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1. INTRODUCCION

La capacidad de regeneracion y reorganizacion de las conexiones nerviosas tras las
lesiones que afectan al sistema nervioso central (SNC) se ve notablemente disminuida a lo
largo del desarrollo postnatal. Conocer los mecanismos que subyacen a estas reorganizaciones
provee la posibilidad para la busqueda y el desarrollo de dianas terapéuticas potenciales en

enfermedades neurodegenerativas y tras el dafio neurologico.

El sistema visual es bien conocido y sus distintos eslabones estin bien
individualizados. La entrada de estimulos a través de la retina puede manipularse facilmente
en cualquier estadio postnatal, constituyendo un modelo experimental de lesion del SNC
idoneo para investigar los mecanismos de regeneracion nerviosa y plasticidad postlesional

(Serfaty et al., 2005; revisado por Sabel, 2008).

1.1. El sistema visual

El sistema visual estd organizado de manera similar en todos los mamiferos. Los
principales eslabones que componen este sistema son la retina, el nicleo geniculado lateral
dorsal (GLD), el coliculo superior (CS) y la corteza visual primaria (CV1) o estriada (area de
Brodmann 17). Este trabajo se centra principalmente en el sistema visual de la rata, especie

ampliamente empleada para estudios de regeneracion y reorganizacion tras lesiones del SNC.

El primer eslabon del sistema lo constituye la retina, estructura central receptora de
estimulos visuales. Las neuronas ganglionares constituyen la tnica eferencia de la retina,
determinando la naturaleza de la informacidon proporcionada a cada nucleo receptor de

estimulos visuales.

En la rata y el conejo albinos, los axones de las células ganglionares de la retina
atraviesan el quiasma Optico mayoritariamente (en torno al 98% y 95%, respectivamente) al
lado contralateral. Esta caracteristica les hace sujetos ideales de experimentacion en los que
estudiar los efectos de las lesiones retinianas unilaterales, ya que virtualmente el lado
contralateral a la lesion queda totalmente desaferenciado y el ipsilateral practicamente intacto

(Lund, 1965).



A nivel taldmico, la via visual se reparte en dos rutas: la retinogeniculada y la
retinocolicular. La informacion visual llega desde la retina a la capa IV de la CV1 con el GLD
como relevo taldmico. Existe ademas una conexion corticogeniculada de vuelta desde la capa
VI de la CV1. La via retinocolicular envia informaciéon que llega a los estratos superficiales
del CS (Harvey y Worthington, 1990) para distribuirse a centros subcorticales talamicos
(Perry, 1980), mesencefalicos y espinales (revisado por Sefton et al., 1998). Los estratos
superficiales del CS reciben ademas aferentes de la capa V de la CV1 ipsilateral (Lund, 1966;
Harvey y Worthington, 1990), no existiendo proyecciones directas coliculocorticales (Fig. 1).
Todas estas conexiones estan retinotdpicamente organizadas de manera que cada uno de los
sectores de la retina tiene sus correspondientes areas terminales tanto en el CS (Siminoff et al.,
1966) como en el GLD (Reese y Jeffery, 1983). Asimismo, en la CV1 existe una
representacion retinotopica del campo visual, de tal forma que existe una conexion
bidireccional con el GLD entre los dos sectores retinotopicos homoélogos de las dos

estructuras (Thomas y Espinoza, 1987; Dreher et al., 1990) y una via corticocolicular en la

que también se mantiene este patron topografico.

Fig. 1. Representacion esquematica de los
circuitos basicos del sistema visual en
roedores. CS, coliculo superior; GLD,
nicleo geniculado lateral dorsal; CV1,
corteza visual primaria; R, retina.

1.2. El coliculo superior

El CS, localizado en la parte dorsal del mesencéfalo, es uno de los centros
integradores mas importantes del SNC. Presenta una estructura laminar, constituida por siete
capas, cada una definida por la presencia o ausencia de paquetes de fibras orientadas
tangencialmente. Desde la superficie colicular hacia el acueducto del mesencéfalo las estratos
que lo componen son: el estrato zonal o stratum zonale (SZ), el estrato gris superficial o
stratum griseum superficiale (SGS), el estrato optico o stratum opticum (SO), el estrato gris

intermedio o stratum griseum intermediale (SGI), el estrato blanco intermedio o stratum
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album intermediale (SAI), el estrato gris profundo o stratum griseum profundum (SGP) y el

estrato blanco profundo o stratum album profundum (SAP) (Huber y Crosby, 1943) (Fig. 2).

Fig. 2. Representacion esquematica de los
estratos que componen el coliculo superior. SZ,
estrato zonal, SGS, estrato gris superficial; SO,
estrato oOptico; SGI, estrato gris intermedio; SAI,
estrato blanco intermedio; SGP, estrato gris
profundo; SAP, estrato blanco profundo (Huber y
Crosby, 1943).

Desde el punto de vista funcional y de sus conexiones, las capas coliculares se pueden
subdividir en tres grupos: los estratos superficiales (SZ, SGS y SO), los intermedios (SGI y
SAI) y los profundos (SGP y SAP). En condiciones normales los estratos superficiales,
relacionados con funciones visuales, reciben sus principales aferencias de la retina y de la
CV1 (Dreher et al., 1990; Harvey y Worthington, 1990). Los estimulos visuales son
canalizados a través de conexiones locales desde los estratos superficiales hacia los estratos
intermedios y profundos del CS. En éstos la informacién visual se integra con informacion de
naturaleza multisensorial, entre las que destacan la auditiva y la somatosensorial, que reciben
estos estratos desde un gran nimero de estructuras nerviosas corticales y subcorticales
(Huerta y Harting, 1984; Stein y Meredith, 1993) para el control de respuestas motoras de
aproximacion y alejamiento (Dean et al., 1989). Esta organizacion del CS es caracteristica de

todos los mamiferos (Stein, 1981) e incluso de todos los vertebrados (Stein y Gaither, 1983).

En la rata, virtualmente todas las células ganglionares de la retina proyectan al CS
contralateral (Linden y Perry, 1983; Dreher et al., 1985). La mayoria de los axones opticos
llegan prenatalmente, pero axones de las células ganglionares de nacimiento tardio todavia
continian creciendo en los estratos superficiales del CS durante los primeros dias postnatales
(Dallimore et al., 2002). Contrariamente, las neuronas piramidales de la capa V de la CV1
proyectan al CS ipsilateral (Lund, 1966; Harvey y Worthington, 1990). En esta conexion los
primeros axones que alcanzan el CS lo hacen durante el tercer y cuarto dia postnatal (P)3/P4 y
continuan creciendo hasta adquirir la organizacion caracteristica del adulto entre P13 y P19
(Thong y Dreher, 1987). Aunque tanto los terminales de la retina como los de la CV1 inervan

densamente las capas superficiales del CS, las aferencias retinocoliculares entran en el CS a



través de SO, desde donde ascienden para ramificarse mas densamente en SZ y en la region
dorsal del SGS, mientras que los axones corticocoliculares provenientes de las células
piramidales proyectan mas profusamente a la region ventral del SGS y a la dorsal del SO
(Lund, 1966; Harvey y Worthington, 1990). El principal neurotransmisor excitatorio
empleado por las aferencias retinocoliculares y corticocoliculares es el glutamato (Ortega et
al., 1995; Binns, 1999). Estudios previos sugieren que el transporte de este aminoacido
excitatorio en vesiculas sindpticas es llevado a cabo por el transportador de glutamato
vesicular (VGIuT)2 y el VGIuT1, respectivamente (Fremeau et al., 2001; Varoqui et al., 2002;
Fujiyama et al., 2003; revisado por Fremeau et al., 2004).

A lo largo del desarrollo, las fibras procedentes de la retina y de la CV1 estan
sometidas a cambios plésticos que incluyen el crecimiento, busqueda de rutas hacia las dianas,
acortamiento de axones y refinamiento de las conexiones (Land y Lund, 1979; Simon y
O’Leary, 1992). Como resultado de estos fenémenos de plasticidad, se constituye un mapa
topografico organizado con precision, estableciéndose una representacion del campo visual en

el CS.

1.3. Neuroplasticidad

La neuroplasticidad es la capacidad que el sistema nervioso posee para modificar su
organizacion anatdmica y funcional en respuesta a cambios en la entrada de estimulos o a
lesiones de sus estructuras. Se consideran manifestaciones de la plasticidad neuronal cualquier
cambio prolongado o poco duradero en la eficiencia de la transmisidon sindptica, en el
silenciamiento de sinapsis, en la activacion de sinapsis previamente silentes, asi como en la
distribucion de conexiones sindpticas existentes entre neuronas. Estos cambios plasticos se
dan durante el desarrollo y maduracién normal de un organismo, asi como en el aprendizaje
(revisado por Galvan, 2010), tanto de organismos maduros como inmaduros, y como

consecuencia de lesiones del sistema nervioso (revisado por Navarro et al., 2007).

Existen periodos en el desarrollo postnatal temprano, conocidos como periodos
criticos, durante los cuales los circuitos neuronales presentan una sensibilidad incrementada
frente a los estimulos ambientales y son ampliamente formados por la experiencia sensorial
natural. Los periodos criticos estan presentes en todas las especies testadas hasta la fecha,
desde los humanos hasta en Drosophila (Barth et al., 1997), y los altos niveles de plasticidad

manifestados durante estos periodos se ha probado que son esenciales para asegurar el
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desarrollo correcto de los sistemas sensoriales (Berardi et al., 2000; Hensch, 2004). En este
sentido, estudios desarrollados en mamiferos, incluyendo en humanos, han mostrado que si la
vision de un ojo es deficiente durante la infancia, la agudeza visual de ese 0jo no se desarrolla
normalmente y la binocularidad de la vision se ve dafada, condicion patologica conocida
como ambliopia (Kiorpes et al., 1998; Prusky y Douglas, 2003). A nivel cortical, trabajos que
emplean la deprivacién monocular en animales, como por ejemplo mediante el cierre de un
ojo a través de sutura del parpado, han mostrado que las neuronas corticales visuales se
vuelven fuertemente dominadas por el ojo no deprivado y la proporcion de neuronas
binoculares decrece intensamente (revisado por Berardi et al., 2000). Si el déficit visual se
corrige de manera temprana durante el desarrollo se produce una recuperacion completa. Por
el contrario, la recuperacion se ve profundamente limitada si se retrasa la correccion del
déficit visual hasta el estadio adulto. Ademas se ha observado que la capacidad de la
deprivacion monocular para modificar de forma efectiva la dominancia ocular de las neuronas
corticales visuales y producir cambios morfologicos detectables declina con la edad (Hubel y

Wiesel, 1970; Fagiolini et al., 1994; Prusky y Douglas, 2003; Liao et al., 2004).

Lesiones del SNC también dan lugar a fendmenos de plasticidad. Es bien conocido
que la desaferenciacion retiniana durante el desarrollo postnatal temprano resulta en severas
alteraciones de los sistemas aferentes que llegan a los estratos superficiales del CS (revisado
por Toldi et al., 1996). Por ejemplo, en roedores como consecuencia de la ablacion de la
retina en el nacimiento, se genera una proyeccion retinocolicular ipsilateral aberrante (Chow
et al., 1973; Lund et al., 1980; Insausti et al., 1985; Ostrach et al., 1986; Chan y Jen, 1988).
Asimismo, Garcia del Cafio y colaboradores, tras la administracion del trazador anterdgrado
biotin-dextranamina (BDA) en la CV1 de conejos (Garcia del Cafio et al., 1997) y ratas
(Garcia del Cano et al., 2002), observaron que la retirada de estimulos visuales neonatalmente
daba lugar a una expansion considerable del campo terminal de la conexidn corticocolicular
ipsilateral. Por el contrario, cuando la enucleacion se llevé a cabo en ratas adultas esta
expansion no tuvo lugar (Garcia del Caio et al., 2002). Por otro lado, lesiones neonatales en
la corteza visual inducen una proyeccion aberrante hacia el CS contralateral (Rhoades y
Chalupa, 1978), asi como una expansion de la conexion corticocolicular ipsilateral desde la
corteza visual lesionada remanente (Rhoades, 1981). Se piensa que en estos fendmenos
podrian estar involucradas varias respuestas plasticas como son el sprouting axonal y/o la

prevencion de la retraccion axonal regulada durante el desarrollo.



Esta capacidad de respuesta plastica no concierne exclusivamente a las conexiones del
sistema visual primario. La desaferenciacion visual neonatal también da lugar a la invasion de
la division superficial del CS por fibras que normalmente proyectan a capas mas profundas
del CS cuando se produce durante el desarrollo postnatal temprano (Rhoades et al., 1981,
Garcia del Cafo et al., 2001; Garcia del Caio et al., 2004; Mundinano y Martinez-Millan,
2010). Rhoades y colaboradores observaron que tras la enucleacion neonatal aferencias
espinales, del troncoencéfalo y de la corteza somatosensorial cambian su territorio normal, los
estratos intermedios, para inervar los estratos superficiales visuales del CS (Rhoades et al.,
1981). Asimismo, Garcia del Cafio y colaboradores mostraron que el SGS y el SO en
animales visualmente desaferenciados de recién nacidos eran especificamente inervados por
fibras originadas en el nucleo cuneado del nucleo de la columna dorsal (Garcia del Cafio et
al., 2004). En este contexto, en un trabajo de nuestro laboratorio recientemente publicado se
observd que aferencias coliculares originadas en el campo de barriles de la corteza
somatosensorial primaria de rata normalmente acaban en los estratos intermedios del CS. Sin
embargo, la desaferenciacion visual neonatal causaba una invasion de la porcion lateral de los
estratos superficiales del CS (Mundifiano y Martinez-Millan, 2010). Estos fendémenos podrian
ser una respuesta compensatoria funcional en la que las fibras ascendentes podrian participar
en el reclutamiento de neuronas de la superficie colicular para funciones sensoriales diferentes

a las visuales.

Cuando la desaferenciacion de la retina se lleva a cabo en el estadio adulto, cambios
plasticos que dan lugar a un incremento de la densidad de los terminales hacen referencia
principalmente a las conexiones difusas catecolaminérgicas (Rhoades y Hess, 1983),
serotoninérgicas (Rhoades et al., 1990) y acetilcolinérgicas (Gerrikagoitia et al., 2001),
mientras que apenas existen evidencias que muestren cambios notables en estimulos de tipo
excitatorio de origen cortical o subcortical, lo que ha llevado a la idea de que estos sistemas
aferentes no estan dotados de capacidad de respuesta plastica. Sin embargo, trabajos llevados
a cabo en otros sistemas (revisado por Deller y Frotscher, 1997) indican que las fibras
terminales excitatorias adultas mantienen todavia cierta capacidad de reorganizacion en
respuesta a la desaferenciacion. Asimismo, el rapido descenso del porcentaje de terminales de
tipo excitatorio que ocurre en los estratos superficiales del CS tras la enucleacion en adultos
se restaura parcialmente tras largos periodos de supervivencia (Lund y Lund, 1971a,b), lo que
sugiere que tiene lugar la formacion nueva de terminales sinapticos excitatorios. Garcia del

Caio y colaboradores muestran que tras la desaferenciacion retiniana llevada a cabo en ratas
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adultas, aunque el patron del campo terminal visual corticocolicular no se ve alterado respecto
a sus dimensiones a lo largo del eje rostrocaudal ni lateromedial, se producia una
redistribucion de los botones sindpticos hacia regiones mas dorsales de los estratos
superficiales del CS, reflejando un proceso de sinaptogénesis reactiva (Garcia del Cafo et al.,
2002). Ademas, Kreutz y colaboradores describen reajustes de la proyeccion retinocolicular
tras aplastamiento parcial del nervio dptico en ratas adultas, quedando confinada a la region
rostromedial del CS (Kreutz et al., 2004). Esta respuesta sugiere que los axones tanto retino-
como corticocoliculares adultos todavia presentan cierto grado de capacidad para su

remodelacion plastica postlesional.

Con el fin de poner de manifiesto la diferente capacidad de respuesta plastica y
regenerativa segun la edad en que se produce la lesion, neonatal o en fase adulta, en este
trabajo mediante el empleo de trazadores anterégrados se han estudiado los posibles cambios
en la organizacion de las proyecciones al CS procedentes de la retina y de la CV1 como
consecuencia de diferentes tipos de lesiones llevadas a cabo en el sistema visual de la rata,

que incluyen la desaferenciacion retiniana y la ablacion del CS.

1.4. Factores reguladores de la neuroplasticidad

En el SNC de mamiferos, los axones progresivamente frenan su crecimiento una vez
que alcanzan los tejidos diana y establecen las conexiones nerviosas. Cuando se produce una
lesién, la mayoria de neuronas del SNC axotomizadas son incapaces de regenerarse
espontaneamente mas alla de la zona lesionada, habiendo s6lo una pequena minoria que lleva
a cabo sprouting compensatorio lo que provee una recuperacion funcional limitada (Ramon y
Cajal, 1928; Li y Raisman, 1995). Debido a ésto, las lesiones en el SNC postnatales
generalmente conllevan un déficit funcional permanente. Esto contrasta con lo que sucede en
el sistema nervioso periférico (SNP), donde los conos de crecimiento se reestablecen tras la
axotomia, seguido por la regeneracion nerviosa de larga distancia y la recuperacion funcional

sustancial (Fawcett y Keynes, 1990).

Inicialmente el fracaso de los axones maduros para la regeneracion fue atribuida a la
pérdida de su capacidad intrinseca para regenerarse (le Gros Clark, 1943). Sin embargo,
trabajos posteriores han puesto de manifiesto que los axones lesionados en el SNC presentan
todavia la capacidad de formar conos de crecimiento activos funcionalmente, pudiéndose

extender largas distancias en un ambiente permisivo como puede ser el vehiculo que supone



un injerto de nervio periférico (David y Aguayo, 1981; Benfey y Aguayo, 1982). Asimismo,
la regeneracion axonal de neuronas del ganglio de la raiz dorsal, que contienen axones que se
extienden tanto en el SNC como en el SNP, tiene lugar en las ramificaciones periféricas pero
cesa en las ramas centrales que entran en la médula espinal (Benfey y Aguayo, 1982), lo que
sugiere que esta limitada capacidad para la regeneracion axonal sea debida, al menos en parte,
a las diferencias del ambiente que rodea a los axones, no permisivo del SNC frente al
ambiente permisivo del SNP para la regeneracion axonal. En este sentido, estd siendo cada
vez mas evidente que varios factores estan implicados en este fracaso de las neuronas del
SNC para preservar la regeneracion axonal tras el dafio nervioso siendo atribuible tanto al
desarrollo de la cicatriz glial/cicatriz de coldgeno que forma una barrera bioquimica/fisica
frente al avance del axon (Berry et al., 1998; Logan y Berry, 2002), o a la presencia de
inhibidores del crecimiento axonal (McKerracher y Winton, 2002; Tang, 2003; Sandvig et al.,
2004; Schwab, 2004), asi como a la limitada disponibilidad de neurotrofinas (Berry et al.,
1998; Logan y Berry, 2002), o a la combinacion de éstas (Logan y Berry, 2002; Sandvig et al.,
2004).

Se estan llevando a cabo numerosos estudios basados en la neutralizacion o
reemplazamiento del ambiente adverso en el SNC, o en la estimulacion de la respuesta celular
robusta, con el fin de explorar activamente los caminos para promover la regeneracion del
SNC. Entre éstos se incluyen la administracion de factores neurotréficos para promover la
supervivencia celular y la extension axonal, la aplicacion de injertos celulares para proveer
una matriz celular permisiva para el crecimiento (Ramoén-Cueto et al., 2000; Bunge, 2002), y
el tratamiento con péptidos y anticuerpos para neutralizar el caracter inhibitorio del ambiente

del SNC (Xu et al., 2004; Liebscher et al., 2005; Mullner et al., 2008).

1.4.1. Moléculas implicadas en la inhibicion del crecimiento axonal

Los determinantes en el fracaso de la regeneracion axonal en el SNC adulto son
complejos. Numerosas evidencias han sugerido que la cicatriz glial y la mielina contribuyen
significativamente a estas caracteristicas inhibitorias del ambiente del SNC dafiado. La
cicatriz glial, uno de los impedimentos mas importantes para el crecimiento de los axones
(Rudge y Silver, 1990; Silver y Miller, 2004), estd compuesta por una red de astrocitos
reactivos, precursores de oligodendrocitos, fibroblastos de las meninges y microglia que han
migrado hacia el lugar de la lesion. Prolongaciones de estas células estan intensamente

entrecruzadas, actuando como una barrera fisica impenetrable para los axones en
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regeneracion. La cicatriz glial ademas de obstruir fisicamente el paso de los axones, es una
fuente muy importante de moléculas que pueden inhibir directamente la regeneracion. Tras la
lesion, los astrocitos reactivos y los fibroblastos de las meninges en la cicatriz aumentan
rapidamente la produccion y la liberacion de moléculas de la matriz extracelular como los
condroitin sulfato proteoglicanos (CSPGs), que son los principales inhibidores para el
crecimiento axonal asociados a la cicatriz glial (Fawcett y Asher, 1999; Morgenstern et al.,
2002). Asimismo, se han identificado moléculas indicadoras de guia axonal, como son las
efrinas y el receptor de efrina A4 (Willson et al., 2002; Bundesen et al., 2003), la semaforina
3A (Pasterkamp et al., 2001; De Winter et al., 2002; Kaneko et al., 2006) y proteinas Slit
(Hagino et al., 2003) con efectos en la prevencion del crecimiento asociadas a la cicatriz glial

(Silver y Miller, 2004).

Otra fuente principal de inhibicion de la regeneracion axonal en el SNC es la mielina.
El concepto de la mielina del SNC como un sustrato inhibidor del crecimiento axonal fue
iniciado por Berry, que observo inhibicidon especifica de la extension axonal por productos
postlesionales de la mielina del SNC (Berry, 1982). Este postulado fue posteriormente
corroborado demostrando que la mielina del SNC y los oligodendrocitos maduros poseen
componentes moleculares que pueden potencialmente restringir la regeneracion axonal
(Caroni y Schwab, 1988; Savio y Schwab, 1989; Bandtlow et al., 1990; Moorman, 1996).
Basadas en su capacidad para inhibir el crecimiento de neuritas y de inducir el colapso de los
conos de crecimiento en neuronas primarias, varias proteinas expresadas por oligodendrocitos
han sido identificadas como inhibidores asociados a la mielina, entre los cuales, el Nogo o
Reticulon (RTN)4 (Chen et al., 2000; GrandPré et al., 2000; Prinjha et al., 2000), la
glicoproteina asociada a la mielina (MAG) (McKerracher et al., 1994; Mukhopadhyay et al.,
1994), y la glicoproteina mielinica del oligodendrocito (Omgp) (Wang et al., 2002) estan
siendo actualmente considerados como los principales contribuidores de la capacidad
inhibitoria de la mielina. Asimismo, el conocimiento del papel que desempefian los receptores
neuronales de estas moléculas inhibidoras asociadas a la mielina en la mediacion de las
sefiales inhibitorias es crucial para el mejor entendimiento de los mecanismos de restriccion

en la regeneracion del SNC (revisado por Cao et al., 2010).

En un intento de identificar los inhibidores de crecimiento derivados de la mielina, se
gener6 un anticuerpo monoclonal, denominado IN-1, con capacidad para neutralizar la

fraccion inhibitoria de la mielina (Caroni y Schwab, 1988). En el ano 2000, tres grupos
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independientes clonaron el gen Nogo y evidenciaron que el Nogo-A, el producto mas largo
del gen Nogo, era un potente inhibidor del crecimiento de neuritas y el antigeno para IN-1

(Chen et al., 2000; GrandPr¢ et al., 2000; Prinjha et al., 2000).

El Nogo, que se expresa de manera ubicua, forma parte de la familia génica Reticulén
que estd compuesta por cuatro miembros en mamiferos, RTN1, RTN2, RTN3 y Nogo/RTN4.
Tres proteinas diferentes son codificadas por el gen Nogo, el Nogo-A,-B y -C, como resultado
del splicing alternativo y del uso diferencial del promotor. Las tres isoformas comparten un
extremo C-terminal de 188 aminodcidos. La region N-terminal de Nogo-A, denominada
amino-Nogo, y un bucle de 66 aminoécidos localizado entre las dos porciones transmembrana
putativas de Nogo, conocido por Nogo-66, se ha observado que inhiben el crecimiento de
neuritas y causan el colapso de los conos de crecimiento in vitro con distintas especificidades

(Chen et al., 2000; GrandPr¢ et al., 2000; Fournier et al., 2001; Oertle et al., 2003).

El Nogo-A se expresa predominantemente en el sistema nervioso, aunque también se
ha detectado en bajos niveles en el musculo, en el testiculo y en el corazon (Huber et al.,
2002). En el SNC de roedores la expresion de Nogo-A se localiza preferentemente en los
oligodendrocitos y en la mielina. Sin embargo, también se ha detectado su expresion en
multiples poblaciones neuronales del cerebro y de la médula espinal (Huber et al., 2002;
Nyatia y Lang, 2007). Por el contrario, en el SNP, una fuerte inmunorreactividad para Nogo-
A se ha encontrado en neuronas del ganglio de la raiz dorsal, con niveles considerablemente
mas bajos en la mielina y en las células de Schwann (GrandPré et al., 2000; Huber et al.,
2002; Pot et al., 2002; Nyatia y Lang, 2007). EI Nogo-A estd asociado predominantemente
con la membrana del reticulo endoplasmatico, y en menor medida localizado en el aparato de
Golgi y la membrana plasmatica en cultivos de oligodendrocitos, neuronas, fibroblastos y

mioblastos (Chen et al., 2000; GrandPr¢ et al., 2000; Dodd et al, 2005).

Numerosas trabajos han evidenciado que el Nogo-A puede limitar la regeneracion en
el SNC dafiado. En los primeros estudios, el tratamiento de ratas adultas con el anticuerpo
anti-Nogo-A IN-1 tras lesiones de médula espinal result6 en un sprouting axonal significativo
y regeneracion a lo largo de largas distancias caudales al lugar de la lesion, con una mejora
motora y restauracion de la funcion sensorial (Schnell y Schwab, 1990; Bregman et al., 1995;
Thallmair et al., 1998). Se ha demostrado en modelos animales de lesion medular o infarto
que la administracion intratecal de anticuerpos podia neutralizar eficazmente la actividad de

Nogo-A, llevando a un aumento de la regeneracion de las fibras del tracto corticoespinal,
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reestableciendo los circuitos neuronales danados, y la recuperacion funcional (Liebscher et
al., 2005; Mullner et al., 2008). Estos descubrimientos en roedores han sido recientemente
extendidos a modelos en primates de dafio de la médula espinal, en los que la infusién
intratecal de anticuerpos anti-Nogo-A daba lugar a una recuperacion funcional extensa y a un
incremento del sprouting y elongacion axonal regenerativo en monos con hemiseccion de la
médula espinal cervical (Freund et al., 2006). Otros trabajos han demostrado el papel de Nogo
en la regeneracion de la médula espinal en ratones mutantes para Nogo (Kim et al., 2003;
Simonen et al., 2003). Kim y colaboradores muestran que los ratones mutantes para Nogo-
A/B jovenes presentan un aumento intenso del sprouting y extension axonal tras dafio
medular, acompafiado por una recuperacion locomotora sustancial (Kim et al., 2003). Un
resultado similar se observé en el trabajo publicado por Simonen y colaboradores en ratones
knockout para Nogo-A (Simonen et al., 2003). Sin embargo, otro estudio mostrd resultados
contradictorios, en los que ni ratones knockout dobles para Nogo-A/B, ni triples para Nogo-
A/B/C exhibieron evidencia alguna de aumento de la regeneracion axonal (Zheng et al.,
2003). Un trabajo publicado recientemente empleando como modelo de lesion el
aplastamiento del nervio Optico evidencid una mejora significativa en la regeneracion en
ratones knockout triples para Nogo-A/B/C (Su et al., 2008), sugiriendo de nuevo que el Nogo-

A es un factor influyente en la inhibicion de la regeneracion axonal in vivo.

El receptor de Nogo (NgR)1, también conocido por NgR, fue identificado como un
receptor que se puede unir a Nogo-66 y es requerido para la funcién de Nogo-66 en neuronas
(Fournier et al., 2001). Posteriormente se ha encontrado que MAG y Omgp se pueden unir
también a NgR para ejercer su funcion inhibitoria (Domeniconi et al., 2002; Liu et al., 2002;
Wang et al., 2002). Se han identificado dos receptores relacionados cercanos, el NgR2 y el
NgR3, que comparten similaridad en las secuencias y que presentan patrones de expresion
solapantes con el NgR (Lauren et al., 2003; Pignot et al., 2003). El NgR2 es acido sidlico
dependiente, con alta afinidad de union a MAG (Venkatesh et al., 2005; Lauren et al., 2007).
En ensayos realizados in vitro, neuronas del ganglio de la raiz dorsal deficientes tanto para
NgR1 como para NgR2 presentaban una moderada reduccion de la respuesta inhibitoria
inducida por MAG, mientras que neuronas deficientes para so6lo uno de los receptores no

mostraron diferencias respecto a los de tipo salvaje (Worter et al., 2009).

El NgR es una proteina ligada a la membrana por uniones glicosil-fosfatidilinositol

(GPI) que contiene repeticiones ricas en leucina (LRR). El receptor de neurotrofinas p75
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(p75~™), identificado inicialmente como receptor de neurotrofinas tal y como indica su
nombre, puede actuar formando un complejo con NgR y mediar la inhibicion del crecimiento
y la cascada de sefializacion desencadenada por los inhibidores de la mielina (Wang et al.,
2002; Wong et al., 2002; Yamashita et al., 2002). Dado que el p75™™® no se expresa de forma
ubicua en el cerebro durante el estadio adulto, mientras que casi todas las neuronas maduras
del SNC responden a la inhibicion por la mielina, es probable que otras proteinas puedan
llevar a cabo la funcion de p75™'X. Dos grupos independientes identificaron TROY, un
miembro huérfano de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR) que
estd ampliamente expresado en neuronas adultas y embrionarias (Kojima et al., 2000; Hisaoka

NTR o1 1a mediacion de los efectos inhibitorios

et al., 2003), como homdlogo funcional de p75
de los componentes de la mielina en la regeneracion axonal (Park et al., 2005; Shao et al.,
2005). Sin embargo, la importancia de TROY como receptor de la transduccion de la senal
para la inhibicion de la sefial mediada por inhibidores de la mielina est4 todavia a la espera de
ser evaluada puesto que su expresion no se ha demostrado de manera consistente en el SNC

adulto (Barrette et al., 2007).

Lingo-1 es el tercer componente encontrado en este complejo receptor (Mi et al.,
2004). Pertenece a la familia de proteinas que contienen LRR y dominios de tipo
inmunoglobulina, y estd involucrado en el desarrollo y el crecimiento axonal del SNC (Carim-
Todd et al., 2003). Los primeros estudios que investigaron el papel de Lingo-1 en la
regeneracion axonal observaron una asociacion fisica de Lingo-1 a NgR y a p75™'} en
cultivos de neuronas, formando un complejo receptor tripartito que media la sefializacion
inhibitoria provocada por inhibidores de la mielina (Mi et al., 2004). Se ha demostrado in
vitro que el ectodominio soluble de Lingo-1 actiia como antagonista para aliviar la inhibicion
de la mielina, presumiblemente mediante la competicion de la interaccion de Lingo-1 con sus
compafieros de unién (Mi et al., 2004). Ademas, se ha observado que la administracién
intratecal de Lingo-1 soluble resulta en un aumento del sprouting axonal del tracto

corticoespinal y recuperacion funcional tras hemiseccion dorsal, lo que sugiere que puede

modular la regeneracion axonal in vivo (Ji et al., 2006).

Con la unién del ligando, el complejo receptor NgR/Lingo-1/p75™'® dirige una
cascada de sefializacion intracelular que da lugar al cambio en el equilibrio de Rac1/RhoA en
los conos de crecimiento. RhoA, Racl y Cdc42 son tres miembros de la familia de las

GTPasas pequenas ampliamente expresados, que actiian coordinadamente como interruptores
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moleculares para regular la dindmica de la actina y el ensamblaje de los microtibulos durante
los cambios morfolégicos celulares. Racl y RhoA ejercen un papel antagonista en la dinamica
de los conos de crecimiento a través de sus quinasas efectores, PAK1 y ROCK, para estimular
la movilidad del cono de crecimiento o inducir el colapso, respectivamente. En el SNC
danado, los inhibidores derivados de la mielina alteran el balance de la sefializacion de Racl y
RhoA, de forma que la actividad de RhoA se ve incrementada y la de Racl disminuida
(Niederost et al., 2002). La activacion de RhoA desencadena la cascada de senalizacion
secuencial ROCK/LIM quinasa/cofilina que da lugar a la despolimerizacion de los filamentos
de actina y el colapso de los conos de crecimiento (Maekawa et al., 1999). Este evento
intracelular es compartido por multiples moléculas entre las que se incluyen MAG, Nogo,
Omgp, Netrin-1, efrinas y CSPGs. Se puede sugerir que éste es el punto de convergencia en el
que varios inhibidores asociados a la mielina ejercen una funciéon similar (Lehmann et al.,
1999; Dergham et al., 2002; Niederost et al., 2002; Monnier et al., 2003; Mi et al., 2004). En
la figura 3, segun un modelo propuesto por Chaudhry y Filbin (2006), se muestra una
representacion de la cascada de sefializacion intracelular desencadenada por la union de los
ligandos inhibidores del crecimiento axonal asociados a la mielina al complejo receptor
NgR/Lingo-1/p75~"™ 1o que desencadena la activacion del efector RhoA. Como resultado,
debido a la despolimerizacion de la actina mediada por RhoA, tiene lugar el colapso de los
conos de crecimiento y la inhibicion del crecimiento axonal.

Nogo-A

AMAG COOE
Migodendrocito
Omgp
Nogo-66
Espacio l_
extracelular Linga-]
RER p'IE"“

Nenrona 1
}
BhoA-GTP %u

INHIBICION

Fig. 3. Cascada de sefializacion de los inhibidores asociados a mielina (adaptado de Chaudhry y
Filbin, 20006).
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Se ha observado que el bloqueo de la activacion de RhoA y ROCK con los
antagonistas C3 transferasa e Y-27632, respectivamente, da lugar a un incremento del
crecimiento axonal en sustratos con mielina in vitro (Lehmann et al., 1999; Dergham et al.,
2002; Fournier et al., 2003), asi como in vivo (Lehmann et al., 1999; Dergham et al., 2002).
Sin embargo, la efectividad de estos antagonistas parece ser dependiente de su modo de
administracion, puesto que C3 transferasa no ha resultado efectiva en todos los estudios
desarrollados in vivo (Fournier et al., 2003). Para una desinhibicion mas mantenida, dirigirse a
los genes de moléculas involucradas en las cascadas inhibitorias es probable que sea mas
efectivo que el tratamiento con antagonistas. Sin embargo, estudios desarrollados en
knockouts para un Unico gen no han dado los resultados satisfactorios esperados. Por ejemplo,
la regeneracion en mutantes carentes de Nogo-A fue modesta, con una regulacion
compensatoria mayor de Nogo-B (Simonen et al., 2003), y tal y como se ha comentado
anteriormente, mutantes carentes de Nogo-A/B y de Nogo-A/B/C no mostraban una

regeneracion axonal significativa in vivo (Zheng et al., 2003).

La desinhibicién del crecimiento axonal del SNC podria conseguirse empleando
RNAs pequeios de interferencia (siRNAs), herramienta que permite silenciar especificamente
la expresion de genes frente a los cuales van dirigidos (Elbashir et al., 2001). Estudios in vitro
han demostrado la eficacia de la administracion de siRNAs para favorecer el crecimiento. Por
ejemplo, siRNAs dirigidos frente a p75™'~ desinhiben el crecimiento de neuritas de neuronas
del ganglio de la raiz dorsal en presencia de MAG (Higuchi et al., 2003). En estos cultivos el

silenciamiento de p75™'}

, NgR y RhoA mediante siRNAs desinhibia el crecimiento de
neuritas inducido por neurotrofinas en presencia de mielina del SNC, resultando el bloqueo de
la expresion de RhoA el mas efectivo en la promocion de la regeneracion axonal (Ahmed et
al., 2005). Un trabajo in vivo publicado recientemente muestra que el silenciamiento de Nogo-
A mediante siRNAs bloquea la expresion de este inhibidor del crecimiento axonal derivado de
la mielina promoviendo la recuperacion funcional en un modelo murino de esclerosis
multiple, y sugiere que esta recuperacion pueda estar mediada por la reparacion axonal en

ratones tratados con siRNAs frente a Nogo-A (Yang et al., 2010).

A la vista de estos resultados obtenidos en estudios realizados in vitro e in vivo tras la
administracion de siRNAs demostrando la eficacia en la supresion de la expresion de las

moléculas frente a las cuales van dirigidos resulta de notable interés su empleo para el
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bloqueo de la expresion de moléculas inhibidoras del crecimiento axonal en modelos animales

con lesiones del SNC.

