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Desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de la neuritis optica

experimental

La neuritis optica (NO), una enfermedad inflamatoria y desmielinizante del nervio dptico que
puede provocar ceguera irreversible, es una de las neuropatias mas frecuentes en la practica
oftalmologica. Al presente, no se dispone de estrategias terapéuticas suficientemente eficaces para
el tratamiento de esta enfermedad. En este trabajo de tesis, desarrollamos un nuevo modelo de NO
experimental (NOE) primaria a través de la microinyeccion de lipopolisacarido bacteriano (LPS)
en el nervio Optico, que reproduce caracteristicas centrales de esta enfermedad. Las
consecuencias funcionales e histoldgicas de la NOE inducida por LPS podrian dividirse en
una fase temprana caracterizada por alteraciones funcionales, reactividad de
microglia/macrofagos y transporte anterdgrado alterado; seguida de una fase tardia en la que
se evidencid gliosis, desmielinizacion, pérdida de axones y de células ganglionares retinianas.
Utilizando este modelo, evaluamos el potencial terapéutico de la melatonina y de un paradigma
no invasivo, la exposicion a ambiente enriquecido (AE) en el tratamiento de la NOE. Por primera
vez, los resultados obtenidos demuestran que ambas estrategias son capaces de prevenir y reducir
la progresion del dafio funcional e histolégico inducido por NOE. Finalmente, se analiz6 la
contribucion de la pérdida de integridad de la barrera hemato-encefélica y se demostro que el
reclutamiento de monocitos desempefia un rol clave en etapas tempranas de dafio de la via
visual inducida por NOE. En suma, estos resultados aportan informacién novedosa para la
comprension de los mecanismos involucrados en el dafio inducido por NO y sugieren que tanto la
melatonina, como la exposicion a AE u otras estrategias destinadas a reducir el reclutamiento
de monocitos en el nervio dptico podrian constituir nuevas estrategias terapéuticas para mejorar

la funcion visual y consecuentemente la calidad de vida de pacientes con NO.

Palabras clave: neuritis Optica, nervio dptico, células ganglionares retinianas, neuroinflamacion,
lipopolisacarido bacteriano, melatonina, ambiente enriquecido, barrera hemato-encefalica, glia,

monocitos.



Development of new therapeutic strategies for the treatment of experimental optic neuritis.

Optic neuritis (ON), an inflammatory and demyelinating disease of the optic nerve that can cause
irreversible blindness, is one of the most frequent neuropathies in ophthalmological practice. At
present, there are no therapeutic strategies sufficiently effective for the treatment of this disease.
In this thesis, we developed a new model of primary experimental ON (EON) through the
microinjection of bacterial lipopolysaccharide (LPS) in the optic nerve, which reproduces central
features of this disease. The functional and histological consequences of EON induced by LPS
could be divided into an early phase, characterized by functional alterations, reactivity of
microglia/macrophages and altered anterograde transport; followed by a late phase in which
gliosis, demyelination, axons and retinal ganglion cells loss were evidenced. Using this model, we
evaluated the therapeutic potential of melatonin and a non-invasive paradigm, the exposure to
enriched environment (EE) in the treatment of EON. For the first time, the results obtained show
that both strategies are able to prevent and reduce the progression of functional and histological
damage induced by EON. Finally, the contribution of the blood-brain barrier disruption was
analyzed and it was demonstrated that the recruitment of monocytes plays a key role in early
stages of the visual pathway damage induced by EON. In summary, these results provide novel
information for the understanding of the mechanisms involved in ON-induced damage and
suggest that both melatonin, as well as exposure to AE or other strategies aimed at reducing the
recruitment of monocytes in the optic nerve could be new therapeutic strategies to improve visual

function and consequently the quality of life of patients with NO.

Key words: optic neuritis, optic nerve, retinal ganglion cells, neuroinflammation, bacterial

lipopolysaccharide, melatonin, enriched environment, blood-brain barrier, glia, monocytes.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

5-HT: serotonina

5-hidroxi-Trp: 5 - hidroxitriptofano

AA-NAT: arilalquilamina N-acetil transferasa.

AE: ambiente enriquecido.

AQP-4: acuaporina 4.

AS: ambiente estandar.

BDNF: factor neurotrofico derivado del cerebro.
BHE: barrera hematoencefélica.

BOLD: sefial dependiente del nivel de oxigeno en la sangre.
Brn3a: proteina homeobox dominio POU 3A especifica del cerebro.
CCG: capa de celulas ganglionares.

CCL-2: quimiocina con motivo C-C 2.

CEs: células endoteliales.

CGRs: células ganglionares retinianas.

CNE: capa nuclear externa.

CNI: capa nuclear interna.

CNO: cabeza del nervio éptico.

COX-2: ciclo-oxigenasa-2.

CPE: capa plexiforme externa.

CPI: capa plexiforme interna.

CS: coliculo superior.

CTB: subunidad B de la toxina colérica.

DAPI: dihidrocloruro de 4 *,6-diamidino-2-fenilindol.
EAE: encefalomielitis autoinmune experimental.
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Abreviaturas

ED1.: glicoproteina de cadena corta lisosomal.
®CFP\Wistar: ratas Wistar homocigota para la proteina verde fluorescente.
EM: esclerosis multiple.

ERG: electrorretinograma de flash.

FA: fraccion de anisotropia.

FR: fotorreceptores.

GABA: acido y-aminobutirico.

GDNF: factor de crecimiento derivado de células gliales.
GFAP: proteina glial fibrilar acida.

GFP: proteina verde fluorescente.

H&E: hematoxilina-eosina.

HIOMT: hidroxiindol-O-metiltransferasa.

