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Introduccién: La rata taiep es un modelo animal de hipomielinizacién — desmielinizacidn el
cual deriva del acrénimo de los sintomas neuroldgicos que presenta: (t) temblor, (a) ataxia,
(i) inmovilidad (e) epilepsia (p) paralisis; donde se ha encontrado una acumulacién de
microtubulos en los oligodendrocitos. Los factores que participan en el proceso mielinizante
son las quimiocinas y factores de crecimiento. CXCR4 promueve la maduracién de células
progenitoras de oligodendrocitos. NGF (nerve growth factor) participa en la diferenciacién,
proliferacién y supervivencia de neuronas, protegiendo a los axones y a la mielina del dafio
inflamatorio, modulando al sistema inmunolégico. VEGF-a favorece la disrupciéon de la
barrera hematoencefdlica, causando lesiones inflamatorias y desmielinizantes. Los factores
involucrados en el mantenimiento de la mielina estan alterados en la rata taiep. Objetivo: El
objetivo de este trabajo es evaluar la expresién de CXCR4, NGF y VEGF en la patologia taiep.
Metodologia: Ratas machos de 1y 6 meses se les extrajo el tallo cerebral y cerebelo de ratas
taiep y Sprague-Dawley. Los niveles proteicos de CXCR4, NGF y VEGF fueron determinados
por ELISA. Resultados: Los resultados exponen que la rata taiep muestra un incremento de
los niveles proteicos de CXCR4 al mes de edad tanto en cerebelo como tallo cerebral,
mientras que a los 6 meses se encontré un decremento en ambas regiones. Los valores
obtenidos de NGF disminuyeron en tallo cerebral. VEGF incrementd en cerebelo y tallo
cerebral a los 6 meses de edad. Conclusion: Estos resultados muestran que al mes de edad
existe una respuesta al proceso hipomielinizante, incrementando CXCR4 para promover el
proceso de remielinizacién. Sin embargo en edades adultas, existe un decremento de CXCR4
y NGF, manteniéndose el estado desmielinizante y neurodegenerativo en la rata taiep, que
se ve exacerbado por la disrupcion de la barrera hematoencefalica debido al incremento de
VEGF.

1. INTRODUCCION

Las enfermedades desmielinizantes son aquellas en las que existe un proceso patoldgico
dirigido contra la vaina de mielina, sin duda la enfermedad mas estudiada donde se lleva a
cabo dicho proceso es la esclerosis multiple (EM) una enfermedad autoinmune en la que las
células inflamatorias que atraviesan la barrera hematoencefalica (BHE) contribuyen al dafio
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en el SNC (sistema nervioso central) destruyendo la vaina de mielina (desmielinizacion) de

las neuronas (1) y en la que el proceso de remielinizacién no se favorece (2). Se ha descrito
qgue el proceso desmielinizante en estas enfermedades se genera en dos fases 1) la fase de
reclutamiento donde las células precursoras de oligodendrocitos OPCs proliferan y migran
rapidamente hacia el area desmielinizada y 2) la fase de diferenciacion donde las OPCs
reclutadas maduran y se unen a los axones restaurando la vaina de mielina (3,4).

Sin embargo para poder estudiar estos mecanismos de forma natural es necesario emplear
un modelo, AK Foote y colaboradores en el 2005 proponen a la rata taiep como un modelo
de EM dicho animal fue obtenido por cruces consanguineos de una colonia de ratas de la
cepa Sprague-Dawley en 1988 en el bioterio del Instituto de Fisiologia de la BUAP,
presentando una mutacién autosdmica recesiva. El nombre de esta mutante de mielina es el
acronimo de la primera letra de los sintomas que presenta: temblor (desde los 15 dias de
edad), ataxia (4 meses), episodios de inmovilidad (5-6 meses), epilepsia y paralisis (a partir
de los 7 meses) (5).

La rata taiep es un modelo animal que cursa con una desmielinizacion progresiva en el SNC,
no se presenta de la misma forma en todas las regiones cerebrales y esta asociada con una
acumulacion de microtibulos en los oligodendrocitos que interrumpe el transporte
intracelular de las dos proteinas principales del SNC, la proteina bdsica de mielina (MBP) y la
proteina proteolipidica (PLP) que constituyen aproximadamente el 30% y el 50% de la
cantidad total de proteina, respectivamente. Se ha reportado que las proteinas MAG y el PLP
se transportan en vesiculas a través del reticulo endoplasmico y aparato de Golgi para la
exportacién a diversos dominios de la vaina de mielina y por otra parte MBP y MOBP,
implica el transporte anterdgrado de los ARNm a lo largo de MTS a destinos en estrecha
proximidad a la membrana de mielina donde son posteriormente traducidos (6,7). Se sabe
gue presenta hipomielinizacién y desmielinizacién crénica seguido de problemas en la
remielinizacion, al no haber una respuesta inmunoldgica capaz de quimioatraer células
precursoras de oligodendrocitos (OPCs) a los sitios con el dafio mas severo de manera
similar a lo observado en la EM, ademas se ha reportado la presencia de una astrocitosis
reactiva siendo una caracteristica comun en las enfermedades desmielinizantes (8). Estudios
realizados en un modelo murino el cual se infecta de manera intracraneal con la cepa
neurotrépica JHM del virus de la hepatitis murina (JHMV) donde células T y macrdfagos se
acumulan en el SNC y promueven la desmielinizacion seguida de un proceso de
remielinizacion de los axones han demostrado que la sefializacién de CXCR4 contribuye a
una diferenciacion de OPCs a oligodendrocitos maduros favoreciendo el proceso
remielinizante (9).