Puesto que los ultimos descubrimientos han implicado al NgR como punto de
convergencia en la sefial de transduccion de varios inhibidores asociadas a la mielina, en este
trabajo de tesis vamos a prestar especial atencion al papel que ejerce en la inhibicion del
crecimiento axonal. Mediante la administracion de siRNAs especificamente dirigidos frente a
este receptor analizaremos la posible contribucion del bloqueo de la expresion NgR en la
recuperacion de la plasticidad postlesional en el SNC adulto de rata, empleando como modelo
de lesion la desaferenciacion retiniana practicada en el adulto. Asimismo, en otro intento de
promover la plasticidad en este sistema, se bloqueara mediante siRNAs la expresion de RhoA,
efector aguas abajo de la cascada de sefializacion activada como consecuencia de la union de

NTR

los ligandos al complejo receptor NgR/Lingo-1/p75™ "~ y que da como resultado la inhibicion

del crecimiento axonal como consecuencia de la despolimerizacion de la actina.

1.4.2. Neurotrofinas como reguladoras del crecimiento axonal

Las neurotrofinas inicialmente fueron identificadas como promotoras de la
supervivencia axonal, pero evidencias posteriores pusieron de manifiesto que regulan ademas
muchos aspectos del desarrollo y funcidon neuronal, incluyendo la formacién de la sinapsis y
la plasticidad sinaptica (Lewin y Barde, 1996; Bibel y Barde, 2000; Kaplan y Miller, 2000;
Poo, 2001; Sofroniew et al., 2001; Lu et al., 2008). La primera neurotrofina identificada, el
factor de crecimiento nervioso (NGF), fue descubierta durante la busqueda de factores de
supervivencia que pudieran explicar el efecto deletéreo de la delecion de tejidos diana en la
subsecuente supervivencia de neuronas sensoriales y motoras (Levi-Montalcini, 1987,
Shooter, 2001). Su descubrimiento validé el modelo de accidon neurotrofica en el cual las
dianas de inervacion neuronal secretan cantidades limitantes de factores de supervivencia para
equilibrar el tamafio del tejido diana con el nimero de neuronas que lo inervan. La segunda
neurotrofina caracterizada, el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), fue purificada
del cerebro del cerdo como un factor de supervivencia para varias poblaciones neuronales que
no respondian al NGF (Barde et al., 1982). Caracteristicas conservadas de las secuencias de
estas dos proteinas permitieron aislar clones que codificaron miembros adicionales de esta
familia. Esta incluye, ademas del NGF y el BDNF, la neurotrofina (NT)-3, NT-4/5 y NT-6
(Barbacid, 1995). Las neurotrofinas han sido implicadas en un amplio espectro de acciones

biologicas en neuronas (revisado por Lewin y Barde, 1996), y en tejidos no neuronales
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(Shibayama y Koizumi, 1996), incluyendo la prevencion de la muerte celular neuronal
durante el desarrollo (Buj-Bello et al., 1994), y mantenimiento neuronal tras condiciones de
estrés tales como la axotomia (Sendtner et al., 1992; Nakazawa et al., 2002) y la isquemia

(revisado por Wu, 2005).

Las neurotrofinas pueden ser transportadas tanto retrégradamente como
anterogradamente (Spalding et al., 1998; Reynolds et al., 2000; von Bartheld et al., 2001) y se
ha demostrado que interactian con dos tipos de receptores totalmente distintos. El primer

receptor en ser descubierto fue el p75~ '~

, identificado como un receptor de baja afinidad para
las neurotrofinas (Johnson et al., 1986; Radeke et al., 1987). Posteriormente los receptores
tirosina quinasa (Trks), fueron identificados como los receptores de alta afinidad para la
familia de neurotrofinas (Kaplan et al., 1991; Klein et al., 1991; Soppet et al., 1991). La union
de NGF a TrkA, de BDNF y NT-4/5 a TrkB, o de NT-3 a TrkC (y débilmente a TrkB) lleva a
la activacion de varias rutas de sefializacion intracelular que incluyen la sefalizacion por la
proteina quinasa activada por mitdégeno/la proteina quinasa activada por seial extracelular
(MAPK/ERK), la fosfolipasa Cy (PLCy), y la fosfatidil-inositol 3-quinasa (PI3K) (Huang y

Reichardt, 2003).

El BDNF y su receptor, TrkB, se expresan ampliamente en el cerebro de mamiferos,
tanto en desarrollo como en el adulto. La sefializacion intracelular estimulada por
BDNF/TrkB es critica para la supervivencia neuronal y la morfogénesis de las neuronas del
SNC. La administracion de BDNF in vivo ha mostrado que protege a una variedad de tipos
neuronales de lesiones cerebrales (Wu y Pardridge, 1999; Schibitz et al., 2000). A parte del
efecto neuroprotector atribuido, el BDNF se ha visto que es esencial para la transmision
neuronal y la plasticidad neuronal dependiente de actividad (Kang y Schuman, 1995;
Patterson et al., 1996; Li et al., 1998). La potenciacion a largo plazo (LTP) es la forma mas
estudiada de plasticidad sinaptica. Esta ampliamente aceptado que el BDNF estd involucrado
en los mecanismos que subyacen a la induccién y mantenimiento de la LTP (revisado por Lu
et al., 2008). Asimismo, el BDNF ejerce un papel muy importante en la morfologia de
neuritas (Cohen-Cory y Fraser, 1995; McAllister et al., 1995), siendo uno de los efectos mas
destacables la induccidon de la ramificacion axonal en neuronas del SNC (Patel y McNamara,
1995) y el crecimiento de neuritas (Ahmed et al., 1995; Avwenagha et al., 2003). Un estudio
pionero in vivo desarrollado por Cohen-Cory y Fraser revel6 que la inyeccion de BDNF en el

techo Optico de Xenopus laevis aumentaba la complejidad y las ramificaciones del campo
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terminal de axones Opticos durante el desarrollo (Cohen-Cory y Fraser, 1995). En el modelo
que emplearon, la inyeccion de anticuerpos que neutralizan el BDNF reducia la arborizacién
de los axones y la complejidad, lo que sugiri6 que el BDNF estaba involucrado en cambios
morfologicos del axon. En este sentido, se ha evidenciado que el BDNF también promueve la
elongacion axonal en axones motores y sensoriales (Tucker et al., 2001), y la ramificacién

axonal en neuronas hipocampales (Danzer et al., 2002).

Es ampliamente conocido que, las neuronas que proyectan al SNP mantienen la
capacidad de regenerar sus axones tras lesiones. A diferencia de éstas, las neuronas
confinadas al SNC carecen de esta capacidad. Esta diferencia, al menos en parte, puede estar
mediada por el hecho de que las neuronas del SNC fracasan en la regulacién de proteinas
asociadas a la regeneracion, que incluyen factores troficos y sus receptores. Debido a €sto, se
ha sugerido que la carencia de este aporte tréfico de las neuronas del SNC axotomizadas
puede atenuarse mediante la aplicacion exdgena de factores troficos tanto en el cuerpo celular
neuronal como en los axones danados en el lugar de la lesion. Por ejemplo, se ha observado
que la administracion exdgena de BDNF o NT-4/5 en los cuerpos celulares rubroespinales una
semana después de la axotomia cervical o tordcica prevenia la atrofia rubroespinal, resultaba
en la expresion mantenida de genes asociados a la regeneracion, tales como la proteina
asociada al crecimiento (GAP)-43 y la tubulina o-1, y promovia la regeneracion axonal en
transplantes de nervio periférico en el lugar de la lesion (Kobayashi et al., 1997). De igual
modo, estudiando el efecto de la administracion de BDNF directamente en los cuerpos
celulares rubroespinales un afo después de lesion espinal cervical se observd que estas
neuronas con dafio crénico respondian a este aporte trofico mostrando una reversion masiva
de la atrofia, la estimulacion de la expresion de GAP-43 y de la tubulina a-1, y la promocion
de la regeneracion axonal en los transplantes de nervio periférico (Kwon et al., 2002).
Asimismo, neuronas corticoespinales dafiadas mostraron una respuesta tréfica similar tras la
aplicacion de BDNF en los cuerpos celulares aumentando la expresion de GAP-43 y la
tubulina a-1. Sin embargo, aunque no se observo una promocion de la regeneracion en los
transplantes de nervio periférico insertados en la columna dorsal de la médula espinal, si que
se mostro un incremento en el sprouting de axones corticoespinales axotomizados dentro de la
sustancia gris de la médula espinal ventral al lugar transplantado (Hiebert et al., 2002). Tras la
axotomia unilateral del tracto corticoespinal por piramidotomia, el tratamiento con BDNF

también result6 en la estimulacion del sprouting de los axones corticoespinales axotomizados

(Khodarahmi et al., 2001).
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También se han estudiado extensamente los efectos del BDNF en otro tipo de lesion
del SNC, como es la axotomia de las células ganglionares de la retina. En la retina de
mamiferos adultos las células ganglionares axotomizadas degeneran retrogradamente
mediante apoptosis (Berkelaar et al., 1994; Garcia-Valenzuela et al., 1994). Se ha observado
que la inyeccién intraocular de esta neurotrofina promueve la supervivencia de las células de
la retina axotomizadas (Mansour-Robaey et al., 1994; Peinado-Ramon et al., 1996). Ademas,
tanto la administracion de BDNF como de NT-4/5 en el humor vitreo aumenta el crecimiento
y la expansion de los axones de las células ganglionares de la retina tras la transeccion del

nervio optico en ratas adultas (Sawai et al., 1996).

Trabajos previos han evidenciado que el tratamiento cronico con antidepresivos da
lugar a un incremento de los niveles de expresion de BDNF, asi como de su principal
receptor, el TrkB, en el hipocampo (Martinez-Turrillas et al., 2005; Castrén et al., 2007). Un
trabajo reciente desarrollado por Maya Vetencourt y colaboradores pone de manifiesto que el
tratamiento cronico con fluoxetina, un inhibidor selectivo de la recaptacion de la serotonina
que clinicamente es ampliamente empleado para el tratamiento de la depresion, incrementa la
respuesta plastica en el sistema visual adulto de la rata (Maya Vetencourt et al., 2008). En este
trabajo demuestran que la administracion cronica de fluoxetina reinstaura la plasticidad de la
dominancia ocular en el estadio adulto, normalmente asociada al periodo critico, y promueve
la recuperaciéon de funciones visuales en animales adultos con ambliopia, sometidos a
deprivacion monocular a largo plazo. Asimismo, muestran que el tratamiento con este
antidepresivo produjo un incremento de los niveles de proteina del BDNF en la corteza visual
(CV), lo que sugiere el posible efecto de esta neurotrofina en el reestablecimiento de la
plasticidad, dado que la inyeccion intracortical de BDNF mostro, a su vez, un cambio en la
dominancia ocular en respuesta a la deprivaciéon monocular comparable al observado tras el

tratamiento de fluoxetina (Maya Vetencourt et al., 2008).

Teniendo en cuenta el incremento en la expresion de BDNF en la corteza visual tras el
tratamiento cronico con el antidepresivo fluoxetina y su efecto en la reinstauracion de la
plasticidad de la dominancia ocular en el adulto, nos postulamos su posible efecto en la
recuperacion de la plasticidad en la conexion visual corticocolicular tras la desaferenciacion

retiniana llevada a cabo en ratas adultas.
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1.5. c-Fos

La estimulacién de neuronas puede activar dos mecanismos diferentes mediante los
cuales procesan y transmiten la informacién: la actividad electrofisioldogica que
inmediatamente se procesa y transmite informacion sobre el estimulo; y las cascadas de
sefalizacion de segundos mensajeros que actian a largo plazo y que dan lugar a la produccion
de factores de transcripcion que inician y/o reprimen la transcripcion de otros genes, y de ese
modo alterando la respuesta neuronal a subsecuentes estimulos. Estos genes activados por
factores de transcripcion pueden ser, por ejemplo, nuevas (o mas) proteinas que formen
receptores de la transmision, canales i6nicos y estructuras del citoesqueleto, asi como aquellas
requeridas para la sintesis de neurotransmisores y para la regeneracion. Los factores de
transcripcion juegan un papel crucial y especifico en el desarrollo y en el funcionamiento del
sistema nervioso, asi como en las respuestas adaptativas del sistema nervioso a diferentes

estimulos y a diferentes situaciones patologicas (revisado por Herdegen y Leah, 1998).

Se ha sugerido que la inducciéon de genes tempranos inmediatos (IEGs) estd
estrechamente relacionada con la respuesta pléastica del SNC (Beaver et al., 1993; Mower,
1994; Kaplan et al., 1996; Sato et al., 2000; Hartwig et al., 2008). Los IEGs son el primer
conjunto de genes activados por sefiales externas y no requieren sintesis de novo de proteinas.
Su activacidn por estimulos trans-sinapticos es rapida y transitoria (Morgan y Curran, 1991) y
su expresion no puede ser prevenida por inhibidores de la sintesis de proteinas (Sheng y

Greenberg, 1990).

Entre la variedad de IEGs identificados el proto-oncogen c-fos, que codifica para la
fosfoproteina nuclear c-Fos, es probablemente el mejor estudiado (revisado por Herrera y
Robertson, 1996). El c-Fos, y otros miembros de su familia, forman el factor de transcripcion
nuclear activador de la proteina-1 (AP-1) por dimerizacién con miembros de la familia Jun. El
AP-1 activa la transcripcion de genes diana que contienen lugares AP-1 (Sheng y Greenberg,
1990) regulando, por tanto, la expresion de estos genes, lo que modificara el fenotipo de la
célula en cuestion. De este modo, sefiales externas pueden alterar la expresion fenotipica de
las células, pudiendo dirigir cambios a largo plazo en el fenotipo celular (Sheng y Greenberg,

1990; Morgan y Curran, 1991).

Los primeros estudios que sugirieron que la expresion de los IEGs podria tener un

papel en el funcionamiento neuronal fueron realizados en células PC12 diferenciadas. Se
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mostraron los efectos del NGF en la expresion de c-Fos en esta linea celular (Curran y
Morgan, 1985). Estudios posteriores demostraron que agentes despolarizantes inducian la
expresion de c-Fos en células PC12 diferenciadas neuronalmente (Greenberg et al., 1986;
Morgan y Curran, 1986). Se demostro la presencia de niveles basales de inmunorreactividad
del tipo Fos en el cerebro de rata (Dragunow et al., 1987). Tres estudios posteriores
observaron que el aumento de actividad neuronal in vivo podria inducir la expresion de c-Fos.
Analizaron la induccion de la expresion de c-Fos tras dafio generalizado (Morgan et al., 1987),

estimulacion nociva (Hunt et al., 1987), y mediante kindling (Dragunow et al., 1988).

Desde estos primeros estudios pioneros se han publicado una serie de articulos
investigando la expresion del c-Fos en el SNC. Actualmente, la expresion de c-Fos es
ampliamente aceptada para identificar la localizacién de la activacion neuronal inducida por
diversos estimulos (Sagar et al., 1988; Dragunow y Faull, 1989), y especialmente aquellos
conducidos por la transmision glutamatérgica (revisado por Morgan y Curran, 1991;
Herdegen y Leah, 1998). De esta forma, el c-Fos ha sido extensamente empleado para mapear
neuronas activadas en el nucleo supraquiasmatico en respuesta a cambios generales de
iluminacion y ritmos circadianos en roedores como la rata (Aronin et al., 1990; Sutin y
Kilduff, 1992), el hamster (Chambille et al., 1993; Guido et al., 1999) y el gerbo (Fite et al.,
2005). La induccion de c-Fos ha sido también caracterizada en la retina y otros centros
visuales centrales de animales sometidos a flases globales de luz (Sagar y Sharp, 1990; Craner
et al,, 1992; Koistinaho et al., 1993), tras estimulos visuales con patrones localizados
(Montero y Jian, 1995) y tras la exposicion a diferentes estimulaciones de luz (Correa-

Lacarcel et al., 2000; Poveda y Kretz, 2009).

En relacién al estado de plasticidad, varios trabajos han comparado el diferente nivel
de induccion del c-Fos en la corteza visual durante el periodo critico (Kaplan et al., 1996;
Sato et al., 2000). Yagi y colaboradores estudiando la expansion funcional de la via visual
ipsilateral resultante de la desaferenciacion monocular en ratas determinaron que la
estimulacion visual inducida por neuronas inmunorreactivas de tipo Fos es mucho mas densa
en las capas superficiales del CS cuando la desaferenciacion tiene lugar en el nacimiento
respecto a la madurez (Yagi et al.,, 2001). Asimismo, en un trabajo reciente de nuestro
laboratorio, analizando los efectos de dos tipos de estimulacion de las vibrisas en la expresion

de c-Fos en el CS de ratas se observd que los animales enucleados neonatalmente mostraban
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un aumento en el inmunomarcado de c-Fos en la estratos superficiales del CS (Mundifiano y

Martinez-Millan, 2010).
1.6. Magnetorrecepcion

La magnetorrecepcion es una habilidad sensorial ampliamente extendida, pero que
todavia resulta enigmatica. Aunque estudios de comportamiento han aportado abundantes
evidencias sobre la orientacion en el campo magnético entre los vertebrados (Lohmann y
Johnsen, 2000), los mecanismos de transduccion y la base neuronal de la magnetorrecepcion y
la orientacién magnética se desconocen (revisado por Johnsen y Lohmann 2005, 2008;
Wiltschko y Wiltschko, 2006). Unos pocos estudios electrofisioldgicos se han dirigido a
involucrar regiones especificas del cerebro en el procesamiento de la informacion magnética
(Semm et al., 1984; Demaine y Semm, 1985; Semm y Demaine, 1986; Beason y Semm, 1987;
Semm y Beason, 1990; Walker et al, 1997). En aves, trabajos tempranos de mapeo
electrofisiologico (Semm et al., 1984; Semm y Demaine, 1986) y mediante 2-desoxiglucosa-
C" (Mai y Semm, 1990) han demostrado de la involucracion del sistema visual optico
accesorio y el tectofugal. Estudios recientes, empleando factores de transcripcion inducibles
como marcadores de actividad neuronal, han sugerido la implicacion del sistema visual
talamofugal (Mouritsen et al., 2005; Heyers et al., 2007; Liedvogel et al., 2007) y el
hipocampo (Shimizu et al., 2004), lo cual se ha confirmado por experimentos de lesion
(Zapka et al., 2009) y mediante electrofisiologia (Vargas et al., 2006). Ademas, mediante la
visualizacion inmunocitoquimica de la proteina reguladora transcripcional c-Fos, en el topo se
ha demostrado el procesamiento de la informacion magnética en el CS (Némec et al., 2001),
asi como en constituyentes clave del circuito de navegacion como es el sistema de
representacion espacial entorrinal-hipocampal (Burger et al., 2010). Este ultimo trabajo ha
evidenciado, por primera vez, que el circuito de navegaciéon de roedores pueda estar

influenciado por campos magnéticos estaticos de baja intensidad (< 50 uT).

Los topos son roedores subterraneos congénitamente microoftldmicos que representan
un caso extremo de adaptacion sensorial ya que poseen un sistema visual severamente
reducido, lo que les dificulta para la navegacion guiada por estimulos de tipo visual (revisado
por Némec et al., 2008). Sin embargo, presentan elevadas habilidades tactiles (revisado por
Park et al., 2007) y magnetosensoriales (revisado por Moritz et al., 2007). Investigaciones
recientes han demostrado que la sensibilidad magnética se extiende a otros mamiferos. La

orientaciéon en el campo magnético ha sido evidenciada en roedores como el hamster
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(Deutschlander et al., 2003), el raton (Muheim et al., 2006) y el murciélago (Holland et al.,
2006; Wang et al., 2007) y la alineacién magnética en rumiantes (Begall et al., 2008; Burda et
al., 2009). Ademas, otros trabajos demostraron que la exposicion aguda a campos magnéticos
estaticos de alta intensidad (0,14 T) (Kristofikova et al., 2005) y a campos magnéticos de 60
MHz (Lai et al., 1993; Lai y Carino, 1999) disminuye la actividad colinérgica en el
hipocampo de rata, causando deficiencias en la actuacion en el laberinto de brazo radial (Lai,
1996). Esto sugiere que el procesamiento de la informacion magnética dentro del circuito de
navegacion podria no estar limitada a especies especializadas como los topos. Teniendo en
cuenta €sto y las observaciones descritas por Némec y colaboradores en las que muestran que
el CS del topo contiene neuronas que responden a estimulos magnéticos y que estas neuronas
son selectivas direccionalmente y se organizan dentro de subcapas discretas (Némec et al.,
2001) nos planteamos estudiar el efecto de los cambios en la polaridad del campo
geomagnético en el CS de rata, dada su naturaleza integradora de estimulos sensoriales.
Concretamente, mediante la deteccion de c-Fos, técnica neuroanatomica extensamente
empleada en investigacion sensorial en respuesta a estimulos externos (Dragunow y Faull,
1989; Morgan y Curran, 1991; Herdegen y Leah, 1998), hemos analizado la presencia de
células que respondiesen a estimulos magnéticos en los estratos superficiales coliculares, asi
como las posibles variaciones en esta respuesta en animales privados de estimulos visuales

mediante desaferenciacion retiniana neonatal y en estadio adulto.
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2. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

2.1. Planteamiento

Durante el desarrollo del SNC tiene lugar la formacion y el posterior refinamiento de
las conexiones hasta alcanzar su patron maduro tras el periodo critico postnatal. Durante este
proceso de maduracion, las conexiones poseen una gran capacidad de reorganizacidon o
plasticidad postlesional. Con la madurez, esta capacidad se ve claramente limitada. El avance
llevado a cabo en las ultimas décadas en el conocimiento de los mecanismos que subyacen a
esta reduccion de la respuesta plastica ante las lesiones del SNC adulto provee la posibilidad
para la blsqueda y el desarrollo de dianas terapéuticas potenciales que promuevan la
regeneracion y reorganizacion de las conexiones nerviosas. Entre los factores que se han
identificado implicados en este fracaso de las neuronas para la regeneracion de sus procesos
ante dafio nervioso en el estadio adulto se encuentran la presencia de inhibidores del
crecimiento axonal (McKerracher y Winton, 2002; Tang, 2003; Sandvig et al., 2004; Schwab,
2004), asi como a la limitada disponibilidad de factores neurotroficos (Berry et al., 1998;

Logan y Berry, 2002).

El amplio conocimiento de la conectividad nerviosa del CS de la rata, asi como la
facilidad de acceso a sus principales aferencias visuales, hace de éste un modelo idoneo para

investigar los fenomenos implicados en la regeneracion y plasticidad postlesional del SNC.

En este estudio, inicialmente, mediante el empleo de trazadores anterdgrados, se
estudiaran las conexiones a los estratos superficiales del CS procedentes de la retina y de la
CV1 para intentar poner de manifiesto la diferente capacidad de la respuesta plastica y
regenerativa segun su grado de madurez ante diferentes tipos de lesiones, la desaferenciacion

retiniana y/o la ablacion del CS, llevadas a cabo en el sistema visual de la rata.

A continuacion, se abordaran distintas estrategias dirigidas a promover la plasticidad
en el sistema visual maduro, estudiando la conexion corticocolicular visual en un modelo de
lesion como es la desaferenciacion retiniana en estadio adulto, entre las que se incluyen la
reduccién de la expresion de inhibidores del crecimiento axonal, el receptor de Nogo y el
RhoA, mediante la administracion de RNAs pequefios de interferencia (siRNAs), asi como el
tratamiento cronico con fluoxetina, antidepresivo asociado al incremento de los niveles del

BDNF (Martinez-Turrillas et al., 2005; Castrén et al., 2007; Maya Vetencourt et al., 2008),
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involucrado en la reinstauracion de la plasticidad en el sistema visual maduro (Maya

Vetencourt et al., 2008).

Ademas, se analizard el grado de induccion del gen temprano c-fos en los estratos

visuales coliculares en respuesta a cambios en la polaridad del campo magnético, y sus

posibles modificaciones debidas a la desaferenciacion retiniana, y se estudiaran los efectos de

la estimulacion magnética en la organizacién de la via corticocolicular visual de animales

sometidos a desaferenciacidn retiniana en fase adulta.

2.2 Objetivos

En base al planteamiento formulado en el apartado anterior los objetivos generales del

presente trabajo de tesis fueron los siguientes:

1.

28

Estudio de la organizacioén de los campos terminales retinocoliculares en ratas adultas
tras la desaferenciacion retiniana y tras la ablacion del coliculo superior, asi como el

efecto conjunto de ambas lesiones, practicadas neonatalmente y en el estadio adulto.

Estudio de la organizacion de los campos terminales corticocoliculares visuales en

ratas adultas tras la ablacion del coliculo superior neonatal.

Estudio del patron de expresion en el coliculo superior de ratas adultas de las proteinas
ligantes de calcio, calbindina, calretinina y parvalbiimina, asi como de la proteina
acidica fibrilar glial tras la ablacion del coliculo superior neonatal, asi como tras la

desaferenciacion retiniana y la ablacion del coliculo superior neonatal.

Estudio de la organizacion de los campos terminales corticocoliculares visuales tras la
administracion de pequefios RNAs de interferencia frente al receptor de Nogo y a
RhoA en la corteza visual primaria en ratas sometidas a desaferenciacion retiniana

practicada en el estadio adulto.

Estudio de la organizacion de los campos terminales corticocoliculares visuales tras la
administracion cronica de fluoxetina en ratas sometidas a desaferenciacion retiniana

practicada en el estadio adulto.

Estudio de la expresion del gen temprano c-Fos en los estratos superficiales del

coliculo superior de ratas adultas en respuesta a alteraciones en la polaridad del campo



Planteamiento y Objetivos

geomagnético y los posibles cambios tras la desaferenciacion retiniana practicada

neonatalmente y en el estadio adulto.

Estudio de la organizacion de los campos terminales corticocoliculares visuales en
respuesta a alteraciones en la polaridad del campo geomagnético en ratas sometidas a

desaferenciacion retiniana practicada en el estadio adulto.

Estudio cuantitativo de la expresion de BDNF en el coliculo superior y en la corteza
visual de ratas adultas ilesas y sometidas a desaferenciacion retiniana neonatal tras la

exposicion a un campo magnético con la polaridad alterada.
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Material y Métodos

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Animal de experimentacion

El animal de experimentacion empleado para la realizacion de este estudio fue la rata
albina Sprague-Dawley procedente del Servicio de Animalario de la Universidad del Pais
Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea (UPV/EHU) y la aprobacion para llevar a cabo este
trabajo fue concedida por el Comité de ética para el bienestar animal de la UPV/EHU. Los
animales fueron manipulados de acuerdo con las directrices institucionales para el bienestar
animal, tomando las medidas necesarias para minimizar tanto el sufrimiento de los animales,
como para reducir el numero de animales usados. Durante todo el tiempo de supervivencia,

los animales se mantuvieron con bebida y comida suministrada ad libitum.

Para la realizacion de este estudio se emplearon un total de 88 ratas hembras. En la
tabla 1, se muestra un resumen del plan de trabajo seguido en este trabajo indicando el
nimero de animales empleado para cada condicion experimental y andlisis llevado a cabo.
Asimismo, en la figura 1 se presenta un esquema indicativo del disefio experimental
mostrando la edad en la que se practicaron las lesiones, se inyectaron los trazadores y se

aplicaron los tratamientos.
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NO
animales

Lesion

Control

DV neonatal
DV adulto

Ablacion CS
neonatal

Ablacion CS +
DV neonatal

Ablacion CS
adulto

Ablacion CS
neonatal

Control
DV adulto
DV adulto
DV adulto

DV adulto

Control

Control

Control

Control
DV adulto

Control

Control

DV neonatal

DV adulto

DV adulto

Control

DV neonatal

Control

DV neonatal

Tabla 1. Plan de trabajo.

Tratamiento

siRNAs NgR en CV1
siRNAs RhoA en CV1

siRNAs NgR + RhoA en
CV1

siRNAs NgR en CV1

siRNAs RhoA en CV1

Fluoxetina
Fluoxetina

EM 1 hora

EM 1 hora

EM 1 hora

EM 11 dias

EM 11 dias

EM 11 dias

Trazador

CTB intraocular

CTB intraocular
CTB intraocular

CTB intraocular

CTB intraocular

CTB intraocular

BDA en CV1

BDA en CV1
BDA en CV1
BDA en CV1
BDA en CV1

BDA en CV1

BDA en CV1
BDA en CV1

BDA en CV1

Analisis

Anti-CTB
Anti-CB
Anti-CR
Anti-PV
Anti-GFAP

Anti-CTB
Anti-CTB

Anti-CTB
Anti-CB
Anti-CR
Anti-PV
Anti-GFAP

Anti-CTB
Anti-CB
Anti-CR
Anti-PV
Anti-GFAP

Anti-CTB

Revelado BDA

Revelado BDA
Revelado BDA
Revelado BDA
Revelado BDA

Revelado BDA

Cuantificacion mRNA
NgR — qRT-PCR
Cuantificacion mRNA
RhoA — qRT-PCR

Cuantificacion mRNA
NgR — qRT-PCR
Cuantificacion mRNA
RhoA — qRT-PCR
Revelado BDA
Revelado BDA
Anti-c-Fos
Anti-VGIuT1
Anti-c-Fos

Anti-c-Fos
Anti-VGIuT1
Anti-c-Fos + anti-VGIuT1
Anti-c-Fos
Anti-VGIuT1

Revelado BDA
Cuantificacion BDNF —
ELISA

Cuantificacion BDNF —
ELISA

Cuantificacion BDNF —
ELISA

Cuantificacion BDNF —
ELISA
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Inyeccion de CTB intraocular en ratas con DV y/o ablacion del CS neonatal

F1 P60 P65
T 2 meses I 5 dias T
DV vio CTB s
ablacién CS iniraocular

Inyeccion de CTB intraccular en ratas con DV o ablacién del CS en estadio adulto

P60 P105 P110
T 45 dias I 5 dias T
DV o CTB S
ablacién CS intraocular

Inyeccion de BDA en C'V1 en ratas con ablacién del CS neonatal

Fl1 P60 P67
I 2 meses I 7 dias I
Ablacion CS BDA en CV1 5

Inyeccion de BDA en CV1 en ratas con D'V en estadio adulto

Bs0 Plos P112
I 45 dias I 7 dias I
DV BDAen CV1 S

Inyeccion de BDA en CV1 en ratas con DV en estadio adulto tratadas
con sIRNAs frente a NgR, RhoA o NgR+RhoA

P60 P64 P71
T 4 dias x 7 dias T
DV + BDAen CV1 5

siRNAs en CV1

Inyeccion de BDA en C'V1 en ratas con D'V en estadio adulto sometidas
4 tratamiento cronico con fluoxetina

Fluoxetina
|
1 1
B0 P31 P38
T 3 semanas I 7 dias T
DV BDAen CV1 s

Inyeccion de BDA en CV1 en ratas con DV en estadio adulto sometidas a EM

EM
1
I 1
Po0 Po4 P71
I 4 dias x 7 dias I
DV BDAen CV1 5

Fig. 1. Disefio experimental. BDA, biotin dextranamina; CS, coliculo superior; CTB, subunidad B de
la toxina colérica; CV1, corteza visual primaria; DV, desaferenciacion visual, EM, estimulacion
magnética; NgR, receptor de Nogo; P, dia postnatal; S, sacrificio; siRNAs, RNAs pequefios de
interferencia.
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3.2. Intervenciones quirdrgicas

3.2.1. Anestesia y analgesia

Todas las intervenciones quirargicas, incluyendo las lesiones, la inyeccion de
trazadores y de siRNAs, asi como la perfusion, practicadas a los animales adultos en el
presente trabajo fueron llevadas a cabo bajo anestesia profunda. Para ello, se empled una
solucion acuosa de clorohidrato de quetamina (36 mg/kg de masa corporal, Sigma-Aldrich
Quimica S.A.) y xilacina (6,2 mg/kg de masa corporal, Romptin, Bayer) por via intramuscular.
Cuando la intervencién tuvo lugar en animales neonatos, como ocurre en el caso de la
desaferenciacion retiniana y la ablacion del CS en P1, el método utilizado fue la crioanestesia.
Después de las intervenciones los animales se mantuvieron atemperados sobre una manta
eléctrica hasta que se recuperaron de los efectos de la anestesia, tras lo cual fueron devueltos a

sus jaulas, y en el caso de los neonatos con sus madres.

Los animales fueron tratados con los antibidticos, tanto en el preoperatorio como en el
postoperatorio, cloranfenicol (30 mg/kg de masa corporal, intramuscular) y gentamicina (40
mg/kg de masa corporal, intramuscular), respectivamente. En el postoperatorio se empled

como analgésico la buprenorfina (0,03 mg/kg de masa corporal, intramuscular) durante 3 dias.

3.2.2. Desaferenciacion retiniana unilateral

Para llevar a cabo la desaferenciacion retiniana unilateral en ratas neonatas (P1), una
vez que la crioanestesia hizo su efecto se procedid a la apertura de la hendidura palpebral del
ojo derecho con ayuda de un bisturi, tras lo cual se aplico una gota de anestésico oftalmico
compuesto de clorhidrato de tetracaina (1 mg/ml) y oxibuprocaina (2 mg/ml) (Laboratorios
Cursi S.A.). Posteriormente, se seccion6 la musculatura extrinseca y el nervio dptico con unas
tijeras finas y curvadas, lo que permitid la liberacion del globo ocular. Seguidamente, se les

suministro cloranfenicol en polvo en la cavidad ocular para evitar infecciones.

La enucleacion unilateral en animales adultos (P60) fue practicada bajo anestesia
profunda. Se administraron dos gotas del anestésico local sobre la conjuntiva y se seccionaron
los musculos oculares extrinsecos y el nervio dptico, y se extrajo el globo ocular. Un pequefio
trozo de esponja de gelatina absorbible (Spongostan, Jhonson & Jhonson) fue colocada en la

orbita con el fin de favorecer la coagulacion.
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3.2.3. Ablacion unilateral del coliculo superior

Para practicar la ablacion unilateral del CS de los animales neonatos (P1) se hizo una
incisién con un bisturi en la piel de forma que se pudieron ver claramente delineados los
coliculos por los vasos sanguineos, que eran facilmente visualizables a través del hueso ya
que a esa edad postnatal el crdneo es ligeramente transparente. Con ayuda de una tijeras finas
y curvadas se recortd a modo de solapa la parte de craneo localizada encima del CS izquierdo
y se procedio cuidadosamente a su aspiracion mediante una bomba de succion modelo ASPIT
(Ordisi). Un pequeio trozo de esponja de gelatina absorbible (Spongostan, Jhonson &
Jhonson) se colocd en el lugar lesionado para favorecer la coagulacion y controlar el

sangrado. A continuacion se cerrd la herida con pegamento quirtrgico.

A diferencia de la ablacion practicada neonatalmente, los animales adultos (P60)
fueron colocados en un marco estereotaxico para localizar la region correspondiente al CS
empleando el atlas de Swanson (1996). Segin ésto el punto central del CS se encontraba
situado a -6.5 mm caudalmente al punto craneométrico Bregma y a 1,5 mm respecto la linea
media. Tras despejar la zona se hizo un trépano de un tamafio lo suficientemente grande como
para poder llevar a cabo la aspiracion del CS. En estos animales adultos fue necesaria la
aspiracion parcial de la corteza visual situada sobre el CS, puesto que a estas edades la corteza
se encuentra recubriendo esta estructura mesencefalica a diferencia de los neonatos en los que
la corteza todavia no recubre los coliculos. Una vez expuesto, el CS izquierdo fue aspirado
mediante la bomba de succion citada. Con el fin de favorecer la coagulacion se puso un trozo
de esponja de gelatina absorbible (Spongostan, Jhonson & Jhonson) en la zona lesionada.

Para finalizar, la herida fue suturada.

La aspiracion del CS, tanto en animales neonatos como en adultos abarcé los estratos

superficiales y parte de los intermedios.

3.2.4. Inyeccion de trazadores

En todos los casos las inyecciones de los trazadores fueron llevadas a cabo en
animales en estadio adulto, de entre 2 y 4 meses de edad, bajo anestesia profunda tal y como

se indica en el apartado correspondiente.
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3.2.4.1. Inyeccion intraocular de la subunidad B de la toxina colérica

Para el estudio de la organizaciéon del campo terminal retinocolicular se empled la
subunidad B de la célera toxina (CTB) como trazador, ampliamente empleado para estudios
de trazado anterodgrado y retrogrado en el sistema nervioso (Dederen et al., 1994; Shimizu et
al., 1994; Angelucci et al., 1996; Reiner et al., 1996; Wu et al., 1999). Concretamente, se ha
demostrado que el empleo de CTB es muy adecuado para el trazado de las conexiones
retinofugales (Shimizu et al., 1994; Angelucci et al., 1996; Reiner et al., 1996; Wu et al.,
1999; Fleming et al., 2006; Prichard et al., 2007). La metodologia seguida fue la siguiente.