Iba-1: molécula adaptadora de union a calcio ionizado 1.
IR: irradiacion gamma.

IRMf: imagenes de resonancia magnética funcional.
LPS: lipopolisacérido bacteriano.

MB: membrana basal.
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MET: microscopia electrénica de transmision.

MOG: glicoproteina de oligodendrocitos de mielina.
MT1: receptor para melatonina de tipo 1.

MT2: receptor para melatonina de tipo 2.

NEQO: neuritis dptica experimental.

NF: neurofilamentos.
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NFH: subunidad pesada de los neurofilamentos.
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SGP: stratum griseum profundum.

SGS: stratum griseum superficiale.

SNC: sistema nervioso central.

SO: stratum opticum.

SZ: stratum zonale.

TJ: uniones estrechas.

TLRs: receptores de tipo toll.
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Trp: triptofano.

Trp-hidroxilasa: trptofano hidroxilasa.

VEPs: potenciales visuales evocados.
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INTRODUCCION

1. Lavia visual

La vision es el sentido en el que mas confiamos los seres humanos para navegar por el
mundo, tomar decisiones y realizar tareas complejas. Entender cémo vemos, por lo tanto,
representa uno de los objetivos fundamentales de las Neurociencias.

1.1. Caracteristicas generales

La luz llega al ojo, el érgano especializado en el procesamiento de la informacion visual, y en
su componente fotosensible, la retina, es codificada en impulsos nerviosos. Esta informacion
se transmite por fibras nerviosas que abandonan el ojo formando el nervio optico (NOp). En
la cavidad intracraneal, los NOps decusan en diferente proporcion segun la especie (Jeffery,
2001) a nivel del quiasma optico. A partir del quiasma, los axones continGan por el tracto
optico hacia nuacleos cerebrales visuales donde, en diferentes etapas, se procesa la
informacién dando origen a la formacion de imagenes visuales conscientes. También se ha
demostrado la participacion de la retina en procesos visuales no conscientes (denominado
“sistema visual no formador de imagen”), a través de la transmision de informacion fética a
otros centros del encéfalo que permiten la realizacion de tareas complejas, como la regulacion
de procesos ligados a los ritmos circadianos, los ciclos de suefio-vigilia, el aprendizaje, la
adaptacion del tamafio pupilar a la intensidad de luz ambiental (reflejo pupilar (RP)), vy el
estado de animo, entre otras (Berson y col., 2002; Fernandez y col., 2018; Hattar y col., 2002;
2006; Schmidt y col., 2011).

La pared del globo ocular esta constituida por tres capas o tunicas (Figura 1):

1. Tanica externa-fibrosa o esclero-corneal: formada por la esclera, el limbo esclerocorneal y

la cornea.
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2. Tunica media-vascular, Gvea o tracto uveal: formada por la coroides, el cuerpo ciliar y el
iris.

3. Tlnica interna-nerviosa o retina: formada por la porcion de la retina fotosensible y el
epitelio pigmentario, la porcion de la retina no fotosensible, el epitelio del cuerpo ciliar y el
epitelio del iris.

La tlnica externa es una capa fibrosa y gruesa que provee proteccion a las estructuras
internas del 0jo y junto con la presion del humor acuoso (presion intraocular), le confieren
forma y turgencia al globo ocular; es opaca en la mayor parte del globo ocular y se denomina

esclera. Alli se insertan los musculos extrinsecos del ojo.

Cristalino Vitreo Coroides

Camara anterior Esclera

Retina

Cornea Disco optico
Zona de transiciéon
Cabeza del de mielinizacién

nervio optico

Iris

Camara Arteria retiniana |

. Nervio 6ptico
posterior

Meninges

Vena retiniana
Cuerpos ciliares

Vasos hialinos

Ora serrata

Figura 1. Esquema representativo de las distintas estructuras del ojo

En la salida del NOp en primates, la esclera se reduce a una membrana fenestrada,
denominada lamina cribosa. Hacia la porcion anterior, la tunica externa se diferencia en la
cérnea, una estructura transparente constituida por cinco capas. Las fibras colagenas del

estroma (principalmente de tipo I) se disponen en forma hexagonal, lo que permite reducir la
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distorsion en la entrada de luz al ojo y hace que la cérnea sea la lente de mayor poder
dioptrico. Una linea imaginaria entre la cdrnea y la esclera se denomina limbo esclerocorneal.
La tunica media vascular aporta la nutricién, el mantenimiento de la retina externa y la
esclera y la produccion de humor acuoso, que nutre la porcion interna de la cornea y el
cristalino, ambos avasculares. Posee tres regiones diferentes: la coroides, el cuerpo ciliar y el
iris. En el centro, el iris define un espacio circular, la pupila. Las células de la porcién externa
se diferencian en elementos contractiles que se disponen radialmente formando el mioepitelio
del musculo dilatador de la pupila. El otro musculo del iris es el esfinter de la pupila, de
disposicion circular. Ambos regulan el diametro pupilar.

La retina es la capa mas interna y es la porcién del ojo sensible a la luz (Figura 2). Se
extiende superficialmente sobre la coroides hasta la ora serrata, donde presenta un borde
festoneado. Se encuentra firmemente unida en los bordes de la papila Optica, donde se
continta con el NOp vy en los procesos de la ora serrata, donde se une a la coroides. Las
complejas redes nerviosas que codifican la informacion visual envian impulsos a través de las
fibras que se retnen en el disco Optico y contintan hacia el cerebro a través del NOp.

Luego de atravesar la cérnea, la luz pasa a través de dos camaras antes de alcanzar la retina.
La camara anterior que contiene el humor acuoso, es una cavidad pequefia rodeada por la
cornea, el iris y la porcion central del cristalino. EI humor acuoso es producido en las crestas
del cuerpo ciliar (procesos ciliares) en la cAmara posterior (region comprendida entre el iris y
el cristalino).

