atenuacion general de la adhesion
celular [106]. Ademas, de modular la adhesion celular, el PSA puede actuar como
receptor de factores de crecimiento [107]. Recientemente, se ha mostrado que el
PSA es necesario para la adecuada sensibilizacion de las neuronas al factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) [108]. La remocion enzimatica de PSA
induce una marcada inhibicién del crecimiento celular en células neuroblasticas de
humano SH-SY5Y [64].
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4. Concer

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, sobretodo en

paises desarrollados. En los hispanos adultos es la segunda causa de muerte [109].

El término cancer, que significa “cangrejo” en latin, fue creado por Hipdcrates en el
siglo cinco D.C para describir la enfermedad en donde los tejidos crecen y se
esparcen sin control en todo el cuerpo [110]. Ambrossie Paré en 1517 describi6 por
primera vez el cancer y lo relacion6é con la muerte del sujeto. Félix Plater en 1520
describe el primer cancer cerebral, en un sujeto que tenia dos afos de enfermedad
progresiva que lo llevo a la demencia, la cual culminé con su muerte; el lo describié
como una masa amorfa del tamafio de una nuez en el cerebro y lo relaciona con la

demencia y la muerte del sujeto [111].

El cancer es un mal funcionamiento de los controles de crecimiento de las células
corporales provocando que éstas proliferen sin control, incrementandose el nUmero
de células indefinidamente. Se desarrolla invadiendo, destruyendo y aferrandose al

tejido sobre el que se apoya [111].

La carcinogénesis es un evento complejo; se trata de un evento multifactorial, para
el cual se ha propuesto cuatro mecanismos principales por los que ocurre el cancer:
(1) la infeccién de un virus tumorigeno, (2) la mutacién de los genes que controlan el
crecimiento celular, (3) la activacion de un oncogen preexistente y (4) la alteracion

de los mecanismos normales de control de crecimiento [110].

El proceso carcinogénico evoluciona en una de dos formas, mediante la
proliferacion clonal o por alteracion progresiva del desarrollo celular desde una
etapa “premaligna” reversible a una etapa maligna irreversible. Los dos procesos no
se excluyen mutuamente. Las alteraciones premalignas progresivas en una
poblacion celular mayor pueden provocar la degeneracion maligna de una célula
gue clonalmente sobrepasa en tamafio a otras células debido a que tiene una
ventaja selectiva en su desarrollo. Por lo tanto, muchos canceres pueden aparecer
de acuerdo a una secuencia perfectamente definida de cambios premalignos, en

tanto que otros pueden surgir de novo en otros tejidos normales [110].
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El cancer se puede desarrollar en casi todos los tejidos del cuerpo. Dependiendo del

tipo celular involucrado, el cancer se divide en tres categorias [111]:

Carcinomas. Es el tipo mas comun de cancer, se origina en las células epiteliales

gue cubren la superficie externa e interna del cuerpo.

Sarcomas. Se originan en tejidos de soporte de origen mesodérmico; como hueso,

cartilago, tejido graso, tejido conectivo y musculo.
Linfomas. Se originan de células de la sangre y células de origen linfatico.

Dependiendo del patrén de crecimiento, los tumores son clasificados en benignos o
malignos. Los tumores benignos crecen en areas limitadas. Los tumores malignos
son un problema mas serio porque pueden invadir los tejidos que lo rodean y entrar
al torrente circulatorio, lo cual les permite invadir tejidos distantes, por medio del
proceso llamado metéstasis [111].

Una de las principales causas de complicaciones y muerte en el cancer es la

metastasis.

3.1. METASTASIS

La metastasis, es el escape de células cancerosas desde un sitio primario y su
establecimiento a distancia, en lugares secundarios. Estas células cancerosas
migran desde el sitio primario a otros érganos cercanos, y, en ocasiones, resultan

mucho mas devastadoras que el mismo tumor primario.

El proceso de la metastasis puede dividirse en tres estadios mayores, que no tienen
una linea clara de demarcacién entre uno y otro, y pueden operar simultaneamente
(Fig. 12) [112]. En cada paso, las células cancerosas evitan diversos reguladores

gue mantienen a las células en su lugar [111 y 113].

Paso 1. Las células cancerosas invaden los tejidos vecinos y los vasos
sanguineos.
Primero, la adhesion célula-célula entre las células cancerosas disminuye, por lo

tanto las fuerzas que mantienen unida a la masa tumoral decrecen. Posteriormente,
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Fig. 12. Proceso de invasion y
metastasis. (1) Las células
cancerosas crecen e invaden
los tejidos y vasos sanguineos
vecinos. (2) Las células can-
cerosas son transportadas por
el sistema circulatorio a sitios
distantes. (3) Las células
cancerosas invaden nueva-
mente y crecen en un nuevo
sitio [114].

las células cancerosas tienden a ser mas moviles, aumentando la probabilidad de
gue puedan migrar y abandonar la masa tumoral. Por ultimo, las células cancerosas
pueden secretar proteasas que digieren la matriz extracelular para abrirse camino
[112].

Paso 2. Las células cancerosas a través del torrente circulatorio son
transportadas a distintos sitios.

Una vez que las células cancerosas han traspasado la barrera linfatica, son llevadas
por el sistema circulatorio a distintas partes del cuerpo. Un tumor maligno de pocos
gramos de peso, puede liberar a la circulacién a millones de células cancerosas por
dia. La sangre es un medio inhospitable para muchas células cancerosas y s6lo un
pequefio numero de células puede sobrevivir y posteriormente invadir otro tejido
[112].

Paso 3. Las células cancerosas reinvaden selectivamente y crecen en sitios
especificos.
Algunas de las células cancerosas que sobreviven en el sistema circulatorio forman

agregados de células que son retenidas en los capilares de otros tejidos u érganos.
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Estas células posteriormente, penetran a través de la pared de los vasos capilares e

invaden el tejido que las rodea. Sélo una pequefia porcion de las células

cancerigenas que inicialmente entran al torrente circulatorio pueden culminar en

metastasis [112].

Las causas mas frecuentes del inicio de invasion celular pueden ser:

Presiones mecanicas: la invasion sucede por un crecimiento descontrolado
caracterizado por la rapida proliferacion de células neoplasicas. La presion
gue ejerce la masa celular en crecimiento bloquea vasos sanguineos locales

gue llevan a la muerte celular y a una reduccioén en la resistencia mecanica.

Presencia de enzimas liticas: las células tumorales incrementan enzimas
proteoliticas como captesinas, metaloproteinasas, colagenasas tipo IV, y
activadores del plasmin6geno.

Incremento en la motilidad de células tumorales (migracién celular), en donde
participan diversos factores de motilidad para células cancerosas y células no
malignas, primero como factores de crecimiento. Un factor de motilidad
convierte una célula de un estado estatico a uno dindmico, transicion
caracterizada por la aparicion de agregados de membrana como digitaciones
filiformes, lamelares y pseudopodios.

Diversos factores de motilidad se han descrito para las células cancerosas;
por ejemplo, el factor de motilidad autécrina (AMF), que es una citocina
secretada por tumores y que regula el crecimiento celular y la motilidad por
una via mediada por receptor. Esta estimula la quimiocinesis y quimiotaxis
[115].