Los animales anestesiados fueron situados en un marco estereotaxico con el fin de
inmovilizarlos. Se realiz6 una incision en el parpado superior del ojo desde donde se accedid
al globo ocular para inocular un volumen total de Syl de CTB (Molecular Probes) al 0,1% en
agua destilada (H,Od) en el humor vitreo. La administracion del trazador se realizd a través
de una jeringa (Nanofil Srynge, Word Precission Instruments) equipada con una aguja 33G
(Word Precission Instruments) conectada a un microinyector a presion (kds310, Kd
Scientific) a una velocidad de 0,15 pl/min. Una vez finalizada la inyeccion se dejo un tiempo
de espera de 5 minutos con el fin de evitar el reflujo del trazador. Los animales fueron

perfundidos tras 5 dias de supervivencia.

3.2.4.2. Inyeccion de biotin-dextranamina en la corteza visual primaria

El empleo de la biotin-dextranamina (BDA) como trazador anterégrado, surge como
alternativa al uso de las dextranaminas fluorescentes, cuyo principal inconveniente es la
rapidez con que pierden su capacidad de fluorescer. Este trazador se aplica tanto
iontoforéticamente como a presion y se transporta desde la corteza hasta el mesencéfalo de la
rata tras un periodo de supervivencia de 1 semana. De esta manera se consigue el relleno
completo de los terminales axonales y de los botones sinapticos (Veenman et al., 1992),
permitiendo un marcado muy sensible y detallado de los axones y los terminales (Reiner et al.,
2000). En este trabajo la microinyeccion a presion de BDA nos permitié analizar la
organizacion de la conexion visual corticocolicular de ratas adultas tras las diferentes
situaciones experimentales estudiadas. A continuacion se detalla la metodologia usada para su

administracion.
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Una vez anestesiados, los animales fueron colocados en un marco estereotaxico, se les
realiz6 una incision cutdnea hasta exponer la zona craneal, y se realizé un pequefio trépano en
el hueso situado encima de la zona de interés siguiendo las coordenadas estereotaxicas
correspondientes las cuales se determinaron usando el atlas de Swanson (1996) teniendo en
cuenta el punto craneométrico Bregma, la sutura media del craneo y la profundidad. En el
presente trabajo, el lugar de inyeccion del trazador BDA fue la CV1 y las correspondientes
coordenadas, medidas en mm fueron Bregma -6 mm, lateral izquierdo 4 mm, profundidad 1
mm. Después de perforar la dura madre se inocul6 2 pl de BDA 10000 (Sigma-Aldrich)
disuelto al 7,5% (p/v) en tampon fosfato 0,1M, pH 7,4 (PB). El BDA se administro, al igual
que la CTB, por medio de una jeringa (Nanofil Srynge, Word Precission Instruments)
equipada con una aguja 33G (Word Precission Instruments) conectada a un microinyector a
presion (kds310, Kd Scientific) a una velocidad constante de 0,15 pl/min. Finalizada la
inyeccion se dejo un tiempo de espera de 5 minutos para evitar el reflujo del trazador.
Transcurrida la operacion se sutur6 la piel y los animales se mantuvieron atemperados tal y
como se ha explicado anteriormente. El tiempo de supervivencia desde la inyeccion del

trazador hasta la perfusion fue de 7 dias.

3.2.5. Administracion de siRNAs

Con el fin de reducir la expresion de las moléculas inhibidoras del crecimiento axonal
NgR y RhoA, en un intento de promover la plasticidad tras la desaferenciacion retiniana en el
adulto en la via visual corticocolicular, se llevd a cabo la administracion de siRNAs

especificamente dirigidos frente a estas moléculas.

El fenémeno de interferencia mediada por RNA (RNAi) es un mecanismo de
silenciamiento del RNA especifico de secuencia. Observado por primera vez hace poco mas
de una década (Fire et al., 1998), parece estar involucrado en el mecanismo de defensa contra
RNAs de doble cadena extrafios. La ruta de RNAi en las células de mamiferos esta dirigida
por la presencia de RNAs de doble cadena o RNAS pequeiios de interferencia (siRNAs) (Fire
et al., 1998; Elbashir et al., 2001). Los siRNAs son moléculas que constan de dos hebras de
21 nucleotidos acopladas en un duplex de 19 pares de bases, con dos colas de nucleétidos.
Mediante el ensamblaje en el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) se
produce el desenrollamiento del duplex del siRNA. La degradacion especifica esta guiada por
la hebra antisentido del siRNA que hibrida con el mRNA a nivel de las unidades ribosdémicas

siendo alli degradado por las RNAsas e impidiéndose, por tanto, la posterior traduccion a
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proteinas (revisado por Rana, 2007). Desde su descubrimiento, se ha producido un rapido
incremento del empleo de siRNAs para la investigacion en diversas areas y como agente

terapéutico potencial (revisado por Ryther et al., 2005).

3.2.5.1. Diseiio de siRNAs

En este trabajo se disefiaron siRNAs especificamente dirigidos frente a NgR y RhoA
de Rattus norvergicus. Para ello, fueron disefiados de acuerdo a las indicaciones de la pagina
web  (http://www.rockefeller.edu/labheads/tuschl/) del laboratorio de RNA y Biologia
Molecular del Dr. Thomas Tuschl (Instituto Médico Howard Hughes, Universidad de
Rockefeller, Nueva York). Por medio de esta pagina web se accede al programa
bioinformatico siRNA del Instituto de Investigacion Biomédica Whitehead
(http://jura.wi.mit.edu/bioc/siRNAext/) donde a partir de las secuencias nucleotidicas de
interés obtenidas del GenBank, se facilitan las parejas de oligos de los siRNAs. Asimismo, se
llevo a cabo el disefio de scrambles a modo de control negativo. Para ello, se disefiaron
secuencias de la misma longitud y composicion nucleotidica que sus respectivos siRNAs pero
con al menos 4 o 5 nucledtidos desemparejados, y se comprobd que los scrambles disenados
no presentaran homologia con otros genes mediante el programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool). El servicio de sintesis de los siRNAs y los respectivos scrambles fue
llevado a cabo por la casa comercial Sigma-Aldrich. La tabla 2 muestra las secuencias de

siRNAs empleadas frente a NgR y RhoA.
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Tabla 2. Secuencias de los siRNAs disefiados dirigidos frente a NgR y RhoA y sus respectivos

scrambles.
Gen I e Secuencia siRNAs
GenBank
S5 [Btn] UGACUCUCCAUUUGGGACsUsUsU [Thiol C3]
NgR AF462390.1

ASS5’ [Btn] AGUCCCAAAUGGAGAGUCsAsUsU [Thiol C3]

NoR 35’ [Btn] UGACUCUGCAUUUCGGACsUsUsU [Thiol C3]
g

scramble
AS5’ [Btn] AGUCCCAUAUGGACAGUCsAsUsU [Thiol C3]

S5’ [Btn] GUGCUGUUUAUUAAUCUUsAsUsU [Thiol C3]
RhoA  NM 057132.3

ASS5’ [Btn] UAAGAUUAAUAAACAGCAsCsUsU [Thiol C3]

RboA S5’ [Btn] GUGCUGUAUAUUAUUCUUsAsUsU [Thiol C3]
(0}

scramble
AS5’ [Btn] UAAGAUUUAUAAAGAGCAsCsUsU [Thiol C3]

* S, secuencia sentido; AS, secuencia antisentido; [Btn], biotinilado; [Thiol C3], tiofosforado.

3.2.5.2. Inyeccion de siRNAs en la corteza visual primaria

La administracion de siRNAs frente a NgR en la CV1 se llevo a cabo del mismo modo
que la microinyeccion a presion del trazador anterogrado BDA en la misma region (Bregma
-6, lateral izquierdo 4, profundidad 1), tal y como se describe en el apartado correspondiente
de esta seccion. Los siRNAs fueron reconstituidos en agua libre de RNAasas a una
concentracion de 50 UM y mezclados con el reactivo oligofectamina (Invitrogen) en una
proporcion 10:1, respectivamente. El volumen total de inyeccion fue de 3 pl de la mezcla

anterior que fue inyectado a una velocidad constante de 0,15 pl/min.

El tiempo de supervivencia de los animales que fueron inyectados con siRNAs para su
posterior analisis mediante QRT-PCR fue de 24 horas. Cuando los animales fueron procesados
para el estudio de la conexion corticocolicular visual, 4 dias después de la administracion de

los siRNAs se les inyectd BDA y tras 7 dias se procedi6 al sacrificio para su posterior analisis.
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3.3. Tratamiento cronico con fluoxetina

El tratamiento cronico con fluoxetina (fluoxetina hidrocloruro, Sigma-Aldrich) se
llevd a cabo sistematicamente iniciandose inmediatamente después de llevar a cabo la
desaferenciacion retiniana en ratas adultas de 2 meses de edad y finalizandolo el dia de su
sacrificio (4 semanas después). La administracion se realizé por via oral incluida en el agua

suministrada ad libitum (0,2 mg de fluoxetina hidroclouro/ml de agua).

3.4. Estimulacion magnética

Como parte del presente trabajo de tesis algunos animales fueron sometidos a
alteraciones en la polaridad del campo magnético. El disefio del equipo necesario para
ejecutar estos experimentos ha sido llevado a cabo por el grupo de investigacion dirigido por
el Profesor Barandiaran (Departamento de Electricidad y Electronica, Facultad de Ciencia y
Tecnologia, UPV/EHU). A modo aclaratorio, cuando se haga referencia a que los animales
fueron estimulados magnéticamente se referird a que fueron expuestos a las condiciones que

se detallan en este apartado.

El campo magnético que se us6 en los experimentos vino producido por un conjunto de tres
pares de carretes de Helmholtz orientados en las direcciones X, Y y Z, respectivamente. El
disefio de los carretes fue lo suficientemente grande como para alojar en su interior una jaula
no magnética donde se alojo al animal durante los experimentos de estimulacion (Fig. 2).
Cada par de carretes se conectd a una alimentacion independiente, todas ellas controladas por
un ordenador mediante un programa escrito en LabVIEW. Este permitid programar la
secuencia y duracion de la excitacion magnética a aplicar. Los carretes fueron
convenientemente calibrados de forma que fueron capaces de compensar exactamente el
campo geomagnético en el punto de operacion, de forma que no fue necesario apantallar el
sistema. Los campos que se aplicaron fueron del orden del campo geomagnético (campo
magnético de la Tierra = 40 uT) pero con la componente horizontal rotada 120°. En el disefio
experimental un grupo de animales se expusieron a este campo magnético alterado durante 1
hora tras la cual los animales fueron sacrificados. El otro grupo de animales se sometio a
cambios de la componente horizontal alterantes durante 11 dias. Para este fin se programé un
ciclo en el que la componente horizontal estaba rotada 120° durante 1 hora, y retornaba a las
condiciones equivalentes al campo magnético terrestre durante 8 horas, asi sucesivamente

durante 11 dias.

42



Material y Métodos

Fig. 2. Fotografia del equipo de estimulacion
magnética. Se observa que esta formado por 3 pares
de carretes Helmoltz, orientados en las direcciones
X, Y y Z, respectivamente.

3.5. Preparacion del tejido nervioso para histologia

3.5.1. Fijacion

La fijacién tiene como objetivo aumentar la consistencia del tejido mediante la
desnaturalizacion de las proteinas tisulares e impedir la difusion, desde su ubicacién in vivo en

las estructuras objeto de estudio, de las moléculas que se pretenden detectar.

El animal anestesiado se fijo por perfusion percardiaca. Como soluciéon fijadora se
empleo6 paraformaldehido frio al 4 % (p/v) en PB, que se introdujo en el torrente sanguineo de
los animales mediante presion a través de una canula introducida en el ventriculo izquierdo,
con un volumen total por animal de 200 ml a un flujo de 10,5 ml/min regulado por medio de

una bomba de perfusion (Masterflex, Modelo 7018.20).

3.5.2. Extraccion de cerebro y microtomia

Una vez prefundido el animal se extrajo el encéfalo del craneo con la ayuda de una
gubia y se dejo en postfijacion en la misma solucion fijadora durante 12 horas a 4°C, excepto
los bloques que fueron procesados para la deteccion inmunohistoquimica de c-Fos que se
postfijaron 4 horas. Transcurrido este tiempo, se sumergioé en una solucion crioprotectora que
contenia sacarosa al 30% (p/v) en tampoén fosfato salino 0,1M, pH 7,4 (PBS) durante 24-72

horas a 4°C hasta su hundimiento, momento indicativo de una correcta crioproteccion. Una
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vez crioprotegidos los bloques, se procedid a su microtomia mediante microtomo de

congelacion (Frigomobil, Leica) obteniéndose secciones histologicas de 60 um de grosor.

3.6. Inmunohistoquimica

La técnica de inmunohistoquimica, utilizada para el estudio cualitativo de proteinas en
secciones de tejido, se basa en la capacidad de los anticuerpos de unirse especificamente a un
antigeno de la proteina contra la que van dirigidos. El complejo formado por el antigeno
unido al anticuerpo puede visualizarse de forma indirecta utilizando un anticuerpo secundario
capaz de unirse especificamente al anticuerpo primario. Para ello, el anticuerpo secundario
debe estar previamente conjugado con alguna molécula, enzima o fluorocromo que permita su
deteccion. Los anticuerpos primarios y secundarios empleados en esta técnica se encuentran

descritos en las tablas 3 y 4, respectivamente.

Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados para estudios de inmunohistoquimica.

Anticuerpo primario Huésped Marcado Dilucion Casa Comercial
Anti-CTB Cabra Conexion retinocolicular 1:10000 Calbiochem
Anti-CB Raton Subpoblaciones neuronales 1.10000 Swant
Anti-CR Conejo  Subpoblaciones neuronales 1:2000 Swant
Anti-PV Conejo Subpoblaciones neuronales 1:5000 Swant
Anti-GFAP Conejo Astrocitos 1:3000 Dako
Anti-c-Fos Conejo Actividad neuronal 1:10000 Calbiochem

_ Terminales presinapticos _ )
Anti-VGIuT1 Cobaya ) ) 1 pg/ml Frontier Institute
corticocoliculares
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Tabla 4. Anticuerpos secundarios utilizados para estudios de inmunohistoquimica.

Anticuerpo secundario  Huésped Conjugado Dilucion Casa Comercial
Anti-IgG de conejo Cabra Biotina 1:200 Vector
Anti-IgG de cabra Conejo Biotina 1:200 Vector
Anti-IgG de raton Cabra Biotina 1:200 Vector
Anti-IgG de cobaya Asno Biotina 1:200 fackson
InmunoResearch
Anti-IgG de conejo Cabra Alexa Fluor 594 rojo 1:200 Invitrogen
Anti-IgG de raton Cabra Alexa Fluor 594 rojo 1:200 Invitrogen
Anti-IgG de cobaya Cabra Alexa Fluor 594 rojo 1:200 Invitrogen
Anti-IgG de conejo Cabra Alexa Fluor 488 verde 1:200 Invitrogen

3.6.1. Protocolo de inmunohistoquimica

La aplicacion de las técnicas inmunohistoquimicas para todos los casos estudiados fue
llevado a cabo en secciones histologicas de 60 um en flotacion y siempre en agitacion
continua. La deteccion de los diferentes antigenos se llevd a cabo mediante el método
inmunohistoquimico de la avidina-biotina-peroxidasa (ABC) o mediante técnicas de

inmunofluorescencia tanto simples como dobles.

Las secciones histologicas se trataron con agua oxigenada (H,O;) al 1% (v/v) en PBS
durante 30 minutos con el fin de inactivar las peroxidasas endégenas que permanecen activas
en el tejido, y de ese modo eliminar el posible marcado artefactual, cuando fueron procesados

para la técnica inmunohistoquimica ABC.

La secciones se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en una solucion que
bloquea las uniones inespecificas del anticuerpo secundario. Estas soluciones de bloqueo
empleadas eran sueros del mismo animal en el que estaba hechos los anticuerpos secundarios,

excepto para el secundario anti-cobaya hecho en asno que se empled albiimina de suero
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bovino (BSA). Los sueros utilizados para bloquear fueron suero normal de cabra, suero
normal de conejo (Vector) y BSA al 4% en PBS con Triton X-100 al 0,5% (PBS-Tx). El
triton tiene como objetivo permeabilizar el tejido. A continuacion, los cortes se incubaron 24
horas a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente a la concentracion detallada en la
tabla 3 diluido en PBS-Tx. Tras tres lavados de 5 minutos en PBS, se incubaron con los
anticuerpos secundarios, bien conjugados con biotina o combinados con el fluorocromo
correspondiente, preparados al 1:200 en PBS-Tx durante una hora a temperatura ambiente.
Los cortes se volvieron a lavar en PBS (3x5 min). Los cortes procesados para
inmunofluorescencia doble se incubaron con un coctel de los sueros, anticuerpos primarios y
secundarios correspondientes. En la tabla 5 se muestra un resumen de los sueros, anticuerpos

primarios y secundarios empleados.

Las secciones que fueron procesadas por el método ABC se incubaron en oscuridad
con el complejo ABC (Vectastain kit, Vector Laboratories) al 1:200 en PBS-Tx durante 1
hora a temperatura ambiente. Previo al revelado, se realizaron otros dos lavados en PBS, y
uno en Trizma base-HCl 0,05M, pH 7,4 (Tris-HCI). Para poner de manifiesto el
inmunomarcado las secciones se revelaron incubando en una solucidon recién preparada y
filtrada que contenia el cromoégeno 3°,3’-Diaminobenzidina (DAB) al 0,05% (p/v) y H2O, al
0,01% (v/v) en Tris-HCI. La reaccion se controld al microscopio y se detuvo mediante
lavados en PBS (3x5 min) cuando se alcanzé una coloracién marron indicativa de la deteccion
de estructuras inmunopositivas. A continuacion los cortes se montaron en portaobjetos
gelatinizados. Se dejaron secar al aire, se deshidrataron en una bateria de etanoles de
concentracion creciente (50%, 70%, 80%, 96% y 100%) y se aclararon en xileno. Se

cubrieron con resina DPX (Fluka Quimica) quedando de esta manera listos para su estudio.

Las secciones reveladas con fluorocromos se montaron sobre portaobjetos
gelatinizados y se cubrieron con Vectashield (Vector Laboratories) empleado como medio de

montaje para preservacion de la fluorescencia.

46



Material y Métodos

Tabla 5. Resumen de los sueros, anticuerpos primarios y secundarios empleados para el
procesamiento mediante inmunohistoquimica.

Solucién de bloqueo Anticuerpo primario Anticuerpo secundario

Suero normal de conejo

Suero normal de cabra

Suero normal de cabra

Suero normal de cabra

Suero normal de cabra

Suero normal de cabra

Cabra anti-CTB

Ratén anti-CB

Congjo anti-CR

Conegjo anti-PV

Congjo anti-GFAP

Conejo anti-c-Fos

Congjo anti-cabra

Cabra anti-raton

Cabra anti-conejo

Cabra anti-conejo

Cabra anti-conejo

Cabra anti-conejo

BSA Cobaya anti-VGIuT1 Asno anti-cobaya

3.7. Técnica neurohistoquimica para el revelado de la biotin-dextranamina

La deteccion del BDA se hizo siguiendo un protocolo basado en la afinidad de la
avidina por la biotina. Al igual que para la inmunohistoquimica el protocolo se realizd en

cortes de tejido de 60 um en flotacion en continua agitacion.

En primer lugar, las secciones histologicas se lavaron en PBS (2x10 min) y se
preincubaron con H,O, al 1% en PBS, durante 30 minutos para inactivar las peroxidasas
endogenas. A continuacion, los cortes se lavaron de nuevo (3x10 min) y se incubaron en el
complejo ABC al 1:200 en PBS-Tx durante 24 horas a 4°C. Después de lavar los cortes (3x10
min), los 2 primeros lavados en PBS y el tercero en Tris-HCI, con el objetivo de poner de
manifiesto el marcado anterogrado de BDA, las secciones se incubaron en la solucion de
revelado recién preparada y filtrada de DAB al 0,05% (p/v) y H,O, al 0,01% (v/v) en Tris-
HCI durante 10 minutos. La reaccidon se detuvo lavando las secciones con PBS (3x5 min). Por
ultimo los cortes se montaron en portaobjetos gelatinizados, se dejaron secar, se deshidrataron

y se cubrieron con resina DPX tal y como se ha indicado anteriormente.
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3.8. Técnica de Nissl

Esta tincion se utilizd para delimitar las areas cerebrales objeto de estudio, como
fueron los estratos superficiales del CS, proporcionando una panoramica general y exhaustiva
de la distribucion, tamafio y morfologia de los somas neuronales, asi como posibles efectos no
deseados de las intervenciones como pueden ser roturas de tractos nerviosos o lesiones
necroéticas. Se usa un colorante acidofilo que se une al RNA, tifiendo por tanto, el nucleo, el

nucleolo y los ribosomas del reticulo endoplasmaético rugoso.

Los cortes de tejido se montaron en portaobjetos gelatinizados y se dejaron secar a
temperatura ambiente tras lo cual se sumergieron en xileno durante 20-60 minutos. El xileno
desestabiliza los lipidos y permite la mejor penetracion del tinte azul de toluidina.
Seguidamente se rehidrataron pasdndolos por una bateria de etanoles de concentraciones
decrecientes (100%, 96%, 86%, 70% y 50%) hasta H,Od y se tifieron durante 1 minuto en
azul de toluidina al 1% (v/v) en H,Od. A continuacion se enjuagaron en H,Od y se
diferenciaron y deshidrataron en otra serie de etanoles de concentracion creciente conteniendo
acido acético glacial al 0,5%, con excepcion del etanol absoluto. Finalmente los cortes se

aclararon en xileno durante 20 min y se cubrieron utilizando la resina sintética DPX.
3.9. Analisis de la expresion génica mediante qRT-PCR

Los cambios en la expresion génica en la corteza visual (CV) tras la inyeccion de
siRNAs frente a NgR y RhoA fueron analizados mediante la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa a tiempo real cuantitativa (QRT-PCR). La qRT-PCR a tiempo real es el método
mas preciso, reproducible y especifico para determinar la cantidad inicial de mRNA en una
muestra. Consiste en la deteccién y cuantificacion de un reportero fluorescente capaz de
unirse al DNA, ya que la cantidad de producto generado durante cada ciclo de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), es directamente proporcional a la cantidad de mRNA que

contiene la muestra antes de comenzar el proceso de PCR.

La PCR permite generar copias de un DNA plantilla de forma exponencial. Con el
tiempo, la formacion de producto final deja de ser exponencial, alcanzando un plato debido a
diversos factores como la limitacion de los sustratos, la inactividad térmica o inhibicion de la
enzima y la destruccion del producto final por la actividad exonucleasa (Kainz, 2000). Esta es

la principal razon por la que no se puede cuantificar de forma fiable la cantidad de mRNA a
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tiempo fijo. Es solo durante la fase exponencial, en la cual los productos de la PCR se
acumulan “a tiempo real”, en la que es posible determinar la cantidad inicial del mRNA de la
muestra. En esta fase se puede determinar un umbral de sefial fluorescente en el cual todas las
muestras pueden ser comparadas. Este umbral se define como el punto en el cual la
fluorescencia generada es significativamente superior a la fluorescencia basal y el nimero de
ciclos de PCR para alcanzar este umbral se conoce como ciclo umbral (Ct). Estos valores de
Ct son directamente proporcionales a la cantidad de mRNA inicial y pueden ser expresados

como un resultado cuantitativo interpolandolos en una recta estandar.

3.9.1. Diseino de cebadores

En este estudio, para los genes de interés, se ha utilizado como reportero fluorescente
el SYBR Green (Applied Biosystems), capaz de unirse al DNA de doble cadena, y bajo
excitacion, emitir luz. Por tanto, a medida que se acumula el producto amplificado, la
fluorescencia aumenta. Puesto que el SYBR Green puede unirse a cualquier DNA de doble
cadena presente en la reaccion incluyendo dimeros de cebadores y otros productos no
especificos de la reaccion, se puede producir una sobrestimacion de la cantidad de mRNA de
la muestra por lo que la especificidad de la PCR depende fundamentalmente de los cebadores

empleados.

Mediante el programa informatico Primer3 (Whitehead Institute for Biomedical
Research, Cambridge, MD, USA) de cada gen de interés se diseiid un par de cebadores, uno
sentido y otro antisentido, en base a las secuencias de mRNA de la especie Rattus norvergicus
obtenidas de la base de datos de GenBank, que abarcaban una region a amplificar de 50 a 150
pares de bases. De cada pareja de cebadores, al menos uno se disefio en una region de la
secuencia comprendida entre dos exones diferentes, con el fin de evitar la amplificacion de
DNA gendmico no deseada que podria interferir en la posterior interpretacion de los
resultados. La determinacion de la pareja de cebadores mas idonea se realizd en base a las
siguientes caracteristicas: longitud de bases de 15 a 25; contenido G/C entre 30 y 60%,
ultimos 5 nucledtidos del extremo 3” con no mas de 2 bases G y/o C; temperatura de
hibridacion entre 58 y 60°C; complementariedad entre y dentro de cada cebador < 1. Ademas
se comprobo su especificidad mediante el programa BLAST. En la tabla 6 se muestran la
secuencias de los cebadores escogidos para cada gen de interés, especificandose el nimero de

acceso correspondiente con la secuencia del Genbank y el tamafio del amplicon amplificado.
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Tabla 6. Cebadores disefiados para amplificar por qRT-PCR los transcritos de interés.

N° acceso . Tamaiio
Gen Secuencia cebador . .
GenBank amplicon

S 5’-gcagtacctgcgactcaatg-3”
NgR AF462390.1 91
AS 5’-tgaggaacctcggaacttct-3”

S 5’-gacgggaagcaggtagagtt-3”
RhoA NM 057132.3 89
AS 5’-tcagtgtctgggtaggagagag-3’

* S, secuencia sentido; AS, secuencia antisentido.

3.9.2. Extraccion del RNA de la corteza visual

Bajo anestesia profunda, los animales fueron decapitados y las cortezas visuales
fueron disecadas con la mayor brevedad posible para evitar al méximo la degradacion del
mRNA. El tejido se puso inmediatamente en tubos autoclavados libres de RNAasas de 1,5 ml
que contenian 350 pul RNA later (Quiagen) y se les mantuvo en esta solucién 24 horas a 4°C.
Transcurrido este tiempo se procedi6 a la extraccion del RNA mediante el RNeasy Mini Kit
(Qiagen) siguiendo el protocolo determinado por el kit. Ademas en el protocolo seguido se
incluydo un paso adicional de tratamiento con DNAasas para evitar cualquier posible
amplificacion de DNA gendémico que pueda interferir en la interpretacion de los resultados.
Este procedimiento se llevd a cabo en un area de trabajo libre de RNAasas tratado con

RNAasa ZAP (Ambion).

3.9.3. Retrotranscripcion

Previamente a la obtencion del DNA complementario (cDNA), se procedid a
determinar la calidad y la concentracion del RNA extraido. Para ello, la concentracion, dada
en ng/ul se midié en un Nanodrop conectado al programa informatico NanoDrop 3.0.0. que
ademas proporcionaba el ratio de la absorbancia A260/280 indicativo de la pureza del RNA.
Todas las muestras analizadas mostraron un ratio mayor de 1,8 indicando que presentaban una
calidad adecuada. Ademas, mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, se corrieron 2ul
de cada muestra de RNA a un voltaje de 100 voltios pudiéndose observar dos bandas claras de

RNA correspondientes al RNA 18s y 28s, verificando la adecuada calidad del proceso de
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extraccion de RNA. Como agente intercalante se empleo Syber Safe (Invitrogen) en una
proporcion de 1 pl por cada 100 ml del volumen de gel preparado lo que permiti6 hacer

visible estas bandas mediante un transiluminador de radiacion ultravioleta.

Previo al ensayo de qRT-PCR se llevé a cabo la retrotranscripcion del RNA a su
cDNA por el enzima transcriptasa inversa, de manera que se pudo utilizar como DNA molde.
Para la obtencion del cDNA se empled el kit SuperScript III Reverse Transcriptase

(Invitrogen). El protocolo seguido fue el siguiente.

Primeramente se anadié por muestra en un tubo de PCR de 0,5 ml 11 pl de RNA, 1 pl
de oligo (dT)yo y 1 ul de ANTP Mix 10 mM, se mezclo pipeteando y se calentd durante 5 min
a 65°C mediante el termociclador (ICycler-BioRad). Inmediatamente después se incubd
durante al menos 1 minuto en hielo. Se recolectd todo el volumen por breve centrifugacion y
se afiadio 4 pl del tampon First Strand 5X, 1 ul de DTT 0,1 M, 1 pl de RNase OUT
Recombinant RNase Inhibitor y 1 ul de SuperScript III RT. Se mezcld por pipeteo y se incubo
durante 1 hora a 50 °C. La reaccion se inactivo por calentamiento a 70°C durante 15 minutos.

De ahi se obtuvo el cDNA que se conservo a -20°C hasta su uso posterior.

3.9.4. Protocolo de qRT-PCR

El anélisis de qRT-PCR se llevo a cabo para los 2 genes de interés, NgR y RhoA
mediante la quimica de SYBR Green. Ademas, dado que no existe ningun gen invariable que
pueda actuar como control endogeno universal, se analizd la expresion de 3 controles
enddgenos candidatos para la normalizacion de la expresion, el Tbp, el Hprtl y el Ywhaz. La
deteccion de los controles enddgenos se ha basado en el empleo de cebadores y sondas de
hidrolisis especificos para cada gen (IDT). Las sondas de hidrolisis son sondas de doble
quencher (5’FAM/ZEN/3’IBFQ), que contienen dos quenchers no fluorescentes, uno interno
(ZEN) y otro en el extremo 3’ (IBFQ), lo que reduce la fluorescencia basal y aumenta la
sensibilidad del ensayo. Se han empleado ensayos PrimeTime predisefiados (PrimeTime pre-
designed qPCR Assays, IDT). Estos ensayos contienen en un mismo tubo la sonda y los

cebadores especificos para el gen (Tabla 7).
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Tabla 7. Ensayos PrimeTime prediseiiados (IDT) empleados para los controles end6genos.

Gen Nombre del ensayo N° acceso GenBank
Ywhaz Rn.PT.45.8368619 NM 013011
Hprtl Rn.PT.45.8035974 NM 012583

Tbp Rn.PT.45.50978194 NM 001004198

La gRT-PCR fue llevada a cabo por el Servicio de Genomica de los Servicios
Generales de Investigacion de la UPV/EHU mediante el sistema 7900HT Fast Real Time
PCR System (Applied Biosystems) en placas de 96 pocillos. El volumen total de reaccion fue
de 20 ul conteniendo 20 ng de cDNA. Se migraron triplicados por cada muestra y gen. Las
amplificaciones de los genes de interés y los controles endogenos se realizaron de manera

independiente.

3.9.4.1. Protocolo de qRT-PCR para la deteccion del receptor de Nogo y RhoA mediante la
quimica SYBR Green

Para llevar a cabo la reaccion se utilizo el kit Fast SYBR Master Mix (Applied
Biosystems) empleando el modo Fast de Applied Biosystem. Las concentraciones de los
cebadores de NgR y RhoA empleadas fueron de 900 nM y 300 nM para el cebador sentido y

antisentido, respectivamente. El protocolo de PCR seguido fue el siguiente:

e Ciclo 1 (1X): 95°C 20 minutos
* Ciclo 2 (40X):
0 Paso 1: 95°C 1 segundos
0 Paso 2: 60°C 20 segundos
* Ciclo 3 (1X): Curva de disociacion: 60°C-95°C

Como se ha comentado previamente, el SYBR Green es un fluorocromo inespecifico
que se une a acidos nucleicos de doble cadena, por lo que si hay dimeros de cebadores o
amplificacion de productos inespecificos también se une y proporciona fluorescencia, lo que
se suma a la fluorescencia total que detecta el equipo. La curva de disociacion se llevo a cabo

para el analisis de la especificidad de los cebadores empleados con el objetivo de determinar
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la temperatura de desnaturalizacion de los productos amplificados. En los casos estudiados se
obtuvo una curva con un solo pico lo que era indicativo de un inico amplicon y, por tanto, de
la adecuada especificidad de los cebadores. Ademas, en todas las reacciones se incluyeron

controles negativos sin DNA para comprobar que los productos obtenidos fueron especificos.

3.9.4.2. Protocolo de qRT-PCR para los controles endogenos mediante sondas de hidrolisis

Para la reaccion se empled el kit TagMan Fast Advanced Master Mix (Applied
Biosystems). Las concentraciones finales de los cebadores utilizadas fueron de 500 nM, y de
la sonda de hidrolisis de 250 nM. Se emple6 el modo Fast de Applied Biosystem. A

continuacion se muestra el protocolo de PCR seguido:

* Ciclo 1 (1X): 50°C 2 minutos (incubacién de enzima UNG, incluida)
e Ciclo 2 (1X): 95°C 20 segundos
* Ciclo 3 (40X):

0 Paso 1:95°C 1 segundos

0 Paso 2: 60°C 20 segundos

Como se ha comentado no existe ningiin gen que pueda ser empleado como control
endogeno universal. Mediante el algoritmo NormFinder se analizd la variabilidad en la
expresion de los genes endogenos candidatos en las muestras estudiadas. Segun este
algoritmo la combinacion de los dos enddgenos mas estables para nuestro estudio
correspondido con los genes Ywhaz y Tbp, por lo que fueron los seleccionados para la

normalizacion de los valores obtenidos de las muestras de interés.

3.9.5. Analisis de los resultados de qRT-PCR

Mediante el programa de andlisis SDS 2.4 (Applied Biosystems) se represento
graficamente la fluorescencia normalizada respecto al ciclo. Para el analisis se fijaron dos
parametros, bien automaticamente o bien manualmente: la linea base en la que la
fluorescencia es basal, es decir, no hay amplificacion detectable, y el nivel umbral, en el que
la fluorescencia supera significativamente la linea base. Al migrar cada muestra y gen por
triplicado, se calculo para cada muestra el Ct promedio y su desviacion estandar, que en todos
los casos fue inferior a 0.5, por lo que se pudo tomar como vélido el resultado. Para la

cuantificacion de la expresion absoluta se empled el método de la curva estandar, para poder
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hacer el célculo de la eficiencia de la reaccion a partir de los datos de la pendiente de la recta
estandar. Junto a las muestras se migraron cinco muestras estandar que se corresponden con
diluciones seriadas con un factor de dilucion 1/5 de la muestra estdndar. A partir de las
cantidades y los Cts obtenidos para las muestras estandar se determind una recta patron, a
partir de la cual se obtuvo la expresion absoluta de las muestras de estudio. Los valores
obtenidos de cada muestra para cada gen de estudio se normalizaron respecto al valor de la
media geométrica de los dos enddgenos elegidos, el Ywhaz y el Tbp, para cada muestra, y a

continuacion se determind el porcentaje de expresion respecto a la media del grupo control.

3.10. Inmunoensayo para la cuantificacion de la proteina BDNF mediante ELISA

3.10.1. Extraccion y cuantificacion de proteinas totales

Para determinar los cambios en la expresion de la proteina BDNF en las regiones
cerebrales de interés tras la exposicion a un campo magnético alterado se llevd a cabo la
cuantificacion de esta neurotrofina empleando para ello el kit BDNF Emax ImmunoAssay
System (Promega), que permitié la medicion del BDNF libre total mediante el ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Para ello, previamente se disecod el tejido a
analizar y de inmediato se sumergi6 en isopentano enfriado a -80°C lo que permitido que el
tejido se congelara al instante evitando asi su degradacion. Una vez se extrajo el tejido éste se

conservo a -80°C hasta su posterior utilizacion.

Siguiendo las recomendaciones del kit, la extraccion de proteinas total se realizo
mediante la homogenizacion mecénica del tejido con el tampon de lisis compuesto por NaCl
137 mM, Trizma base-HCI, 20 mM, pH 8, Nonidet P40 al 1%, glicerol al 10%, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo 1 mM, 10 ug/ml de aprotinina, 1 ug/ml de leupeptina y vanadato sdédico
0,5 mM en H,Od. El homogeneizado se centrifugd 1 minuto a 12.000 rpm, para retirar los

restos de tejido.

Una vez extraida la fraccion proteica se procedié a determinar su concentracion
mediante un protocolo basado en el método Bradford (Bradford, 1976), donde se
cuantificaron los cambios de color del azul brillante Coomassie como respuesta a la
concentracion de proteinas presentes. La medida de la concentracion se realizé en cubetas de
poliestireno de espectrofotometro de 1,5 ml (Semi-Micro Cuvettes, BioRad), afiadiendo por

cada muestra a analizar 800 pl de agua destilada, 1 pl de suspension de proteina
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correspondiente y 200 pl de reactivo de Bradford. Se realizo la medicion de las absorbancias a
A 595 nm en el espectrofotometro (LanOptics). Previamente se determind un blanco, que
marcé la concentracion 0 de proteina y como estdndar, de concentracion conocida, se utilizé
BSA a una concentracion de 1pg/pl. Conocida la concentracion de proteinas totales ésta se

iguald en todas las muestras para poder comparar los cambios de concentracion de BDNF.