El cristalino es un cuerpo biconvexo vy elastico, rodeado por una cépsula y suspendido de la
superficie interna del cuerpo ciliar por un ligamento circular, la zénula ciliar, que junto con el
masculo ciliar, en determinadas situaciones, modifican la esfericidad del cristalino
(fenémeno conocido como acomodacion). El espacio entre la pared posterior del cristalino y

la retina, denominado cuerpo vitreo, esta formado por una matriz extracelular rica en agua,
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acido hialurénico, fibras colagenas, proteinas, glicoproteinas, y escasas células denominadas

hialinocitos (Fawecett, 1995; Krsti¢, 1997; Williams y Warwick, 1992).

1.2. Laretina

Como se menciond anteriormente, la retina es el tejido fotosensible del ojo, donde se
transforman las ondas electromagnéticas en estimulos nerviosos. La retina es una capa
delgada constituida por mas de 60 subtipos celulares (revisado por Masland, 2012),
agrupados en los siguientes tipos: fotorreceptores, células horizontales, células bipolares,
células amacrinas, células ganglionares retinianas (CGRs) y células gliales. En un corte
transversal de retina se observan capas paralelas (Figura 2), que comenzando desde la mas
externa a la més interna son: 1. Epitelio pigmentario; 2. Segmentos externos e internos de los
fotorreceptores (SE); 3. Membrana limitante externa; 4. Capa nuclear externa (CNE); 5. Capa
plexiforme externa (CPE); 6. Capa nuclear interna (CNI); 7. Capa plexiforme interna (CPI);
8. Capa de células ganglionares (CCG); 9. Capa de fibras nerviosas y 10. Membrana limitante
interna. Dispuesta en montaje plano, el area de la retina de la rata varfa entre 55 y 60 mm?

(Danias y col., 2002; Salinas-Navarro y col., 2009).
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Figura 2. Esquema de las distintas células y capas de la retina. SE: Segmentos externos e internos de los
fotorreceptores; CNE: capa nuclear externa; CPE: capa plexiforme externa; CNI: capa nuclear interna;
CPI: capa plexiforme interna; CCG: capa de células ganglionares.
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El epitelio pigmentario esta constituido por células que se originan en la capa externa de la
copa Optica durante el desarrollo embrionario. Entre alguna de sus funciones, las células del
epitelio pigmentario fagocitan los discos membranosos mas distales de los segmentos
externos de los fotorreceptores.

Los fotorreceptores de los vertebrados son células unicas en forma y funcion. Existen dos
tipos de fotorreceptores clasicos: los conos y los bastones. Sus segmentos externos son la
porcion sensible a la luz y su morfologia le da nombre a cada uno de ellos. Contienen el
pigmento visual, asi como los deméas componentes de la cascada de fototransduccion en la
que participan diversos mensajeros, enzimas y canales ionicos. ElI segmento externo de los
bastones esta formado por discos membranosos apilados y rodeados por una membrana
celular. En los conos, el segmento externo esta constituido por numerosos pliegues de
membrana apilados, que se abren al medio extracelular. En los discos de membrana se
encuentra el pigmento visual: rodopsina en los bastones y conopsinas en los conos. En los
conos de ratas, como en la mayoria de los mamiferos a excepcién del humano, existen dos
tipos de pigmentos: la opsina M que posee un maximo de absorcién a 480 - 530 nm vy la
opsina S que es sensible a la luz azul y parte del espectro de radiacion UV (max 355 - 445
nm) (Hunt y col., 2009). En la mayoria de las especies de mamiferos, los bastones son
aproximadamente 20 veces mas numerosos que los conos, aunque la cantidad relativa de
ambos tipos celulares varia marcadamente sobre la superficie de la retina (Masland, 2001).
En el centro de la retina de primates (denominada macula), se encuentra una regién
especializada, la fovea, donde la agudeza visual es maxima y se observan s6lo conos.

Los fotorreceptores sinaptan a través de synaptic ribbons (también presentes en el sistema
auditivo y vestibular) con células bipolares y horizontales en la CPE. Las células horizontales
conectan los fotorreceptores con las células bipolares, estableciendo una via indirecta en el

flujo de informacidn. Existen distintos tipos de células bipolares que pueden estar conectadas
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exclusivamente a bastones o a conos. La CNI esta constituida por los somas de células
horizontales, bipolares y amécrinas. Estas ultimas tienen numerosas dendritas y carecen de
axon. Ademas de conectarse unas con otras, también sinaptan con terminales axénicas de
células bipolares y dendritas de las CGRs. Esta region de contactos sinapticos se denomina
CPIl. La CCG esta constituida por los somas de las CGRs cuyos axones convergen
radialmente hacia el disco éptico, por donde las fibras abandonan el globo ocular. En la CCG
se localizan también una cantidad variable segun la especie de células amacrinas desplazadas,
que en la rata, es cercana al 50% (Danias y col., 2002).

Las células gliales de la retina se clasifican en células macrogliales y células microgliales.
Entre las células macrogliales retinianas se encuentran los astrocitos, localizados en la
porcidn mas interna de la retina (capa de fibras, CCG y parte de la CPI) y las células de
Mdiller, que se disponen transversalmente a través de todas las capas de la retina (desde los
SE a la capa de fibras). La microglia se localiza principalmente en la CPI y se considera parte
del sistema fagocitico mononuclear residente en la retina, asi como en el resto del sistema
nervioso central (SNC).