Las células invasoras se adhieren in vivo alrededor de las moléculas de la matriz

extracelular por via de receptores especificos y responden a sefiales transducidas

por esta interaccion, junto con sefiales de citocinas y factores de crecimiento celular,

para producir una serie de proteasas. La degradacion de la matriz sumada con la

liberacion de mediadores quimicos celulares, generan atractantes celulares
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tumorales. Existen dos mecanismos atractantes involucrados en el fenbmeno de
regulaciéon de la invasion tumoral y la metéstasis: la quimiotaxis (estimula motilidad
celular en respuesta a un gradiente de atractante soluble) y la haptotaxis (motilidad
a través de fijadores de sustratos atractantes insolubles) que ocurre en caso de no
ser suficientes los atractantes solubles desde la pared vascular [109].

Se sabe que alteraciones de la glicosilacion de las proteinas juegan un papel crucial
en los eventos invasivos y metastasicos cancerosos. Las proteinas N-glicosiladas
desempenfian funciones importantes en la sefializacion, en la migracién celular y en
las interacciones célula-célula y como ya se menciond, la disrupcion célula-célula es

el primer evento en el proceso metastatico. [90]

Dentro de las moléculas de carbohidratos implicadas en la tumorogénesis y la
migracion celular, tanto fisiolégica (en crecimiento) como cancerigena metastasica
el acido sidlico desempefia un papel importante. En particular, cuando sufre
modificaciones sustanciales como la O-acetilacibn que sirve como marcador
especifico de enfermedad, tal como sucede en enfermedades neurodegenerativas
como la de Alzheimer. De igual forma, en el melanoma el incremento adicional de
ésteres O-acetilados en la posicion Cg del &cido sialico terminal se relaciona con la

malignidad y el potencial metastasico [109].
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En este trabajo hemos demostrado la presencia de NCAM-PSA, tras la inyeccion
intrahipocampal del AB(25-35). Se observo a lo largo de los tiempos establecidos, la
presencia de astrocitos reactivos, lo que sugiere que probablemente las moléculas
proinflamatorias implicadas en este proceso, estén influyendo en la expresion de
NCAM-PSA. Por otro lado, en el modelo de metastasis en el cerebro, se observo
gue la célula tumoral expresa NCAM-PSA, lo cual pudiera ser una reexpresion
embrionaria, en las muestras provenientes de tejidos que expresan NCAM-PSA en
el estado embrionario, o bien un mimetismo de esta molécula; en ambos casos con

la finalidad de favorecer su invasion y a la vez proliferar.

Debido a que en la metastasis, existe una inmusupresion, es dificil pensar que en
este caso la expresion de NCAM-PSA se vea regulada por la presencia de
moléculas proinflamatorias, por lo que la expresion de NCAM-PSA en la el tejido
cerebral metastasico, probablemente obedezca a la activacion de otro tipo de

mecanismos.
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111, HIPOTESIS

La expresion de NCAM-PSA puede favorecer la proliferacion tumoral en células
metastasicas de cerebro; siendo a la vez un probable factor de plasticidad celular

en la neurodegeneracion de tipo Alzheimer.

V. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Co-localizar la expresion de NCAM-PSA en tipos celulares especificos de los

diferentes tejidos tumorales metastasicos en cerebro y en los cerebros animales

con toxicidad y neurodegeneracion de tipo Alzheimer.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar la poblacion celular que expresa NCAM-PSA tras la inyeccion
intrahipocampalmente de la fraccion 25-35 del amiloide-f.

2. Observar el patron de expresion de NCAM-PSA después de 8h, 24h, 15 dias
y 30 dias.

3. Evidenciar la astrogliosis presente por medio de un anticuerpo anti-proteina
glial fibrilar &cida (GFAP) después de 8 y 24 horas y 15 y 30 dias.

4. ldentificar la poblacion celular que expresa NCAM-PSA en diferentes tejidos

tumorales metastasicos en cerebro.

4.3. METAS
A partir de la identificacion de las poblaciones celulares que expresan NCAM-
PSA establecer de manera indirecta, el papel que juega dicha expresion, tanto
en la plasticidad neuronal involucrada en la enfermedad de Alzheimer, como en

el desarrollo metastasico.
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V. METODOLOGIA

5.1. MATERIALES

5.1.1. Tejido
Se empled tejido metastasico cerebral humano de diferentes casos (18 casos de
diferente origen primario) al igual que tejido cerebral sano como control. El tejido
se obtuvo del Departamento de Neuropatologia del Instituto Nacional de

Neurologia y Neurocirugia.

Casos:
Diagnostico histopatolégico
e Metastasis en cerebro de carcinoma epidermoide pulmonar (2 casos).
e Metastasis en cerebro de adenocarcinoma pulmonar (4 casos).
e Metastasis en cerebro de adenocarcinoma renal (1 caso).
e Metastasis en cerebro de cancer de células claras (3 casos).
e Metastasis en cerebro de carcinoma papilar (1 caso).
e Metastasis en cerebro de linfoma no Hodgking (2 casos).
e Metastasis en cerebro de cancer de mama (3 casos).
e Metastasis en cerebro de cancer de tiroides (1 caso).

e Metastasis en cerebro de melanoma maligno (1 caso).

5.1.2. Anticuerpos
Los anticuerpos primarios utilizados en este ensayo fueron: Anticuerpo
monoclonal de ratén anti-NCAM-PSA (Chemicon, International, Inc., EEUU).
Anticuerpo Policlonal de conejo anti-Proteina Glial Fibrilar Acidica (GFAP,
DakoCytomation,). Anticuerpo monoclonal de raton anti-sinaptofisina (Chemicon,

International, Inc., EEUU).

Los anticuerpos secundarios empleados fueron: anticuerpo anti-lgG (H+L) de
cabra anti-conejo conjugado con Rhodamina-Red-X (115-295-146) y anticuerpo

anti-lgG (H+L) de cabra anti-conejo conjugado con lissamina-rhodamina (111-
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085-003) ambos de Jackson ImmunoResearch Labs., Inc., West Grove, PA,

EEUU. y Fluorescein Anti-Mouse IgG (H+L) de Vector Laboratorios, Inc.

5.1.3. Amiloide- 8

Fraccion 25-35 de la proteina amiloide- B (Sigma Chemical G).

5.1.4. Modelo animal experimental
Ratas macho de la cepa Wistar, provenientes del bioterio del INNN, con un peso
entre 250-300 g. Se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura 18-
23°C, humedad de 50 al 60%, un ciclo de luz-oscuridad de 12/12 horas y con

libre acceso de agua y alimento.

5.2. METODOS

La expresion de NCAM-PSA se estudio en un modelo de neurotoxicidad de la
enfermedad de Alzheimer en ratas; asi como en metastasis de cerebros de

diferentes origenes primarios.

Para el modelo de neurotoxicidad se contd con 36 ratas machos de la cepa
Wistar. Los animales fueron separados en tres grupos: el primer grupo, llamado
“intactas”, estuvo constituido por 4 animales, los cuales fueron anestesiados y
sacrificados inmediatamente; el segundo grupo llamado “control”’, estuvo
formado por 16 ratas, a los cuales se les administr6 solucion salina isotonica, de
manera intrahipocampal, por medio de cirugia estereotaxica y el tercer grupo,
llamado “tratado AR”, estuvo constituido por 16 ratas, a los cuales se les
administré la fraccion 25-35 del amiloide-B, de manera intrahipocampal por

medio de cirugia estereotaxica.