3.10.2. Protocolo para la cuantificacion de la proteina de BDNF mediante ELISA

El procedimiento para la cuantificacion de los niveles de proteina de BDNF fue
realizado siguiendo el protocolo determinado por el kit BDNF Emax ImmunoAssay System
(Promega). En base a este protocolo los ensayos se llevaron a cabo en placas de poliestireno
para ELISA de 96 pocillos (Nunc-Immuno Maxisorp). La lectura de la placa fue llevada a
cabo mediante un equipo de ELISA (Multiskan Ex, Thermo Electron Corporation) con el
programa informatico Ascent Sofware for Multiskan version 2.6., a una absorbancia de 450
nm. En cada ensayo cada muestra se analizdé por duplicado. Las concentraciones de BDNF
(ng/pg de proteina total) se determinaron a partir de una recta patrén de concentracion

conocida.

3.11. Examen del material histolégico

El examen de los cortes y la documentacion fotografica se realizaron en un
microscopio de luz transmitida Optiphot-2 (Nikon) equipado con fluorescencia, bajo
diferentes aumentos (4x, 10x, 20x, 40x y 100x) acoplado a un sistema de microfotografia
digital Nikon Digital Camera DMX 1200F mediante el programa informatico ACT-1. Todas

las iméagenes se digitalizaron bajo la misma apertura de diafragma e iluminacion.

Para el andlisis de los cortes histologicos con inmunofluorescencia doble se
obtuvieron imagenes de planos focales con un microscopio laser confocal LEICA LCS SP2
AOBS usando laseres de 488 nm y 594 nm mediante el programa informatico Leica Confocal

Software.

Los campos terminales corticocoliculares marcadas con BDA se dibujaron a camara
clara (Nikon 350x) bajo un objetivo de 10x. Asimismo los lugares de inyeccioén en la CV1 y
los lugares de proyeccion visual corticocolicular se delimitaron en dibujos a camara clara de

las secciones coronales objeto de estudio bajo un objetivo de 4x. A partir de estos dibujos se
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hicieron reconstrucciones dorsales representando los lugares de inyeccion sobre mapas de la
corteza cerebral (Zilles, 1985) y los de proyeccion sobre una vista dorsal del CS. Los dibujos
a camara clara y las reconstrucciones fueron digitalizados usando un escaner Perfection 3200
(Epson). Los contornos de los dibujos se perfilaron mediante el programa informatico

Freehand 10.

La delimitacidn e identificacion de las diferentes areas cerebrales estudiadas se realizo

mediante la tincidon de Nissl y con ayuda de los atlas de cerebro de rata de Swanson (1996).

Las figuras presentadas en este trabajo se procesaron y subtitularon digitalmente con
el programa Adobe PhotoShop CS. El tratamiento tan solo incluy6é modificaciones del tamafio
y/o la resolucion, asi como los ajustes necesarios de brillo y contraste para mejorar la calidad

de las mismas.
3.12. Analisis estadistico

Las c¢lulas c-Fos inmunopositivas se contaron bajo un objetivo de 20x usando el
programa informatico Soft Imaging System AnaliSYS 2.11 (IZAES). Se determind la
densidad de células c-Fos inmunopositivas por mm?” a tres niveles rostrocaudales del CS (6;
6,7 y 7,3 mm caudal a Bregma) en el estrato gris superficial y en el estrato Optico en cada
condicion experimental. El andlisis estadistico se llevo a cabo con los valores de densidad

promedia obtenidos para cada estrato.

Los diferentes andlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el programa
informatico GraphPad Prism 4. Se realizaron ANOVAs de 2 vias entre los diferentes
condiciones experimentales. Los analisis post hoc para contrastar comparaciones multiples se
efectuaron mediante el test de Bonferroni. En todos los casos el nivel minimo de significacion
se fijo en el 95%, es decir, p<0,05. En este sentido, los niveles de significacion estadistica se
indicaron como p<0,05 (*); p<0,01 (**) y p<0,001 (***). Los valores en las tablas y graficas

estadisticas se expresaron como valores promedios =+ error tipico estandar (SEM).
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4. RESULTADOS

4.1. Organizacion del campo terminal retinocolicular en animales adultos tras lesiones

del sistema visual

El estudio de la organizacion de los campos terminales de la conexidn retinocolicular
en ratas adultas se llevo a cabo mediante la microinyeccion de la subunidad B de la toxina
colérica (CTB) como trazador anterogrado en el humor vitreo del ojo. Las proyecciones al
coliculo superior (CS) provenientes de la retina muestran un patrén topografico en el que los
axones de las células ganglionares localizados en cada uno de los cuadrantes de la retina
alcanzan un determinado sector en el CS (Siminoff et al., 1966). En este estudio y debido a
que la inyeccion del trazador se realizé en el humor vitreo del globo ocular, potencialmente
todas las células ganglionares de la retina pudieron captar el trazador de modo que los campos
terminales retinocoliculares ocupaban la practica totalidad de la superficie colicular
presentando un marcado correspondiente a la totalidad de los axones retinianos. Asi, en este
estudio se han analizado tanto la conexion al CS ipsilateral como al contralateral respecto al

ojo donde se inyecto el trazador.

4.1.1. Animales control

El campo terminal retinocolicular proveniente de la retina ipsilateral presentd una
escasa inervacion, principalmente localizada en la region anteromedial de los estratos
superficiales del CS. Se observaron solo algunos fragmentos cortos de fibras con botones
sinapticos dispersos en el estrato optico (SO) y en la region ventral del estrato gris superficial
(SGS). En el estrato zonal (SZ) se vieron también fibras marcadas de pequefia longitud
orientadas perpendicularmente a la superficie pial (Fig. 1A, 2A). Por el contrario, la conexién
retinocolicular contralateral en ratas control abarcé la totalidad de los estratos superficiales
del CS con una intensidad homogénea de marcado tanto en el eje rostrocaudal como
lateromedial. La méxima densidad de inervacion se observo en el SGS, en el que se marcaban
numerosos botones sinapticos formando redes perineuronales, mientras que en el SO, los

botones sinapticos marcados aparecian dispuestos de manera mas dispersa (Fig. 1B, 2B).
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4.1.2. Animales sometidos a desaferenciacion retiniana neonatal

Trabajos previos han descrito que la desaferenciacion retiniana neonatal da lugar a la
aparicion de una proyeccion retinocolicular ipsilateral aberrante (Chow et al., 1973; Lund et
al., 1980; Insausti et al., 1985; Ostrach et al., 1986; Chan y Jen, 1988). Con el fin de
confirmar la respuesta plastica de la conexion retinocolicular tras lesiones visuales en edades
tempranas se llevo a cabo la desaferenciacion retiniana neonatal unilateral. Una vez que las
ratas alcanzaron la edad adulta se procedid a la administracion del trazador CTB en el globo
ocular intacto. Tal y como habian descrito dichos autores, como consecuencia de la
enucleacion neonatal el marcado de la proyeccion ipsilateral se vio notablemente
incrementada comparandola con la observada en los animales control. Tanto el SO, y de
forma mas notable el SGS, presentaron una intensidad de inervacion mucho mayor que los
estratos superficiales ipsilaterales de animales control. Esta proyeccion se mostro en forma de
abundantes botones sinapticos que abarcaban desde las regiones mas dorsales del SO hasta el
SZ, aumentando la densidad de marcado en sentido ventrodorsal (Fig. 1C). Por el contrario, la
enucleacion neonatal no provoco alteraciones en la conexion retinocolicular contralateral. La
organizacion del campo terminal era similar al de los animales control ya que también se
observaba una densa red de botones sinapticos rodeando los cuerpos celulares en el SO, y de

manera mas notable en el SGS (Fig. 1D).

4.1.3. Animales sometidos a desaferenciacion retiniana en fase adulta

Para estudiar las posibles diferencias en la respuesta pléastica de la conexién
retinocolicular cuando la lesion se producia en animales adultos, se inyectd el trazador CTB
en el humor vitreo del ojo intacto de animales adultos 45 dias después de llevar a cabo la
desaferenciacion retiniana. Los resultados mostraron que la conexién ipsilateral diferia con
respecto a los animales desaferenciados neonatalmente, ya que la lesion practicada en ratas
adultas no dio lugar a un incremento de esta proyeccioén, como sucedia en las ratas lesionadas
neonatalmente. En los animales enucleados en edad adulta el patron de marcado era similar al
encontrado en las ratas control. Se apreciaron pequefios fragmentos de fibras en el SO
mientras que en el SGS se observaron fragmentos de fibras de longitudes variables dispuestos
de forma dispersa, algunos con pequenas ramificaciones, y orientados hacia la superficie pial
(Fig. 1E). Tal y como ocurria en las ratas sometidas a desaferenciacion visual neonatal, la

conexion contralateral no se vio afectada por la lesion (Fig. 1F).
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Lado ipsilateral Lado contralateral

Fig. 1. Organizacion de los campos terminales retinocolicular ipsi- y contralateral de ratas
adultas sometidas a desaferenciacion retiniana. Los estratos superficiales ipsilaterales al lugar de
inyeccion en ratas control se muestran levemente inervados (A), mientras que la inervacion procedente
de la retina contralateral es intensa en los estratos visuales, y mas notablemente en el SGS (B). En los
animales sometidos a desaferenciacion retiniana neonatal se observa un incremento notable de la
proyeccion ipsilateral abarcando desde la mitad superior del SO y aumentando su intensidad en
sentido ventrodorsal (C), mientras que la conexion contralateral no se vio afectada (D). Por el
contrario, los animales desaferenciados en fase adulta presentan un patron de organizacion del campo
terminal retinocolicular similar al de los animales control tanto en el lado ipsilateral (E), como en el
contralateral (F). SZ, estrato zonal; SGS, estrato gris superficial; SO, estrato optico; SGI, estrato gris
intermedio. Barra de escala: 100 um.
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4.1.4. Animales sometidos a ablacion del coliculo superior neonatal

En animales adultos sometidos a la ablacion del CS en periodo neonatal se observo
que habia tenido lugar la regeneracion de sus estratos hasta alcanzar un aspecto comparable a
las ratas adultas sin lesionar. Observada la elevada capacidad de regeneracion de los estratos
superficiales del CS lesionado neonatalmente analizamos las posibles alteraciones en las
conexiones retinocoliculares. Para ello, la administracion del trazador en el ojo contralateral al
CS lesionado se llevo a cabo una vez habian alcanzado la edad adulta y las conexiones ya

estaban establecidas.

El campo terminal del CS intacto, ipsilateral al ojo inyectado, apenas presentod
alteraciones respecto a los controles. Se observaron pequefios fragmentos de fibras con
botones sinapticos de tamafo variable dispersos principalmente en la region mas dorsal del

SO yen el SGS (Fig. 2C).

A pesar de la lesion practicada, el CS, no s6lo mostré una notable capacidad de
regeneracion, sino que ademas se mantuvo la conectividad procedente de la retina
contralateral, aunque la organizacion del campo terminal sufrié una profunda alteracion. La
inervacion de los estratos superficiales se vio disminuida. En la mitad dorsal del SO del CS
dafiado se observaron numerosas fibras que discurrian oblicuamente hacia la regioén ventral
del SGS. En la mitad inferior del SO se marcaron fibras de tamafio pequefio, algunas
ligeramente ramificadas y con abundantes botones sinapticos. El mayor descenso de
inervacion se localizé principalmente en el SGS y en el SZ, regiones mas intensamente
inervadas en los animales control. Como se ha comentado anteriormente, el SGS de los
animales control presentaba abundantes botones sindpticos formando redes perineuronales,
sin embargo, en el CS lesionado los botones sindpticos, aunque seguian siendo numerosos,
perdieron su disposicion alrededor de los cuerpos celulares. Ademas, en estos animales el
estrato gris intermedio (SGI), en condiciones normales no inervado por aferencias de la retina,
presentaba pequefnos fragmentos de fibras con una orientacion perpendicular a la superficie

pial (Fig. 2D).
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4.1.5. Animales sometidos a ablacion del coliculo superior y a desaferenciacion retiniana

neonatal

Por ultimo en este trabajo se analiz6 el efecto de la combinacion de los dos tipos de
lesiones visuales anteriormente descritas sobre la conexion retinocolicular. Para ello, se llevo
a cabo a ablacion del CS junto con la enucleacion del ojo contralateral en animales neonatos y
cuando los animales alcanzaron la edad adulta se procedio a la inyeccion del trazador CTB en

el globo ocular ipsilateral al CS lesionado.

Al igual que en la situacién experimental anteriormente descrita, la ablacion del CS
junto con la enucleacion practicadas neonatalmente no impidi6 el mantenimiento de la
conexion retinocolicular en la rata adulta. El efecto conjunto de ambas lesiones dio lugar a un
cambio drastico en el patron del campo terminal ipsilateral observandose una proyeccion
similar a la apreciada en los casos en los que se les habia practicado la enucleacion neonatal.
En estos animales también se observaron numerosos botones sindpticos con una densidad
incluso mayor que en los animales sometidos sélo a enucleacion neonatal, formando cestas
perineuronales desde la regiones mas dorsales del SO hasta la superficie pial, con la méxima
densidad en la region dorsal de SGS y en el SZ. También fueron encontrados pequefios
fragmentos de fibras dispersos en el SO y en el SGS (Fig. 2E). Contrariamente, la inervacion
de los estratos superficiales del CS contralateral no presentd cambios respecto a las ratas
control, observandose numerosos botones sindpticos con disposicion perineuronal en el SO, y
mas densamente en el SGS. Sin embargo, el SGI que en condiciones normales no recibe
proyecciones directas de la retina, se encontraba ligeramente inervado, apareciendo botones

sindpticos y fibras dispersas de pequefio tamano (Fig. 2F).

Fig. 2. Organizacion de los campos terminales retinocolicular ipsi- y contralateral de ratas
adultas sometidas a ablacion neonatal del coliculo superior sola o combinada con la
desaferenciacion retiniana neonatal del ojo contralateral. Conexién retinocolicular ipsi- (A) y
contralateral (B) en ratas control. Tras la ablacion neonatal del CS, la proyeccion retinocolicular
ipsilateral, correspondiente con el CS no dafiado, apenas se muestra alterada (C), mientras que la
contralateral se ve notablemente alterada respecto a los controles (D). Se observa una disminucion de
la inervacion en los estratos superficiales, y de forma mas notoria en el SGS. Ademas destacan las
fibras dispuestas oblicuamente en la mitad dorsal del SO, caracteristicas de las aferencias de la retina,
y la inervacion del SGI (D). Como resultado de ambas lesiones la conexién ipsilateral se ve
incrementada, sobre todo en el SGS (E), en cambio, la contralateral es similar a la de los controles en
los estratos superficiales, sin embargo, a diferencia de los controles el SGI se muestra inervado (F). SZ,
estrato zonal; SGS, estrato gris superficial; SO, estrato optico; SGI, estrato gris intermedio. Barra de
escala: 100 pm.
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4.1.6. Animales sometidos a ablacion del coliculo superior en fase adulta

Para analizar la capacidad de regeneracion y reorganizacion de la conexion
retinocolicular tras la ablacion del CS en edad adulta 45 dias después de practicar la lesion se
llevo a cabo la microinyeccion del trazador en el humor vitreo del ojo contralateral al CS

lesionado.

En la conexion retinocolicular ipsilateral no se encontraron variaciones respecto a los
animales control (Fig. 3A). Sin embargo, al contrario de lo sucedido en ratas con ablacion del
CS en periodo neonatal, esta lesion practicada en animales adultos generé un dafio
permanente, no observandose regeneracion estructural de la zona aspirada, de modo que la
ausencia de los estratos superficiales provocada por la aspiracion impidi6 el establecimiento
del campo terminal retinocolicular contralateral. Solo en los casos en los que la aspiracion de
los estratos superficiales no habia sido completa se pudo observar dicha conexion. En estos

casos la proyeccion remanente se asemejaba a la encontrada en los animales control (Fig. 3B).

Lado ipsilateral Lado contralateral

Fig. 3. Organizaciéon del campo terminal
retinocolicular ipsi- y contralateral de ratas
adultas sometidas a ablacion del coliculo
superior en estadio adulto. Tras la ablacion del
CS en fase adulta, la conexion retinocolicular
ipsilateral, correspondiente con el CS no
danado, se muestra similar a la de los animales
control (A, comparar con Fig. 2A). La
proyeccion contralateral es parecida a la de los
animales control en las regiones adyacentes a la
zona aspirada (B). SGS, estrato gris superficial;
SO, estrato optico; SGI, estrato gris intermedio.
Barras de escala (A): 100 um; (B): 300 pum.
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4.2. Organizacion del campo terminal corticocolicular visual en animales adultos

sometidos a ablacion del coliculo superior neonatal

Dado que tras la ablacion neonatal del CS en el animal adulto observamos una
regeneracion casi total de los estratos superficiales, y que estos estratos mostraron un
mantenimiento en la conexién retinocolicular nos planteamos analizar en qué medida esta
lesion afectaria a la conexion que desde la corteza visual primaria (CV1) ipsilateral alcanza el
CS. Para ello, se inyect6 el trazador anterogrado biotin-dextranamina (BDA) 10000 en la CV1
de ratas adultas sometidas a ablacion del CS en fase neonatal. Al comparar los resultados
obtenidos en estos casos con los obtenidos previamente en nuestro grupo de investigacion en
animales control (Garcia del Cafio et al., 2002) observamos que la organizacion del campo
terminal apenas diferia de lo encontrado en los animales control, apreciandose la disposicion

columnar caracteristica de este campo terminal (Fig. 4).

Fig. 4. Organizacion del campo terminal
corticocolicular visual de ratas adultas
sometidas a ablacién neonatal del coliculo
superior. La conexion corticocolicular
visual en estos casos presenta la disposicion
columnar y la distribucion de fibras
caracteristicas de los animales control. SGS,
estrato gris superficial; SO, estrato Optico.
Barra de escala: 100 um.
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4.3. Patron de expresion de proteinas ligantes de calcio y de GFAP en los estratos
superficiales del coliculo superior de animales adultos sometidos a lesiones neonatales

del sistema visual

Trabajos previos desarrollados en nuestro laboratorio mostraron que la
desaferenciacion retiniana neonatal origina un cambio en el patron de expresion de las
proteinas ligantes de calcio, calbindina (CB), calretinina (CR) y parvalbumina (PV), en el CS
(Gerrikagoitia, 1998). Teniendo en cuenta estos antecedentes decidimos estudiar el efecto de
de la ablacion neonatal del CS en el patrén de expresion de la CB, CR y PV en los estratos
superficiales coliculares danados neonatalmente de ratas adultas, asi como el efecto de esta
lesion unida a la enucleacion neonatal del ojo contralateral. Ademas, analizamos las posibles
alteraciones en la poblacion astroglial de animales adultos como consecuencia de estas
lesiones practicadas neonatalmente. Para este fin llevamos a cabo la deteccion
inmunohistoquimica de la proteina acidica fibrilar glial (GFAP), ampliamente empleada como

marcador de astrocitos.

4.3.1. Cambios en el patron de expresion de la calbindina

El andlisis inmunohistoquimico de la expresion de la proteina ligante de calcio CB en
los estratos superficiales del CS de ratas control mostrd un patrén definido en todos lo casos
analizados. La caracteristica mas destacable fue la presencia de dos bandas claramente
definidas. Una de las bandas se encontraba situada ocupando la totalidad del SO y presentaba
células de tamafio medio-grande intensamente tefiidas, muchas de las cuales mostraban un
marcado intenso de las porciones proximales de sus dendritas, rodeadas por una compleja red
de fibras. En la otra banda, localizada en la region media del SGS, se observaban células de
tamafio mas pequefio y de aspecto fusiforme orientadas perpendicularmente a la superficie
pial. Ademas, en las regiones mas dorsales del SGS se vieron células de pequefio tamafio con

una distribucion mas aislada (Fig. 5A).

La ablacion del CS en animales neonatos dio lugar a una leve reestructuracion en el
patrén de expresion de la CB en los estratos superficiales del CS. En el SO el inmunomarcado
presentd una distribucion similar a la observada en ratas control con células de mediano
tamafio fuertemente tefiiddas inmersas en una densa red fibrilar. Sin embargo, en el SGS, a

diferencia de los animales control, las células marcadas presentaban una apariencia mas
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redondeada y su disposicion en banda no se mostraba tan definida (Fig. 5B). Como
consecuencia de la doble lesion, la ablacion del CS junto con la desaferenciacion retiniana
contralateral, la expresion de la CB mostré una alteracion mas evidente en el CS lesionado
neonatalmente. Aunque el inmunomarcado de las células definidas en una sola banda
abarcando la totalidad del SO se mantuvo, la densidad de neuropilo tefiido en esta region se
vio disminuida. En el SGS el patron de expresion también varid, observandose un mayor
numero de cuerpos celulares de pequeio tamano y de aspecto redondeado en la mitad superior

de dicho estrato (Fig. 5C).

4.3.2. Cambios en el patron de expresion de la calretinina

El patron en la distribucion de la CR se vio intensamente alterado tras las lesiones en
el sistema visual llevadas a cabo neonatalmente. En las ratas control el neuropilo se mostraba
intensamente tefiido en los estratos superficiales del CS con un gradiente en aumento en

sentido ventrodorsal, no apreciandose la presencia de cuerpos celulares tefiidos (Fig. 5D).

La ablacion del CS en fase neonatal provocd grandes cambios en la disposicion de las
estructuras inmunopositivas para la CR. El SO presentaba un marcado de fibras mas intenso
que en las ratas control. Estas fibras mostraban una disposicion oblicua a la superficie
colicular caracteristica de los axones que llegan desde la retina al CS. A su vez, en el SGS el
neuropilo sufrié una fuerte disminucion en la intensidad del marcado, mientras que se
observaron cé¢lulas de tamafio medio dispersas a lo largo de este estrato (Fig. SE). En animales
sometidos a desaferenciacion visual y ablacion colicular neonatalmente la expresion de la CR
también se vio profundamente modificada, observdndose una gran inmunopositividad de
cuerpos celulares de tamafio pequefio en el SO, y mas notablemente en el SGS, todos ellos

inmersos en una red de fibras débilmente tefiidas (Fig. 5F).

4.3.3. Cambios en el patron de expresion de la parvalbumina

La expresion de la proteina ligante de calcio PV también se vio alterada en el CS de
animales adultos como consecuencia de las lesiones neonatales practicadas en el sistema
visual. En los estratos visuales del CS de animales ilesos se observaron células
inmunopositivas de tamafio medio en el SO, y mas abundantemente en el SGS. Ademas, estas
células estaban rodeadas por una intensa red de neuropilo y de manera més notoria en la mitad

ventral del SGS. En la region mas proxima a la superficie pial apenas se observd
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inmunorreactividad (Fig. 5G). A diferencia de lo que ocurria en los animales control, en los
animales sometidos a ablacién neonatal del CS, el SO presentaba un menor nimero de células
inmunorreactivas, sin embargo, en el SGS aumentaba la densidad celular tefiida. En este
estrato el neuropilo seguia mostrandose intensamente tefiido mientras que en el SO su
marcado disminuy6 ligeramente (Fig. 5H). Como consecuencia de la desaferenciacion
retiniana junto con la ablacion del CS contralateral el patrén de expresion de la PV se
encontraba también notablemente alterado. Los estratos superficiales del CS sufrieron una
disminucién dréstica del marcado tanto del neuropilo como de cuerpos celulares, mostrando
solo alguna célula positiva de tamafio y morfologia dispar en el SGS, principalmente en su

mitad ventral (Fig. 51).
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Control Ablacion CS neonatal Ablacion CS + DV neonatal

B C

Fig. 5. Cambios en el patron de expresion de la calbindina, la calretinina y la parvalbiimina en
ratas adultas sometidas a ablacion neonatal del coliculo superior s6la o combinada con la
desaferenciacion retiniana neonatal del ojo contralateral. Se observan dos bandas definidas de
células CB positivas, una de cuerpos celulares de tamafio medio-grande en el SO y otra de células mas
pequeias de aspecto fusiforme en la region media del SGS (A). Tras la ablacion del CS sola (B) o
junto con la desaferenciacion retiniana neonatal (C) en el SGS se desorganiza la banda y las células
adquieren un aspecto mas redondeado. En las ratas con ambas lesiones se observa la disminucién de la
densidad de neuropilo tefiido. El patron de expresion de la CR se ve profundamente alterado como
consecuencia de las lesiones. En animales control se observa el neuropilo intensamente tefiido (D),
mientras que en los lesionados la intensidad se ve disminuida. Tras la ablacion del CS destacan las
fibras dispuestas oblicuamente en el SO y la aparicion de algunos cuerpos celulares en el SGS (E). El
efecto conjunto de ambas lesiones provocd un incremento notable de células CR positivas (F). Se
observan células PV positivas en los estratos superficiales de los controles inmersas en una red de
neuropilo (G). Tras ablacion neonatal se observa una disminucion de células tefiidas y del neuropilo
marcado en el SO, y un aumento de cuerpos celulares PV positivos en el SGS (H). La ablacion
colicular combinada con la enucleacion neonatal da lugar a una reduccion del marcado celular y del
neuropilo PV positivo (I). CB, calbindina; CR, calretinina; PV, parvalbtimina; CS, coliculo superior;
DV, desaferenciacion visual; SGS, estrato gris superficial; SO, estrato optico; SGI, estrato gris
intermedio. Barra de escala: 100 pm.
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4.3.4. Cambios en el patron de expresion de GFAP

En animales control se observd un moderado numero de células astrogliales GFAP
positivas de tamafio medio dispersas en los estratos superficiales del CS (Fig. 6A). Como
consecuencia de la ablacion neonatal del CS el nimero de astrocitos marcados en los estratos
superficiales coliculares aument6 notablemente aunque éstos eran de menor tamafio que los
observados en los controles. Este incremento presentaba un gradiente de orden creciente en
sentido ventrodorsal, de modo que la mayor densidad de células marcadas se localizaba
proxima a la superficie pial. La morfologia de las células gliales tefiidas parecia indicar que se
trataba de astrocitos reactivos como consecuencia de la lesion neonatal (Fig. 6B). Cuando se
llevaron a cabo la ablacién colicular combinada con la desaferenciacion retiniana neonatal
contralateral también se observo un aumento de astrocitos tefiiddos aunque de mayor tamafo y
con una disposicion diferente a la observada en los casos sometidos solo a ablacion del CS, ya
que en los animales con doble lesién el incremento de astrocitos GFAP positivos era

constante tanto en el SO como en el SGS (Fig. 6C).

Control Ablacion CS neonatal Ablacion CS + DV neonatal

Fig. 6. Cambios en el patron de expresion de la GFAP en ratas adultas sometidas a ablacion
neonatal del coliculo superior séla o combinada con la desaferenciacion retiniana neonatal del
ojo contralateral. Los animales control mostraron astrocitos GFAP positivos de tamafio medio
dispersos por los estratos superficiales coliculares (A). Se muestra un incremento de astrocitos tefiidos
de pequefio tamafio con un gradiente en aumento en sentido ventrodorsal como consecuencia de la
ablacion del CS neonatal (B). Como resultado de ambas lesiones se observa un aumento de astrocitos
tefiidos de tamafio medio-grande en los estratos superficiales coliculares (C). CS, coliculo superior;
DV, desaferenciacién visual; SGS, estrato gris superficial; SO, estrato Optico; SGI, estrato gris
intermedio. Barra de escala: 100 um.
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4.4. Organizacion del campo terminal corticocolicular visual tras diferentes estrategias
para promover la plasticidad en animales sometidos a desaferenciacion retiniana en

fase adulta

Anteriormente se han descrito los resultados que ponen de manifiesto la diferente
capacidad de respuesta plastica del SNC frente a diferentes lesiones practicadas en el sistema
visual dependiendo de la edad a la que se lleven a cabo dichas lesiones, neonatalmente o en
estadio adulto. Se ha demostrado que cuando las lesiones se producen en los primeros dias
postnatales la capacidad para regenerar y reorganizar las conexiones es muy elevada. Sin

embargo, esta capacidad se ve profundamente limitada en los sistemas maduros.

Similares resultados han sido descritos en trabajos previos desarrollados en este
laboratorio que demuestran la expansion de la via corticocolicular visual ipsilateral en
respuesta a la desaferenciacion retiniana neonatal contralateral (Garcia del Cano et al., 1997,
2002) no observable cuando la lesion se practicaba en el adulto (Garcia del Cano et al., 2002).
En base a estos resultados hemos escogido como modelo de lesién la desaferenciacion
retiniana llevada a cabo en el estadio adulto para abordar diferentes estrategias con el fin de

promover la plasticidad en la conexion corticocolicular visual en el sistema nervioso maduro.

Con el fin de estudiar el efecto de las diferentes condiciones experimentales en la
conexion corticocolicular visual se inyectd el trazador anterdgrado biotin-dextranamina
(BDA) 10000 en la capa V de la CV1. En todos los casos analizados el lugar de inyeccion se
encontraba situado en la region anteromedial de la CV1 donde el campo visual temporal
inferior se haya representado (Thomas y Espinoza, 1987; Dreher et al., 1990). De acuerdo con
la topografia establecida de la conexion, el campo terminal corticocolicular visual se encontro
localizado en el cuadrante posterolateral del CS (Siminoff et al., 1966). En el lugar de
inyeccion, la administracion del trazador mostrd un patron de marcado cortical cilindrico con
una distribucion uniforme que abarco la totalidad de las capas de la CV1. Todos los casos

estudiados mostraron un volumen similar de marcado del lugar de inyeccion (0,7-0,8 mm?).
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4.4.1. Animales control

En los animales control las fibras que emergian del lugar de inyeccion discurrian
rostrocaudalmente, mostrando abundantes axones que emergian de estas fibras y se
ramificaban quedando restringidas a una region localizada en el cuadrante posterolateral del
CS, tal y como se habia observado en trabajos anteriores de nuestro laboratorio (Garcia del
Cafio et al., 2002). En secciones coronales del CS se apreciaba que el campo terminal
corticocolicular visual ipsilateral presentaba una morfologia con disposicion columnar que
abarcaba la region comprendida entre el SO y la superficie pial. Se observaron fibras de
calibre medio-grueso que ascendian desde el SO dando lugar a una densa red de axones en la
mitad dorsal del SGS. En este nivel, las axones se mostraban orientados hacia diferentes
direcciones, y algunos de ellos se encontraban ramificados dando lugar a axones de menor
calibre que se disponian verticalmente. En la porcion dorsal del SGS la mayoria de las fibras
se orientaban perpendicularmente a la superficie pial, mientras que en el SGS discurrian en
paralelo. A todos los niveles las fibras presentaban botones en passant a lo largo de su
longitud. En estos animales las fibras se alejaban a una distancia de 200-300 um del centro
del campo terminal tanto hacia el extremo lateral como hacia la linea media del CS (Fig. 7, 8

y 32).
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Fig. 7. Lugar de inyeccién del trazador y organizacion del campo terminal corticocolicular
visual de ratas adultas control. (A) Reconstruccion del lugar de inyeccion del trazador en la CV1,
realizada sobre un mapa estereotaxico dorsal de la corteza de la rata (adaptado de Zilles, 1985). (B)
Corte coronal mostrando el centro del lugar de inyeccion correspondiente al nivel de la linea vertical
dibujada en A. (C) Localizacion del campo terminal en la superficie dorsal del CS. El area coloreada
en negro corresponde a la zona de mayor densidad de fibras. Las éareas coloreadas en grises de
intensidad decreciente corresponden a las zonas de densidad decreciente de axones. (D) Dibujo
panoramico del campo terminal en una seccién coronal del CS al nivel de la linea horizontal
representada en C. La distancia a la que se alejan las fibras en sentido lateral (200-300 um) y medial
(200-300 pm) viene representada por “d;” y “d,”, respectivamente. CV1, corteza visual primaria;
CV1B, corteza visual primaria binocular; CV1M, corteza visual primaria monocular; ¢, caudal; d,
dorsal; m, medial; r, rostral; SGS, estrato gris superficial; SO, estrato optico. Barras de escala (A): 2
mm; (B y C): 1 mm; (D): 250 pum.
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Fig. 8. Microfotografia del campo terminal corticocolicular visual de ratas adultas control. La
conexion corticocolicular visual presenta una disposicion columnar que se extiende desde el SO hasta
la superficie pial. SGS, estrato gris superficial; SO, estrato optico. Barra de escala: 100 um.

4.4.2. Animales sometidos a desaferenciacion retiniana en fase adulta

Tal y como fue descrito en el trabajo previo llevado a cabo en este laboratorio (Garcia
del Caio et al., 2002) el campo terminal corticocolicular visual de animales sometidos a
desaferenciacion retiniana en fase adulta presentd un patron parecido al encontrado en las
ratas control, mostrando una extension similar. Ademas se mantenia la disposicion columnar
del centro del campo terminal caracteristica de los animales control encontrandose localizada
en el cuadrante posterolateral del CS en la region comprendida entra la mitad dorsal del SO y
la superficie pial. En comparacion con los animales ilesos, la tincion se mostré mas intensa
tanto en el SGS como en el SZ. En la mitad ventral del SGS las fibras, de calibre medio-
grueso, no mostraron una orientacion concreta, mientras que en la mitad dorsal se apreciaron
fibras mayoritariamente orientadas de forma perpendicular a la superficie pial. En el SZ
muchas de las fibras discurrian paralelamente orientadas a la superficie. En este estrato, asi
como en la mitad dorsal del SGS fue notable la presencia de fibras con botones en passant de
grueso calibre indicativos de una sinaptogénesis reactiva. En estos animales las fibras se
alejaban una distancia de 300-400 pm del centro del campo terminal hacia la porcion lateral y

350-450 um hacia la linea media colicular (Fig. 9, 10 y 32).
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Fig. 9. Lugar de inyeccion del trazador y organizacion del campo terminal corticocolicular
visual de ratas sometidas a desaferenciacion retiniana en estadio adulto. (A) Reconstruccion del
lugar de inyeccion del trazador en la CV1, realizada sobre un mapa estereotaxico dorsal de la corteza
de la rata (adaptado de Zilles, 1985). (B) Corte coronal mostrando el centro del lugar de inyeccion
correspondiente al nivel de la linea vertical dibujada en A. (C) Localizacion del campo terminal en la
superficie dorsal del CS. El area coloreada en negro corresponde a la zona de mayor densidad de fibras.
Las areas colorecadas en grises de intensidad decreciente corresponden a las zonas de densidad
decreciente de axones. (D) Dibujo panoramico del campo terminal en una seccion coronal del CS al
nivel de la linea horizontal representada en C. La distancia a la que se alejan las fibras en sentido
lateral (300-400 um) y medial (350-450 pm) viene representada por “d,” y “d,”, respectivamente.
CV1, corteza visual primaria; CV1B, corteza visual primaria binocular; CV1IM, corteza visual
primaria monocular; ¢, caudal; d, dorsal; m, medial; r, rostral; SGS, estrato gris superficial; SO, estrato
optico. Barras de escala (A): 2 mm; (B y C): 1 mm; (D): 250 um.
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Fig. 10. Microfotografia del campo terminal corticocolicular visual de ratas sometidas a
desaferenciacion retiniana en estadio adulto. La conexion corticocolicular visual en animales
desaferenciados de adulto se muestra densamente tefiida presentando una disposicion columnar que
abarca una region comprendida entre el SO y la superficie pial. SGS, estrato gris superficial; SO,
estrato optico. Barra de escala: 100 pm.

4.4.3. Efecto de la administracion de siRNAs frente a moléculas inhibidoras del

crecimiento axonal en la corteza visual primaria

Entre las estrategias que se abordan en este trabajo para promover la plasticidad
postlesional en el sistema visual adulto se encuentra la administraciéon de siRNAs en la CV1,
dirigidos frente a moléculas implicadas en la inhibicion del crecimiento axonal, como son el
NgR y el RhoA, en ratas sometidas a desaferenciacion retiniana unilateral en estadio adulto.

Los efectos se describen a continuacion.