Al presente, se han descripto al menos 33 tipos diferentes de CGRs, cada uno de los cuales
responde mejor a un aspecto particular de la escena visual (Baden y col., 2016). Segun el
tamafio del soma, las CGRs pueden clasificarse en: grandes (>14 um, con ocasionales
ganglionares gigantes >17 um), medianas (11 - 14 um) y pequefias (5 - 11 um). El nimero de
CGRs en la rata varia entre 100.000 y 110.000 con un gradiente que disminuye radialmente
desde el NOp hacia la periferia (Danias y col., 2002; Salinas-Navarro y col., 2009).

En base a las conexiones anatomicas y funcionales entre los distintos tipos celulares
retinianos, se considera que la informacidn fluye a través de la retina siguiendo dos vias: una
via directa, desde los fotorreceptores a las células bipolares y de éstas a las CGRs; y una

indirecta, en el que las células horizontales se interponen entre los fotorreceptores y las
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células bipolares y las améacrinas entre las bipolares y las CGRs. La via directa de transmision
de informacion es altamente especifica, en cambio, la via indirecta es mas difusa.

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio de la via directa del procesado de la
informacién visual retiniana. El glutamato es liberado desde los FR a células bipolares y
horizontales y desde las células bipolares a las CGRs y amécrinas. En oscuridad, el glutamato
es liberado en forma tonica por los FR a la brecha sinaptica y su liberacion se interrumpe por
la exposicién a luz. Un conjunto variado de sefiales liberadas por células horizontales y
amécrinas, que incluyen al acido y-aminobutirico (GABA), la glicina y la dopamina modulan

la via directa.

1.2.1.Células de Mller

Las células de Muller son las principales células gliales de la retina de vertebrados.
Embriolégicamente derivan de la glia radial y se extienden a través de todo el espesor de la
retina, contactando con todos los somas y procesos de células retinianas. Entre las numerosas
funciones de las células de Miller, se destacan: 1) su participacion en el metabolismo de la
glucosa y en el aporte de nutrientes a las neuronas, 2) la regulacion del flujo sanguineo y la
participacién en la formacion y mantenimiento de la barrera hemato-retiniana interna, 3) la
participacion en procesos de comunicacion neuronal, particularmente a través de la captacion
rapida del exceso de neurotransmisores y la liberacidon de precursores de neurotransmisores;
4) el control de la homeostasis de iones y agua y la regulacién del pH extracelular, 5) la
liberacion de diversos factores que regulan la funcion retiniana y 6) la participacion en
procesos de reparacion frente al dafio retiniano (Bringmann y col., 2006). Ademas de estas
maltiples funciones, las células de Miller son un sitio de produccion del factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF, del inglés Brain Derived Neurotrofic Factor), que es clave para

la supervivencia de las CGRs (como se detallara mas adelante). Frente a una alteracion en la
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homeostasis retiniana, las células gliales sufren un proceso de hipertrofia celular, denominado
“gliosis”. Las células de Mller en la retina adulta no expresan la proteina glial fibrilar acida
(GFAP) en condiciones normales, pero en un contexto de dafio inducido por una amplia
variedad de noxas (isquémica, inflamatoria u otras), se hace evidente la expresion de esta

proteina en este tipo celular (Osborne y col., 1991; Wu y col., 2003).

1.3. El nervio 6ptico

El NOp es el Il par craneal y esta formado por los axones de las CGRs, células gliales
(astrocitos, microglia y oligodendrocitos), la vasculatura, la barrera hematoencefalica (BHE)
y las meninges. Los axones amielinicos de las CGRs proyectan al disco 6ptico por donde
salen del ojo y forman el NOp a través de una apertura en la esclera, que en primates presenta
una red de fibras de colageno que constituye la lamina cribosa. Diversos estudios descartan la
existencia de una lamina cribosa similar a la humana en ratones y ratas; en cambio, se
observa una red compleja de procesos gliales orientados en forma transversal a los axones,
estructura que recibe el nombre de lamina glial (Howell y col., 2007; Sun y col., 2009). En
esta region, los nucleos gliales presentan una morfologia en bastén en plano transversal y
forman columnas perpendiculares al eje mayor del NOp. Los procesos primarios de los
astrocitos organizan los axones en fasciculos. Estos procesos son mayores en la region del
NOp proxima a la retina y se vuelven mas delgados y menos numerosos hacia la zona
mielinizada. En ratas, la lamina glial se extiende aproximadamente entre 80 - 85 um (en el
eje longitudinal) hasta la zona de transicion, donde se inicia la mielinizacion. A partir de esta
region, se pierde la organizacion de los axones en fasciculos y disminuye el nimero de
astrocitos que presentan una morfologia heterogénea. Las fibras de las CGRs se clasifican en
tres tipos segun su tamafo, siguiendo la clasificacion de los somas (grandes, medianas y

pequefias) (Boycott y Wassle, 1974). En la retina de roedores no se ha observado ningdn
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patron evidente en cuanto a la distribucion de las CGRs, y consistentemente, no se ha
observado retinotopia en las fibras del NOp (Baker, 1990). Se ha sugerido que la ausencia de
retinotopia en el NOp podria deberse al cambio en la organizacion glial embrionaria (Guillery
y Walsh, 1987). En los tractos épticos, las fibras se organizan segun el didametro de los
axones siendo las de mayor calibre de localizacion superficial, las medianas de posicion mas
profunda y las pequefias, en general, localizadas en posicion proxima a la piamadre (capa de
meninges mas interna) (Reese, 1987). La mayoria de los axones de los NOps de rata son de

calibre fino (cercano a 0,75 um). Los axones de calibre superior a 2 um son infrecuentes y no

se observan axones de diametro superior a 5 um (Reese, 1987).
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Figura 3. Representacion esquematica del sistema vascular en la cabeza del NOp. Adaptado de Morrison y col.
(1999).