5.2.1. Anestesia
Los tres grupos de ratas fueron administrados, por via intraperitoneal, con
hidrato de cloral como anestesia, a una dosis de 350mg/kg de peso. El grupo de
ratas intactas fue sacrificado inmediatamente y se prosiguio al punto 5.2.3. Los
dos grupos restantes fueron preparados para la cirugia estereotaxica.
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5.2.2. Inyeccion por medio de cirugia estereotaxica
Una vez anestesiados los animales, se procedié a razurarles el crdneo y a
colocarlos en el equipo de cirugia estereotédxica. Después de haber sido
colocados de manera adecuada, se les realizé una incision sobre el craneo y

posteriormente se les removio el periostio.

El grupo de ratas control fue inyectado bilateralmente con 1uL de solucion salina
isotonica; mientras que al grupo tratado AR fue inyectado con 1 pL de una
solucion 1uM de AR(25-35) [116]. Ambos grupos fueron inyectados con las
siguientes coordenadas: AP = —4.2; L = +3.0 respecto a bregma y P = -2.9

respecto a la duramadre.

Posteriormente, a las ratas se les administro por via intramuscular 20uL de
antibiético, por cuatro dias consecutivos. Finalmente, los animales fueron

sometidos a un periodo de recuperacion con acceso libre de agua alimento.

Después de 8 horas, 24 horas, 15 dias y 30 dias del depdsito de SSI o de AR(25-
35), las ratas se anestesiaron con hidrato de cloral, administrado por via
intraperitoneal a una dosis de 350 mg/kg de peso y concentracion de 1500

mg/25ml.

5.2.3 Obtencion del cerebro
Ya anestesiadas las ratas, se les realiz6 una perfusion con 140-160 mL de
formaldehido al 4%. Los animales fueron decapitados y el cerebro extraido. Los
cerebros se almacenaron en para-formaldehido al 4% en amortiguador de
fosfatos (PBS) 0.1M de pH 7.4 (Anexo | y 1) y conservados a 4° C.

Las muestras asi conservadas fueron procesadas siguiendo los pasos

siguientes:

5.2.4. Inclusion en parafina, cortado y montado de las
muestras
Las muestras fijadas en paraformaldehido se incluyeron en parafina siguiendo
protocolos establecidos [117]. Las laminillas se prepararon con Silano, (Sigma
Chem., USA; Anexo lll), el cual permiti6 la adhesion del tejido a la laminilla.

Posteriormente, se realizaron cortes histologicos de 5um por medio de un
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microtomo Histocut, Reichter-Jung (Cambridge Inst. GmbH, West-Germany)
[118]. Los fragmentos obtenidos se montaron en las laminillas, previamente
silanizadas mediante un bafio de flotacion Tissue Float Bath (Lab-Line, USA), a
~52°C con agua corriente (reposada la noche anterior) y 30g de grenetina

(gelatina para microbiologia, Merck, México).

5.2.5. Inmunohistoquimica para microscopia de
fluorescencia
El procedimiento de inmunohistoquimica de triple marcado empleado se realizo

siguiendo el protocolo descrito por Guevara y cols. en 1998 [119].

Se desparafinaron las laminillas y se rehidrataron las muestras mediante la
inmersién en xilol, Xilol/alcohol 100% Yy posteriormente, en alcohol a las
siguientes concentraciones: 100, 96 y 70 %. Las laminillas se sumergieron por 5

minutos aproximadamente en cada solucion.

Posteriormente, las laminillas se sometieron a recuperacion antigénica que
consistié en sumergir a las laminillas en amortiguador de citratos (citrato de sodio
0.1M pH=6, Productos Quimicos Monterrey, Monterrey, NL, México y acido
citrico 0.1M, Técnica Quimica, High Purity de México, México, D.F.; Anexo IV). a
temperatura de ebullicion del citrato, durante 3.5 minutos, después las laminillas

se enfriaron a temperatura ambiente.

Las laminillas se enjuagaron con PBS y se incubaron con albdamina sérica bovina
(BSA) libre de IgG (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EEUU) al 0.2% en PBS
por 20 minutos a temperatura ambiente en camara humeda. Se enjuagaron con
PBS y se incubaron con Tritén X-100 (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EEUU)

al 0.2% en PBS, por 10 minutos a temperatura ambiente en camara humeda.

Posteriormente, se enjuagaron con PBS y se incubaron con el anticuerpo
primario anti-NCAM-PSA (1:300 en PBS) toda la noche a 4°C y protegidas de la
luz. Al termino de este periodo de incubacion, se enjuagaron con PBS y se
incubaron con el anticuerpo secundario especifico marcado con fluoresceina
(dilucion 1:100 en BSA libre de IgG al 1%) durante 1 hora a temperatura
ambiente en camara humeda y protegidas de la luz. Se enjuagaron con PBS y

se incubaron con el segundo anticuerpo primario anti-GFAP (1:100 en PBS)
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durante 2 horas a 37°C. Posteriormente se lavaron con PBS y se incubaron con
el segundo anticuerpo secundario: Rhodamina-Red X (1:100 en PBS).
Finalmente, las laminillas se enjuagaron con PBS y se montaron con medio
VectaShield conjugado con DAPI (Vector Labs., Inc., Burlingame, CA., EEUU) a

oscuras. Los cubreobjetos se sellaron con barniz de uias.

5.2.6. Microscopia de fluorescencia

Esta se realiz6 con un microscopio de fluorescencia marca Leica DM/LS (Leica
Microsystems, Wetzlar, GmBH) con objetivos de 10x, 20x, 40x, 63x y 100x. El
registro de las imagenes observadas se capturé mediante una camara de video
Leica DFC-300FX (Leica Microsystems Digital Imaging, Coldhams Lane,
Cambridge, RU) adaptada al microscopio. Las imagenes se proyectaron en una
computadora mediante el programa Leica IM1000 version 1.20 release 9 (Imagic
Bildverarbeitung AG, Leica Microsystems, Heerburg, Zwitzerland).

Para el estudio de casos de metastasis cerebral, los tejidos cerebrales
obtenidos de biopsias o necropsias (seccion 5.1.1) se procesaron por medio de
las técnicas histologicas antes descritas (seccion 5.2.4). Posteriormente, se
realizaron ensayos inmunohistoquimicos, como se describid para los cerebros de
rata, con la diferencia que se empled como segundo anticuerpo secundario anti-
sinaptofisina (1:100 en PBS), en lugar de anti-GFAP (seccion 5.2.5). La
expresion de NCAM-PSA se evalu6 por medio de la microscopia de

fluorescencia antes descrita (seccion 5.2.6).
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DIAGRAMA DE FLUJO. MODELO DE NEUROTOXICIDAD EN RATAS
INDUCIDO POR LA FRACCION 25-25 DEL AMILOIDE-BETA.
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VI RESULTADOS

6.1. MODELO DE NEUROTOXICIDAD DE LA EA EN RATA

Se inyectd a dos grupos de ratas por medio de cirugia estereotaxica en la regiéon
CAL del hipocampo. El hipocampo es la region del cerebro en donde se encuentran
los depdsitos de AB y, por lo tanto, es la regiébn donde ocurre mayor pérdida

neuronal en la neurodegeneracion de tipo Alzheimer.