4.4.3.1. Efecto de la microinyeccion de siRNAs frente al receptor de Nogo

La organizacion de la proyeccion corticocolicular visual tras la administracion de
siRNAs dirigidos frente a NgR se vio ligeramente alterada respecto a la observada en los
animales sometidos a desaferenciacion retiniana en edad adulta. Aunque la proyeccion,
comprendida desde el SO hasta la superficie pial, mostré un patrén columnar semejante, la
extension del campo terminal se encontraba levemente incrementada. El centro del campo
terminal, localizado en la region posterolateral del CS se encontraba densamente tefiido. En
secciones coronales, en el centro del campo terminal se observaban fibras de calibre medio

que ascendian por el SO. La porcion ventral del SGS presentaba una densa red fibrilar, en la
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que los axones tomaban diferentes direcciones, mientras que en la mitad dorsal de este estrato
muchas de los axones discurrian en direccion perpendicular a la superficie colicular. En la
zona mas superficial del CS muchas fibras adquirian una orientacion horizontal a la superficie
pial. En todo el eje dorsoventral se observaban axones con abundantes botones en passant.
Ademas, en estos animales se observaron fibras de grosor medio y longitud variable que se
alejaban del centro del campo terminal para dirigirse a regiones mas laterales y mediales del
CS a distancias de 450-550 um y 650-750 um, respectivamente. Muchas de estas fibras,
principalmente las localizadas en el SGS y el SZ, discurrian en paralelo a la superficie pial,
presentando abundantes botones de calibre medio a lo largo de su trayectoria (Fig. 11, 12y

32).

A

Fig. 11. Lugar de inyeccion del trazador y efecto de la administracion de siRNAs frente a NgR
en la CV1 en la organizacion del campo terminal corticocolicular visual de ratas sometidas a
desaferenciacion retiniana en estadio adulto. (A) Reconstruccion del lugar de inyeccion del trazador
en la CV1, realizada sobre un mapa estereotaxico dorsal de la corteza de la rata (adaptado de Zilles,
1985). (B) Corte coronal mostrando el centro del lugar de inyeccion correspondiente al nivel de la
linea vertical dibujada en A. (C) Localizacion del campo terminal en la superficie dorsal del CS. El
area coloreada en negro corresponde a la zona de mayor densidad de fibras. Las areas coloreadas en
grises de intensidad decreciente corresponden a las zonas de densidad decreciente de axones. (D)
Dibujo panoramico del campo terminal en una seccion coronal del CS al nivel de la linea horizontal
representada en C. La distancia a la que se alejan las fibras en sentido lateral (450-550 um) y medial
(650-750 pm) viene representada por “d” y “d,”, respectivamente. CV1, corteza visual primaria;
CV1B, corteza visual primaria binocular; CV1M, corteza visual primaria monocular; ¢, caudal; d,
dorsal; m, medial; r, rostral; SGS, estrato gris superficial; SO, estrato optico. Barras de escala (A): 2
mm; (B y C): 1 mm; (D): 250 pum.
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Fig. 12. Microfotografias del campo terminal
corticocolicular visual tras la administracién
de siRNAs frente a NgR en la CV1 de ratas
sometidas a desaferenciacion retiniana en
estadio adulto. (A) La  conexion
corticocolicular visual se mostraba levemente
expandida respecto a los animales no tratados
observandose fibras densamente empaquetadas
con disposicion columnar. (B) Se observan
fibras discurriendo lateromedialmente desde el
centro del campo terminal con numerosos
botones a lo largo de su longitud. SGS, estrato
gris superficial; SO, estrato Optico. Barras de
escala (A): 100 um; (B): 30 pm.

4.4.3.2. Efecto de la microinyeccion de siRNAs frente a RhoA

La microinyeccion de siRNAs frente a RhoA en la CVI1 produjo una notable

expansion del campo terminal corticocolicular visual en sentido lateromedial, en animales

desaferenciados monocularmente de adultos. Sin embargo, en el centro del campo terminal

corticocolicular, que se encontraba intensamente marcado, las fibras mantuvieron la

disposicion columnar caracteristica. Los axones, de calibre intermedio-fino, ascendian por el

SO. En el SGS, se observaba una densa red de fibras donde los axones no mostraban una

orientacion concreta. En el SZ muchas fibras se disponian en paralelo con la superficie pial,

tal y como ocurria en ratas no tratadas con siRNAs frente a RhoA. En el centro del campo

terminal se apreciaban fibras con una densidad media de botones, de calibre intermedio-fino a
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lo largo de su extension. En estos animales numerosas fibras, de intermedia y larga longitud y
calibre fino, principalmente situadas en el SGS ventral, se alejaban del centro del campo
terminal para dirigirse al extremo lateral, y de manera mas notable, hacia la linea media del
CS (450-550 um y 1100-1200 pm, respectivamente). Muchos de estos axones, de apariencia
rectilinea, discurrian paralelos a la superficie dorsal, aunque algunos de ellos cambiaban la
direccidn en su trayectoria para dirigirse hacia la superficie colicular. Algunos de estos axones
presentaban botones en passant, aunque en menor medida que las fibras que se alejaban del
centro del campo terminal en los animales tratados con siRNAs frente a NgR. Ademas se
pudieron observar axones con engrosamientos terminales indicativos de posibles conos de

crecimiento (Fig. 13, 14 y 32).
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Fig. 13. Lugar de inyeccion del trazador y efecto de la administracion de siRNAs frente a RhoA
en la CV1 en la organizacion del campo terminal corticocolicular visual de ratas sometidas a
desaferenciacion retiniana en estadio adulto. (A) Reconstruccion del lugar de inyeccion del trazador
en la CV1, realizada sobre un mapa estereotaxico dorsal de la corteza de la rata (adaptado de Zilles,
1985). (B) Corte coronal mostrando el centro del lugar de inyeccion correspondiente al nivel de la
linea vertical dibujada en A. (C) Localizacion del campo terminal en la superficie dorsal del CS. El
area coloreada en negro corresponde a la zona de mayor densidad de fibras. Las areas coloreadas en
grises de intensidad decreciente corresponden a las zonas de densidad decreciente de axones. (D)
Dibujo panoramico del campo terminal en una seccion coronal del CS al nivel de la linea horizontal
representada en C. La distancia a la que se alejan las fibras en sentido lateral (450-550 pm) y medial
(1100-1200 pum) viene representada por “d,” y “d,,”, respectivamente. CV1, corteza visual primaria;
CV1B, corteza visual primaria binocular; CV1M, corteza visual primaria monocular; c, caudal; d,
dorsal; m, medial; r, rostral; SGS, estrato gris superficial; SO, estrato Optico. Barras de escala (A): 2
mm; (B y C): 1 mm; (D): 250 um.
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Fig. 14. Microfotografias del campo terminal corticocolicular visual tras la administracion de
siRNAs frente a RhoA en la CV1 de ratas sometidas a desaferenciacion retiniana en estadio
adulto. (A) Como resultado del tratamiento con siRNAs frente a RhoA la proyeccion corticocolicular
visual se vio ampliada, mostrandose fibras que discurrian hacia regiones mas mediales y laterales del
CS. (B) Fibras en la porcion ventral del SGS discurriendo hacia la linea media del CS. (C) Fibras con
engrosamientos terminales (cabeza de flecha). SGS, estrato gris superficial; SO, estrato optico. Barras
de escala (A): 100 um; (B): 50 um; (C): 30 um.
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4.4.3.3. Efecto de la microinyeccion de siRNAs frente al receptor de Nogoy a RhoA

El efecto conjunto de la inyeccion de siRNAs frente a NgR y RhoA apenas provoco
expansion del campo terminal de las eferencias provenientes de la CV1 a los estratos
superficiales del CS. El centro del campo terminal mostraba una distribucién columnar al
igual que en las ratas no tratadas. Las fibras, de calibre medio, ascendian por el SO, y en el
SGS ventral se presentaban orientadas en diferentes direcciones. En la mitad dorsal del SGS
se observaron fibras menos densamente empaquetadas con orientacion vertical, muchas de
ellas de aspecto curvilineo, dirigiéndose hacia la superficie pial. En toda la extension del
centro del campo terminal se observaron axones con abundantes botones en passant de calibre
medio-grueso a lo largo de su longitud. Las fibras apenas se alejaron del centro del campo
terminal (250-350 pm y 450-550 pum hacia el extremo lateral y medial del CS,
respectivamente) (Fig. 15, 16 y 32).
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Fig. 15. Lugar de inyeccion del trazador y efecto de la administracion de siRNAs frente a NgR y
RhoA en la CV1 en la organizacion del campo terminal corticocolicular visual de ratas
sometidas a desaferenciacion retiniana en estadio adulto. (A) Reconstruccion del lugar de
inyeccion del trazador en la CV 1, realizada sobre un mapa estereotaxico dorsal de la corteza de la rata
(adaptado de Zilles, 1985). (B) Corte coronal mostrando el centro del lugar de inyeccion
correspondiente al nivel de la linea vertical dibujada en A. (C) Localizacion del campo terminal en la
superficie dorsal del CS. El area coloreada en negro corresponde a la zona de mayor densidad de fibras.
Las areas colorecadas en grises de intensidad decreciente corresponden a las zonas de densidad
decreciente de axones. (D) Dibujo panoramico del campo terminal en una seccion coronal del CS al
nivel de la linea horizontal representada en C. La distancia a la que se alejan las fibras en sentido
lateral (250-350 um) y medial (450-550 pm) viene representada por “d,” y “d,”, respectivamente.
CV1, corteza visual primaria; CV1B, corteza visual primaria binocular; CVIM, corteza visual
primaria monocular; ¢, caudal; d, dorsal; m, medial; r, rostral; SGS, estrato gris superficial; SO, estrato
optico. Barras de escala (A): 2 mm; (B y C): 1 mm; (D): 250 pm.
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Fig. 16. Microfotografias del campo terminal corticocolicular visual tras la administracion
combinada de siRNAs frente a NgR y a RhoA en la CV1 de ratas sometidas a desaferenciacion
retiniana en estadio adulto. (A) La administracion conjunta de siRNAs frente a NgR y RhoA no
provoco una expansion del campo terminal corticocolicular visual. La proyeccion mostrd una
disposicion columnar semejante a la de los animales no tratados. (B) Fibras del SGS orientadas
verticalmente hacia la superficie pial con abundantes botones en passant a lo largo de su longitud.
SGS, estrato gris superficial; SO, estrato optico. Barras de escala (A): 100 um; (C): 30 pm.

4.4.3.4. Cuantificacion del mRNA del receptor de Nogo y del RhoA en la corteza visual

primaria tras la administracion de siRNAs

Para comprobar el efecto inhibitorio de la administracion de siRNAs en la expresion
de NgR y RhoA en la CV1 y, por tanto, la participacion de dichos factores en la
reorganizacion de los campos terminales corticocoliculares de animales desaferenciados, se
procedié a la cuantificacion de los niveles de expresion relativa del mRNA de estos genes en

la corteza visual tras su inyeccion.

La microinyeccion de siRNAs frente al NgR dio lugar a una reduccion significativa de
la expresion relativa de su mRNA del 44,8% (55,2% + 7,3 % de expresion respecto al control)
(n=6; p<0,001) (Fig. 17A). De igual modo la administracion de siRNA frente a RhoA
provoco un descenso significativo del 21,67% (78,33% + 10,53% de expresion respecto al

control) (n=3; p<0,05) en la expresion del mRNA de esta molécula en la CV1 (Fig. 17B).
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Fig. 17. Graficas que muestran la disminucion de los niveles de expresion relativa del mRNA de
NgR y RhoA tras la administracién de siRNAs frente a dichas moléculas en la corteza visual
primaria. (A) La inyeccion de siRNAs frente a NgR provoca una reduccion significativa (n=6;
p<0,001) de los niveles de expresion de NgR en la CV1 (55,2% =+ 7,3 % expresion respecto al control).
(B) La inyeccion de siRNAs frente a RhoA disminuye los niveles de mRNA de RhoA (78,33% +
10,53% expresion respecto al control) siendo esta disminucion significativa (n=3; p<0,05). Los datos
se presentan como el porcentaje de la expresion relativa de mRNA respecto al control £ SEM (*)
p<0,05; (***) p<0,001.

4.4.4. Efecto del tratamiento cronico con fluoxetina

Como se ha sefialado anteriormente, tomando como antecedente la publicacion de
Maya Vetencourt y colaboradores en la que postulaban que el tratamiento a largo plazo con el
antidepresivo fluoxetina reinstaura la plasticidad de la dominancia ocular y promueve la
recuperacion de la funcién en animales ambliopes (Maya Vetencourt et al., 2008), decidimos
analizar su posible efecto sobre la capacidad pléstica de la proyeccion corticocolicular visual

en ratas sometidas a desaferenciacion retiniana en edad adulta.

El tratamiento cronico con fluoxetina generd una profunda alteracion en el patron de
organizacion del campo terminal de animales desaferenciados en edad adulta. Se observo un
dréastico incremento de la extension del centro del campo terminal mostrando fibras muy
densamente empaquetadas e intensamente tefiidas que ocupaban el SO, y de forma mas
notable el SGS y el SZ, donde las fibras discurrian en diferentes direcciones. Las fibras del
centro de la proyeccion eran finas, a diferencia de las anteriores condiciones experimentales, y
presentaban abundantes botones en passant a la lo largo de su longitud. Se observaron
numerosos axones, principalmente en el SGS, alejandose largas distancias del centro del
campo terminal tanto hacia posiciones mas laterales, como hacia mediales (900-1000 um y

1400-1500 pum, respectivamente). Muchas de estas fibras seguian una trayectoria ondulante, y
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algunas presentaban pequefias ramas con engrosamiento terminal indicativo de un posible

indicio de crecimiento axonal (Fig. 18, 19 y 32).

Cuando el tratamiento de fluoxetina se llevo a cabo en ratas control el centro de la
proyeccion también se vio ligeramente expandido, pero en ninglin caso fue comparable con lo
observado en los animales sometidos a desaferenciacion retiniana en estadio adulto (Fig. 18,
19, 30). En general, el patron fue similar a los animales enucleados tratados con fluoxetina,
mostrandose una densa red de fibras de calibre fino con abundantes botones en toda su
longitud. En estos animales los axones que se alejaban del centro del campo terminal lo
hacian, mayoritariamente, en la region ventral del SGS, aunque la distancia tanto hacia la
pocion lateral como medial era menor (350-450 um y 600-700 pm, respectivamente) (Fig. 20,

21y 32).
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Fig. 18. Lugar de inyeccion del trazador y efecto del tratamiento crénico con fluoxetina en la
organizacion del campo terminal corticocolicular visual de ratas sometidas a desaferenciacion
retiniana en estadio adulto. (A) Reconstruccion del lugar de inyeccion del trazador en la CV1,
realizada sobre un mapa estereotaxico dorsal de la corteza de la rata (adaptado de Zilles, 1985). (B)
Corte coronal mostrando el centro del lugar de inyeccion correspondiente al nivel de la linea vertical
dibujada en A. (C) Localizacion del campo terminal en la superficie dorsal del CS. El area coloreada
en negro corresponde a la zona de mayor densidad de fibras. Las areas coloreadas en grises de
intensidad decreciente corresponden a las zonas de densidad decreciente de axones. (D) Dibujo
panoramico del campo terminal en una seccion coronal del CS al nivel de la linea horizontal
representada en C. La distancia a la que se alejan las fibras en sentido lateral (900-1000 um) y medial
(1400-1500 pum) viene representada por “d,” y “d,”, respectivamente. CV1, corteza visual primaria;
CV1B, corteza visual primaria binocular; CV1M, corteza visual primaria monocular; ¢, caudal; d,
dorsal; m, medial; r, rostral; SGS, estrato gris superficial; SO, estrato optico. Barras de escala (A): 2
mm; (B y C): 1 mm; (D): 250 pm.
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Fig. 19. Microfotografias del campo terminal corticocolicular visual tras el tratamiento créonico
con fluoxetina en ratas sometidas a desaferenciacion retiniana en estadio adulto. (A) Los
animales enucleados en fase adulta como resultado del tratamiento cronico con fluoxetina muestran un
incremento notable de la expansion del centro del campo terminal corticocolicular visual hacia
regiones mas laterales y mediales del CS. (B) Fibras en el SGS dirigiéndose hacia la linea media del
CS. (C) Fibras con pequefias ramas con engrosamiento terminal indicativo de un posible fenomeno de
crecimiento axonal. SGS, estrato gris superficial; SO, estrato optico. Barras de escala (A): 100 pm;
(B): 30 um; (C): 10 pum.
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Fig. 20. Lugar de inyeccion del trazador y efecto del tratamiento crénico con fluoxetina en la
organizacion del campo terminal corticocolicular visual de ratas adultas control. (A)
Reconstruccion del lugar de inyeccion del trazador en la CV1, realizada sobre un mapa estereotaxico
dorsal de la corteza de la rata (adaptado de Zilles, 1985). (B) Corte coronal mostrando el centro del
lugar de inyeccion correspondiente al nivel de la linea vertical dibujada en A. (C) Localizacion del
campo terminal en la superficie dorsal del CS. El éarea coloreada en negro corresponde a la zona de
mayor densidad de fibras. Las areas coloreadas en grises de intensidad decreciente corresponden a las
zonas de densidad decreciente de axones. (D) Dibujo panoramico del campo terminal en una seccion
coronal del CS al nivel de la linea horizontal representada en C. La distancia a la que se alejan las
fibras en sentido lateral (350-450 um) y medial (600-700 um) viene representada por “d,” y “d,”,
respectivamente. CV1, corteza visual primaria; CV1B, corteza visual primaria binocular; CV1M,
corteza visual primaria monocular; ¢, caudal; d, dorsal; m, medial; r, rostral; SGS, estrato gris
superficial; SO, estrato Optico. Barras de escala (A): 2 mm; (B, C): 1 mm; (D): 250 um.
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Fig. 21. Microfotografias del campo terminal corticocolicular visual tras el tratamiento créonico
con fluoxetina en ratas adultas control. (A) Las ratas control también mostraron una ampliacion del
centro del campo terminal visual tras el tratamiento crénico con fluoxetina, aunque en ningun caso fue
comparable al observado en ratas enucleadas de adulto sometidas a este mismo tratamiento. (B) Fibras
en el SGS dirigiéndose hacia regiones mas mediales del CS. SGS, estrato gris superficial; SO, estrato
optico. Barras de escala (A): 100 um; (B): 30 um.

4.5. Efecto de la estimulacion magnética
4.5.1. Expresion de c-Fos en los estratos superficiales del coliculo superior y posibles

modificaciones debidas a la desaferenciacion retiniana neonatal y en fase adulta

Es ampliamente conocido que el gen temprano c-Fos es inducido por estimulos
externos de diversa procedencia. Némec y colaboradores evidenciaron mediante la expresion

de esta proteina que las neuronas del CS del topo responden a alteraciones provocadas en la
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polaridad del campo magnético (Némec et al., 2001). En esta seccion se describen los efectos
de la exposicion a cambios en la polaridad del campo magnético en la inducciéon de c-Fos en
los estratos superficiales coliculares de ratas ilesas, asi como de ratas sometidas a
desaferenciacion retiniana neonatalmente y en estadio adulto. Asi, nos referiremos a animales
sometidos a estimulacion magnética para denotar aquellos expuestos a cambios en la
polaridad del campo magnético terrestre con el procedimiento detallado en el apartado de

“Material y métodos”.

La expresion de la proteina c-Fos, puesta de manifiesto mediante tincién
inmunohistoquimica, se mostr6 a modo de depdsitos tefiidos de aspecto redondeado de
pequefio tamafio con localizacion aparentemente nuclear. En todas la situaciones
experimentales estudiadas, comparandolas con los animales control, se observo un incremento
de células inmunopositivas en sentido lateromedial a lo largo del eje rostrocaudal de los
estratos superficiales del CS, siendo mas notable este gradiente en el SO (Fig. 22, 23). Los
animales control, es decir, no sometidos a alteraciones en el campo geomagnético, mostraron
una inmunorreactividad para el c-Fos muy baja en los estratos visuales, tanto en el SGS
(10,36 + 1,33 células c-Fos positivas/mmz), como en el SO (18,76 + 1,58 células c-Fos
positivas/mm?). Mientras que los animales ilesos pero expuestos al campo magnético
modificado mostraron un mayor nimero de células inmunopositivas tanto en el SGS (12,96 +
0,79 células c-Fos positivas/mm?), como en el SO (27,71 + 2,26 células c-Fos positivas/mm?),
aunque este ligero incremento no resulté estadisticamente significativo. En cambio, la
estimulacidn magnética en animales sometidos a desaferenciacion retiniana neonatal provocé
una dréstica alteracion del nivel de expresion de la proteina c-Fos en los estratos superficiales
del CS, y de forma maés notoria en el SGS. Como resultado de la estimulacion magnética, se
observd un incremento significativo de la induccion del c-Fos en el SGS tanto en ratas
enucleadas neonatalmente (26,68 + 2,35 células c-Fos positivas/mm?) respecto a los controles
con (n=3; p<0,001) y sin estimulacion (n=3; p<0,001), como en edad adulta (23,78 + 1,23
células c-Fos positivas/mm?) aunque en éstos las diferencias solo resultaron significativas
respecto a los controles (n=3; p<0,01). Ademas, al comparar el efecto de la desaferenciacion
retiniana neonatal respecto a la practicada en fase adulta, se observo que la estimulacion
magnética da lugar a mayores niveles de induccion de c-Fos en el SGS de animales lesionados
neonatalmente (n=3; p<0,01). En el SO, aunque mas levemente, también se pudieron observar
cambios en la induccidon de c-Fos en las distintas condiciones analizadas. Sin embargo, a

diferencia del SGS, en el SO s6lo se observd un incremento significativo en los animales
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sometidos a desaferenciacion visual neonatal (42,16 + 5,64 células c-Fos positivas/mm?),
cuando éstos se comparaban con los animales control no estimulados (n=3; p<0,01). La
evisceracion en el adulto, aunque presenté un aumento de c-Fos en el SO (33,25 + 2,04
células c-Fos positivas/mm?®), respecto a los controles con y sin estimulacion, no mostrd
diferencias significativas. Asimismo al comparar los animales estimulados enucleados
neonatalmente respecto a los enucleados en estadio adulto se observo que los primeros

presentaban una mayor induccion de c-Fos, aunque las diferencias no fueron significativas

(Fig. 24).
Control
Control +
EM

DV DV
neonatal adulto
-+ +
EM EM

Fig. 22. Estratos superficiales del CS de ratas adultas mostrando las diferencias de expresién de
c-Fos en las distintas situaciones experimentales estudiadas. (A) Los animales control apenas
muestran células c-Fos positivas. (B) La estimulacion magnética en los animales ilesos apenas afecta a
la induccion de c-Fos en los estratos superficiales coliculares. (C) Los animales sometidos a
desaferenciacion visual neonatal presentan un incremento de la expresion de c-Fos tras la estimulacion
magnética tanto en el SO como en el SGS. (D) Los niveles de expresion de c-Fos en los animales con
desaferenciacion retiniana en fase adulta aumentan tras la estimulacion magnética en los estratos
superficiales aunque en menor mediada en comparacion con los lesionados neonatalmente. DV,
desaferenciacion visual; EM, estimulacion magnética; SGS, estrato gris superficial; SO, estrato optico;
SGI, estrato gris intermedio. Barra de escala: 100 pm.
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Fig. 23. Dibujos a cAmara clara de cortes coronales representativos de los estratos superficiales
del coliculo superior de ratas adultas mostrando células c-Fos positivas en respuesta a la
exposicion a un campo magnético con la polaridad alterada. Se observa que tras la estimulacion
magnética tanto los animales control como los desaferenciados visualmente presentan un incremento
de la expresion de c-Fos en los estratos superficiales del CS. Los animales enucleados neonatalmente
muestran una mayor induccion del c-Fos en comparacion con el resto de situaciones experimentales.
Cada punto corresponde con una célula c-Fos inmunopositiva. d, dorsal; DV, desaferenciacion visual;
EM, estimulacion magnética; m, medial;, SGS, estrato gris superficial. SO, estrato Optico. Barra de
escala: 500pm.
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Fig. 24. Tabla de datos y graficas que muestran las diferencias en la expresion de c-Fos en el
estrato gris superficial y en el estrato optico en las distintas situaciones experimentales. (A) En el
SGS los animales estimulados magnéticamente sometidos a desaferenciacion retiniana en fase
neonatal y adulta muestran un incremento significativo de la induccion del c-Fos en comparacion con
los no estimulados. Ademas en este estrato cuando la desaferenciacion tiene lugar neonatalmente la
expresion de c-Fos es mayor que cuando se lleva a cabo en el adulto, siendo esta diferencia
significativa. (B) En el SO, aunque en todos los casos experimentales la estimulacion magnética
provoca un aumento de células c-Fos positivas, solo en los animales desaferenciados de recién nacido
es significativo. DV, desaferenciaciéon visual; EM, estimulacion magnética; SGS, estrato gris
superficial. SO, estrato optico. Los datos se presentan como los promedios de las densidades celulares
(numero de células c-Fos positivas por mm?) £ SEM (*¥*) p<0,01; (***) p<0,001.
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4.5.2. Expresion de c-Fos en regiones corticales

Tras observar los efectos de la alteracion del campo magnético en la induccion del
c-Fos en los estratos superficiales del CS, nos planteamos analizar su efecto en la activacion
de células de la CVI1, asi como de otras regiones corticales no implicadas con el
procesamiento de la informacion visual, la corteza motora primaria (CM1) y la corteza
auditiva primaria (CAl), en animales adultos control. Las tres regiones corticales estudiadas
presentaron un elevado nivel de induccion del c-Fos tras estimulos magnéticos, en todas las
capas con excepcion de la capa I, en comparacion con la expresion basal observada en los
animales sin estimular. En la CV1 la mayor induccion de la proteina c-Fos se localizé en las
capas II/Ill, donde las células se encontraron muy intensamente tefiidas. En la capa IV
también se vio una elevada densidad de células inmunomarcadas aunque levemente tefiidas.
En la capa V y VI se mostr6 una densidad de células c-Fos positivas intensamente tefiidas
elevada (Fig. 25). Tanto en la CM1 como en la CAl, la induccién del c-Fos fue similar a la
observada en la CV1 siendo las capas II/III y IV las regiones que mas intensa y densamente se
encontraron marcadas, sin embargo, en la CAl en la capa V tanto la densidad como la

intensidad de la tincion fue moderada (Fig. 26 y 27).
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Fig. 25. Corteza visual primaria de animales control y sometidos a estimulacién magnética
mostrando la expresion de c-Fos. Los animales control apenas presentan expresion de c-Fos en la
CV1 (A), mientras que la estimulacion magnética provoca un fuerte incremento de los niveles de c-
Fos en todas las capas de la CV1, con excepcion de la capa I (B). (C) Detalle del area encuadrada en B.
CV1, corteza visual primaria. Barras de escala (A y B): 200 um; (C): 50 pm.
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Fig. 26. Corteza motora primaria de animales control y sometidos a estimulacién magnética
mostrando la expresion de c-Fos. La expresion basal de c-Fos en las distintas capas de la CM1 de
ratas control es moderada. (A) Como resultado de la estimulacion magnética tiene lugar un incremento
notable de los niveles de c-Fos en todas las capas de la CM1, con excepcion de la capa I (B). (C)
Detalle del area encuadrada en B. CM1, corteza motora primaria. Barras de escala (A y B): 200 um;
(C): 50 pm.
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Fig. 27. Corteza auditiva primaria de animales control y sometidos a estimulacion magnética
mostrando la expresion de c-Fos. Los animales control muestran un reducido nivel de expresion
basal de células c-Fos positivas en la CA1 (A), mientras que la estimulacion magnética provoca un
fuerte incremento de los niveles de c-Fos, principalmente, en las capas II/IIl y IV de 1la CA1 (B). (C)
Detalle del area encuadrada en B. CA1, corteza visual primaria. Barra de escala (A y B): 200 pm; (C):
50 pm.
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4.5.3. Posible contribucion de la conexion corticocolicular visual en la induccion de c-Fos

en los estratos superficiales del coliculo superior

Teniendo en cuenta la expansion de la conexion corticocolicular tras la enucleacion
neonatal observada en trabajos previos de nuestro grupo de investigacion (Garcia del Cafio et
al.,, 1997, 2002), y dado que el transportador vesicular de glutamato (VGIuT) de los
terminales axonicos excitatorios provenientes de la CV1 es el VGIuT1 (Fujiyama et al., 2003;
revisado por Fremeau et al., 2004), analizamos los posibles cambios en el patron de expresion
de VGIuT]1 tras la desaferenciacion practicada neonatalmente o en el adulto, con el fin de
aclarar la posible contribucion del aumento de este campo terminal en la activacion de c-Fos

en los estratos superficiales del CS inducida por alteraciones del campo magnético.

4.5.3.1. Patron de expresion del transportador de glutamato vesicular 1 en animales adultos

sometidos a desaferenciacion retiniana neonatal o en fase adulta.

Los estratos superficiales del CS de los animales control, presentaron en toda su
extension numerosos terminales de tamafio pequefio positivos para el VGIuT1, aunque con
una densidad de marcado diferencial. En la mitad ventral del SGS se observd la mayor
densidad de terminales inmunorreactivos con una distribucion mas empaquetada que en el
SGS dorsal y el SO que mostraban una menor densidad y una localizaciéon mas dispersa de
terminales. La retirada de estimulos provenientes de la retina provocé una profunda alteracion
del patron de marcado del VGIuT1 en los estratos visuales del CS contralateral cuando la
lesion tuvo lugar neonatalmente. Los terminales inmunorreactivos en el SO y en la porcion
ventral del SGS mantuvieron la densidad y la distribuciéon del marcado. Sin embargo, la
densidad de terminales tefiidos para VGIuTl en la regién dorsal del SGS se vio muy
incrementada, pudiéndose observar botones formando agrupaciones de tipo perineuronal. A
diferencia de las ratas lesionadas neonatalmente, la evisceracion en el adulto no dio lugar a
diferencias detectables en comparacion con los estratos visuales coliculares de los animales

control (Fig. 28).
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Fig. 28. Expresion de VGluT1
en el coliculo superior de ratas
adultas control y sometidas a la
desaferenciacion retiniana
contralateral neonatal y en fase
adulta. (A) La expresion de
VGIuT1 en el CS de animales
control abarca los estratos
superficiales, mostrando su mayor
densidad en la region ventral del
SGS. (B) Porcién dorsal del SGS
de animales control mostrando botones dispersos a lo largo de su extension. (C) En el CS
contralateral de los animales desaferenciados neonatalmente se observa un incremento notable de la
expresion de VGIuT1, principalmente en la mitad dorsal del SGS. (D) En la porcion superior del SGS
de los animales enucleados neonatalmente la densidad de botones se ve incrementada respecto a los
animales control. Estos botones se disponen formando agrupaciones perineuronales (cabeza de
flecha). (E) Cuando la desaferenciacion retiniana tiene lugar en la fase adulta el patron de expresion
apenas se ve alterado en el lado contralateral a la lesion respecto a los animales control. SGS, estrato
gris superficial. SO, estrato optico. Barras de escala (A, Cy E): 250 um; (B y D): 30 um.

4.5.3.2. Expresion del transportador de glutamato vesicular 1 y de c-Fos mediante doble
inmunofluorescencia en el estrato gris superficial del coliculo superior de animales

sometidos a desaferenciacion retiniana neonatal

Mediante doble inmunofluorescencia se analiz6 el patron de marcado de VGIuT1 y
c-Fos con el fin de determinar si el aumento de terminales corticocoliculares visuales
inmunorreactivos para VGIuT1 observado en el SGS de ratas enucleadas neonatalmente

podria estar mediando la induccion de la expresion de c-Fos, que se ve significativamente
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incrementada en estos animales, tras la exposicion a cambios en la polaridad del campo

magnético.

El andlisis de la distribucion de VGIuT1 y c-Fos, demostrd que la disposicion de los
terminales VGIuT1 inmunorreactivos formando agrupaciones de tipo perineuronal se
encontraban rodeando células c-Fos inmunopositivas, lo que puede indicar que la activacion
transinaptica del c-Fos en el SGS por estimulos magnéticos, al menos en parte, podria estar

mediada por terminales corticocoliculares visuales (Fig. 29).

Fig. 29. Marcado doble de VGIuT1 y c-Fos en el estrato gris superficial del CS de ratas adultas
desaferenciadas neonatalmente. (A) En verde se observa el marcado de c-Fos en el SGS. (B) En rojo
se muestra el marcado de VGIuT1 formando agrupaciones perineuronales en el SGS. (C) El marcado
doble muestra agrupaciones de terminales VGIuT1 presinapticos rodeando células c-Fos positivas. (D,
E y F) Detalle del area encuadrada en A, B y C, respectivamente. SGS, estrato gris superficial. SO,
estrato optico. Barras de escala (A, By C): 30 um; (D, E y F): 10 um.
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4.5.4. Efecto de la exposicion a un campo magnético con polaridad alternante en la
organizacion del campo terminal corticocolicular visual de animales sometidos a

desaferenciacion retiniana en fase adulta

Tras observar el importante efecto en la induccion del c-Fos que la alteracion en la
polaridad del campo geomagnético provocaba en el CS de los animales con lesiones visuales,
y teniendo en cuenta que la expresion de estas moléculas de expresion temprana modulan la
expresion de otras moléculas que pueden dar lugar a cambios a largo plazo (Sheng y
Greenberg, 1990; Morgan y Curran, 1991), consideramos la posibilidad de que pudiera tener
algn efecto en la alteracion de la conexién corticocolicular visual de ratas lesionadas en fase

adulta.

La exposicion a un campo magnético alternante dio lugar a una leve expansion del
campo terminal en sentido lateromedial. Sin embargo, no provocd un cambio notorio en la
morfologia del centro del campo terminal corticocolicular visual respecto a los animales
eviscerados en fase adulta, manteniendo la forma columnar que abarcaba un darea
comprendida entre el SO dorsal y el SZ del CS. Las fibras de calibre medio-grueso
procedentes de la CV1 alcanzaban el SO y formaban una densa red en el SGS. En el centro de
la proyeccion los axones presentaban abundantes botones a lo largo de su trayectoria. Las
ratas sometidas a estimulacion magnética presentaban fibras de grosor y longitud intermedia,
principalmente localizadas en el SGS, alejandose del centro del campo terminal hacia el
extremo lateral, y en mayor medida hacia la linea media, del CS (450-550 um y 650-750 pum,
respectivamente). Muchos de estos axones, de apariencia rectilinea, se disponian paralelos a la
superficie pial. La mayoria de las fibras que se alejaban presentaban numerosos botones en
passant de muy pequeiio tamafio a lo largo de su trayectoria. Ademads, se pudieron observar
axones con engrosamientos terminales, asi como axones con pequefias ramas con
engrosamiento terminal indicativos de un posible fendémeno de crecimiento axonal (Fig. 30,

31y 32).
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Fig. 30. Lugar de inyeccion del trazador y efecto de la exposicion a un campo magnético con la
polaridad cambiante en la organizacién del campo terminal corticocolicular visual de ratas
sometidas a desaferenciacion retiniana en estadio adulto. (A) Reconstruccion del lugar de
inyeccion del trazador en la CV1, realizada sobre un mapa estereotaxico dorsal de la corteza de la rata
(adaptado de Zilles, 1985). (B) Corte coronal mostrando el centro del lugar de inyeccidon
correspondiente al nivel de la linea vertical dibujada en A. (C) Localizacion del campo terminal en la
superficie dorsal del CS. El area coloreada en negro corresponde a la zona de mayor densidad de fibras.
Las areas coloreadas en grises de intensidad decreciente corresponden a las zonas de densidad
decreciente de axones. (D) Dibujo panoramico del campo terminal en una seccion coronal del CS al
nivel de la linea horizontal representada en C. La distancia a la que se alejan las fibras en sentido
lateral (450-550 um) y medial (650-750 um) viene representada por “d,” y “d,”, respectivamente.
CV1, corteza visual primaria; CV1B, corteza visual primaria binocular; CVIM, corteza visual
primaria monocular; c, caudal; d, dorsal; m, medial; r, rostral; SGS, estrato gris superficial; SO, estrato
optico. Barras de escala (A): 2 mm; (B y C): 1 mm; (D): 250 pm.
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Fig. 31. Microfotografias del campo terminal corticocolicular visual tras la exposicion a un
campo magnético con la polaridad cambiante en ratas sometidas a desaferenciacion retiniana en
estadio adulto. (A) Como consecuencia de la estimulacion magnética se observa un incremento de
fibras que se dirigen hacia regiones mas laterales, y en mayor medida, mediales del CS. (B) Fibras
alejandose del centro del campo terminal dirigiéndose hacia la linea media colicular. (C) Fibras con
engrosamientos terminales (cabeza de flecha) y pequefias ramas con engrosamiento terminal (flecha).
SGS, estrato gris superficial, SO, estrato optico. Barras de escala (A): 100 pm; (B): 30 um.; (C): 10
pm.
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DV adulto +
siRNAs NgR y RhoA

DV adulto +
Tratamiento con fluoxetina

DV adulto + Control +
siRNAs NgR Tratamiento con fluoxetina
Dv adulto + DV adulto + EM

siRNAs RhoA

Fig. 32. Resumen del efecto de las diferentes condiciones experimentales en la organizacion del
campo terminal corticocolicular visual de ratas adultas. Para cada caso experimental: a la izquierda
se muestra el area que abarca el lugar de inyeccion del trazador realizada sobre un mapa estereotaxico
dorsal de la corteza cerebral de rata (adaptado de Zilles, 1985); a la derecha el campo terminal
corticocolicular visual en la superficie dorsal del CS. La administracion de siRNAs frente a NgR vy,
mas notablemente frente a RhoA, en la CV1 de animales sometidos a desaferenciacion retiniana en
fase adulta da lugar a un incremento de fibras que se dirigen hacia regiones mas laterales y mediales
del CS. Asimismo, el tratamiento croénico con fluoxetina en animales desaferenciados provoca una
considerable expansion de la proyeccion corticocolicular visual de estos animales, con un aumento de
fibras localizadas en regiones mas mediales y laterales del CS. La estimulacion magnética también da
lugar a la presencia de fibras en regiones mas mediales y laterales. Las areas coloreadas en grises de
intensidad decreciente corresponden a las zonas de densidad decreciente de axones. CV1B, corteza
visual primaria binocular; CV1M, corteza visual primaria monocular; ¢, caudal; m, medial; r, rostral.
Barras de escala, vista dorsal de la corteza cerebral: 2 mm; vista dorsal del CS: 1 mm.
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4.5.5. Estudio cuantitativo de la expresion de BDNF tras la exposicion a un campo

magnético con polaridad alternante

El aumento de fibras que escapan de la region central de la proyeccidon expuestas al
campo geomagnético alterado en ratas enucleadas de adulto nos llevd a estudiar qué
moléculas implicadas en el crecimiento axonal estaban mediando este fendmeno de
reinstauracion de la plasticidad tras la exposicion a cambios en la polaridad del campo
magnético. Puesto que el BDNF se ha demostrado que juega un papel significativo en el
crecimiento de neuritas (Ahmed et al., 1995; Avwenagha et al., 2003) procedimos a analizar
posibles cambios en la expresion de esta proteina en la corteza visual (CV) y en el CS de
animales adultos control y sometidos a enucleacion neonatal tras la exposicion durante 11 dias

a un campo magnético con polaridad cambiante.