El transporte anterdgrado mediado por la proteina motora quinesina, es responsable del
transporte de proteinas que son sintetizadas en el cuerpo de las CGRs y estan asociadas a la
estructura axonal y la transmision sinéptica. Existe un componente rapido (50 - 400 mm/dia)
y uno lento (0,3 - 8 mm/dia). El transporte retrogrado mediado por la proteina dineina,
participa en el transporte de factores que afectan el estado metabolico de las CGRs y es
rapido (200 - 400 mm/dia) (Morgan, 2004). Los niveles de ATP y calcio juegan un rol clave

en el transporte axonal. Los neurofilamentos (NF) constituyen otro componente fundamental
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en la maquinaria del sistema de transporte axonal. Dependiendo de su peso molecular, se han
descripto tres subunidades que conforman los NF: NFH (del inglés, NF-heavy), NFM (del
inglés NF-medium), y NFL (del inglés NF-light). La fosforilacion de la porcion C-terminal,
en especial de la cadena pesada del NF (pNFH), constituye un mecanismo de preservacion de

la estructura del axon maduro y de la regulacion del transporte axonal (Shea y Chan, 2008).

1.3.1.Células microgliales. La microglia esta presente en el sistema nervioso de organismos
“primitivos” como sanguijuelas, caracoles, mejillones, insectos y crustaceos. Al presente, el
origen evolutivo de la microglia es elusivo, pero los resultados obtenidos sobre la filogenia y
la ontogenia de la microglia sugieren que su presencia es un beneficio evolutivo (Le Marrec-
Croq y col., 2013; Sonetti y col., 1994). Las celulas microgliales derivan de células
precursoras del saco vitelino y aparecen tan temprano como en el dia embrionario 8 en el
raton (Ginhoux y col., 2010; Kierdorf y col., 2013; Schulz y col., 2012). Son células
pequefias, con nucleo denso, escaso citoplasma y prolongaciones finas con pequefias espinas.
Expresan la proteina de union al calcio 1 (Iba-1) cuyos niveles aumentan en respuesta a
ciertos estimulos. Forman parte del sistema de defensa innato del SNC (Kettenmann y col.,
2013) y constituyen el 10% del total de células en el cerebro adulto (Aguzzi y col., 2013;
Tremblay y col., 2011).

Mientras que la microglia a menudo se asocia a procesos neuroinflamatorios, a diferencia de
los macrofagos derivados de médula dsea, el estado basal de la microglia es “tolerante” y
pro-homeostatico (Graeber y Streit, 2010). Frente a una perturbacion de la homeostasis, la
microglia ramificada retrae sus procesos finos y adquiere una morfologia que se asemeja a la
de macrdfagos fagociticos. Se asumid por mucho tiempo que esta transicion morfologica en
respuesta a la lesion pone a estas células “en accion”, por lo que este proceso se describid

como “activacion microglial”. En funcion de nuevas evidencias experimentales, este
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concepto general y simple de “activacion” de la microglia ha perdido validez. Actualmente,
no sélo esta claro que la microglia ramificada no es una célula en reposo, sino que también es
evidente si la microglia responde a una variedad de estimulos, integrando mdltiples sefiales
en este estado (Aguzzi y col., 2013; Hanisch, 2013; Hellwig y col., 2013; Kettenmann y col.,
2011; 2013; London y col., 2013; Prinz y Mildner, 2011). Ademas, las células microgliales
pueden proliferar y migrar rapidamente hacia los sitios de dafio (Karlstetter y col., 2010).

Teniendo en cuenta los diferentes fenotipos posibles, la microglia puede clasificarse en varios
sub-estadios segln su transcriptoma. Esta clasificacion se rige por un rango jerarquizado
segun la expresion diferencial de genes, cuyos extremos son el fenotipo M1 (expresion de
genes asociados a un estado pro-inflamatorio) y el fenotipo M2 (expresion de genes
asociados a un estado anti-inflamatorio). Se han descripto varios fenotipos intermedios entre

M1y M2 (Cherry y col., 2014; Ransohoff, 2016; Tang y Le, 2016).

1.3.2. Astrocitos. Friedrich Merkel y Jacob Henle describieron redes de células estrelladas
(probablemente astrocitos) en la materia gris y blanca de la médula espinal (Henle y Merkel,
1869). En 1893, el anatomista hungaro Mihaly von Lenhossék las denominé “astrocitos” por
su caracteristica forma estrellada (Lenhossék, 1893). Inicialmente, la citoarquitectura de los
astrocitos fue estudiada con técnicas de tincion de Golgi y posteriormente, mediante el uso de
microscopia electrénica de transmisién (MET), inmunomarcacion e inyeccion de colorantes a
nivel de célula Unica. Son células grandes y se caracterizan por tener en su citoplasma gran
cantidad de haces de filamentos intermedios. En el siglo XIX, se describieron por primera
vez dos clases de astrocitos, usando una nomenclatura que persiste en la actualidad: astrocitos
fibrosos de la sustancia blanca y astrocitos protoplasmicos de la materia gris (Andriezen,

1893; Kolliker, 1889).
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Los astrocitos protoplasmicos son células complejas con numerosos procesos finos, mientras
que los astrocitos fibrosos son menos complejos, con menos ramificaciones (Oberheim y col.,
2012). Los astrocitos participan en la regulacion de las uniones estrechas de las células
endoteliales de los capilares y vénulas que conforman la BHE y la barrera hemato-retiniana
interna. Los astrocitos mas superficiales emiten prolongaciones con pedicelos hasta contactar
con la piamadre, lo que origina la membrana pial-glial.