Al grupo de ratas tratado AR se les microinyect6 el péptido AB(25-35) usando como
vehiculo SSI, con la finalidad de reproducir los eventos neurotoxicos a nivel
molecular que se llevan a cabo en la EA, tras la presencia de la fraccion neurotoxica
del péptido AB. Como control de dicha inyeccion se empled un grupo de ratas
(grupo control) quienes fueron inyectadas de la misma manera, pero soélo

empleando vehiculo.

Con la finalidad de descartar, que el dafio que se observase fuera causado por la
accion mecanica de la cirugia estereotaxica, se utilizé el grupo de ratas intactas que
no fueron inyectadas y fueron sacrificadas luego de previa anestesia con hidrato de

cloral.

Los animales que si fueron microinyectadas por cirugia estereotaxica, fueron
sacrificados a las 8 horas, 24horas, 15 dias y 30 dias con la finalidad de observar la

cinética de expresion de NCAM-PSA tras el tratamiento.

El cerebro se prepar6 como se indica en material y métodos y se marc6é con un
anticuerpo anti-NCAM-PSA marcado con un fluoréforo verde (FITC, isotiocianato de
fluoresceina). Con la finalidad de ver si el dafio provocado por la inyeccion mecéanica
era el mismo que el provocado por la suma de la inyeccion mecanica y la presencia
del AB(25-35), se realiz6 un marcaje con anticuerpo anti-GFAP marcado con un

fluoréforo rojo (Rhodamina-RedX) para poder observar la presencia de astrocitos
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reactivos, indicativo de inflamacién y dafio. Los nucleos fueron marcados con Vecta-
Shield que contiene un intercalador de acidos nucleicos que fluorece con luz azul
(Dapi).

Para los grupos de ratas sometidos a cirugia estereotaxica; por cada tiempo se
analizaron 4 laminillas del grupo control y 4 del grupo tratado AB. En cada laminilla
se analizé la region CA1 del hipocampo, que fue la zona en donde se depositaron
las sustancias empleadas (SSI y AB(25-35), también se analizaron las zonas
cercanas al depdsito. Se observd inmunorreactividad positiva en el cuerno de
Ammon, en el giro dentado y el cuerpo calloso. Se observé que las zonas en donde
se mostraba una mayor inmunorreactividad a NCAM-PSA fueron: la region CA1 del
cuerno de Ammon, el cuerpo calloso y el giro dentado, por lo que fueron las zonas
consideradas para el analisis tanto de los grupos sometidos a cirugia estereotaxica
como del grupo de ratas control.

De acuerdo al andlisis realizado se eligid la imagen mas representativa de cada
tiempo y cada tratamiento para ser mostrada en los resultados.

6.1.1. Grupo de ratas intactas
Encontramos que en las ratas intactas se present6 una expresion de baja intensidad
de NCAM-PSA en tres regiones principalmente: en el giro dentado, en la regién CAl
y en el cuerpo calloso. La mayor expresion se observé en la region CA1 y la menor
expresion en las neuronas del giro dentado y cuerpo calloso, siendo a penas visible

la inmunorreactividad de NCAM-PSA en esta Ultima region (Fig. 13).

En relacion con la astrogliosis, se encuentraron muy pocos astrocitos reactivos en el

cuerpo calloso, en la region CA1 (Fig. 13C) y el giro dentado (Fig. 13Ay B).

6.1.2. Grupo de ratas control
A las 8 horas, en la region CA1l se observé un incremento en la expresion de
NCAM-PSA. La inmunorreactividad a NCAM-PSA en estas neuronas se observo

claramente, en el soma y en algunas neuritas.
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En el cuerpo calloso también se observd aumento en la inmunorreactividad a
NCAM-PSA, aunque no como en la region CA1 (Fig. 14A).

En las neuronas del giro dentado se observo un aumento en la expresion de NCAM-
PSA. La inmunorreactividad a NCAM-PSA se observé tanto en el soma neuronal
como en las neuritas (Fig. 15A). La inmunorreactividad observada fue menor que en

el cuerpo calloso y la region CAL.

A las 24 horas, la inmunorreactividad a NCAM-PSA disminuy6 en la region CA1
(Fig. 14C), en el cuerpo calloso (Fig. 14C) y el giro dentado.(Fig. 15C).

A los 15 dias, se observo que la expresion de NCAM-PSA, aument6 ligeramente en
la region CAL (Fig. 15E). La expresion de NCAM-PSA se mantiene constante en el
cuerpo calloso (Fig. 15E) y el giro dentado (Fig. 15E).

A los 30 dias, la inmunorreactividad a NCAM-PSA aument6 considerablemente en
el cuerpo calloso (Fig. 14G) y el giro dentado (Fig. 15G).

En cuanto a la astrogliosis, se observé un notorio incremento en la cantidad de
astrocitos reactivos en las tres zonas analizadas. Se vi6 que, en el cuerpo calloso y
en la regiéon CAl, conforme paso el tiempo la astrogliosis se mantuvo constante
(Fig. 14A, C, E y G), a diferencia de lo observado en el giro dentado en donde la

astrogliosis disminuy6 conforme transcurrio el tiempo (Fig. 15A, C, Ey G).

6.1.3. Grupo de ratas “tratadas A"

A las 8 horas, se observé incremento en la inmunorreactividad de NCAM-PSA, en la
region CAL. En esta zona, la expresion se encontrd tanto en el soma neuronal como
en diversas neuritas (Fig. 14B). En el cuerpo calloso no se observo aumento en la
inmunorreactividad de NCAM-PSA (Fig. 14B). Por el contrario, en el giro dentado si
se observo aumento en la expresion de NCAM-PSA. La expresion fue homogénea a
lo largo del giro dentado y se encontré principalmente en el soma neuronal (Fig.
15B).
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A las 24 horas, la inmunorreactividad a NCAM-PSA aumentd considerablemente en

el cuerpo calloso (Fig. 13D). Por otro lado, en el giro dentado la expresion de
NCAM-PSA disminuy6 considerablemente (Fig. 15D).

A los 15 dias, en el cuerpo calloso la inmunorreactividad a NCAM-PSA disminuy6
(Fig.14F) y en el giro dentado se mantuvo constante (Fig.15F).

A los 30 dias, en el cuerpo calloso, la inmunorreactividad a NCAM-PSA se mantuvo
constante (Fig.14H). Sin embargo, en el giro dentado se observé un aumento
considerable en la expresion de NCAM-PSA (Fig.15H).

En cuanto a la astrogliosis, se observé a las 8 horas un aumento en la cantidad de
astrocitos reactivos en el cuerpo calloso (Fig. 14B) y giro dentado (Fig. 15B), siendo
mayor la astrogliosis en el giro dentado. En el cuerpo calloso la cantidad de
astrocitos reactivos aumenté a las 24h horas (Fig. 14D), manteniéndose constante a
los 15 dias y disminuyendo a los 30 dias (Fig. 14F y H). En el giro dentado a las 24
horas se observd una disminucion en la astrogliosis (Fig. 15D) y a los 15 dias la
cantidad de astrocitos reactivos disminuyé aun mas (Fig. 15F). A los 30 dias la
cantidad de astrocitos reactivos aument6 de manera importante (Fig. 15H).