Los resultados mostraron que como consecuencia de la estimulacion magnética los
niveles de BDNF se encontraban incrementados significativamente en la CV tanto de
animales ilesos (10,63 = 0,81 ng/ug de proteina) (n=3; p<0,05) como de lesionados
neonatalmente (17,65 + 1,40 ng/pug de proteina) (n=3; p<0,01) respecto a los no estimulados
ilesos (3,84 + 1,83 ng/ug de proteina) y desaferenciados (9,37 £ 0,70 ng/ug de proteina),
respectivamente. Ademds como consecuencia de la desaferenciacion neonatal se produjo un
incremento del BDNF respecto a los controles aunque las diferencias no resultaron
significativas en los animales no estimulados. Sin embargo, si se detectaron estas diferencias
en los animales estimulados, observandose un aumento significativo de BDNF en los
animales enucleados neonatalmente respecto a los ilesos (n=3; p<0,05). Las mayores
diferencias de los niveles de BDNF en la CV se encontraron al comparar los animales control
no estimulados con los desaferenciados visualmente de recién nacido y estimulados
magnéticamente de adulto, situacion experimental que mostrd los niveles mas elevados de

BDNF en la CV (n=3; p<0,001) (Fig. 33).

Los niveles proteicos de BDNF en el CS se vieron notablemente afectados tras la
exposicion al campo magnético alterado. Al igual que en la CV se produjo un incremento del
BDNF tras la estimulacion magnética tanto en los animales control (23,73 + 1,24 ng/pg de
proteina) (n=3; p<0,001) como en los sometidos a desaferenciacion retiniana neonatal (25,61
+ 2,61 ng/ug de proteina) (n=3; p<0,05) en comparacion con los animales sin estimular

control (11,57 + 2,70 ng/ug de proteina) y con los desaferenciados (18,71 £ 1,22 ng/ug de
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proteina), respectivamente. Asimismo, en los animales no estimulados la enucleacion provoco
un aumento significativo del BDNF respecto a los controles (n=3; p<0,05), no observandose
estas diferencias significativas tras la estimulacion magnética de ambos grupos de animales.
Tal y como ocurria en la CV, los animales enucleados neonatalmente y estimulados de adulto
presentaron los niveles mas altos de BDNF en el CS, siendo notablemente superiores a los

observados en los animales control sin estimular (n=3; p<0,001) (Fig. 33).

La exposicion de los animales control a un campo magnético con la polaridad
alternante provocd, también, un incremento significativo de los niveles BDNF en la corteza
motora (CM) (23,27 £+ 2,92 ng/ug de proteina) respecto a los no estimulados (4,54 + 3,66
ng/ug de proteina) (n=3; p<0,01). Ademas se observé un ligero aumento del BDNF en la
corteza auditiva (CA) en los animales sometidos a estimulacion magnética (14,61 + 1,42
ng/ug de proteina) en comparacion con los no estimulados (11,10 + 0,47 ng/ug de proteina),

aunque estas diferencias no fueron significativas (Fig. 34).

(ng /uglfl]:gfo teina) Control Control + EM DV neonatal DV neonatal + EM
CvV 3,84 +1,83 10,63 + 0,81 9,37+ 0,70 17,65 £ 1,40
CS 11,57 £2,70 23,73+ 1,24 18,71 £ 1,22 25,61 £2,61

ok
*
3["- ok +

= —JControl
Ig ok B DCDﬂtl'l]l + EM
2 2(- : EE DYV neonatal
3 BB DV neonatal + EM
{=11]
=
[=11]
£ 10+
=
[l

0-

Cv C8s

Fig. 33. Tabla de datos y grafica que muestra los cambios en los niveles de la proteina BDNF en
la corteza visual y el coliculo superior en animales control y con desaferenciacion visual
neonatal sometidos a un campo geomagnético con la polaridad alterada. Los animales enucleados
neonatalmente presentaron un incremento de los niveles de BDNF en la CV, y de manera significativa
en el CS, respecto a los controles. Tras la estimulacion magnética, tanto los animales control como los
enucleados neonatalmente mostraron un aumento significativo de los niveles de BDNF en la CV y en
el CS en comparacion con los no estimulados. CS, coliculo superior; CV, corteza visual; DV,
desaferenciacion visual; EM, estimulacion magnética. Los datos se presentan como los promedios de
la concentracion de proteina (ng de BDNF/ug de proteina total) £ SEM (*) p<0,05; (**) p<0,01; (**%)
p<0,001.
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Fig. 34. Tabla de datos y grafica que muestra los cambios en los niveles de la proteina BDNF en
la corteza motora y la corteza auditiva en animales control sometidos a un campo geomagnético
con la polaridad alterada. Tras la estimulacién magnética los animales mostraron un aumento de los
niveles de BDNF en la CA, y de manera significativa en la CM en comparaciéon con los no
estimulados. CA, corteza auditiva; CM, corteza motora; EM, estimulacion magnética. Los datos se
presentan como los promedios de la concentracion de proteina (ng de BDNF/ug de proteina total) +
SEM (**) p<0,01.

108



5. DISCUSION







Discusion

5. DISCUSION

Los hallazgos obtenidos en el presente trabajo de tesis corroboran la disminucion de la
respuesta plastica de la conexion retinocolicular cuando el dafio se produce en el sistema
visual maduro, empleando como modelos de lesion la desaferenciacion retiniana y/o la
ablacion del coliculo superior (CS) en ratas neonatales y adultas. Ademads, se muestra la
elevada capacidad de regeneracion y reorganizacion estructural del CS durante el desarrollo
postnatal temprano tras su ablacidon neonatal, consistente en la reorganizacion de las
conexiones retino- y corticocoliculares aferentes, y en cambios en el patron de distribucion de

las neuronas locales y de los astrocitos.

Por otro lado, basandonos en los resultados obtenidos en trabajos anteriores
desarrollados en nuestro laboratorio en los que se ha demostrado que la desaferenciacion
retiniana neonatal da lugar a la expansion de la proyeccion visual corticocolicular ipsilateral,
mientras que esta expansion no tiene lugar cuando la lesion se lleva a cabo en estadio adulto
(Garcia del Caiio et al., 2002), se han abordado diferentes estrategias dirigidas a promover la
plasticidad postlesional de esta conexion en el sistema nervioso maduro. En este sentido,
ponemos de manifiesto la eficacia de la administracion de RNAs pequefios de interferencia
(siRNAs) frente a las moléculas inhibidoras del crecimiento axonal, el Nogo receptor (NgR) y
el RhoA, en el origen de la via visual corticocolicular, en la reduccion de la expresion de
dichas moléculas, y consecuentemente en la promocion del crecimiento axonal tras la
desaferenciacion retiniana en fase adulta. Asimismo, demostramos que el tratamiento cronico

con fluoxetina favorece notablemente la respuesta plastica ante este tipo de lesion.

Mediante inmunodeteccion del gen temprano c-fos, mostramos que la exposicion a un
campo magnético alterado induce la activacion de neuronas en los estratos superficiales del
CS tras la privacion de estimulos visuales. Ademas, vimos que diferentes regiones corticales,
la corteza visual, la auditiva y la motora, presentan neuronas que responden ante estos
estimulos magnéticos. Como consecuencia de la exposicion de los animales enucleados en
estadio adulto a un campo magnético con polaridad cambiante se produce un incremento de la
respuesta plastica en la conexion visual corticocolicular, pudiendo estar mediada por el
aumento de los niveles del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) que tiene lugar

tras la exposicion de los animales a este campo magnético.
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A continuacion se procederd a discutir estos resultados teniendo en cuenta su relacion

con los hallazgos descritos por otros autores.

5.1. Alteraciones en la organizacion del campo terminal retinocolicular en animales

adultos tras lesiones del sistema visual

5.1.1. Animales control

El anélisis de la organizacion del campo terminal retinocolicular ipsilateral de ratas
adultas control tras la inyeccion intraocular de la subunidad B de la toxina colérica (CTB)
mostr6é una leve inervacion, localizada principalmente en la region anteromedial del estrato
optico (SO), de la porcion ventral del estrato gris superficial (SGS) y del estrato zonal (SZ),
mientras que se observé una intensa inervacion que aumentaba en sentido ventrodorsal de los
estratos superficiales contralaterales al lugar de inyeccion. Estas observaciones coinciden con
las mostradas por otros autores que describen que en condiciones normales en roedores
adultos la proyeccion retiniana ipsilateral es reducida y esta restringida a la parte rostral del
CS, que representa la region binocular central del campo visual (Lund et al., 1980; Insausti et
al., 1985; Prichard et al., 2007), y que recibe proyecciones directas de ambos ojos (Thompson,
1979; Frost et al., 1979; Chalupa y Rhoades, 1979). En ratas albinas en torno al 98% de los
axones originados en la retina atraviesan el quiasma Optico al lado contralateral (Lund, 1965).
En este sentido, trabajos previos han descrito que en ratas adultas ilesas el origen de la
proyeccion retinocolicular ipsilateral esta confinada a una region en forma de media luna en la
retina inferior temporal, de manera que la conexion retinocolicular ipsilateral estd restringida
a unos pocos axones localizados en la region anteromedial del SO (Lund et al., 1973). Sin
embargo, en ratas pigmentas, dado que el porcentaje de axones de las células ganglionares
retinianas que cruzan el quiasma Optico es menor (en torno al 95%), esta proyeccion

ipsilateral se encuentra incrementada (Lund, 1965).

Aunque se ha descrito que en roedores la proyeccion ipsilateral se localiza
principalmente en el SO dentro de la region rostral del CS (Lund y Lund, 1976; Chalupa y
Rhoades, 1979), y ocasionalmente en el SO del extremo posterior del CS (Lund y Lund,
1973), otros estudios muestran que la proyeccion se extiende a la region del SGS mas
profunda (Frost et al., 1979; Jen et al., 1984), mientras que otros autores describen que la
proyeccion se presenta como axones terminales dispuestos en forma de pequeiios parches en

la region ventral del SGS (Land y Lund, 1979). A diferencia de estos trabajos, nosotros hemos
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observado que no s6lo el SO y la region ventral del SGS recibian aferencias ipsilaterales, sino
que ademas el SZ estaba levemente inervado mostrandose como fibras dispersas de pequefia
longitud dispuestas perpendicularmente hacia la superficie pial. Esta ligera inervacion directa
del SZ por fibras de la retina ipsilateral no habia sido previamente descrita. Esta discrepancia
podria explicarse por la diferente sensibilidad de los trazadores empleados. Varios estudios
han demostrado que la inyeccion intraocular del trazador CTB es Optima para el trazado de las
proyecciones retinofugales en mamiferos (Angelucci et al., 1996; Fleming et al., 2006;
Prichard et al., 2007), aves (Shimizu et al., 1994; Wu et al., 1999) y reptiles (Reiner et al.,
1996). Angelucci y colaboradores, mostraron que la CTB fue el mas sensible de los trazadores
que analizaron, que incluian la aglutinina del germen de trigo (WGA) y la WGA conjugada a
la enzima peroxidasa de radbano (WGA-HRP), dado que permitié el marcado de todas las
proyecciones retinianas conocidas, incluso de las ramificaciones terminales mas finas,
indicando que fue captado virtualmente por todas las células ganglionares retinianas
(Angelucci et al., 1996). Ademas, en comparacion con la CTB, la WGA y la WGA-HRP
mostraron menos proyecciones a algunas dianas retinianas como es el caso del nucleo
supraquiasmatico del hipotdlamo (Johnson et al., 1988; Mikkelsen y Servier¢, 1992), y
produjeron un marcado discontinuo y granular, haciéndolos inadecuados para el analisis en
detalle de los terminales axonicos (Angelucci et al., 1996). Numerosos trabajos han estudiado
las conexiones retinofugales tanto en animales ilesos como en animales sometidos a
manipulaciones experimentales como son la desaferenciacion retiniana y las lesiones de la
retina y del nervio 6ptico. Sin embargo, la mayoria de estos estudios se han llevado a cabo
mediante la inyeccion de los trazadores peroxidasa de rdbano (HRP) (Lund et al., 1980;
Serfaty y Linden, 1994; Serfaty et al., 2005) y WGA-HRP (Insausti et al., 1985, Thompson et
al., 1995). En el presente trabajo, mediante el empleo de otro trazador, la CTB, corroboramos
los resultados obtenidos por otros grupos de investigacion y demostramos la alta sensibilidad

de la CTB para el marcado anterdgrado de la conexion retinocolicular.

Respecto a la proyeccion procedente de la retina al CS contralateral, nuestras
observaciones concuerdan con las mostradas en otros trabajos desarrollados en roedores
(Frost et al., 1979) donde se describe un marcado del campo terminal intenso que abarcaba la
totalidad de los estratos superficiales coliculares. Beckstead y Frankfurter en animales control
describen una conexion directa de la retina al estrato gris intermedio (SGI) contralateral en la
rata, el gato y el mono, e ipsilateral en el gato y, de forma mas evidente, en el mono

(Beckstead y Frankfurter, 1983). En nuestro trabajo no hemos observado esta conexion
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directa entre la retina y los estratos intermedios del CS en los animales ilesos. Para poner de
manifiesto esta conexion estos autores introducen una modificacion en el protocolo de
inyeccion y revelado del trazador HRP, lo que permitié aumentar su sensibilidad (Beckstead y
Frankfurter, 1983), por lo que es posible que las distintas sensibilidades de deteccion de los
distintos trazadores empleados estén marcando estas diferencias. Hay que tener en cuenta que
ciertos trazadores como el WGA-HRP tras periodos de supervivencia relativamente cortos
pueden escapar de los axones y terminales axonicos generando un marcado secundario
transneuronal de otras células y procesos (Gerfen et al., 1982) lo que puede dar lugar a una
incorrecta interpretacion de los resultados, a diferencia del marcado con CTB que no se

transporta transinapticamente (Coolen et al., 1999).

5.1.2. Efecto de la desaferenciacion retiniana neonatal

Como consecuencia de la desaferenciacion retiniana neonatal unilateral la proyeccion
retinocolicular ipsilateral en el adulto se vio notablemente incrementada en todo el eje
rostrocaudal de los estratos superficiales mostrando un gradiente creciente en sentido
ventrodorsal, mientras que la contralateral no mostré diferencias respecto a los controles.
Estas observaciones confirman los resultados obtenidos por otros autores los cuales describen
la aparicion de una conexion aberrante ipsilateral tras la enucleacion neonatal que se
encuentra expandida invadiendo regiones del CS que en condiciones normales estan
reservados para las aferencias contralaterales (Chow et al., 1973; Lund et al., 1980; Insausti et

al., 1985; Ostrach et al., 1986; Chan y Jen, 1988).

Se ha observado que en los primeros dias postnatales en ratas (Land y Lund, 1979) y
hamsters (Insausti et al., 1985) la conexion retinocolicular ipsilateral es amplia y se distribuye
a lo largo de toda la superficie de los estratos superficiales del CS alcanzando su region mas
caudal (Land y Lund, 1979; Insausti et al., 1985). Durante el desarrollo postnatal temprano, en
los diez primeros dias postnatales en el caso de la rata (Land y Lund, 1979), la mayor parte de
la proyeccion ipsilateral se retrae hasta alcanzar el patron adulto normal (Land y Lund, 1979;
Insausti et al., 1985). Sin embargo, tal y como hemos observado en el presente trabajo, esta
retraccion se ve afectada si se lleva a cabo la enucleacion neonatal del ojo contralateral dando
lugar a la persistencia de una distribucion ampliada inusual de la proyeccion ipsilateral (Chow

et al., 1973; Lund et al., 1980; Insausti et al., 1985; Ostrach et al., 1986; Chan y Jen, 1988).
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Trabajos previos han demostrado que el numero de células ganglionares que proyectan
ipsilateralmente se encuentra incrementado en animales enucleados neonatalmente tanto en la
retina temporal como en la nasal (Sengelaub y Finaly, 1981; Jeffery, 1985) y, como
consecuencia, la representacion del campo visual ipsilateral se ve aumentada en el CS
(Fukuda et al., 1984; Jeffery Thompson, 1986; Reese, 1986). Chan y colaboradores describen
que en la rata el nimero de células ganglionares retinianas que proyectan ipsilateralmente
decrece continuamente de mas de 3000 en el dia del nacimiento a cerca de 1000 en el dia
postnatal (P)5 (Chan et al., 1989). En contraste, en las ratas sometidas a enucleacion neonatal
unilateral el nimero de células ganglionares se ve aumentado siendo mas de 4000 en P1, y de
ahi decrece hasta alcanzar en P5 un nivel similar al del adulto que es de algo mas de 2000
(Chan et al., 1989). Ademas estas observaciones concuerdan con el trabajo de Thompson y
colaboradores en las que muestran en hurones adultos con desaferenciacién retiniana
unilateral, tanto albinos como pigmentados, un incremento del nimero de axones
ganglionares retinianos procedentes del ojo intacto que proyectan ipsilateralmente (Thompson
et al.,, 1993). Estas evidencias sugieren que como resultado de la enucleacion unilateral
neonatal no s6lo podria producirse un aumento en la falta de retraccion de los axones
ganglionares retinianos que proyectan ipsilateralmente de forma transitoria en condiciones
normales, sino que ademds podria haber un incremento de esta conexiéon por desorientacion,
reorientacion y sprouting colateral de axones opticos. Lund y colaboradores determinan que la
capacidad de reorganizacion de los terminales del nervio Optico intacto estd restringida a los
diez primeros dias, y proponen que la proyeccion aberrante ipsilateral es en buena parte
debida a los axones que no han alcanzado el quiasma dptico en el momento de la lesion que
son reorientados hacia el lado “incorrecto” (Lund et al., 1973). Existen evidencias que
muestran que la aparicion de esta conexion retinocolicular ipsilateral aberrante no solo tiene
lugar tras la desaferenciacion retiniana, sino también tras otros tipos de manipulaciones
experimentales como son las lesiones en la retina (Lund y Lund, 1973; Lund y Lund, 1976) y
en el nervio Optico contralateral (Serfaty y Linden, 1994), e incluso en ratas con ausencia

congénita de un ojo (Shen, 1987).

El incremento observado de la conexién ipsilateral retinocolicular en animales
enucleados neonatalmente tiene una significacion en la organizacion funcional, puesto que
estudios electrofisioldgicos han demostrado que estos animales mostraban una aumento en la
frecuencia y en la respuesta de neuronas coliculares activadas visualmente por la entrada de

estimulos de la retina ipsilateral. Ademas, las respuestas visuales a través del ojo ipsilateral
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podian ser registradas en una region mas amplia del CS que en los animales control

(Thompson, 1979; Rhoades, 1980; Jeffery y Thompson, 1986).

La plasticidad observada en la conexion retinocolicular ipsilateral tras la
desaferenciacion retiniana neonatal unilateral podria resultar de la interrupcion de la
interaccion binocular de las aferencias de ambas retinas (Serfaty et al., 1990). Como resultado,
la retirada selectiva de estimulos desde los axones contralaterales podria reducir la eficacia de
la transmision sinaptica global hasta un punto donde el sprouting axonal reactivo podria estar
desencadenado. Esta hipotesis se apoya en diferentes estudios en los que la transmision
sinaptica retinotectal se ve perturbada. En este sentido, se ha mostrado que la serotonina, el
principal modulador inhibitorio de la transmision retinocolicular (Malayev y Debski, 1998),
esta implicada en el sprouting y la reorganizacion axonal en el CS de mamiferos durante el
desarrollo normal (Crnko-Hoppenjans et al., 2001) y tras lesiones de la retina (Bastos et al.,
1999). Ademas, el bloqueo de las sefales retrogradas como el 6xido nitrico dan lugar a un
sprouting similar de los axones retinianos ipsilaterales (Campello-Costa et al., 2000; Vercelli
et al., 2000). Finalmente, el bloqueo cronico desde el nacimiento de receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) mediante antagonistas liberados lentamente por medio del plastico Elvax
implantado sobre el CS aumenta el sprouting de la proyeccion ipsilateral tras la
desaferenciacion parcial de la conexion retinocolicular contralateral (Colonnese y
Constantine-Paton, 2001). Estas evidencias podrian sugerir que la perturbacion de la
sefializacion sindptica normal podrian estar mediando la expansion de la via retinocolicular

ipsilateral observada tras la desaferenciacion retiniana neonatal.

5.1.3. Efecto de la desaferenciacion retiniana en fase adulta

Contrariamente a los resultados observados tras la desaferenciacion retiniana neonatal,
cuando esta lesion se lleva a cabo en ratas adultas no da lugar a una proyeccion ipsilateral
aberrante. Tras la enucleacion en el adulto tanto la conexidn ipsi- como la contralateral
mostraron un patrén de marcado del campo terminal retinocolicular similar al observado en
las ratas control. Estos resultados son congruentes con otros trabajos que demuestran que con
el aumento de la edad en la que se practica la lesion el incremento de la inervacion procedente
de la retina ipsilateral se ve reducido (Lund et al., 1973; Lund y Lund, 1976; Shen, 1987). Sin
embargo, hay estudios que muestran que tras lesiones practicadas en la madurez se mantiene
cierta capacidad de reorganizacion. Por ejemplo, Serfaty y colaboradores muestran evidencias

de la existencia de plasticidad lenta y continua de los axones retinianos ipsilaterales en ratas
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adultas con lesiones en la retina contralateral en ratas jovenes (P21), lo que contrasta con la
rapida respuesta plastica de las ratas neonatas en las que los fenomenos de plasticidad son
observables a las 48 horas (Serfaty et al., 2005). Por otro lado, Kreutz y colaboradores
demuestran en ratas adultas la reorganizacion en el CS de los axones retinianos intactos tras el
aplastamiento parcial del nervio optico, siendo dependiente de la infiltracion de macrofagos
en el lugar de la lesion con la subsecuente produccion del factor de necrosis tumoral o (TNFa)

(Kreutz et al., 2004).

5.1.4. Efecto de la ablacion del coliculo superior neonatal

Con el fin de estudiar el efecto de la ablacion neonatal del CS en la organizacion del
campo terminal de la via retinocolicular se llevo a cabo la aspiracion neonatal de los estratos
superficiales del CS. Una vez alcanzado el estadio adulto se procedid a la inyeccion
intraocular del trazador CTB contralateral al CS aspirado. Los resultados mostraron que la
conexion ipsilateral al lugar de inyeccidn no se encontraba alterada, mientras que la
contralateral, que correspondia con el CS dafiado, no solo presentd una elevada capacidad de
regeneracion estructural, sino que ademds, los estratos superficiales regenerados se
encontraban inervados por axones procedentes de la retina contralateral, aunque con una
disposicion diferente respecto a la conexion retinocolicular contralateral de los controles. En
estos animales en la porcion superior del SO se observaron fibras dispuestas oblicuamente en
direccion a la superficie pial, mientras que en el SGS y en el SZ la intensidad de inervacion se
encontraba disminuida en comparacion con los controles. Ademas, el SGI presentaba

fragmentos de fibras cortos orientados hacia la superficie colicular.

Nuestras observaciones ponen de manifiesto la elevada capacidad regenerativa de los
estratos superficiales del CS tras su aspiracion neonatal. Este fenomeno no ha sido descrito
anteriormente por otros autores. Existen diversas publicaciones en las que analizan el efecto
de lesiones del CS en mamiferos practicadas a edades postnatales tempranas que incluyen
lesiones por transeccion lateromedial (Tan y Harvey, 1997; Dallimore et al., 2010) y por
cauterizacion o dafio por calor (Carman y Schneider, 1992; Wu et al., 1998, Dunlop et al.,
2007), sin embargo, no mencionan que dicha regeneracion tenga lugar. Las diferencias
pueden ser debidas a los diferentes métodos de lesion empleados. Por ejemplo, como
consecuencia del dafio por calor de la superficie tectal el tejido se vuelve necrotico y se forma

un quiste en la region lesionada (Wu et al., 1998) que es probable que impida la regeneracion.
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Cabe preguntarse si la regeneracion de los estratos superficiales observada es debida a
la formacion de nuevas neuronas o a la redistribucion de células localizadas en la proximidad
del lugar de la lesion. Dado que existen evidencias que muestran que la neurogénesis en el CS
de rata finaliza prenatalmente, concretamente entre el dia embrionario (E)18 y E20 (Mustari
et al., 1979; Altman y Bayer, 1981), postulamos que la regeneracion observada tiene lugar por
una redistribucion de células cercanas a la region dafiada, como son las de los estratos
intermedios y profundos coliculares. En este sentido, Edwards y colaboradores determinaron
que en el raton tiene lugar la diferenciacion del CS que subyace a un crecimiento radial
importante y la sublaminacion arquitectonica de los estratos que avanza de forma secuencial
de dentro a fuera desde E17 a P6 (Edwards et al., 1986). Es probable que este fendmeno de
regeneracion se produzca por una redistribucion de las células jovenes del CS, siendo guiadas
en su migracion vertical por procesos gliales alineados radialmente (Cooper y Rakic, 1983).
Existen evidencias que muestran que la glia radial es abundante durante el desarrollo postnatal
temprano en el CS (Pulido-Caballero et al., 1994), que podrian estar mediando esta

redistribucion.

Estudios anteriores han evidenciado el crecimiento axonal postlesional en diversas
conexiones del sistema nervioso central (SNC), entre las que se incluye la ruta retinocolicular
(So et al., 1981; Schneider et al., 1985). Trabajos previos han descrito que en ratas neonatales
sometidas a transeccion mediolateral del CS rostral se produce la reinervacion postlesional
colicular por axones retinianos, pero so6lo si la lesion es practicada con anterioridad a P6 (Gan
y Harvey, 1986; Tan y Harvey, 1997). Otros estudios han mostrado que el grado de
plasticidad estd relacionado con el estado de maduracién de las conexiones en el momento
que tiene lugar la lesion (Schneider et al., 1985; Martin et al., 1994). Se ha determinado que
las células ganglionares de la retina se generan entre E13 y E19 (Reese y Colello, 1992).
Dallimore y colaboradores ponen de manifiesto que existe una correlacion entre la génesis de
las células ganglionares de la retina y el tiempo de inervacion retinocolicular. En este sentido,
muestran que la mayoria de los axones de las células nacidas en E16 han alcanzado el CS en
el nacimiento, mientras que pocos axones de células ganglionares nacidas en E18/E19 han
alcanzado el CS en P1. Estos tltimos inervan el CS gradualmente durante la primera semana
postnatal (Dallimore et al., 2002). Ademas, la inervacion retiniana postnatal del CS también
se ha observado en el raton (Godement et al., 1984). Se ha evidenciado que en ratas sometidas
a transeccion rostral del CS en P2 la proporcion de axones que alcanzan el CS de forma tardia

es mayor que en los animales ilesos, aunque la inervacion en los animales lesionados parece
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que también se produce por axones dafiados que habian alcanzado el CS cuando la lesion fue
practicada (Dallimore et al., 2010). En estudios de lesion de médula espinal la plasticidad de
los axones corticoespinales resulta primariamente del crecimiento o redireccion de axones de
crecimiento tardio (Martin et al., 1994). Sin embargo, existen evidencias de que los axones en
regeneracion pueden también contribuir en la reconstruccion del circuito distal al lugar de
transeccion en algunas de las vias supraespinales descendentes (Wang et al., 1998). Teniendo
en cuenta estos datos, se podria interpretar que la inervacion postlesional del CS por
aferencias de la retina contralateral observada puede ser llevada a cabo por axones que no
habian sido afectados por el dafio inicial y que alcanzaban el CS tras la lesion, aunque no se

puede descartar que sea por la regeneracion de axones dafiados, o una combinacidon de ambos.

Como se ha mencionado anteriormente, algunos trabajos han descrito la existencia de
una conexion contralateral directa entre la retina y el SGI (Beckstead y Frankfurter 1983). En
nuestro trabajo no hemos observado esta conexién directa en condiciones normales. Sin
embargo, tras la ablacion neonatal del CS, el SGI se encontraba ligeramente inervado por
fibras procedentes de la retina. En consistencia con estos resultados, se ha observado que en el
hamster como consecuencia de la lesion por calor bilateral de los estratos superficiales del CS
los axones retinianos proyectan a los estratos intermedios y profundos remanentes asi como a
otros nucleos del sistema visual subcortical (Carman y Schneider, 1992). Asimismo, lesiones
unilaterales del CS de marsupiales por cauterizacion daban lugar a una proyeccion anomala de

los estratos coliculares no-retinorrecipientes del CS dafiado (Dunlop et al., 2007).

5.1.5. Efecto conjunto de la ablacion del coliculo superior y la desaferenciacion retiniana

neonatal

Tras observar la alta capacidad regenerativa de los estratos superficiales coliculares y
el mantenimiento de la conectividad retinocolicular tras la ablacion neonatal del CS,
analizamos el efecto combinado de esta lesion junto con la enucleacion neonatal del ojo
contralateral al CS dafiado en la organizacion del campo terminal retinocolicular adulto
mediante la inyeccion del trazador intraocular ipsilateral al CS lesionado. La organizacion del
campo terminal ipsilateral al globo ocular inyectado, es decir, del CS dafiado neonatalmente,
presentd una densa inervacion desde la region dorsal del SO aumentando en intensidad en
direccion a la superficie pial. Esta conexion aberrante ipsilateral diferia notablemente en
comparacion con la conexion ipsilateral de los controles, que a penas mostraban inervacion

retinocolicular. Sin embargo, presentaba una alta similitud con la conexion aberrante
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observada en los animales con desaferenciacién retiniana neonatal descrita anteriormente.
Dado que estos animales fueron sometidos a la ablacion de los estratos superficiales
neonatalmente, la aparicion de la conexion aberrante observada no pudo ser debida a la falta
de retraccion de los axones ganglionares retinianos que proyectan ipsilateralmente
transitoriamente en animales ilesos (Land y Lund, 1979; Insausti et al., 1985). Esta inervacion
postlesional que da lugar a una proyeccion retinocolicular incrementada podria ser llevada a
cabo por axones de las células ganglionares de nacimiento tardio (Dallimore et al., 2002) que
no han alcanzado el quiasma Optico cuando la lesion fue practicada y son reorientados (Lund

etal., 1973).

La via retinocolicular contralateral en estadio adulto de estos animales sometidos a
ambas lesiones neonatales, aunque no diferia en los estratos superficiales coliculares respecto
a los controles, presentaba inervacion del SGI mostrandose como pequenos fragmentos de
fibras dispuestos en su mayoria verticalmente hacia la superficie pial. De nuevo, ésto
concuerda con trabajos previos que demuestran que lesiones neonatales de los estratos
superficiales del CS en mamiferos dan lugar a una inervacion de los estratos intermedios

coliculares (Carman y Schneider, 1992; Dunlop et al., 2007).

5.1.6. Efecto de la ablacion del coliculo superior en fase adulta

A diferencia de la alta capacidad regenerativa y de reorganizacion de las conexiones
retinocoliculares tras la ablacion neonatal del CS, la ablacion en fase adulta del CS produjo un
dafio permanente que impidi6 la regeneracion estructural del d4rea aspirada vy,
consecuentemente, el reestablecimiento de la conexion retinocolicular. La conexion ipsilateral
correspondiente con el CS no dafiado no mostré diferencias en comparacion con los animales
control. En los casos en los que la aspiracion practicada no fue completa, tras la inyeccion
intraocular del trazador CTB contralateral al CS aspirado, el campo terminal contralateral
remanente tampoco diferia respecto a los controles. Es conocido que la respuesta regenerativa
de las neuronas axotomizadas en los mamiferos adultos es muy reducida, restringiéndose a
cambios de pequefia escala en la conectividad neuronal y la organizacion sinaptica (Raisman,
1985). La formacion de proyecciones aberrantes es una respuesta frecuente frente a lesiones
del SNC que ocurren durante los estadios tempranos de desarrollo, pero no en lesiones en
mamiferos adultos. Estas observaciones indican la limitada respuesta pléstica ante este tipo de
lesion demostrando la ya conocida reduccion de la plasticidad tras lesiones practicadas en el

SNC adulto.
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En este trabajo no analizamos la significacion funcional de este tipo de lesion, pero se
ha determinado que cuando el CS es lesionado o denervado durante la fase adulta la funcion
de orientacién visual se ve profundamente dafiada en cualquier region del campo visual

(Carman y Schneider, 1992).

5.2. Organizacion del campo terminal corticocolicular visual en animales adultos

sometidos a ablacion del coliculo superior neonatal

En este trabajo ponemos de manifiesto que la ablacion neonatal del CS no impidié el
establecimiento normal de la organizacion visual corticocolicular ipsilateral, mostrandose
inervacion del CS dafiado neonatalmente. La morfologia observada presentaba una
disposicion columnar del campo terminal similar a la descrita en trabajos previos desarrollos
en nuestro grupo de investigacion en ratas control (Garcia del Cafio et al., 2002). Estas
observaciones son consistentes con los resultados descritos por Tan y Harvey que muestran
que ratas sometidas a la transeccion del CS en P2 presentan inervacion postlesional del CS
por axones corticales, observandose aferencias corticales incluso cuando la lesion se llevaba a
cabo en P6 (Tan y Harvey, 1997). Se ha determinado que la llegada de las primeras aferencias
corticocoliculares tiene lugar en P3/P4, y la organizacion del campo terminal visual
corticocolicular caracteristico del animal adulto se establece de P13 a P19 (Thong y Dreher,
1987). El hecho de que a pesar de que los animales fueran sometidos a esta lesion colicular
mostraran inervacion por fibras procedentes de la corteza visual con una organizacion similar
a los animales ilesos podria ser debido a que la llegada de axones corticales a los estratos

superficiales sea posterior a la regeneracion estructural del CS observada.

5.3. Alteraciones en el patron de expresion de proteinas ligantes de calcio y de GFAP en
los estratos superficiales del coliculo superior de animales adultos sometidos a lesiones

neonatales del sistema visual

Dada la elevada capacidad de regeneracion estructural observada en las ratas
sometidas a ablacion neonatal del CS, nos planteamos estudiar el posible efecto de esta lesion
sola, o combinada con la desaferenciacion retiniana neonatal del ojo contralateral al CS
danado, en la alteracion de la distribucion de las poblaciones neuronales y de astroglia en los
estratos superficiales de ratas adultas. Para ello, mediante inmunohistoquimica, analizamos el
patron de expresion de las proteinas ligantes de calcio, calbindina (CB), calretinina (CR) y

parvalbumina (PV), ampliamente empleadas como marcadores de poblaciones especificas de
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neuronas del SNC de mamiferos (Celio, 1990; Rogers, 1992; Seress et al., 1993; Kevetter,
1996), y el patrén de expresion de la proteina acidica fibrilar glial (GFAP), como marcador de
astrocitos. Los resultados que a continuacion se discuten hacen referencia al patron de
expresion de estas moléculas en ratas adultas control y su alteracion tras las lesiones
practicadas neonatalmente, poniendo especial atencion a los estratos superficiales, que

corresponden con los estratos retinorrecipientes del CS.