Los astrocitos protoplasmicos estan distribuidos de manera relativamente uniforme dentro de
la materia gris cortical, mientras que los astrocitos fibrosos se organizan a lo largo de los
tractos de materia blanca, dentro de los cuales se orientan longitudinalmente en el plano de
los haces de fibras (Oberheim y col., 2012). Estos Gltimos emiten prolongaciones que
contactan la membrana axonal en los nodos de Ranvier y suelen encapsular las sinapsis. De
esta manera, la red compleja de procesos celulares permite un contacto directo de la astroglia
con el soma, axones, dendritas y sinapsis neuronales, vasos sanguineos y meninges. Entre sus
multiples funciones se encuentran: el sostén estructural y nutricional, la conformacion de la
BHE, la regulacion del flujo sanguineo, la modulacion de la funcién sinaptica, la
participacion en procesos de plasticidad, la captacion de neurotransmisores, la homeostasis
neuronal, el almacenamiento de glucdgeno y la participacion en procesos de reparacion y
cicatrizacién, entre otros (Allaman y col., 2011; Haydon, 2001; ladecola y Nedergaard, 2007;
Magistretti, 2006; Nedergaard y col., 2003; Newman, 2003; Rossi y col., 2007; Takano y
col., 2006; Ullian y col., 2001; Yiy col., 2011).

A nivel de la lamina glial, los astrocitos tienen una orientacion transversal, con procesos
primarios gruesos que provienen de una expansion citoplasmica del soma. Los espacios entre
los procesos de los astrocitos vecinos se alinean espacialmente y forman las aberturas a través

de las cuales pasan los haces de axones. Los astrocitos en la Iamina glial no forman mosaicos,
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como en el resto del NOp: cada astrocito estd en contacto con aproximadamente una cuarta

parte de todos los haces de axones (Sun y col., 2009).

1.3.3.Oligodendrocitos. El desarrollo del linaje oligodendrocitico ha sido ampliamente
estudiado (Miron y col., 2011; Volpe y col., 2011). Estos estudios demuestran la presencia de
un patrén claramente establecido en la maduracion de estas células, que puede ser
determinado mediante el uso de marcadores de superficie celular especificos para cada
estadio celular. Los oligodendrocitos inmaduros son células multipolares complejas en estado
post-mit6tico. En cambio, los oligodendrocitos maduros poseen un cuerpo celular pequefio
con un citoplasma muy denso, y son uno de los tipos celulares mas electrén-densos del SNC.
Presentan un reticulo endoplasmatico rugoso abundante, frecuentes polirribosomas libres,
complejo de Golgi desarrollado y numerosas mitocondrias. El nlcleo es esférico y contiene
gran cantidad de heterocromatina, pero es mas pequefio que el de los astrocitos. A su vez,
presentan menor cantidad de prolongaciones y son menos ramificados que los astrocitos. Se
disponen en columnas entre los axones y son las células responsables de la produccion y
mantenimiento de la mielina en el SNC. Se pueden identificar mediante la deteccién de
distintos componentes principales de la mielina, como la proteina basica de mielina (MBP) y
la proteina proteolipidica (PLP). Los oligodendrocitos generan grandes cantidades de
membrana que forman segmentos inter-nodales de mielina que rodean a varios axones. La
mielina actGa como aislante de alta resistencia y baja capacitancia, de manera que la corriente
iGnica que se transmite a través del axon se transmite de nodo a nodo (conduccion saltatoria),
aumentando considerablemente la velocidad de conduccién y disminuyendo el gasto de
energia. La mielina cumple ademas una funcion protectora, ya que asegura la continuidad de
la conduccion del impulso nervioso. La estructura de la vaina de mielina consiste en una

sucesion de capas alternantes de lipidos mixtos y proteinas. En el SNC, los nervios contienen
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mielina en cantidades variables relacionadas con el didmetro axonal. Un axén puede estar
envuelto por vainas de mielina provenientes de diferentes oligodendrocitos y cada
oligodendrocito puede formar la vaina de mielina para una cantidad variable (entre 10 y 60)

de axones.

1.4. Areas cerebrales retino-receptivas

La base principal para la segregacion entre las vias visuales formadoras de imégenes frente a
las que no forman imagenes es la divisién de las proyecciones axonales que surgen de
diferentes subtipos de CGRs a diferentes blancos subcorticales (Figura 4). Los diferentes
tipos de CGRs proyectan a mas de 40 nucleos cerebrales retino-receptivos subcorticales
(Morin y Studholme, 2014), cada uno de los cuales participa en distintas funciones. El
reciente descubrimiento y caracterizacién de herramientas genéticas para marcar tipos
especificos de CGRs en el raton ha posibilitado una mayor comprensién de estas vias de
salida de la retina (Dhande y col., 2015). En ratones se demostré que algunas de esas
estructuras, como el nucleo geniculado lateral dorsal (NGLd), transmiten informacion
retiniana directamente a la corteza visual, el sitio de la percepcién consciente, mientras que
otras, como el coliculo superior (CS) del cerebro medio, recibe entrada directa de la retina, y
se conecta con la corteza solo a través de estaciones intermedias, como el ndcleo posterior
lateral o mediante conexiones de alimentacion hacia adelante con el NGLd (revisado por

Seabrook y col., 2017).