Con la finalidad de poder apreciar de mejor manera los resultados observados, se
realiz6 un andlisis semicuantitativo, en donde se marcé con tres cruces, la mayor
expresion de NCAM-PSA; con dos, la expresibn media y con una, una baja

expresion.

Con base a lo anterior, se construyé una grafica de la expresion de NCAM-PSA en
el cuerpo calloso (Fig. 16), en donde se observa que el comportamiento de la
expresion de NCAM-PSA, en el grupo control y tratado AR, es diferente. Se observa
gue a las 8 horas ambos grupos muestran una inmunorreactividad semejante, sin
embargo a las 24 horas y 15 dias la expresion de NCAM-PSA es mucho mayor en
el grupo tratado AB, y a los 30 dias, el grupo control muestra la misma
inmunorreactividad a NCAM-PSA que el grupo tratado ARB.

Debido a que dicho andlisis s6lo es semicuantitativo, no se puede saber si las

diferencias observadas fueron significativas.

43



INSTITUTO _ NACIONAL _ DE  NEURAL.OJ A

De igual forma se construyé una grafica para la zona del giro dentado (Fig. 17), en
donde se observa que el comportamiento en la expresién de NCAM-PSA en el
grupo control y el grupo tratado AB son semejantes, a diferencia que el grupo
control muestra una expresién menor que el grupo tratado problema a los 30 dias.
Sin embargo, es necesario realizar un analisis estadistico para poder saber si las

diferencias observadas son significativas.

GD. Giro Dentado

C. Cuerpo Calloso

CA1l. Regién 1 del Cuerno de Ammédn
CA4. Regién 4 del cuerno de Ammon
—p Neuronas positivas a NCAM-PSA

Fig. 13. Expresion basal de NCAM-PSA en cerebros de rata del grupo de ratas intactas.
Se marcé NCAM-PSA (verde) y GFAP (rojo). Un color amarillo indica colocalizacién. Los
nucleos fueron marcados con Vecta Shield-Dapi (azul). (A) pico del giro dentado (B) region
media del giro dentado (CA4) (C) en el lado izquierdo se muestra la region CA1 en donde
se observan los nucleos grandes y redondeados. En el lado derecho superior se muestra
el cuerpo calloso, en donde se observan nicleos mas pequefios y alargados. Aumento
20x
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Fig 14. Expresion de NCAM-PSA a diferentes tiempo, después de la inyeccion
intrahipocampal de SSIy AB(25-35) en la regién CAl y cuerpo calloso. Se marc6 NCAM-
PSA (verde) y GFAP (rojo). Un color amarillo indica colocalizacién. Los nucleos fueron
marcados con Vecta Shield-Dapi (azul). En los paneles de la izquierda (A, C, E y G) se
muestra el resultado observado con los cortes de cerebro del grupo de ratas
microinyectadas con SSI. En los paneles de la derecha (B, D, F y H) se observan los cortes
de cerebro del grupo de ratas microinyectadas con AB(25-35).

De arriba hacia abajo se muestran los cortes obtenidos a las 8h (A y B), 24h (C y D), 15
dias (Ey F) y 30 dias (G y H).

Aumento 40x.

CAL. Region 1 del Cuerno de Ammon
CC. Cuerpo calloso
— Neuronas positivas a NCAM-PSA
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Fig. 15. Expresion de NCAM-PSA a diferentes tiempo, después de la inyeccion intracraneal
de SSI y AB(25-35) en el giro dentado. En los paneles de la izquierda (A, C, E y G) se
muestra el resultado observado con los cortes de cerebro del grupo de ratas

microinyectadas con SSI. En los paneles de la derecha (B, D, F y H) se observan los cortes
de cerebro del grupo de ratas microinyectadas con AB(25-35).

De arriba hacia abajo se muestran los cortes obtenidos a las 8h (A y B), 24h (C y D), 15
dias (Ey F) y 30 dias (G y H). Aumento 40x

GD. Giro dentado

— Neuronas positivas a NCAM-PSA

3

Fig. 16. Representacion semi-
cuantitativa de la expresion de
NCAM-PSA a diferentes tiempos,
en el cuerpo calloso de cerebros de
rata inyectados de manera intra-
hipocampal por medio de cirugia
estereotéxica con SSIy con AB(25-
. = 35).

Intensidadd

8h 24nh 1sd 30d

Tiempo

—&— intactas — | contrd —a— tratado AB

Fig. 17. Representacion semicuan-
titativa de la expresion de NCAM-
PSA a diferentes tiempos, en el giro
24 (] dentado de cerebros de rata
inyectados de manera intrahi-
pocampal por medio de cirugia
estereotéxica con SSIy con AB(25-
14 35).

Intensidad

8h 24h 15d 30d

tiempo

intactas - control —— tratado AB
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6.2. CASOS DE METASTASIS CEREBRAL

Para recabar informacion adicional sobre el papel que desempefia NCAM-PSA en el
proceso de plasticidad cerebral; se analizaron tejidos de metastasis en cerebro con
diferente origen primario, en donde realizamos un marcaje con anti-NCAM-PSA
(verde), se realizé un segundo marcaje con sinaptofisina (rojo), el cual marca
terminales nerviosas. En caso de que NCAM-PSA se encuentre en las terminales
sindpticas se tratara de una colocalizacion observandose una marca en amarillo. Se

marcaron los nucleos con Vecta-Shield con Dapi.

Observamos que en todos los casos de metéastasis de tejido cerebral provenientes
de diferentes tejidos primarios, una intensa expresion de PSA-NCAM. En ninguno
de los casos observamos tejido cerebral integro e incluso en algunos no se observa
tejido (Fig. 18).

Observamos en la metéstasis del carcinoma epidermoide pulmonar (MCEP)
(Fig.18A) la mayor expresion de NCAM-PSA en células no neuronales, una menor
expresion en residuos neuronales y la minima expresion en el endotelio de vasos
sanguineos. En el caso de metéstasis de adenocarcinoma pulmonar (MAcP; Fig.
18B) la mayor expresion la observamos en tejido no neuronal, sin embargo se
observo la expresion de NCAM-PSA, en los vestigios del tejido neuronal. En la
metastasis del adenocarcinoma renal (MACR; Fig. 18C), NCAM-PSA se expreso
abundantemente en las células no neuronales y muy poco en los vestigios de tejido
neuronal. En uno de los casos analizados (Fig. 18D) ya no se observé tejido
neuronal. En MAcCR, NCAM-PSA se expres6 en el tejido neuronal en una mayor
proporcion, comparado con MAcP y MCEP (Fig. 18A, B y C). En el linfoma no
Hodgkin (LnH) (Fig. 18 E y F). NCAM-PSA se expres6 en el tejido conectivo de
formacion glandular. En el caso de la metastasis del cancer de mama de tipo
canalicular (MCM; Fig. 18 G y H) NCAM-PSA se expreso6 claramente en el tejido
mamario, no existiendo ya tejido neuronal. En la metéstasis de cancer de tiroides de
tipo folicular (MCT; Fig. 18 I) NCAM-PSA se expresé totalmente en el tejido no

neuronal, pues practicamente ya no existia tejido neuronal. En la metéstasis de
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melanoma maligno (MMM; Fig. 18 J) la mayoria de NCAM-PSA se expreso en tejido

no neuronal observandose una pequefia cantidad en los vestigios neuronales.