5.3.1. Cambios en el patron de expresion de la calbindina

El patron de marcado de la CB en los estratos superficiales coliculares en animales
adultos control se mostré como dos bandas bien definidas, una de células de tamano medio-
grande en el SO rodeadas por una densa red de neuropilo y otra de células de tamafio mas
pequefio y aspecto fusiforme orientadas verticalmente en la region media del SGS. Estas
observaciones son similares a las descritas en trabajos previos realizados en nuestro
laboratorio (Gerrikagoitia, 1998) asi como los descritos por otros autores en ratas (Schmidt-
Kastner et al., 1992; Lane et al., 1996; Cork et al., 1998) y en gatos (Mize et al., 1992). A
diferencia de lo observado en el presente estudio, Schmidt-Kastner y colaboradores describen
estas dos bandas pero con una localizacion mas ventral (Schmidt-Kastner et al., 1992),
mientras que otros autores coinciden nuestras observaciones (Lane et al., 1996; Cork et al.,
1998; Gerrikagoitia, 1998). Ademas, trabajos previos describen la presencia de una tercera
banda de células inmunopositivas para CB dispersas en los estratos profundos del CS tanto de
la rata (Cork et al., 1998) como del gato (Mize et al., 1992). Aunque en nuestro estudio
también detectamos esta tercera banda, como se ha comentado anteriormente, hemos centrado
la atencion en los estratos superficiales que reciben aferencias directas retinocoliculares y que

pueden estar influenciados de manera directa por lesiones en el sistema visual.

Como consecuencia de la ablacion neonatal del CS se observdo una ligera
reestructuracion del patron de marcado de la CB mostrando células de aspecto redondeado
inmunorreactivas por todo el SGS a diferencia de los casos control en los que las células CB
inmunomarcadas presentaban un aspecto fusiforme y se localizaban principalmente en la
region media de este estrato. Cuando se estudio el efecto combinado de ambas lesiones
neonatales se observo una leve disminucion de la densidad de neuropilo CB inmunopositivo
en el SO, asi como un incremento de células de pequeiio tamafio de forma redondeada en la
mitad superior del SGS. Trabajos previos han evidenciado que tras la desaferenciacion

retiniana unilateral neonatal el patron de CB en los estratos superficiales del CS de ratas
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adultas apenas se ve modificado (Lane et al., 1996; Gerrikagoitia, 1998). Por otro lado, se ha
observado que la enucleacion monocular causaba una reduccion de la inmunorreactividad
para la CB en el GLD del mono (Mize et al., 1992) y que la muerte neuronal tras la
denervacion del nervio Optico esta asociada a una disminucion de la expresion de la CB en el
nucleo geniculado lateral (Gonzalez et al., 2005). En nuestro estudio tras analizar el efecto de
las lesiones practicadas observamos un cambio, aunque ligero, del patron de expresion de la
CB, lo que indica que la ablacion del CS neonatalmente produce un efecto a largo plazo en el

patron de expresion de esta proteina ligante de calcio.

5.3.2. Cambios en el patron de expresion de la calretinina

El patron de expresion de la CR en animales control se mostré6 como una densa red de
neuropilo en los estratos superficiales del CS que aumentaba en intensidad en sentido
ventrodorsal, coincidente con las observaciones descritas previamente en nuestro grupo de

investigacion (Gerrikagoitia, 1998).

La ablacion neonatal del CS dio lugar a un patron de expresion de la CR
profundamente alterado. El SO presentd6 un marcado intenso de fibras dispuestas
oblicuamente a la superficie colicular caracteristicas de las aferencias provenientes de la
retina, mientras que el SGS mostr6é un descenso de la intensidad del marcado del neuropilo
acompafiado de la presencia de células de pequefio tamaio inmuopositivas para CR.
Asimismo, animales sometidos a la ablacion del CS junto con la desaferenciacion retiniana
neonatal mostraron una fuerte modificacion del patrén de marcado de la CR, observandose
cuerpos celulares de pequefio tamafio en el SO, y mas notablemente en el SGS, todos ellos
inmersos en una red de neuropilo débilmente tefiido. Es interesente el hecho de que como
consecuencia de la desaferenciacion retiniana neonatal el patron de expresion de la CR en los
estratos superficiales del CS de ratas adultas muestra una disminucion del marcado del
neuropilo y un incremento de los cuerpos celulares tefiiddos (Gerrikagoitia, 1998) similar al
observado en este trabajo en el CS de animales con ablacion neonatal de esta estructura y
enucleacion del ojo contralateral. Asimismo, tal y como se ha descrito anteriormente, el efecto
de ambas lesiones da lugar a una conexion ipsilateral aberrante comparable a la que ocurre
tras la desaferenciacion retiniana neonatal. Teniendo en cuenta ésto, es posible que la
expresion de la CR esté regulada por los mismos mecanismos que operan como consecuencia

de distintas lesiones que afectan al sistema visual, aunque por el momento se desconocen.
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5.3.3. Cambios en el patron de expresion de la parvalbumina

Los estratos superficiales de animales control mostraron células inmunopositivas para
la PV de tamafio medio tanto en el SO, y de manera méas notable en el SGS, rodeadas por una
red de neuropilo, mas intensa en la mitad ventral del SGS. Estos datos son similares a los
descritos previamente (Schmidt-Kastner et al., 1992; Gerrikagoitia, 1998; Hada et al., 1999),
aunque difieren ligeramente de los observados por otros autores que describen la presencia de
una banda definida de células PV positivas en la mitad ventral del SGS (Illing et al., 1990;
Cork et al., 1998). Probablemente estas diferencias sean debidas a la distinta especificidad de

los anticuerpos empleados.

La lesiones practicadas neonatalmente provocaron un cambio en el patrén de marcado
de la PV. Los cambios mds notorios en animales sometidos a la ablacion neonatal colicular
fueron la disminucion de los cuerpos celulares inmunopositivos, y levemente del neuropilo,
en el SO, y el aumento de células PV positivas en el SGS. A diferencia de lo observado en los
animales con ablacion del CS, el efecto combinado de esta lesion con la enucleacion neonatal
contralateral, aunque también provocd una alteracion del patron de expresion de la PV esta
alteracion fue muy dispar, mostrandose como un reduccion notable de cuerpos celulares
inmunopositivos y del marcado del neuropilo. Evidencias previas han mostrado que tras la
desaferenciacion retiniana el patron de expresion de la PV en los estratos superficiales
coliculares de ratas adultas se ve alterado. Gerrikagoitia describe que como consecuencia de
la enucleacion neonatal unilateral se produce un descenso sustancial del marcado PV positivo
del neuropilo tras 2 meses de supervivencia en los estratos superficiales del CS contralateral
(Gerrikagoitia, 1998). Asimismo, Hada y colaboradores observaron esta reduccion del
marcado del neuropilo PV positivo en ratas adultas enucleadas en P14 y un incremento del
nimero de neuronas inmunorreactivas en el SGS del CS contralateral (Hada et al., 1999). Sin
embargo, la enucleacion ni fetal ni neonatal origina un incremento de la proporcion relativa de
células PV positivas en el SGS colicular contralateral (Lane et al., 1996; Gerrikagoitia, 1998).
Como resultado de la deprivacion monocular mediante sutura del parpado durante el periodo
critico se ha observado una reduccion de la inmunorreactividad para la PV en la region
binocular de la corteza visual primaria (CV1) tanto de células PV inmunopositivas como del
neuropilo (Cellerino et al., 1992). Contrariamente, Hada y colaboradores no observaron

cambios en la expresion de PV ni en la regioén binocular ni en la monocular de la CV1, ni en
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el ntcleo geniculado lateral dorsal (GLD) en ratas adultas enucleadas en P14 (Hada et al.,

1999).

Relacionando la profunda modificacion del patron de expresion de la PV, asi como de
la CR, y en menor medida de la CB, que se produce tras distintas lesiones visuales llevadas a
cabo en el desarrollo postnatal temprano y la alta capacidad de respuesta plastica existente en
la via retinocolicular tras estas lesiones, cabria pensar que las proteinas ligantes de calcio
podrian estar involucradas en la mediacion de los fenomenos de plasticidad de la conexion
retinocolicular tras lesiones en el sistema visual durante el desarrollo temprano. Ademas,
existen evidencias que demuestran que la denervacion aumenta las concentraciones de calcio
extracelular (Zirpel et al., 1995), lo que sugiere que estas proteinas ligantes de calcio podrian
estar involucradas en la proteccion frente a la muerte neuronal modulando los niveles de

calcio intracelular tras dafo nervioso.

5.3.4. Cambios en el patron de expresion de GFAP

En este trabajo se pone de manifiesto que como resultado de la ablacion neonatal
colicular el marcado de la GFAP se ve notablemente alterado mostrando en el SO, y de
manera mas notoria en el SGS, un incremento de células GFAP inmunopositivas aunque de
menor tamafio en comparacion con los animales control. Por el contrario, el efecto de ambas

lesiones mostr6 un incremento de células GFAP positivas por todos los estratos superficiales.

Trabajos previos han demostrado que la expresion de GFAP se ve incrementada poco
tiempo después de producirse dafio nervioso (Hajos et al., 1990; Agarwala y Kalil, 1998). Por
ejemplo, tras la aspiracion de la corteza visual en ratas adultas se produce una intensa
reaccion astroglial tanto en la zona dafiada como en el CS, el nucleo geniculado lateral y el
hipocampo ipsilateral una semana después de la lesion (Cerutti y Chadi, 2000). Sin embargo,
es menos conocida la respuesta de los astrocitos a largo plazo. En este sentido, Gonzélez y
colaboradores estudiando el efecto de la enucleacion monocular de adulto en la
inmunorreactividad de GFAP en el nucleo geniculado lateral de rata observaron que el
numero de astrocitos GFAP positivos aumentaba desde la primera hasta la cuarta semana tras
la lesion y decrecia gradualmente hasta la semana 48 después de la enucleacion (Gonzalez et
al., 2006). Estos resultados son consistentes con otro trabajo en el que muestran que tras
lesiones en la corteza visual el incremento de la inmurreactividad para GFAP en el nucleo

geniculado lateral se mantiene durante al menos 24 semanas después de la lesion (Agarwala y
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Kalil, 1998). En nuestro estudio vemos que tras la ablacion del CS, sola o combinada con la
desaferenciacion retiniana neonatal, el incremento postlesional de astrocitos GFAP

inmunorreactivos se mantiene durante al menos 3 meses.

Los astrocitos estan involucrados en el control de la concentracion extracelular de
glutamato (Hosli et al., 1986; Swanson, 1992), en mantener la concentracion de glutamato por
debajo de los niveles neurotoxicos (Lehre et al., 1995), y en mediar la sefializacion celular via
receptores (Porter y McCarthy, 1996). Por otro lado, las aferencias principales que inervan los
estratos superficiales del CS provienen de la retina contralateral y de la CV1 ipsilateral (Lund,
1966; Harvey y Worthington, 1990) y emplean glutamato como principal neurotransmisor
(Ortega et al., 1995; Binns, 1999). Teniendo en cuenta ésto, y que se ha demostrado que el
glutamato puede influenciar la comunicacién intercelular e inducir cambios morfologicos en
astrocitos (Hansson et al., 1994), es posible que las lesiones practicadas neonatalmente por
medio de la alteracion del balance de las aferencias coliculares, y por tanto de los niveles de
glutamato, estén dando lugar a fendmenos de plasticidad astrocitica. Ademas, como se ha
comentado anteriormente en este trabajo hemos observado que la ablacion s6la o acompafiada
de la desaferenciacion retiniana del ojo contralateral en el nacimiento da lugar a fenomenos de
plasticidad en la conexion retinocolicular. En este sentido, se ha probado el potencial de la
glia en la participacion en la reorganizacion sinaptica tanto en estudios in vitro (Pfrieger y
Barres, 1997; Ullian et al., 2001) como in vivo (Dreher et al., 1985). Otros estudios han
demostrado que los astrocitos reactivos facilitan la formacion de nuevas sinapsis mediante la
liberacion de factores neurotroficos que promueven la supervivencia celular y el crecimiento
de neuritas en el lugar de la lesion (Spranger et al., 1990; Kawaja y Gage, 1991). De este
modo el incremento de astrocitos GFAP positivos observado podria estar involucrado en la
respuesta plastica observada en la via retinocolicular tras las lesiones llevadas a cabo en este

trabajo.

5.4. Organizacion del campo terminal corticocolicular visual tras diferentes estrategias
para promover la plasticidad en animales sometidos a desaferenciacion retiniana en fase

adulta

Como se ha comentado previamente, en anteriores investigaciones desarrolladas en
nuestro laboratorio se ha demostrado que la enucleacion cuando se lleva a cabo neonatalmente
da lugar a una expansion de la proyeccion visual corticocolicular, asociada con la aparicion de

fibras que discurren paralelamente a la superficie colicular en direccion lateromedial
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abarcando la casi totalidad de la superficie colicular (Garcia del Cafio et al., 1997, 2002). Sin
embargo, cuando esta lesion se practica en ratas adultas estd ampliacion del campo terminal
no tiene lugar (Garcia del Cano et al., 2002). A diferencia de estos trabajos en los que la
administracion del trazador anterégrado BDA se realizo mediante iontoforesis, en el presente
trabajo, el estudio de la organizacion de la via visual corticocolicular se llevo a cabo mediante
microinyeccion a presion del trazador. No obstante, los resultados observados confirman,
como era de esperar, que tras la enucleacion de adulto el patron del campo terminal conserva
un aspecto similar al observado en los animales ilesos, mostrandose como una red de axones
densamente empaquetada de forma columnar, tal y como ocurria en estudios previos de

nuestro grupo de investigacion (Garcia del Cafio et al., 2002).

Se ha sugerido que los axones compiten continuamente entre ellos para ocupar los
lugares postsinapticos en el SNC. Parece ser que durante el desarrollo esta competicion es
esencial para la formacion y el refinamiento de las conexiones, mientras que en el SNC
maduro, esta competicion alcanza un equilibrio que lleva a la estabilizacion de las conexiones
nerviosas (Purves y Lichtman, 1983; Chiaia et al., 1994). Sin embargo, se ha demostrado que
algunos procesos fisiologicos, como por ejemplo la memoria y el aprendizaje, pueden alterar
este equilibrio, llevando a la competicion de los terminales en el estadio adulto dando lugar a
fenomenos de sprouting y retraccion hasta alcanzar el nuevo equilibrio (Vrensen y Nunes
Cardozo, 1981; Cavazos et al., 1991; Geinisman et al., 1992). La desaferenciacion llevada a
cabo en nuestros experimentos es un ejemplo extremo de este desequilibrio que origina la
aparicion de lugares postsinapticos sin ocupar por la eliminacion de las aferencias procedentes
de la retina, y por tanto, terminales intactos procedentes de la corteza podrian ocupar los
lugares vacantes. Los resultados obtenidos por Garcia del Caiio y colaboradores muestran que
la enucleacion neonatal da lugar al desplazamiento de los terminales corticocoliculares
visuales hacia regiones mas dorsales de los estratos superficiales del CS (Garcia del Caio et
al., 2002), donde los aferentes procedentes de la retina sinaptan en condiciones normales
(Lund, 1965; Dreher et al., 1985). Ademas, aunque no observaron la expansién del campo
terminal cuando la desaferenciacion tenia lugar en el adulto como se ha comentado con
anterioridad, si demostraron un incremento de la densidad de los botones en la regiéon mas
dorsal de los estratos superficiales del CS de estos animales (Garcia del Caiio et al., 2002).
Por ello, sugieren que existe una interaccidbn competitiva entre terminales retinianos y
corticocoliculares visuales que participa en la plasticidad visual corticocolicular tanto en ratas

neonatales como adultas, y que las fibras procedentes de la CV1 que se dirigen al CS estan
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dotadas con capacidad de reorganizacion en respuesta a la desaferenciacion visual (Garcia del
Caio et al., 2002). Esta capacidad de respuesta plastica depende principalmente del estado
funcional del sistema de transduccion de la sefial y la maquinaria de sintesis en las neuronas
del origen de la conexion, asi como del ambiente que rodea las fibras corticocoliculares
visuales en el momento de la lesion. Diferencias en estos componentes entre los animales
neonatales y los adultos parecen determinar estos factores, en las distintas caracteristicas en la

respuesta postlesional.

5.4.1. Efecto de la microinyeccion de siRNAs frente al receptor de Nogo y a RhoA en la

corteza visual primaria

Es bien conocido la limitada capacidad de respuesta plastica frente al dafio en el SNC
adulto. En este trabajo se han evidenciado mediante diferentes tipos de lesiones del sistema
visual esta limitada respuesta plastica en animales lesionados de adulto. Se han identificado
algunos factores que influencian la respuesta diferencial ante las lesiones del SNC segun su
estado de madurez. Entre otras, la presencia de inhibidores del crecimiento axonal derivados
de la mielina parecen jugar un papel crucial en esta limitacion (revisado por Cao et al., 2010).
Ademas la union de estos inhibidores de crecimiento axonal a su receptor, el NgR,
desencadena una cascada de sefializacion que activa el RhoA que da lugar al colapso de los
conos de crecimiento y, como consecuencia, la inhibicion del crecimiento axonal (Chaudhry y
Filbin, 2006). Debido al papel crucial que juegan el NgR y el RhoA en la inhibicion del
crecimiento axonal, en el presente trabajo, mediante la administracion de siRNAs
especificamente dirigidos frente a estas moléculas en el origen de la conexion, la CV1, se ha
analizado el posible efecto en la reorganizacion del campo terminal corticocolicular visual en
animales enucleados en fase adulta. El tratamiento con siRNAs frente a NgR apenas mostro
un cambio en la distribucién del centro del campo terminal respecto a los animales enucleados
sin tratar, sin embargo, se pudieron observar fibras que discurrian hacia posiciones mas
laterales y mediales del CS. Por otro lado, la administracion de siRNAs frente a RhoA en la
CV1 de ratas adultas promovié de forma mas notoria la expansion lateromedial del campo
terminal visual corticocolicular tras la desaferenciacion retiniana llevada a cabo en el estadio
adulto. Estos resultados sugieren que abolir el efecto de estas moléculas implicadas en la
inhibicién del crecimiento permite recuperar, al menos en parte, niveles de plasticidad mas

propios de estadios mas jovenes del desarrollo postnatal.
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A pesar de la expansion observada tras la administracion de siRNAs frente a NgR, y
mas notablemente frente a RhoA en la CV1, el centro del campo terminal se mantuvo en la
misma localizacion que en los controles y en los enucleados sin tratar con siRNAs. Este
fenomeno se ha observado en ratas enucleadas neonatalmente, que a pesar de que muestran
una ampliacién de la proyeccion visual corticocolicular, también mantienen la localizacion
del centro del campo terminal (Garcia del Cano et al., 2002). Estos resultados sugieren que la
topografia general de esta conexion parece no ser dependiente de la presencia de aferencias de
la retina, sino que se encuentra predeterminada por la presencia de indicadores de
posicionamiento de las estratos superficiales del CS (O'Leary y Cowan, 1983; Wizenmann et
al., 1993). Esta posibilidad se apoya en el hecho de que el orden topografico de la conexion
visual corticocolicular de ratones anolftdlmicos no se ve alterada respecto a los ratones
controles (Rhoades et al., 1985). Se ha propuesto que los indicadores de posicionamiento
podrian estar determinados por factores moleculares que podrian guiar a los axones a su
correcto territorio terminal (O'Leary y Cowan, 1983; Wizenmann et al., 1993). Con respecto a
este fenomeno, los receptores de efrinas y sus ligandos, juegan un papel muy importante en el
establecimiento de la topografia de la via retinocolicular en roedores (Flenniken et al., 1996;
Marcus et al., 1996; Frisén et al., 1998). Estas moléculas se expresan en la retina y en el CS
antes de la llegada a los estratos superficiales coliculares de los axones de las células
ganglionares retinianas (Marcus et al., 1996; Frisén et al., 1998) lo que puede sugerir que
estas moléculas u otras moléculas relacionadas podrian estar predeterminando la formacion
del mapa topografico visual corticocolicular, incluso en ausencia de aferencias retinianas.
Ademas, se ha demostrado que los receptores de efrinas y sus ligandos que se expresan en la
corteza motora y en la médula espinal, respectivamente, parecen jugar un papel crucial en la
direccion de los axones corticoespinales hacia su correcto territorio terminal contralateral
(Yokoyama et al., 2001), sugiriendo que los axones subcorticales podrian estar guiados por

estas moléculas durante la busqueda de las rutas.

5.4.1.1. Comparacion con otros estudios similares

Como se ha comentado anteriormente en la seccidon de “Introduccion” diferentes
ligandos, el Nogo, la glicoproteina asociada a la mielina (MAGQG) y la glicoproteina mielinica
del oligodendrocito (Omgp), pueden unirse al NgR y activar la cascada de sefializacion
mediada por RhoA que da lugar a la inhibicidn del crecimiento axonal (Fournier et al., 2001;

Domeniconi et al., 2002; Liu et al., 2002; Wang et al., 2002). Por este motivo, la estrategia
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empleada en el presente trabajo se ha basado en el empleo de siRNAs frente a las dianas de la
cascada de sefializacion inhibitoria, el NgR y el RhoA, en vez de frente a los ligandos
inhibidores. Ademas el bloqueo de la expresion de los ligandos ha mostrado resultados
contradictorios. Por ejemplo, in vivo la administracion de anticuerpos monoclonales
especificos para Nogo-A induce el sprouting en los axones de las células de Purkinje (Buffo
et al,, 2000) y la supresion de Nogo-A mediante siRNAs da lugar a una recuperacion
funcional mediante la promocién de la reparacion axonal en un modelo murino de esclerosis
multiple (Yang et al., 2010). La delecion de las isoformas Nogo-A y -B en ratones jovenes
resulta en un sprouting sustancial de los axones del tracto corticoespinal tanto por arriba como
por debajo de la lesion de la médula espinal (Kim et al., 2003), mientras que en ratones
knockout para Nogo-A se produce un fendmeno compensatorio con aumento del Nogo-B
mostrando una regeneracion menos pronunciada (Simonen et al., 2003). Ademas, en un
modelo de hemiseccion dorsal tras la delecion completa de las tres isoformas de Nogo, o de
Nogo-A y -B, no se produjo regeneracién (Zheng et al., 2003). Por otro lado, en ratones
transgénicos deficientes para MAG se detectd nula (Zheng et al., 2003) o escasa regeneracion

axonal (David et al., 1995).

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que la reducciéon de la
expresion de moléculas relacionadas con el crecimiento axonal mediada por siRNAs frente a
NgR y RhoA favorece la expansion de la via visual corticocolicular tras la desaferenciacion
retiniana de adulto, siendo la promocién de la respuesta plastica mas evidente cuando se
administr6 siRNAs frente a RhoA. Estos datos son congruentes con otros estudios que han
probado, empleando diferentes estrategias, que la reduccion de estas moléculas, y otras
involucradas en la sefializacion de la inhibicién del crecimiento axonal, produce efectos
beneficiosos en la recuperacion del crecimiento axonal. La administracion in vivo de
anticuerpos monoclonales o del péptido antagonista del NgR aumenta la recuperacion
funcional y la promocién de la regeneracion axonal en ratas con lesiones de médula espinal
(GrandPré et al., 2002; Li y Strittmatter, 2003; Lee et al., 2004). Se ha observado que
empleando un modelo de mutante doble negativo para NgR se veia incrementado el numero
de axones ganglionares retinianos regenerados que atravesaban y crecian mas alla del nervio
optico dafiado a través del ambiente inhibitorio putativo (Fischer et al., 2004). Asimismo,
algunos trabajos recientes, empleando la tecnologia de la interferencia mediada por RNA
(RNA1) mediante la administracion de siRNAs o small hairpin RNAs (shRNAs) frente a

moléculas involucradas en la sefializacion por moléculas inhibidoras del crecimiento axonal,
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demuestran una mejora en la recuperacion del crecimiento axonal. Por ejemplo, se ha
demostrado que la disminucién de los niveles del receptor de neurotrofina p75 (p75"™ %)
mediado por siRNAs promueve el crecimiento de neuritas de las neuronas del ganglio de la
raiz dorsal en presencia de MAG (Higuchi et al., 2003). Un trabajo llevado a cabo por Xu y
colaboradores publicado este afio ha mostrado que la administracién de shRNAs frente a NgR
mediante un vector lentiviral reducia la expresion de este receptor en cultivos neuronales
facilitando el crecimiento axonal (Xu et al., 2011). Ahmed y colaboradores demostraron que
el silenciamiento por siRNAs dirigidos frente a p75™ ' ~, NgR y RhoA en neuronas del ganglio
de la raiz dorsal estimuladas con el factor de crecimiento fibroblastico 2 daba lugar a la

desinhibicion del crecimiento de neuritas en presencia de la mielina del SNC inhibitoria

(Ahmed et al., 2005).

La inhibicién del crecimiento axonal estd acompafiada por cambios en el
comportamiento y la morfologia del cono de crecimiento, mediados principalmente por la
accion de la familia Rho de las pequefias GTPasas que modulan la sefializacion de la
polimerizacion del citoesqueleto de actina (Luo et al., 1997; Luo, 2000). Los miembros de la
familia Rho cambian de formas unidas a GDP inactivas a formas unidas a GTP activas. La
activacion de RhoA da lugar al colapso del cono de crecimiento y la inhibicion del
crecimiento de neuritas en una variedad de lineas celulares y cultivos de neuronas primarios
(Tigyi et al., 1996; Kozma et al., 1997; Hirose et al., 1998). Estudios previos empleando
estrategias alternativas han probado que la inactivacion de RhoA incrementa el crecimiento de
neuritas in vitro (Lehmann et al., 1999; Dergham et al., 2002; Niederdst et al., 2002; Fournier
et al., 2003; Ahmed et al., 2005; Bryan et al., 2005) e in vivo (Lehmann et al., 1999; Dergham
et al., 2002). Por ejemplo, mediante el uso de los antagonistas C3 transferasa e Y-27632, de
RhoA y ROCK respectivamente, se promueve el crecimiento axonal en sustratos de mielina
tanto in vitro (Lehmann et al., 1999; Dergham et al., 2002; Fournier et al., 2003) como in vivo
(Lehmann et al., 1999; Dergham et al., 2002). Como se ha descrito con anterioridad, Ahmed y
colaboradores evidenciaron que la disminucion de la expresion de la molécula RhoA, p75™'X,
y de NgR, por siRNAs desinhibia el crecimiento de neuritas en presencia de mielina en
neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Ahmed et al., 2005). Ademas, determinaron que el
silenciamiento de RhoA mostraba el efecto mas pronunciado en el crecimiento de neuritas de
estos cultivos celulares (Ahmed et al., 2005). En nuestro trabajo confirmamos en un modelo
de lesion del sistema visual in vivo que el silenciamiento de RhoA mediado por siRNAs

ejerce un efecto mas potente en la desinhibicion del crecimiento que el del NgR. Las
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moléculas inhibidoras del crecimiento axonal del SNC, aparte de los ligandos inhibidores
derivados de la mielina que actlian mediante la unidon al NgR, entre las que se incluyen las
efrinas, las semaforinas y los condroitin sulfato proteoglicanos (CSPGs), también convergen
en la ruta de sefializacion de RhoA dando lugar al colapso de los conos de crecimiento (Hunt
et al., 2002; Sandvig et al., 2004). Nuestros resultados sugieren que la reduccion de la
expresion del NgR solo estaria bloqueando la accion inhibitoria de los ligandos inhibidores
derivados de la mielina, mientras que la influencia de otros ligandos inhibidores cuya
sefializacion converge en RhoA persistiria. Sin embargo, el silenciamiento de RhoA estaria
bloqueando la senalizacién convergente de todos los ligandos inhibidores, por lo que es
razonable que se alcancen mayores niveles de desinhibicion, y por tanto, mayor crecimiento

axonal.

El presente trabajo de tesis confirma el potencial uso de los siRNAs como herramienta
para silenciar la expresion de moléculas relacionadas con la inhibicion del crecimiento axonal
con el fin de promover la reorganizacién y el crecimiento axonal tras lesiones en el SNC
adulto. Vista la eficacia en la promocion del crecimiento axonal de la administracion de
siRNAs frente a NgR, y de forma més notable frente a RhoA, nos planteamos si la
administracién conjunta de siRNAs frente a ambas moléculas incrementaria la respuesta
pléstica observada. Sin embargo, en contra de lo esperado, el efecto conjunto de los siRNAs
no solo no mejoro la respuesta plastica respecto a la administracion de siRNAs frente a RhoA,
si no que el campo terminal visual corticocolicular presentd un aspecto mas semejante al
efecto provocado por la inyeccion de siRNAs frente a NgR. Se ha demostrado la existencia de
competicion entre siRNAs y shRNAs cuando son co-transfectados en cultivos celulares
(Koller et al., 2006; Castanotto et al., 2007). Esta competicioén parece estar correlacionada con
la potencia del siRNA y se ha atribuido a la posible competicion por su incorporacion en el
complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) (Koller et al., 2006; Castanotto et al.,
2007). Teniendo en cuenta que secuencias especificas de siRNAs pueden potencialmente
dificultar la incorporacion de otros siRNAs cuando se emplean de forma combinada
(Castanotto et al., 2007), es probable que la disminucion en la eficacia en la promocion de la
respuesta plastica en este modelo de lesion en el adulto observada cuando los siRNAs frente a
NgR y RhoA fueron inyectados conjuntamente esté¢ mediada por la competicion entre ambos
siRNAs. Puesto que la topografia de la conexion visual corticocolicular mostrada se
asemejaba a la que aparece tras la administracion de siRNAs frente a NgR se puede sugerir

que el siRNA disefiado frente a NgR es un competidor més potente para su ensamblaje en el
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RISC y, por consiguiente, para disminuir la expresion de NgR, comprometiendo la
efectividad de la incorporacion del siRNA frente a RhoA en el complejo RISC y, por tanto,

reprimiendo la inhibicion de RhoA.

5.4.1.2. Eficacia de los siRNAs en la supresion de la expresion del receptor de Nogo y de

RhoA en la corteza visual

En este trabajo de tesis confirmamos la eficacia en la disminucion de los niveles de
mRNA mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (qQRT-PCR) de dos
moléculas implicadas en la inhibicion del crecimiento axonal, el NgR y el RhoA, 24 horas
después de la inyeccion local de siRNAs especificamente dirigidos en la CV1 frente a dichas
moléculas. Existen evidencias del efecto de los siRNAs y shRNAs que demuestran la eficacia
en la reduccion de la expresion de las moléculas frente a las cuales van dirigidas tanto in vitro
(Elbashir et al., 2001; Yang et al., 2010; Xu et al., 2011) como in vivo (Hérard et al., 2006;
Taishi et al., 2007). Por ejemplo, Yang y colaboradores han demostrado que la transfeccion
con siRNAs frente a Nogo-A de la linea celular de neuroblastoma reducia la expresion de esta
molécula (Yang et al.,, 2010). En nuestro laboratorio se ha demostrado mediante
inmunohistoquimica que la administracion intraocular de siRNAs frente a VGIuT2 produce
una disminucién de la expresion de este transportador en la retina 24 horas después de su
inyeccion (resultados no publicados). Asimismo, la inyeccion intraocular de siRNAs frente a
la proteina precursora amiloide resultd efectiva en la disminucion de la expresion de esta
molécula en los terminales retinianos en el CS (Hérard et al., 2006). Sin embargo, la eficacia
de la administracion intracerebral de los siRNAs no estd tan extendida. Experimentos
desarrollados por Taishi y colaboradores ponen de manifiesto que la administracion de
siRNAs frente al TNFa provoca un descenso del mRNA de esta molécula en cultivos
celulares corticales (Taishi et al., 2007). Ademas la microinyeccion del siRNA frente al TNFa
en la corteza somatosensorial primaria de ratas daba lugar a la disminucién del mRNA del
TNFa y a un descenso de la densidad de células inmunorreactivas para TNFa en la capa V de

la corteza somatosensorial primaria (Taishi et al., 2007).

Se ha observado que el efecto de los siRNAs in vivo comienza aproximadamente al de
24 horas de su administracion, y sus efectos persisten durante 2 o 3 dias (Dillon et al., 2004;
Ryther et al., 2005). Comparada con la tecnologia antisentido los efectos de los siRNAs
parecen ser mas selectivos y duraderos (Hough et al., 2003; Miyagishi et al., 2003). En el

presente trabajo observamos que un tiempo de 24 horas tras la microinyeccion de siRNAs
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frente a NgR y RhoA fue efectiva en la reduccion de la expresion de estas moléculas. Ademas,
una unica inyeccion fue suficiente para provocar una cambio en la reorganizacion del campo
terminal visual corticocolicular postlesional 11 dias tras la inyeccion. Todavia queda por
dilucidar los efectos en la reorganizacion de la conexién como consecuencia de la
administracion de estos siRNAs a mas largo plazo, por ejemplo, mediante la implantacion de

bombas osmoticas de lenta liberacion.

5.4.2. Efecto del tratamiento cronico con fluoxetina

En este trabajo hemos demostrado que el tratamiento cronico por via oral con el
antidepresivo fluoxetina, a una dosis equiparable a la empleada para el tratamiento clinico en
humanos, da lugar a una considerable expansion del campo terminal visual corticocolicular en
el eje lateromedial, en ratas sometidas a desaferenciacion retiniana practicada en el estadio
adulto. Ademas, aunque de forma menos notoria, estos fendmenos fueron también observados
en animales ilesos tratados con fluoxetina. Como se ha mencionado en apartados anteriores,
este aumento de la extension del campo terminal visual corticocolicular tiene lugar cuando la
desaferenciacion retiniana ha sido llevada a cabo neonatalmente (Garcia del Cano et al., 1997,
2002). Los resultados obtenidos indican que la administracion crénica de este antidepresivo
promueve el crecimiento axonal en los estratos superficiales del CS de las fibras procedentes
de la CV1 tras lesiones en el sistema nervioso adulto, lo que sugiere una reinstauracion

potencial de la plasticidad normalmente atribuida al sistema nervioso inmaduro.

5.4.2.1. Comparacion con otros estudios similares

Los resultados observados son consistentes con trabajos recientemente publicados que
ponen de manifiesto el efecto de los antidepresivos en la recuperacion de la respuesta plastica
del sistema nervioso maduro (Norrholm y Ouimet, 2001; Hajszan et al., 2005; Chen et al.,
2008; Maya Vetencourt et al., 2008; Guirado et al, 2009; Hajszan et al., 2009; O'Leary et al.,
2009; Ampuero et al., 2010). Maya Vetencourt y colaboradores evidenciaron a nivel
electrofisiologico que el tratamiento cronico con fluoxetina por via oral, empleando la misma
dosis que en nuestro trabajo, en ratas adultas sometidas a deprivacion monocular induce un
cambio en la dominancia ocular a favor del ojo no deprivado, lo que sugiere la reactivacion de
la plasticidad similar a la que acontece durante el periodo critico de la dominancia ocular en la
corteza visual (Maya Vetencourt et al., 2008). A nivel de comportamiento, observaron que

cuando las ratas eran monocularmente deprivadas desde el desarrollo temprano y en el estadio
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adulto se revertia la deprivacion visual, la agudeza visual del ojo ambliope se recuperaba tras
el tratamiento cronico con fluoxetina combinado con rehabilitacion mediante parche en el ojo
abierto previamente dominante (Maya Vetencourt et al., 2008). Ademas, se ha demostrado
que el tratamiento con fluoxetina induce la reorganizacidén de axones retinocoliculares en ratas
neonatas y jovenes, y amplifica los fendmenos plésticos observados en la conexion
retinocolicular ipsilateral tras lesiones retinianas en el desarrollo (Bastos, et al., 1999). Los
resultados mostrados en nuestro trabajo en los que el tratamiento cronico con fluoxetina da
lugar a un notable incremento del campo terminal visual corticocolicular tras la enucleacion
en estadio adulto, aunque en menor cuantia al observado previamente en nuestro grupo de
investigacion tras la enucleacion neonatal (Garcia del Cafio et al., 1997, 2002), reafirman el
efecto del tratamiento cronico con fluoxetina en la promocion de la reinstauracion de la

plasticidad en el sistema visual.