1.4.1.Coliculo superior. EI CS es un centro integrador del cerebro medio que controla el
movimiento reflejo de la cabeza y los 0jos. Se localiza en el techo del mesencéfalo y es una
estructura organizada en capas (Figura 4). La capa superior es delgada, practicamente libre de

células y se denomina stratum zonale (SZ). Por debajo de ella, se encuentra la capa gris
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superficial, stratum griseum superficiale (SGS), que contiene numerosas neuronas pequefias.
Esta capa suele subdividirse en superior e inferior. Luego sigue el stratum opticum (SO) que
contiene predominantemente fibras. Estas tres capas constituyen la porcién superficial del CS
que participa en el procesamiento de la informacion visual. EI CS recibe entrada directa de la
retina y de la corteza visual. En los roedores, aproximadamente el 90% de las CGRs
proyectan al CS (Ellis y col., 2016), en contraste con el ~ 10% de CGRs que proyectan al CS
en primates (Perry y Cowey, 1984). La principal capa retino-receptiva del CS es el SGS, que
contiene una representacion de la retina contralateral completa (Drager y Hubel, 1976; Koch
y Hess, 2011).

En animales con una escasa region de binocularidad, como en el caso de los roedores, la gran
mayoria de las terminales retinianas proyectan del ojo contralateral. Se estima que en la rata,
aproximadamente el 98% de las CGRs proyectan al CS contralateral (Lund y col., 1980). Las
fibras de proyeccién ipsilateral de las CGRs de la retina temporal proyectan al SO y al SGS
inferior. El orden retinotdpico en el CS surge de un mapeo directo, de dos dimensiones a dos
dimensiones, con una rotacion de 90° de los axones aferentes de las CGRs. La capa retino-
receptiva mas profunda en el CS, el SO, contiene un mapa de la porcién ventro-temporal de
la retina ipsilateral (Dréger y Hubel, 1976).

Las capas profundas del CS procesan estimulos auditivos y somatosensoriales. Ademas, en
estas capas se encuentran neuronas de procesamiento multisensorial (cross-modal). Se ha
observado que la frecuencia de disparos de potenciales de accion aumenta cuando se
presentan estimulos de diferente modalidad provenientes de la misma localizacion espacial y
en una ventana temporal estrecha (Alvarado y col., 2009). EI CS profundo contiene neuronas
motoras de proyeccion. Proximo al SO, se encuentra una capa delgada con una gran variedad
de neuronas multipolares, denominado stratum griseum intermediale (SGI). Esta capa suele

dividirse, a su vez, en superior e inferior segun la densidad neuronal. La capa siguiente se
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denomina stratum album intermediale (SAI) y contiene numerosas fibras. Por debajo, se

encuentra una capa celular denominada stratum griseum profundum (SGP). Finalmente, la

capa mas profunda esta formada por fibras adyacentes a la sustancia gris periacueductal y se

denomina stratum album profundum (SAP).
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(sin retinotopia)
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Esquema coronal del coliculo superior
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Coliculo superior contralateral

(vista dorsal)

Figura 4. Representacion esquematica de las principales areas visuales centrales y su retinotopia. Panel
superior: esquema de corte sagital de cerebro de roedores y esquema de corte coronal de coliculo superior. Panel
inferior: los puntos vecinos en una escena visual (objetivo) se mapean en neuronas vecinas en la retina. El orden
espacial de estos mapas retinotdpicos se conserva en el coliculo. NSQ: nucleo supraquiasmatico; NGL: nicleo
geniculado lateral ventral (v), medial (m) y dorsal (d). NPO: nucleo pretectal olivar, CS: coliculo superior.

Adaptado de Paxinos y Watson, 1997 y de Seabrook y col., 2017.

1.4.2. Ndacleo pretectal olivar. El nicleo pretectal olivar (NPO) es un nucleo de la regién

pretectal, cuya funcion principal es el control de la respuesta pupilar ante un estimulo

luminico (reflejo pupilar), regulando de esta forma la cantidad de luz que impacta en la

retina. En roedores, el NPO recibe aferencias retinianas contralaterales (Scalia, 1972).

Ademas de las aferencias retinianas, el NPO recibe fibras provenientes de la corteza estriada

y extraestriada ipsilateral (Benevento y col., 1977), el NGLv, el fasciculo intergeniculado
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bilateral, y las capas superficiales del CS ipsilateral. Las principales eferencias se dirigen a la
médula espinal, la protuberancia y el cerebro medio. Otras proyecciones se dirigen hacia el
nucleo facial y participan en la respuesta de parpadeo evocada por un estimulo luminico, el
NGL vy el nacleo supraquiasmatico (NSQ) ipsilateral (Gamlin, 2006). En ratas, también se

han descripto proyecciones hacia el NPO contralateral (Klooster y col., 1995).

2. La neuritis 6ptica

La neuritis dptica (NO) es una enfermedad inflamatoria y desmielinizante del NOp, que
puede desencadenar atrofia del NOp y muerte de CGRs, con un consecuente déficit visual
irreversible. En la clinica oftalmoldgica, la NO es la neuropatia Optica mas frecuente después
del glaucoma (Kale, 2012; Khaleeli y col., 2018; Toosy vy col., 2014). La prevalencia de NO
en EE.UU. es de aproximadamente 115 cada 100.000 de habitantes, afecta generalmente a
adultos jovenes (18 - 45 afios) y nifios mayores de 4 afios y se manifiesta como una
enfermedad aguda, que consiste en un episodio auto-limitado de inflamacion del NOp, con
una disminucion de la agudeza visual que puede progresar entre el segundo y séptimo dia y al
cabo de una semana puede comenzar la recuperacion, que se extiende durante las siguientes
semanas 0 meses. Sin embargo, en el 40 - 60% de los casos, los sintomas visuales pueden
persistir (Kale, 2012; Khaleeli y col., 2018; Toosy y col., 2014; Wilhelm y col., 2015). La
situacion mas frecuente es en un adolescente o adulto joven con una disminucion subita de la
vision de un ojo (“como si un velo le cubriera el 0jo”) con dolor peri- o retro-ocular
acentuado por movimiento ocular, agudeza visual y campo visual anormal, visién de color
distorsionada (discromatopsia), un defecto pupilar aferente en el ojo afectado y potenciales
visuales evocados (VEPs) anormales (Hickman y col., 2002; Khaleeli y col. 2018; Toosy y
col., 2014). La NO es un signo inicial que precede a otros déficits neuroldgicos en pacientes