De forma similar, a como fueron ordenados los resultados obtenidos en el modelo
de neurotoxicidad empleado, se ordenaron los resultados obtenidos en el estudio de
metastasis. Se realiz6 una tabla (tabla 1) con los resultados obtenidos de la
expresion de NCAM-PSA en el estudio de metastasis. Se asigné un valor de tres
cruces a la maxima expresion observada durante el estudio; un valor de dos a la

mediana expresion y un valor de uno a la minima.
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Fig. 18. Biopsias de metastasis en cerebro con diferentes origenes primarios. Se marco
NCAM-PSA (verde) y sinaptofisina (rojo). Un color amarillo indica colocalizaciéon. Los
nucleos fueron marcados con Vecta Shield-Dapi (azul). (A) MCEP. (B) MacP (C) MacR. (E
y F) LnH. (G y H), MCM. () MCT. y (J) MMM.

Tabla 1. Expresion de NCAM-PSA en tejido cerebral y tejido tumoral. Se observa que en la
mayoria de los casos la expresion de NCAM-PSA es en el tejido no neuronal y sélo una
pequefa proporcion en los vestigios de tejido neuronal.

Tejidos metastasicos NCAM-PSA en tejido NCAM-PSA en tejido
metastatico neuronal*
Adenocarcinoma epidermico pulmonar ++ +
Adenocarcinoma pulmonar ++ +
Adenocardinoma renal ++ +
Linfoma de no Hodgking +++
Cancer de mama ++ +
Cancer de tiroides +++
Melanoma maligno ++ +

* trazas de tejido neuronal.
+  Baja expresion.
++ Mediana expresion.
+++ Alta expresion.
---- Sin expresion.
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VIT DISCUSION

Hemos evidenciado el patron de expresion de NCAM-PSA en cerebro en dos
eventos antagonicos: uno de neurotoxicidad inducida por la inyeccion
intrahipocampal, de la fraccibn AP(25-35), en el cerebro de rata, y otro de

metastasis tumoral en cerebro humano con origen primario diverso.

7.1 MODELO DE NEUROTOXICIDAD EN CEREBRO DE RATA
INDUCIDO POR LA FRACCION AB(25-35)

La EA es una enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza por pérdida de la
memoria progresiva y por la presencia de marafias neurofibrilares y placas
neuriticas [18-20]. EI componente de las placas neuriticas es el péptido AB [22 y 23].
Se sabe que la fraccion neurotédxica del péptido AR es la fraccidén 25-35 [39-43].

Se ha observado que en cerebros con EA existe cierta plasticidad reactiva
dependiente del uso [57]. Una de las moléculas que participa activamente en el
fendmeno de plasticidad es la NCAM-PSA [65]. Hasta ahora se desconoce si la
plasticidad existente en los cerebros con EA, ayuda a la patogénesis de la

enfermedad o tiene un efecto neuroprotector.

Se sabe que NCAM-PSA se expresa de manera abundante durante el desarrollo
embrionario y que su expresion disminuye durante la maduracién y diferenciacion
neuronal [120]. Diversos autores han reportado cambios en la expresion basal de
NCAM-PSA en la region del hipocampo; bajo condiciones de estrés cronico con
condicionamiento al miedo [124], tras la administracién aguda de cocaina en ratas
[125], durante el proceso de memoria y aprendizaje [126 y 127] y posterior a un
trauma cerebral severo [65]. No obstante, el patron de la expresion de NCAM-PSA,
tras la administracion intrahipocampal de ABR(25-35) aun no ha sido reportado. Por lo
gue nosotros evaluamos la expresion de NCAM-PSA en un modelo de
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neurotoxicidad en ratas, inducido por la inyeccion intrahipocampal de la fraccion
AB(25-35).

Cuando nosotros analizamos el hipocampo de ratas control, sacrificadas bajo
anestesia, encontramos una expresion basal de NCAM-PSA en el giro dentado del
hipocampo, la regién CA1 y el cuerpo calloso. Cabe mencionar que la expresiéon de
NCAM-PSA, en el cerebro adulto, aparece en zonas del cerebro donde ocurre una
constante neurogénesis y plasticidad sinaptica [120], como lo es el hipocampo [121-
123].

Debido a los efectos neurotoxicos que se ha reportado induce la inyeccion
intrahipocampal de AB(25-35) [39-43], esperdbamos un incremento en la
inmunorreactividad de NCAM-PSA en el grupo tratado AB y en el grupo control una
inmunorreactividad sin cambio, al ser comparados con el grupo intactas. Sin
embargo, observamos que, el grupo control mostré6 aumento en la

inmunorreactividad a NCAM-PSA, al igual que el grupo tratado ARB.

Pensamos que la expresion de NCAM-PSA en el grupo control se debe a que el
proceso de inyeccién por medio de cirugia estereotaxica provoca dafio a las células
neuronales, ya que NCAM-PSA se expresa como respuesta a un trauma cerebral
severo y permite el crecimiento de nuevas neuritas, con la finalidad de reemplazar a
aguellas perdidas a causa de la lesion [120, 128 y 129]. Para poder corroborar lo
anterior hicimos un marcaje con GFAP y encontramos gran cantidad de astrocitos
reactivos; en la region donde fue depositada la SSI (regibn CAl) y en otras zonas.
La presencia de los astrocitos reactivos en la region CAL afirmé que el proceso de
inyeccion por medio de cirugia estereotaxica provocé un dafio celular. La glia se
activa con la finalidad de remover las neuronas o terminales nerviosas danadas
[130]. Las pérdidas neuronales, o bien sélo axonales, posiblemente provocaron una
interrupcion del circuito neuronal, por lo que pensamos, que fue necesario una
reestructuracion de las conexiones sinapticas dafiadas; funcion que dirige la NCAM-
PSA [128 y 129].

Nosotros observamos presencia de astrocitos reactivos y aumento en la

inmunurreactividad, de NCAM-PSA en la zona directamente lesionada y en otras

54



INSTITUTO NACIONAL  DE  NEUROLOG A

®

zonas aledafas al dafio (giro dentado y cuerpo calloso). Lo cual nos sugiere que el
aumento en la inmunorreactividad de NCAM-PSA, en las zonas cercanas al dafio,
pudo ser ocasionado por la expansion del dafio que provoca la activacion del
proceso inflamatorio. Ya que, se ha reportado que después de un dafio al SNC,
ademas de la expresion de NCAM-PSA [81 y 120], células caracteristicas del
proceso inflamatorio liberan diversas citocinas, las cuales pueden potenciar el dafio
inicial [10-13]. Otra posibilidad es que el dafio haya llegado a esta zona por la
presion que ejerce sobre las células la SSI microinyectada.