Ademas de los cambios plasticos observados en el sistema visual, varios trabajos han
evidenciado fenomenos de plasticidad en otras regiones cerebrales promovidos por el
tratamiento con antidepresivos (Norrholm y Ouimet, 2001; Hajszan et al., 2005; Chen et al.,
2008; Guirado et al, 2009; Hajszan et al., 2009; O'Leary et al., 2009; Ampuero et al., 2010).
Por ejemplo, Guirado y colaboradores muestran que la administracién mediante inyeccion
intraperitoneal de fluoxetina durante 14 dias induce la activacion de la corteza
somatosensorial, mostrado por el aumento de la expresion de c-Fos, y da lugar a la
remodelacion de las espinas dendriticas de las neuronas piramidales de esta region cortical
(Guirado et al, 2009). Ademas, varios trabajos muestran que el tratamiento con antidepresivos
da lugar a un aumento de contactos sinapticos en el area CA1 del hipocampo (Hajszan et al.,
2005; Chen et al., 2008; Hajszan et al., 2009; O'Leary et al., 2009) y a un incremento de la
densidad de espinas dendriticas en el prosencéfalo (Ampuero et al., 2010). Contrariamente, se
han descrito efectos opuestos en modelos animales de depresion como es el estrés cronico y la
bulbectomia olfatoria. El estrés cronico decrece la ramificacion dendritica y la densidad de
sinapsis en las neuronas piramidales de la corteza prefrontal medial (Cook y Wellman, 2004;
Radley et al., 2004, 2005) y en el hipocampo (Sousa et al., 2000). Norrholm y Ouimet
observaron una reduccion de las espinas dendriticas en el hipocampo tras la bulbectomia
olfatoria, fendbmeno que se revertia tras el tratamiento crénico con el antidepresivo triciclico

amitriptilina (Norrholm y Ouimet, 2001).
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5.4.2.2. Posibles mecanismos involucrados

La reinstauracion de la respuesta plastica observada en este trabajo tras el tratamiento
crénico con fluoxetina podria estar mediada por la sefalizacion del BDNF, dado que existen
numerosas evidencias que demuestran que la sefializacion del BDNF a través del receptor
tirosina quinasa TrkB estd involucrada en la accién que ejercen los tratamientos con
antidepresivos (Castrén et al., 2007; Martinowich et al., 2007; revisado por Castrén y
Rantaméki, 2010). La respuesta clinica de los antidepresivos se desarrolla lentamente a lo
largo de las primeras semanas de tratamiento. Una posible explicaciéon de esta respuesta
retrasada podria ser el requerimiento del crecimiento de las conexiones nerviosas y
reorganizacion de las redes neuronales, respuesta mediada por la sefalizacion del BDNF
(Castrén, 2004, 2005). Ademads, se ha demostrado que los antidepresivos aumentan la
plasticidad neuronal a diferentes niveles estructurales, y estas respuesta estd mediada, al

menos en parte, por la sefializacion del BDNF (Krystal et al., 2009).

Varios grupos de investigacion han demostrado que diferentes tratamientos
antidepresivos aumentan la sintesis de BDNF (Coppell et al., 2003; Molteni et al., 2006;
Castrén et al., 2007; Martinowich et al., 2007; Maya Vetencourt et al., 2008, 2011). En el
trabajo desarrollado por Maya Vetencourt y colaboradores la reinstauracion de la plasticidad
de la dominancia ocular en el adulto y la recuperacion de la funcion visual de ratas ambliopes
tras el tratamiento cronico con fluoxetina vino acompafiada por un incremento del BDNF en
la corteza visual a nivel proteico (Maya Vetencourt et al., 2008) y a nivel de mRNA (Maya
Vetencourt et al., 2011). Ademas, la administracion local de BDNF en la corteza visual
produjo un efecto similar al de la fluoxetina (Maya Vetencourt et al., 2008). Asimismo,
parece que la activacion de la cascada de senalizacion MAPK-ERK mediada por el BDNF y
el receptor TrkB es necesaria para los efectos causados por la fluoxetina en la mediacion de la
plasticidad cortical visual (Maya Vetencourt et al., 2011). Puesto que la dosis y el modo de
administracion de la fluoxetina llevado a cabo en el presente trabajo se corresponden con la
metodologia seguida por Maya Vetencourt y colaboradores, es muy probable que el aumento
de la expresion del BDNF en la corteza visual observado por estos investigadores, y su
consiguiente cascada de senalizacion desencadenada por la unidn a su receptor, esté jugando
un papel crucial en la promociéon del crecimiento axonal observado en la conexion
corticocolicular visual de los animales sometidos a desaferenciacion retiniana de adulto.

Como se ha mencionado previamente, dado que muchos tratamientos antidepresivos
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comparten la capacidad de incrementar los niveles del BDNF (Coppell et al., 2003; Molteni et
al., 2006; Castrén et al., 2007; Martinowich et al., 2007; Maya Vetencourt et al., 2008, 2011)
es probable que el tratamiento con otros antidepresivos puedan tener un efecto similar en la

promocion de la respuesta plastica observada en el sistema visual maduro postlesional.

Aparte del papel que parece estar jugando la sefializacion mediada por el BDNF tras el
tratamiento cronico con fluoxetina en la reinstauracion de la plasticidad descrita en este
trabajo, no se puede descartar el posible efecto del tratamiento con fluoxetina en la expresion
de otras moléculas involucradas en este fendémeno de plasticidad estructural. Por ejemplo, el
aumento de la densidad de espinas dendriticas en la corteza somatosensorial (Guirado et al.,
2009) y de contactos sinapticos en el hipocampo (Hajszan et al., 2005; Chen et al., 2008;
Hajszan et al., 2009; O'Leary et al., 2009) descrito anteriormente se ha relacionado con el
incremento paralelo de la forma polisializada de la molécula de adhesion celular (PSA-
NCAM) observado en estas regiones tras el tratamiento con fluoxetina (Varea et al., 2007),
dado que la expresion de esta molécula, por medio de sus propiedades antiadhesivas, facilita
la respuesta plastica estructural como son la remodelacion de las espinas o neuritas y la
sinaptogénesis (revisado por Bonfanti, 2006; Gascon et al., 2007; Rutishauser, 2008).
Asimismo, se ha evidenciado que el tratamiento con fluoxetina produce un aumento de la
PSA-NCAM en la corteza visual (Varea et al., 2007) lo que podria sugerir su posible relacién

con la promocion de la respuesta plastica observada en este trabajo.

Por otro lado, la fluoxetina, como se ha mencionado previamente, es un inhibidor
selectivo de la recaptacion de la serotonina que aumenta los niveles extracelulares de
serotonina (van Harten, 1993), por lo que el incremento de la transmision serotoninérgica a
largo plazo como consecuencia del tratamiento cronico con fluoxetina puede estar jugando un
papel importante en el reestablecimiento de la plasticidad en el adulto demostrado en este
trabajo. En este sentido, se ha relacionado el efecto de la transmision serotoninérgica con la
plasticidad en el sistema visual inmaduro (Gu y Singer, 1995; Wang et al., 1997). Asimismo,
la inyeccion local de serotonina en la corteza visual reinstaura la plasticidad de la dominancia
ocular en el adulto y promueve la recuperacion de la vision en animales ambliopes adultos
(Maya Vetencourt et al., 2011) de manera similar a los fendmenos plasticos observados tras el
tratamiento cronico con fluoxetina (Maya Vetencourt et al., 2008). Ademas, el receptor de la
serotonina 5-HT; parece jugar un papel clave en la reactivacion de la plasticidad puesto que

la administracion cortical del antagonista de este receptor WAAY-100635 previene la
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reinstauracion de la induccion de la plasticidad en el adulto de la dominancia ocular mediada
por la fluoxetina (Maya Vetencourt et al., 2011). Teniendo en cuenta estas evidencias, se
podria sugerir que el aumento de la transmision serotoninérgica provocado por la
administracion cronica de fluoxetina podria estar participando en la mediacion de la

plasticidad postlesional descrita en el presente trabajo.

5.5. Efecto de la estimulacion magnética

5.5.1. Induccion de c-Fos en animales adultos expuestos a un campo magnético con

polaridad alterada

La visualizaciéon inmunohistoquimica de la proteina c-Fos reguladora de la
transcripcion, empleada como marcador de la actividad neuronal, es un técnica
neuroanatdmica ampliamente utilizada en investigacion sensorial (Dragunow y Faull, 1989;
Morgan y Curran, 1991; Herdegen y Leah, 1998). En este trabajo mediante la deteccion
inmunohistoquimica de c-Fos se ha demostrado que células del CS, centro integrador de la
informacion multisensorial, son activadas ante cambios en la polaridad del campo magnético.
Némec y colaboradores estudiando la neuroanatomia de la magnetorrecepcion en el topo
muestran que el CS contiene neuronas que responden ante estimulos magnéticos. Sin embargo,
la respuesta mostrada tras cambios en la polaridad del campo magnético en la rata y el topo
fue distinta. Mientras que en nuestro trabajo vimos que la alteracion del campo magnético
inducia la expresion de c-Fos, en el topo la intensidad de la expresion de c-Fos decrecia
aunque el area involucrada se expandia (Némec et al., 2001). A pesar de estas diferencias,
estas evidencias prueban que tanto el CS de la rata como del topo (Némec et al., 2001)
responden activamente, aunque de un modo diferencial, ante estimulos de tipo magnético, lo
que nos sugiere la posible implicacion de esta estructura mesencefalica en la integracion de la

informacion magnética con informacién motora y sensorial multimodal.

Ademas, hemos demostrado que diferentes regiones corticales, entre las que se
incluyen la corteza visual, la auditiva y la motora responden ante cambios en la polaridad del
campo magnético. Estos datos muestran por primera vez la posible implicacion de la corteza
cerebral en el procesamiento de la informacion magnética en la rata. Aparte de las regiones
descritas en este trabajo activadas por estimulos magnéticos, en nuestro laboratorio hemos
observado mediante la tinciéon inmunohistoquimica del c-Fos que cambios en la polaridad del

campo magnético activan diversas areas cerebrales tanto en la rata como en el raton. Entre
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¢éstas areas destacan regiones corticales como la corteza somatosensorial y la piriforme, dado
que presentan una intensa induccién del c-Fos tras este tipo de estimulos (resultados no
publicados). Todavia queda por dilucidar que implicaciones funcionales conlleva la activacion
de estas regiones por cambios en la polaridad frente a estimulos magnéticos. Experimentos
que combinen técnicas de deteccion de activacion neuronal, como la expresion de c-Fos, con
el marcado de conexiones mediante trazadores anterdgrados y retrogrados seran necesarios
para determinar los circuitos implicados en la magnetorrecepcion. Asimismo, estudios
electrofisiologicos podran proveer una medida independiente de la actividad de las neuronas
que responden a estimulos magnéticos y permitirdn el anélisis de la dindmica en respuesta a

estos estimulos.

5.5.1.1. Efecto de la desaferenciacion retiniana en la induccion de c-Fos en los estratos

superficiales del coliculo superior

En este trabajo se muestra por primera vez, que regiones cerebrales de la rata
implicadas en el procesamiento de la informacién visual, la CV1 y los estratos superficiales
del CS, responden a cambios en la polaridad del campo geomagnético, lo que sugiere que
estas estructuras son sensibles a cambios en el campo magnético débiles (del orden del campo
magnético terrestre =~ 40 pT). Ademas, la privacion de la entrada de estimulos visuales
mediante la desaferenciacion retiniana provoca alteraciones en la respuesta frente a estos
estimulos magnéticos, respondiendo de manera diferencial cuando la lesion se lleva a cabo

neonatalmente o en el adulto.

Estudios de comportamiento han demostrado que la magnetorrecepcion es dependiente
de la luz en aves y anfibios (revisado por Deutschlander et al., 1999; Ritz et al., 2002;
Wiltschko y Wiltschko, 2002) y se ha observado que la retina estd involucrada en la
magnetorrecepcion en aves (Wiltschko et al., 2002; Wiltschko et al., 2003), lo que sugiere que
la privacion de estimulos visuales podria afectar a la respuesta ante estimulos magnéticos. En
este trabajo comprobamos que la eliminacion de estimulos visuales mediante la
desaferenciacion retiniana en ratas da lugar a la alteracion de la respuesta ante cambios en la
polaridad del campo magnético, activando poblaciones neuronales de los estratos superficiales
del CS que en condiciones normales no respondian a estos estimulos magnéticos. Los
resultados obtenidos demuestran que la exposicidn a cambios en la polaridad del campo
geomagnético induce la activacion de la proteina c-Fos en los estratos superficiales del CS

cuando los animales han sido sometidos a la desaferenciacion visual. Ademas, este

139



incremento de la expresion de esta proteina se hace mas notable cuando la desaferenciacion
tiene lugar neonatalmente. Sin embargo, los cambios de polaridad apenas tuvieron efecto en la

induccion del c-Fos en los estratos superficiales del CS de animales ilesos.

Como se ha descrito anteriormente la desaferenciacion retiniana neonatal da lugar a
una variedad de cambios plasticos en las aferencias que llegan al CS (Rhoades et al., 1981;
Gerrikagoitia et al., 2001; Garcia del Caio et al., 2001, 2002, 2004; Mundifiano y Martinez-
Millan, 2010). Se ha evidenciado que tras la privacion de la entrada de estimulos visuales
mediante enucleacion neonatal los estratos superficiales del CS son inervados por fibras que
normalmente proyectan a regiones mas profundas del CS como es el caso de las fibras
procedentes del nicleo cuneado de los nucleos de la columna dorsal (Garcia del Cafio et al.,
2004), inputs somatosensoriales de la médula espinal y de la corteza somatosensorial donde se
encuentran representadas las extremidades superiores (Rhoades et al., 1981), fibras
procedentes de la corteza retrosplenial (Garcia del Cafo et al., 2001), y de los campos de
barriles de la corteza somatosensorial primaria donde se encuentran representadas las vibrisas
(Mundinano y Martinez-Millan, 2010). Concretamente, en este ultimo trabajo desarrollado en
nuestro laboratorio, ademas del ascenso de fibras a los estratos superficiales del CS, se
observo un aumento en la expresion de c-Fos en los estratos superficiales del CS tras dos tipos
diferentes de estimulacion de las vibrisas: el tratamiento con apomorfina y la exploracion en
un ambiente enriquecido (Mundifiano y Martinez-Millan, 2010). Asimismo, en nuestro grupo
de investigacion se ha observado que como consecuencia de la desaferenciacion retiniana
neonatal, la proyeccion al CS originada en la corteza externa del coliculo inferior (CI)
asciende ocupando estratos superficiales del CS (Mundifiano, 2008). Ademas, las neuronas de
los estratos superficiales del CS de la rata adulta sometida a enucleacion neonatal presentan
un aumento significativo en la induccién de c-Fos ante diferentes tipos de estimulos auditivos
(Mundinano, 2008). Estos datos sugieren que el ascenso de las fibras, procedentes de areas
que en condiciones normales no inervan los estratos superficiales del CS tras la
desaferenciacion neonatal, podria estar reclutando neuronas coliculares superficiales para la
participacion en las respuestas de tipo no visual, representando una respuesta adaptativa
compensatoria ante la ausencia de estimulos visuales. De modo similar, el incremento
significativo mostrado en la induccion de c-Fos por la estimulacion magnética en los estratos
superficiales del CS tras la desaferenciacion visual neonatal sugiere que estas neuronas
podrian estar siendo reclutadas para el procesamiento de estimulos magnéticos ante la

ausencia de estimulos de origen visual.
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Sorprendentemente, aunque en menor medida que la enucleacion neonatal, cuando la
desaferenciacion fue practicada en el adulto también se observd un incremento de los niveles
de expresion de c-Fos en los estratos superficiales del CS, indicando el mantenimiento de
cierta capacidad de respuesta plastica frente a estimulos magnéticos. De acuerdo con los
resultados observados por Garcia del Cafio y colaboradores en los que la enucleacion en el
adulto, aunque no daba lugar a una expansion del campo terminal corticocolicular visual,
producia un fendémeno de sinaptogénesis reactiva mostrandose como un incremento de la
densidad de botones sinapticos en el SZ y el SGS, también observada cuando la enucleacion
tenia lugar en el recién nacido (Garcia del Caio et al., 2002), podria estar indicando que la
induccién de estas células c-Fos inmunopositivas activadas por estimulos magnéticos podria

estar mediada por la conexién visual corticocolicular.

Hay estudios en los que se ha determinado que la via corticocolicular expresa el
transportador de glutamato vesicular (VGIuT)1 en sus terminales (Fremeau et al., 2001;
Varoqui et al., 2002). Con el fin de dilucidar la posible contribucion de la conexién visual
corticocolicular en la activacion neuronal en los estratos superficiales del CS por estimulos
magnéticos primero analizamos la expresion de VGluT1 mediante inmunohistoquimica en los
estratos superficiales coliculares de ratas adultas y la comparamos con la expresion en ratas
adultas sometidas a desaferenciacion retiniana practicada neonatalmente y en estadio adulto.
El inmunomarcado de los terminales con VGIuTl en animales control se localizo,
principalmente, en la region comprendida entre la mitad superior del SO y, més notablemente,
en la mitad inferior del SGS, region mas densamente inervada por las fibras procedentes de la
CV1 (Lund, 1964; Harvey y Worthington, 1990). Este patrén de marcado coincide con los
resultados mostrados por otros autores (Fremeau et al., 2001; Varoqui et al., 2002). Como
consecuencia de la enucleacion neonatal se observo un aumento notorio de los terminales
positivos para VGIuT1 en la porcion superior del SGS. Esta distribucion se corresponde con
la ampliacion del campo terminal visual corticocolicular donde los terminales tienden a
distribuirse mas dorsalmente (Garcia del Cafo et al., 1997, 2002). Sin embargo, la
desaferenciacion retiniana practicada en el estadio adulto no dio lugar a cambios notables en
el patrén de expresion de VGIuT1 en los estratos superficiales coliculares tal y como
Fujiyama y colaboradores habian descrito previamente (Fujiyama et al., 2003), lo que
confirma la ausencia de expansion del campo terminal procedente de la CV1 en ratas con
enucleacion en fase adulta (Garcia del Cano et al., 2002). A continuacion, mediante doble

inmunofluorescencia para c-Fos y VGIuT1 observamos que en los estratos superficiales de
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animales adultos con desaferenciacion visual neonatal terminales VGIuT1 inmunomarcados
se mostraron distribuidos formando agrupaciones de tipo perineuronal rodeando células c-Fos
positivas activadas por estimulos magnéticos. Estas observaciones sugieren que el aumento de
la activacion de células c-Fos positivas en los estratos superficiales coliculares inducidas por
cambios en la polaridad del campo magnético tras la privacion de estimulos visuales podria
estar mediado, al menos en parte, por las fibras provenientes de la CV1. Sin embargo, el
marcado de los terminales presindpticos con VGIuT1 no permite discernir la procedencia
exacta de éstos terminales, puesto que diversas areas cerebrales, principalmente regiones
corticales, emplean el VGIuT1 como transportador vesicular del glutamato (revisado por
Fremeau et al., 2004). Como se ha explicado anteriormente, el ascenso de fibras procedentes
de la corteza somatosensorial y retrosplenial tras la enucleacion neonatal (Rhoades et al.,
1981; Garcia del Cano et al., 2001; Mundinano y Martinez-Milldn, 2010) podria estar
contribuyendo a este incremento de la induccion del c-Fos. No obstante, este ascenso no
justificaria los niveles incrementados de c-Fos en los animales sometidos a desaferenciacion
retiniana de adulto. Futuras investigaciones serdn necesarias para determinar la participacion

de otras posibles vias en la induccion del c-Fos tras estimulos de naturaleza magnética.

5.5.2. Efecto de la exposicion a un campo magnético con polaridad alternante en la
organizacion del campo terminal corticocolicular visual de animales sometidos a

desaferenciacion retiniana en fase adulta

El aumento de fibras provenientes de la CV1 en regiones mas mediales de los estratos
superficiales del CS observado en animales con desaferenciacion retiniana de adulto
expuestos a un campo magnético con polaridad cambiante es indicativo de que la
estimulacion magnética repetida, asociada a la activacion de c-Fos, confiere una cierta
capacidad de reorganizacion postlesional en el adulto. En este sentido, un trabajo reciente
desarrollado en Drosophila, ha evidenciado que la transcripcion mediada por el factor de
transcripcion AP-1, constituido por la dimerizacion de miembros de la familia Fos y Jun, es
importante para el crecimiento de dendritas, y que la actividad neuronal influencia el
crecimiento dendritico global a través de mecanismos dependientes de expresion de genes
controlados por AP-1 (Hartwig et al., 2008). Ademas sugieren que la actividad nerviosa
recluta el factor de transcripacion AP-1 posiblemente a través de la sintesis de novo de

proteinas Fos, para promover el crecimiento de neuritas (Hartwig et al., 2008).
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5.5.3. Efecto de la exposicion a un campo magnético con polaridad alternante en la

expresion de BDNF

Con el fin de dilucidar los posibles mecanismos que pudieran estar mediando los
fenémenos de plasticidad observados tras la estimulacion magnética se analizaron los niveles
proteicos del BDNF, neurotrofina involucrada en la promocion del crecimiento de neuritas,
mediante el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Los resultados
demostraron que la exposicion de los animales a un campo magnético con polaridad
cambiante da lugar a un aumento significativo de los niveles de expresion de esta neurotrofina
en la corteza visual y el CS, sugiriendo la implicaciéon del BDNF en esta respuesta plastica.
En el presente trabajo proponemos que el aumento del BDNF podria estar mediado por la
induccion del c-Fos observado en el la corteza visual y el CS. Como se ha mencionado
previamente, es conocido que la dimerizacién del c-Fos con miembros de la familia Jun
constituye el factor de transcripcion AP-1, que regula la transcripcion de genes diana que
contienen lugares de union AP-1 (Sheng y Greenberg, 1990). Se ha demostrado que el analisis
de los lugares de unién a factores de transcripcion de la region promotora 5° terminal del gen
BDNF de raton mostraba predominancia de elementos AP-1 y C/EBP (Hayes et al., 1997) y
que esta region presentaba una alta homologia con la misma region del gen de BDNF de rata
(Timmusk et al., 1993; Nakayama et al., 1994). La region promotora del NGF de raton
contiene varios lugares de union AP-1 potenciales, necesarios para la actividad promotora del
NGF (Hengerer et al., 1990). Aparte del mantenimiento de la expresion basal, estos elementos
AP-1 se han visto involucrados en la modulacion de la transcripcion del factor de crecimiento
nervioso (NGF) tras la estimulacion por éster del forbol (D'Mello y Heinrich, 1991). El
aumento del mRNA de c-fos y c-jun inducido por lesion resulta en la ocupacion de lugares de
union AP-1 del promotor del NGF, que subsecuentemente estd involucrado en el aumento de
la transcripcion del gen de NGF (Hengerer et al., 1990; D'Mello y Heinrich, 1991). La
presencia de elementos AP-1 en la region promotora del BDNF y el hecho de que genes
similares al BDNF, como es el NGF (Zheng y Heinrich, 1988), estén modulados por
elementos reguladores AP-1 (Hengerer et al., 1990; D'Mello y Heinrich, 1991), nos sugiere
que la modulacion de la transcripcion del BDNF por estimulos magnéticos podria estar
regulada por la induccion del c-Fos constituyendo parte del factor de transcripcion AP-1. Los
niveles de induccién del c-Fos observados en los estratos superficiales del CS no justificarian
esta hipodtesis en el caso de los animales control, puesto que cuando fueron sometidos a

estimulacion magnética, aunque presentaron un ligero incremento de inmunopositividad para
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el c-Fos respecto a los no estimulados, las diferencias no resultaron significativas. No
obstante, es importante tener en cuenta que los niveles del BDNF fueron analizados en la
fraccion proteica de la totalidad del CS, incluyendo los estratos intermedios y profundos, dada
las dificultades metodologicas para la diseccion exclusiva de los estratos superficiales.
Aunque en este trabajo de tesis nos hemos centrado en el analisis de la induccion del c-Fos en
los estratos superficiales del CS, estrechamente relacionados con la funcion visual, hemos
observado que la estimulacion magnética producia un incremento notable de la expresion de
c-Fos en los estratos intermedios y profundos del CS en los animales estimulados, tanto
enucleados como ilesos, respecto a los no estimulados (resultados no publicados). Teniendo
en cuenta ésto, es razonable plantear que el aumento del BDNF pudiera estar mediado por la
induccion del c-Fos en el CS. Ademas, los resultados obtenidos mostraron que la estimulacion
magnética producia un incremento del BDNF atin mas notorio en los animales visualmente
desaferenciados de recién nacido respecto a los ilesos, pudiendo explicarse por el aumento de
la expresion del c-Fos en los estratos superficiales de los animales lesionados en comparacion
con los ilesos. Sin embargo, estas diferencias pueden ser consecuencia del propio efecto de la
enucleacion neonatal ya que, en ausencia de estimulos magnéticos, los niveles del BDNF se
vieron incrementados en estos animales lesionados respecto a los controles no estimulados.
En este sentido, se ha mostrado la induccion del mRNA del BDNF en el CS como
consecuencia de la desaferenciacion visual neonatal, aunque en contradiccién con nuestras
observaciones, esta respuesta es transitoria y desaparece en el adulto (Vizuete et al., 2001).
Estas diferencias pueden ser debidas a que en el trabajo desarrollado por Vizuete y
colaboradores, el estudio se llevo a cabo a nivel de mRNA, a diferencia de nuestro trabajo en

el que se analizaron los niveles proteicos.

Por otro lado, cuando analizamos los niveles de proteina del BDNF tras la
estimulacion magnética de animales control en otras areas corticales no directamente
involucradas en la funcién visual, como son la corteza motora y la auditiva, observamos un
incremento, especialmente en la corteza motora, de esta neurotrofina. Estas regiones fueron
seleccionadas debido a que ambas, y de forma mas intensa la corteza motora, mostraron una
fuerte induccion del c-Fos tras la estimulacion magnética, lo que de nuevo corrobora la

hipétesis planteada acerca de que la induccion del BDNF pudiera estar mediada por el c-Fos.

Como se ha comentado, la estimulacion magnética promueve la expresion del BDNF

tanto en la corteza visual como en CS, lo que parece indicar que la recuperacion de la
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respuesta plastica estd mediada por el incremento del BDNF. Estos resultados son
congruentes con los detallados anteriormente en los que se describe una reinstauracion de la
plasticidad en este modelo de lesion tras el tratamiento con fluoxetina. En los animales
tratados con fluoxetina proponemos que la plasticidad observada pueda estar mediada por un
aumento de los niveles de expresion del BDNF en la corteza visual (Maya Vetencourt et al.,
2008; 2011). Sin embargo, el tratamiento con fluoxetina resultd ser mas eficaz que la
estimulacion magnética puesto que la promocion del crecimiento axonal fue mas notorio,
mostrandose como una considerable expansion del centro del campo terminal hacia regiones
mas laterales y mas mediales. Estas diferencias pueden razonarse desde un punto de vista
metodoldgico puesto que el tratamiento con fluoxetina tuvo una duracion total de 4 semanas,
mientras que los animales fueron estimulados magnéticamente durante 11 dias. Aunque
durante este periodo de estimulacion fue suficiente para observar un incremento en la
expresion de BDNF en la corteza visual y en el CS, es probable que los efectos del
incremento del BDNF en los cambios en la reorganizacion de la conectividad estudiada
requieran tiempos de supervivencia mayores para alcanzar el efecto observado tras el
tratamiento con fluoxetina. No obstante, la observacion de fibras en regiones mas mediales y
la presencia de engrosamientos terminales con apariencia de conos de crecimiento demuestran
un proceso de reorganizacion postlesional que parece estar promovido por el aumento del

BDNF tras la estimulacion magnética.

Los mecanismos que participan en la promocion del crecimiento axonal mediado por
el BDNF tras la estimulacion magnética se desconocen. Es posible que la unién del BDNF al
receptor desencadene la ruta de sefializacion MAPK-ERK como se ha demostrado en la
reinstauracion de la plasticidad de la corteza visual tras el tratamiento cronico con fluoxetina
(Maya Vetencourt et al., 2011). Se ha documentado que la sefalizacion por PKA y PI3K/Akt
estd involucrada en el crecimiento de neuritas inducido por BDNF in vitro (Williams et al.,
2005). Ademas, se ha demostrado que la activacion de CREB da lugar a la regeneracion
axonal in vivo (Gao et al., 2004), y el BDNF activa CREB via PI3K/Akt y MAPK/ERK
(Huang y Reichardt, 2003), por lo que cabe la posibilidad de que las rutas de sefalizacion
PI3K/Akt y MAPK/ERK estén involucradas en la accion del BDNF en la promocion de la
regeneracion axonal. También existen evidencias que demuestran que el BDNF aumenta la
expresion de la proteina asociada al crecimiento GAP-43 (Kobayashi et al., 1997; Klocker et
al., 2001; Kwon et al., 2002), proteina comunmente relacionada con el crecimiento de neuritas

y la regeneracion axonal (Meiri et al., 1998; Gianola y Rossi, 2004). Sin embargo, futuras
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investigaciones serdn necesarias para identificar las cascadas de sefializacion, asi como otros
factores, que pudieran estar implicadas en estos fenomenos de plasticidad observados tras la

estimulacion magnética.

5.6. Recapitulacion de resultados

A lo largo del desarrollo postnatal disminuye la capacidad de regeneracion y de
reorganizacion de las conexiones nerviosas tras las lesiones que afectan al SNC. En el
presente trabajo ponemos de manifiesto la alta capacidad de regeneracion y reorganizacion
estructural del CS durante el desarrollo postnatal temprano tras la ablacion neonatal de sus
estratos superficiales acompafiada por el reestablecimiento de las conexiones retino- y
corticocoliculares aferentes y por cambios en el patron de expresion de las proteinas ligantes
de calcio, CB, CR y PV, asi como del GFAP. Sin embargo, esta lesion sola o combinada con
la desaferenciacion retiniana neonatal, da lugar a la aparicion de una conexion retinocolicular
aberrante. Proponemos que la reorganizacion estructural observada pueda estar mediada por
la glia radial presente en los primeros dias postnatales en el CS (Pulido-Caballero et al., 1994)
mediante la redistribucion de las células proximas al lugar de la lesién, y que el
reestablecimiento de las conexiones se est¢ llevando a cabo por axones retino- y
corticocoliculares que no habian alcanzado el CS en el momento en el que la lesion fue
practicada, aunque no se puede descartar que sea por la regeneracion de los axones danados o
por una combinacion de ambos. Futuras investigaciones seran necesarias para responder a

estas cuestiones.

Por otro lado, comprobamos que es posible incrementar la respuesta plastica tras
lesiones practicadas en el SNC maduro analizando diferentes estrategias que pudieran
favorecer la plasticidad en la via corticocolicular visual en animales sometidos a la
desaferenciacion retiniana en edad adulta. En este sentido, tanto el empleo de siRNAs
dirigidos frente a NgR y, de forma mas considerable frente a RhoA, moléculas ampliamente
involucradas en la inhibicion del crecimiento axonal, resulta eficaz en la ampliacion de dicha
conexion, normalmente atribuida a lesiones practicadas neonatalmente (Garcia del Cafio et al.,
1997, 2002). El disefio de experimentos que permitan prolongar los efectos de estos siRNAs,
como por ejemplo, mediante bombas osméticas o inclusion en nanoesferas para su lenta
liberacidon, permitiran determinar si la reduccion mas mantenida de estas moléculas

inhibidoras del crecimiento axonal mejora la respuesta plastica observada en este trabajo.

146



Discusion

Son de notable interés los resultados obtenidos tras el tratamiento cronico con
fluoxetina, medicamento ampliamente prescrito para el tratamiento de la depresion en
humanos, que muestran una notable expansion de la conexion corticocolicular visual en ratas
desaferenciadas en estadio adulto. Ademas, reafirma su efecto en la reinstauracion de la
plasticidad en el sistema visual maduro observado previamente (Maya Vetencourt et al., 2008,

2011).

En este trabajo se ha determinado que la exposicion a un campo magnético con la
polaridad alterada da lugar a una activacion diferencial, analizado mediante la induccién de
c-Fos, de las neuronas de los estratos superficiales coliculares tras la privacion visual
consistente en un incremento significativo de neuronas que responden a estimulos magnéticos
tras la desaferenciacion visual, principalmente neonatal, y en fase adulta. Sugerimos que estos
hallazgos pueden ser indicativos de una respuesta compensatoria funcional ante la falta de
estimulos visuales. Ademas, observamos que diferentes regiones corticales, la corteza visual,
la auditiva y la motora, presentan neuronas que responden ante estos estimulos magnéticos.
Con ésto, ponemos de manifiesto, por primera vez, que en la rata diferentes regiones
cerebrales responden ante cambios en el campo magnético débiles, lo que sugiere que estas

regiones puedan estar implicadas en el procesamiento de estimulos de naturaleza magnética.

Asimismo, la estimulaciéon magnética también mejord la capacidad de respuesta
plastica postlesional en animales adultos. La mejora de esta respuesta plastica tanto tras la
exposicion a un campo magnético con polaridad cambiante, como tras el tratamiento con
fluoxetina parece estar mediada por la sefializacion desencadenada por el BDNF, puesto que
hemos observado que los niveles de esta neurotrofina en la corteza visual y en el CS se ven
incrementados tras la estimulacion magnética, y aumentan en la corteza visual tras el

tratamiento con dicho antidepresivo (Maya Vetencourt et al., 2008, 2011).

Acercamientos experimentales combinados, incluyendo el bloqueo de las rutas de
sefializacion inhibitorias del crecimiento axonal, como es la administracion de siRNAs frente
a RhoA, junto con el incremento de neurotrofinas que favorecen el crecimiento axonal, como
el BDNF mediante el tratamiento cronico con fluoxetina o la estimulacion magnética podrian

favorecer la respuesta pléstica observada.

Todavia queda por dilucidar si el incremento del crecimiento axonal en la conexién

visual corticocolicular en ratas enucleadas en edad adulta tras los diferentes tratamientos
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llevados a cabo pueden ser explotados para facilitar la recuperacion funcional tras lesiones
llevadas a cabo en el sistema visual. Asimismo, cabe preguntarse en qué medida estos
resultados pueden ser extrapolados a otros modelos de lesion en el SNC. No obstante, los
resultados obtenidos en este trabajo de tesis, especialmente los obtenidos tras el tratamiento
cronico con fluoxetina y tras la estimulacion magnética dada la naturaleza no invasiva de
ambas estrategias, las convierte en una estrategia terapéutica idonea, para el incremento de la

plasticidad tras lesiones en el sistema visual adulto.
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6. CONCLUSIONES

1.

En la rata adulta, como consecuencia de la ablacion unilateral de los estratos
superficiales coliculares neonatal, se produce un descenso de la inervacion
retinocolicular contralateral, asi como una invasion del estrato gris superficial,
normalmente no inervado por aferencias retinianas. Sin embargo, cuando la lesion se

lleva a cabo en animales adultos esta reorganizacion no tiene lugar.

La ablacion unilateral de los estratos superficiales coliculares combinada con la
desaferenciacion retiniana del ojo contralateral neonatal, en la rata adulta, da lugar a
un campo terminal retinocolicular ipsilateral incrementado, asi como la invasion del
estrato gris intermedio del coliculo superior contralateral por fibras axonales

provenientes de la retina.

La ablacion neonatal unilateral de los estratos superficiales del coliculo superior no da
lugar cambios notables de la organizacion del campo terminal corticocolicular visual

de animales adultos.

Como consecuencia de la ablacion neonatal unilateral de los estratos superficiales del
coliculo superior s6la, o combinada con la desaferenciacion retiniana contralateral, en
la rata adulta se observa una regeneracion y reorganizacion estructural de los estratos
superficiales dafiados consistentes en cambios en la distribucion de neuronas locales y
astrocitos, observables mediante la alteracion del patrén de expresion de proteinas

ligantes de calcio y GFAP, respectivamente.

La administracion de siRNAs frente al receptor de Nogo y de forma mas notable
frente a RhoA en la corteza visual primaria provoca una expansion de la proyeccion
corticocolicular visual en ratas sometidas a desaferenciacion retiniana en el estadio
adulto. Sin embargo, la inyeccion combinada de siRNAs frente ambas moléculas

apenas da lugar a esta expansion.

El tratamiento cronico con fluoxetina da lugar a una notable ampliacion del campo

terminal corticocolicular visual en animales enucleados en fase adulta.

La exposicion de la ratas a un campo magnético con polaridad alterada provoca la

induccion de c-Fos en los estratos superficiales del coliculo superior de animales
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desaferenciados visualmente, de forma mas evidente cuando la lesion tiene lugar
neonatalmente, pudiendo estar mediado, al menos en parte, por las fibras aferentes
visuales corticocoliculares. Ademas, se produce un incremento de la expresion de c-
Fos en las distintas areas corticales estudiadas, la corteza visual, la motora y la

auditiva, de ratas control.

El campo terminal corticocolicular visual se encuentra expandido tras la exposicion a
un campo magnético con polaridad alterada a los animales sometidos a

desaferenciacion retiniana en estadio adulto.

Tras la exposicion de las ratas a un campo magnético con la polaridad alterada se
observa un fuerte incremento de los niveles de expresion de BDNF en el coliculo
superior y en la corteza visual primaria de animales control y enucleados de recién
nacido, que puede estar contribuyendo a la expansion del campo corticocolicular
visual. Asimismo se produce un aumento significativo de BDNF en la corteza motora

y, moderado, en la corteza auditiva.
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