Por otro lado en la EM, la ruptura de la BHE seguida de la infiltracion de algunos mediadores
del sistema inmune periférico favorece el proceso inflamatorio. Tras éstos procesos NGF,
gue se produce principalmente por los astrocitos y se almacena en la matriz extracelular,
puede prevenir la infiltracion de patdégenos inflamatorios ya que impide la entrada de
mastocitos y macroéfagos por la BHE (10). Por el contrario se ha demostrado que VEGF-A es
expresado por los astrocitos reactivos a través de VEGFR2. VEGF-A interrumpe la expresién
de la claudina CLN-5 la cual junto con otras claudinas juega un papel importante en la
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formacion de la BHE y la ocludina OCLN que regula propiedades de unic') d la BHE

favoreciendo asi la infiltracion celular inmune in vivo (1).

En este trabajo se evaluaron los niveles proteicos de CXCR4, NGF y VEGF para conocer la
integridad de la BHE en la rata taiep, un modelo de hipomielinizacion-desmielinizacién que
cursa con una astrocitosis reactiva que pudiera estar desencadenando una infiltracion de
células del sistema inmunitario exacerbando el dafio presentado en esta mutante de mielina
y de esta manera poder entender los procesos de dafio en esclerosis multiple.

2. PARTE EXPERIMENTAL

Metodologia

2. PARTE EXPERIMENTAL

Metodologia

Manejo de animales: Las ratas taiep y las ratas Sprague-Dawley fueron obtenidas del
Bioterio de Instituto de Fisiologia, BUAP. Los animales fueron mantenidos bajo ciclos de luz-
oscuridad (12-12 h), con encendido de la luz a las 0700 horas a una temperatura de 22°C +
2°C, con alimento y agua ad libitum. Para el cuidado de los animales se siguid la “Guia de
cuidado y uso de animales de laboratorio” de México NOM-062-Z00-1999 y aprobada por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales, cada uno de los procedimientos se
realizd evitando el sufrimiento de los animales.

Cuantificacion de proteinas totales: Las proteinas totales serdn cuantificadas por el método
de Sedmak y Grossberg (1977). Las proteinas se cuantificaran en 1 uL del homogenizado mas
500 pL del reactivo azul de Coomasie 0.06 %, llevandolo a 1 mL con agua destilada. El
producto de reaccién fue leido en un espectrofotémetro (Bio-Rad SmartSpect 3000) a 620
nm. La concentracién de proteinas fue determinada interpolando la densidad dptica de las
muestras en una curva estandar de albumina de suero bovino (1 a 10 pg), la cual fue
determinada paralelamente al ensayo.

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA): Se emplean 5 pg del homogenizado de proteinas totales
de las diferentes muestras se completé a un volumen final de 100 pyL con buffer de
carbonato para sensibilizar las placas de ELISA, y se colocan en cada pozo de la placa durante
16 horas a 4° C. Posteriormente, los pozos se lavaron con PBS-Tween 0.1%; los sitios
inespecificos se bloquearon con albumina de suero bovino 0.5% durante 20 min.
Inmediatamente se lavd con PBS-Tween 0.1%, y se adiciond el anticuerpo primario para cada
proteina durante dos horas a temperatura ambiente. Se lavd y se adiciond el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa de rabano, se lavd con PBS-Tween y se le agrego el
sustrato ABTS (acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbencil-tiazolina-6-sulfdnico). Finalmente, la placa se
leyd en un lector de ELISA (Bio-Rad Benchmark) a 415 nm.

3. RESULTADOS

Los resultamos muestran que el receptor CXCR4 en el cerebelo incrementé a la edad
de 6 meses cuando se compara con la edad de 3 meses en la rata control SD, mientras que
en la rata taiep se encontré un decremento a la edad de 8 meses, cuando se comparé con la
rata SD. En el tallo cerebral, se encontré un incremento de CXCR4 en la rata SD a los 6 meses
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de edad, mientras se observd un incremento en la rata taiep al 1 mes de edad. En la médula

espinal se observd que en ambas ratas disminuye los niveles proteicos de CXCR4. NGF no
mostro diferencia entre ambas ratas en cerebelo y médula espinal, pero en tallo cerebral
incrementd en la rata SD desde los 6 meses de edad. VEGF en la rata taiep incrementd a los
6 meses en cerebelo y tallo cerebral. La disminucion de CXCR4 en edades tardias podria
estar involucrado en el mantenimiento de oligodendrocitos mielinizantes y/o en la
migracion de células precursoras de oligodendrocitos a los sitios de desmielinizacién (9).
Aunado a esto, la disminucién de NGF podria estar asociado a una disminucion de la
sobrevivencia neuronal, el cual ha sido reportado que incrementa la apoptosis y necrosis con
la edad en la rata taiep (11), asi como estaria afectado la prevencién de la infiltracion de
células patdgenas (10). Por tal motivo, la barrera hematocefalica se ve afectada también con
el incremento de VEGF en cerebelo y tallo cerebral desde los 6 meses de edad, cuando se ha

reportado que existe la presencia de linfocitos T en el parénquima en la rata taiep (12).
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4. CONCLUSIONES

Estos resultos resultados contribuye en explicar el deficit de factores de
remielinizacion en la rata taiep y factores que contribuyen a la infiltracion de células
inmunoldgicas causantes de la desmielinizacidon en la edades adultas.
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