Nuestros resultados en el grupo tratado AR muestran que en el cuerpo calloso hay
mayor inmunorreactividad a NCAM-PSA a las 24 horas y 15 dias y mayor
astrogliosis en todos los tiempos analizados (8 y 24 horas,15 y 30 dias), en
comparacion con el grupo control. La glia se activa por la presencia de péptido AB
[8, 130-134] y provoca la liberacibn de moléculas proinflamatorias que incluyen
citocinas [131 y 133, 134], interleucinas [133, 135 y 136], monoxido de nitrégeno
radical y otras moléculas potencialmente tdxicas [130 y 137], que provocan un dafio
celular mayor al inicial [130-135]. Por lo que, es de esperarse que exista mayor
dafio en el grupo tratado AB que el grupo SSI, en donde el dafio no solo se debe a
la accibn mecénica de la inyeccion por medio de cirugia estereotaxica, sino ademas
a la presencia del AB(25-35). Al existir mayor dafio es necesaria una mayor
remodelacion sinaptica, por lo que pensamos que se refleja en una mayor expresion
de NCAM-PSA y en una expresion en un periodo de tiempo mas corto de la misma,

como se observo a las 24 horas en el grupo tratado AB en el cuerpo calloso.

En el giro dentado del grupo tratado AB encontramos que la inmunorreactividad a
NCAM-PSA aumenté considerablemente a las 8 horas y posteriormente disminuy6
a las 24 horas y 15 dias, volviendo a aumentar a los 30 dias. La disminucién a las
24 horas y a los 15 dias pudo deberse a que los niveles de transcripcién de las
sialiltransferasas o bien la actividad de ellas haya disminuido [85 y 88]. Pensamos
gue esta disminucion, tal vez se deba a que otros mecanismos de reparacion axonal
hayan sido activados. Uno de los probables mecanismos que pudieron compensar
la sintesis de NCAM-PSA, fue la molécula de adhesion celular L1 que, al igual que
NCAM-PSA, media la plasticidad celular [138].
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Los datos en conjunto sugieren que tras un dafio como lo fue la inyeccién
intracerebral por medio de cirugia estereotaxica, hay activacion de mecanismos
dirigidos hacia la regeneracion celular, como son la expresion de NCAM-PSA. Lo
cual podria asemejarse a lo observado posterior a un trauma cerebral severo en
donde se ha reportado que existe cierta plasticidad posterior al dafio [120, 128 y
129]. Posiblemente, cuando ocurre el dafio neuronal, moléculas del proceso
inflamatorio influyan en la polisialilacién de esta molécula de adhesién celular. Sin
embargo, como se desconoce si siempre existe astrogliosis conjuntamente con
expresion de NCAM-PSA, cabe la posibilidad de que haya otros mecanismos de

regulacién autdcrinos o paracrinos, involucrados.

Diversos autores han reportado que las citocinas liberadas durante el proceso
inflamatorio pueden tener una funcion neuroprotectora [139], activando entre
muchos otros factores, a moléculas de adhesion celular [140]. Sin embargo, otros
autores han reportado que cuando no hay un equilibrio entre las citocinas liberadas,
se produce un dafio celular mayor al inicial [139]. Nosotros encontramos que en el
grupo control y tratado AB, hay presencia de NCAM-PSA y de astrocitos reactivos,
en el giro dentado y el cuerpo calloso, regiones diferentes a la inicialmente dafiada.
Debido al papel dual de las citocinas, la presencia de astrocitos reactivos puede
estar indicando dos situaciones diferentes. Por un lado, los astrocitos reactivos
presentes en todos los casos, pueden indicar dafio; pero también, dicha astrogliosis
puede indicar presencia de citocinas que estan cumpliendo un papel neuroprotector,
promoviendo dentro de otros mecanismos, la reparacion neuronal. Para poder
responder esta cuestion y poder esclarecer el papel que juega la inflamacién en la
neuroplasticidad, es necesario medir marcadores de dafio celular conjuntamente
con la astrogliosis y la presencia de NCAM-PSA. Asi como medir algunas citocinas,
para evaluar si hay correlacion entre los niveles de estas y la presencia de NCAM-
PSA.

Para poder obtener mejor informaciéon a partir de los datos preliminares en este
modelo de neurotoxicidad, es necesario contar con muestras con un tiempo mayor a
los 30 dias, para asi poder apreciar como es el patron expresion de NCAM-PSA

posterior al proceso inflamatorio provocado por la inyeccion por medio de cirugia
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estereotaxica. De esta manera se podra definir la expresion de NCAM-PSA tras el
dafio provocado soélo por la presencia de AB(25-35). También, seria conveniente
acortar los intervalos de tiempo de valoracion; asi como obtener muestras antes de
las 8 horas. Todo esto, con la finalidad de poder observar con mayor precision la
cinética de expresion de NCAM-PSA y poder entender mejor el papel que
desempeiia NCAM-PSA en la plasticidad reactiva en la EA.

Es necesario realizar un analisis cuantitativo, porque en algunos casos la
inmunoreactividad a NCAM-PSA es muy baja y diferencias pequefias no fueron
perceptibles con el andlisis semicuantitativo empleado; lo cual limit6 una buena

apreciacion del fenémeno.

7.2. METASTASIS EN CEREBRO

Como se vié en los resultados, al parecer, la expresion de NCAM-PSA, como
molécula que promueve el crecimiento axonal, esta altamente regulada. Por lo que
pensamos que el mejor modelo para comparar y comprender este fendmeno es
aquel en el que la expresion de NCAM-PSA no se encuentre regulada. Tal es el
caso del modelo empleado de metastasis en cerebro.

La principal complicacion y causa de muerte en el cancer es la metastasis. La
metastasis ocurre por un alto potencial celular invasivo, proliferativo y metastasico
en una masa clonal cancerosa [116]. Se ha encontrado expresion de NCAM-PSA en
diferentes tumores pediatricos tumorales que culminan en metastasis [98-100], su
expresion se ha relacionado con la progresion del tumor hacia metastasis y con el
pobre prondéstico del paciente [99-104].

Cuando las masas tumorales invasoras logran vencer todas las barreras y llegan al
cerebro, comienza una destruccion del tejido cerebral [111-113]. Dicha destruccion
provoca activacion de la glia [140]. Probablemente, como sucede en un trauma
cerebral severo donde ocurre pérdida neuronal; puede ser que en la metastasis, las

células neuronales expresen NCAM-PSA como un intento de regeneracion o un
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intento de restauracién de la funciéon ante la pérdida neuronal sufrida a causa del

ataque. Sin embargo, contrario a lo esperado, la mayor expresién de NCAM-PSA se

observo en el tejido invasor no neuronal.

Se sabe que NCAM-PSA se expresa en el estado embrionario, ademas de en el
cerebro, en otros tejidos como el pancreas, el corazén y el rifion [90]. Exceptuando
el cerebro, en los demas tejidos la expresion de NCAM-PSA en el estado adulto
desaparece casi por completo, permaneciendo en niveles significativamente bajos.
Por lo que la expresion de NCAM-PSA en la masa tumoral del adenocarcinoma
renal, del adenocarcinoma pulmonar y la de tiroides de tipo folicular se pudiera
deber a una reexpresién embrionaria, evento cominmente observado en células
transformadas a la malignidad [112]. En este caso, es probable que la expresién
haya sido inducida, en parte, por la activacion de la glia que ocurrié en el inicio de la
invasion de la masa tumoral. Otra posibilidad es que se hayan preservado

antigenos gliales por parte de las células tumorales.

La expresion de NCAM-PSA en las masas tumorales metastasicas de tejidos
primarios que en estado embrionario no expresan NCAM-PSA, no es posible que
obedezcan a reexpresiones embrionarias. En todo caso la expresion observada de
NCAM-PSA, puede ser que se deba a la preservacion de fracciones neuronales

mimetizadas de manera conveniente

Cualquiera de los tres probables mecanismos descritos, es probable que la masa
tumoral metastasica, se vea favorecida a través de los efectos de estimulacion
trofica, proliferacion y direccion celular que ofrece la presencia de NCAM-PSA [142
y 143].

Es probable que bajo la expresion de NCAM-PSA las células tumorales puedan
proliferar e invadir, a la vez que proveerse de alimento; en un sustrato nuevo e
invadido, el cerebro. De esta manera, pudiera ser que se garantice una metastasis
exitosa y la proliferacion de nuevas clonas tumorales, que repitan el evento tumoral
igual que el tejido de origen, con el mismo fenotipo invasivo, proliferante, agresivo y

metastasico.
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Como se observé que el tejido neuronal fue remplazado casi por completo por la
masa tumoral metastasica y que es ella quien expresa NCAM-PSA. Entonces, es
posible que al expresar la masa tumoral metastasica NCAM-PSA, esto no sélo le
permita establecerse exitosamente en el tejido secundario, sino ademas, continuar
con su crecimiento celular incontrolado, ya que NCAM-PSA confiere a las células
efectos troficos y proliferantes [141 y 142], contribuyendo a que se pueda consumir
y sustituir el tejido secundario.

Se hace obligado realizar un analisis de la cinética de expresion de NCAM-PSA en
modelos experimentales controlados de induccion metastasica, ya sea en animales
in vivo, 0 en cultivos celulares, in vitro, para determinar la curva de expresion de
esta molécula de adhesion y establecer con mayor precision, su funcién en la
metastasis. De igual forma, es importante establecer si la expresion de NCAM-PSA
se estimula por mecanismos miméticos neuronales, de re-expresion embrionaria, de
preservacion de estructuras funcionales o la combinacién de una o mas de estas

posibilidades.

7.3. CORRELACION DE EA vy METASTASIS

Correlacionando nuestros hallazgos en ambos modelos, se observa que la
expresion de NCAM-PSA probablemente no sélo se rija a través de mecanismos
proinflamatorios, ya que en el modelo tumoral metastasico, la proliferacién tumoral
es favorecida por la inmunosupresion, dejando a la respuesta inmune sin el control
total de regulacion de la expresion de la NCAM-PSA. En todo caso, sin la regulacion
inmunoldgica, cabria la posibilidad de que otras vias celulares, moleculares o de
otro tipo, se estuvieran activando concomitantemente con la inmunolégica, o en

lugar de ésta.
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VIIT CONCLUSIONES

El proceso de microinyeccion por medio de cirugia estereotaxica,

provoca dafio neuronal y por lo tanto la expresion de NCAM-PSA.

Existe una expresion oscilante de NCAM-PSA, en la region del giro
dentado y del cuerpo calloso, en cerebros de rata posterior a la
inyeccion de APB(25-35) y de SSI. La extirpe celular que
mayoritariamente expresa NCAM-PSA es la neurona y en menor

proporcion la glia.

La expresion de NCAM-PSA, en el caso de plasticidad reactiva
puede estar regulada por la glia a través de las moléculas que ésta

secreta al estar activada.

La expresion de NCAM-PSA en los casos de metastasis en cerebro
es en el tejido tumoral, lo cual habla de re-expresion embrionaria de

esta molécula, mimetismo o combinacion de los dos.
La expresion de NCAM-PSA en el caso de las células tumorales es

dependiente de factores que al aparecer son independientes del

proceso inflamatorio.
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IX PERSPECTIVAS

Realizar la cinética de expresion de NCAM-PSA, contando con un

analisis cuantitativo.

En el mismo modelo in vivo usado, medir, conjuntamente la expresion
de NCAM-PSA, algunas moléculas del proceso inflamatorio como la
interleucina 1, monoxido de nitrogeno radical e IFNy y ver si existe
correlacion entre la expresion de NCAM-PSA y las moléculas antes

mencionadas.

Evaluar dafio celular conjuntamente con la expresion de NCAM-PSA

Empleando cultivos celulares, medir la expresion de NCAM-PSA, tras

la administracion de la fraccion 25-35 del péptido ARB.

Emplear modelos experimentales controlados de induccion

metastasica para evaluar la cinética de expresion de NCAM-PSA en.

Esclarecer si en las masas tumorales metastasicas, NCAM-PSA se
expresa debido a mecanismos miméticos neuronales, de re-expresion
embrionaria, de preservacion de estructuras funcionales o por la

combinacion de una o mas de estas posibilidades.
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Anexo |

Buffer de fosfatos, pH 7.4

Solucién A

Fosfato monosoédico NaH,POy. ... 43.89
Disolver en 250 ml de agua destilada

Solucién B

Fosfato disédico Na;HPO4.... . 56.8 9

Disolver en 1 L de agua destilada

Mezclar 190 mL de la solucién A, con 810 mL de la solucion B.

NUNCA AL REVES.

- para preparar PBS se diluye 1:1 la solucion
- agregar 0.08g de NaCl por cada 100mL

Anexo |l

Paraformaldehido 4% en PBS 0.2M ., pH 7.4

Reactivos:
Paraformaldehido............. 49
PBS...co i 100ml
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Procedimiento:
-agregar 4 g de Paraformaldehido por cada 100 ml de PBS 0.2M pH 7.4
-mantener en agitacion constante tomando la temperatura (no mas de 60°C, si los
pasa se vuelve formaldehido)
-es opcional la colocacién de gotas de NaOH para ayudar a clarificar la solucion
-dejar enfriar
-se filtra y se puede esterilizar en autoclave
Nota: trabajar en campana de extraccion

Anexo lll

Silano, adherente para tejidos (SIGMA)

Reactivos:
Silano......cooeee v, 2 mL
Acetona.........coceeeveneenn.. 98 mL

Procedimiento:

Lavar los portaobjetos con detergente de pH neutro, enjugarlos con agua destilada y
dejarlos secar completamente.

Se sumergen en la solucién de silano al 2% en acetona, durante 2 minutos y
sumergirlos en agua destilada dos veces, dos minutos cada vez. Se secan

completamente a temperatura ambiente o en estufa.

La solucién de silano debe almacenarse en refrigeracion, a 4 °C. Puede volver a

utilizarse siempre que su transparencia no cambie a color amarillo o rojizo.

74



INSTITUTO NACIONAL  DE  NEUROLOG A

®
Anexo IV

Buffer de citratos 10 mM, pH 6 (reactivacion antigénica)

Reactivos.
Solucion stock acido: 0.1M de acido citrico
Solucion stock base: 0.1 M de citrato de Na
Solucion de trabajo; 9 ml de A + 41 ml de B. Llevar a 500 ml con agua desionizada.

Almacenar entre 2y 8° C.

Procedimiento:
-Las laminillas deparafinadas deben ser colocadas en vaso de Kdplin con el buffer
de citratos
- el vaso en bafio de Maria se calienta en horno de microondas durante 3. 30
minutos. , a 750 watts
-se observa el ebullir del amortiguador por lo que se debe evitar que los cortes se
sequen agregando mas amortiguador de ser necesario
-dejar enfriar a temperatura ambiente durante 20 minutos
- enjuagar en PBS

nota: para evitar que no haya burbujas atrapadas en las laminillas, el espacio entre
éstas debe de ser entre 4mm aproximadamente.
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