con esclerosis multiple (EM) (Horwitz y col., 2014; Kezuka y Ishikawa, 2018; Marques y
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col., 2014; Prasad, 2018), una enfermedad autoinmune, desmielinizante, inflamatoria y
neurodegenerativa del SNC, que afecta predominantemente a neuronas mielinizadas del
cerebro, la médula espinal y el NOp, y causa una discapacidad neuroldgica progresiva. La
etiologia de la EM es multifactorial, con predominio de mecanismos autoinmunes contra la
mielina. Estudios de seguimiento a largo plazo indican que entre 25% a 50% de pacientes con
NO presentan un cuadro clinicamente definido de EM (Horwitz y col., 2014; Kezuka y
Ishikawa, 2018; Marques y col., 2014; Prasad, 2018; Wilhelm y col., 2015). La NO debe
diferenciarse de la neuromielitis dptica (o enfermedad de Devic), una enfermedad gravemente
incapacitante del SNC, que comparte algunas caracteristicas con la NO, pero es una entidad
nosoldgica diferente de la NO primaria y la EM, y se caracteriza por NO junto con mielitis
longitudinalmente extensa, y mayoritariamente es causada por auto-anticuerpos contra la
proteina astrocitica acuaporina-4 (AQP-4), el canal de agua mas abundante del SNC (Jarius y
col., 2014; Patterson y Goglin, 2017; Verkman y col., 2017). Por otra parte, un alto
porcentaje de casos de NO se presentan como un episodio aislado, sin una causa

identificable, y generalmente se clasifica como idiopética o primaria.

2.1. Modelos experimentales de NO

Basado en la asociacion clinica entre la EM y la NO, el modelo experimental mas
comunmente utilizado para los estudios de NO es la encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE), un modelo establecido de EM humana, que implica un proceso de
desmielinizacion mediada por el sistema inmune. La EAE puede ser inducida por
inmunizacion con diferentes antigenos de oligodendrocitos, como MBP, PLP vy la
glicoproteina de oligodendrocitos de mielina (MOG) (Furlan y col., 2009; Rangachari y
Kuchroo, 2013; Simmons y col., 2013). Sin embargo, dado que las lesiones del NOp en la

EAE siempre se asocian con inflamacién y desmielinizacion del cerebro y la médula espinal,
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este modelo no imita la forma primaria de NO. Ademas, el dafio del NOp en la EAE es
relativamente impredecible dado que se alcanzan grados variables de severidad de la lesién
dependiendo de las condiciones experimentales (Betelli y col., 2003; Shindler y col., 2006).
La NO experimental (NEO) también se puede inducir mediante la inyeccién de lisolecitina,
un componente principal de las lipoproteinas de baja densidad oxidadas, que tiene un efecto
detergente sobre la mielina y las células mielinizantes. La lisolecitina se ha utilizado con
éxito para inducir desmielinizacion del NOp en primates y ratas (Lachapelle y col., 2005;
You y col, 2011). Sin embargo, aunque el modelo de lisolecitina reproduce la
desmielinizacion focal en el NOp, este modelo de NEO carece del componente inflamatorio
primario, que es una caracteristica central de la NO.

La concepcion fisiopatoldgica actual de la NO proviene, en gran medida, de estudios basados
en modelos de EAE, sobre la base de la mencionada asociacion entre NO y EM. En este
marco, se ha prestado particular atencién a la patologia de la sustancia blanca, porque la
enfermedad se considerd esencialmente un trastorno desmielinizante inmune-mediado. Sin
embargo, nuevas evidencias desafian esta presuncion. Si bien la degeneracién axonal se
encuentra principalmente en las lesiones desmielinizantes (Trapp y col., 1998) y se
correlaciona con el grado de inflamacion (Peterson y col., 2001; Trapp y col., 1998), datos
convincentes sefialan la participacion de un dafio axonal inmune-mediado en ausencia de

procesos desmielinizantes activos co-localizados directamente (Peterson y col., 2001).

2.2. Terapéutica de la NO

Al presente, el tratamiento de la NO consiste en la administracion de altas dosis de
corticoides, que pueden acortar el periodo de recuperacion visual, pero carecen de efectos
beneficiosos a largo plazo sobre la funcién visual y pueden provocar efectos adversos (Beck

y col., 1992; Kaufman y col., 2000). En un grupo de pacientes con NO que recibieron una
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dosis estandar de prednisolona oral, los resultados no difirieron de los obtenidos en pacientes
tratados con placebo, pero se observd un mayor riesgo de recurrencia inesperada de NO, por
razones aun elusivas (Beck y col., 1992; Kaufman y col., 2000). El estudio clinico mas
importante de NO (Optic Neuritis Treatment Trial) patrocinado por el National Eye Institute
indica que 1 mg/kg/dia de prednisona oral no tiene eficacia demostrada en la recuperacion
visual y sugiere que dosis mas altas de metilprednisolona por via oral o parenteral podrian
acelerar la velocidad y el grado de recuperacién, pero no hay ninguna evidencia de beneficio
visual a largo plazo (Kaufman y col., 2000). El tratamiento con metilprednisolona, la terapia
estandar para las recaidas de EM, provoca efectos negativos sobre la supervivencia neuronal
retiniana en un modelo de EAE (Diem y col., 2003). Un ensayo aleatorizado sobre la eficacia
de inmunoglobulinas intravenosas en la NO asociada a EM tampoco demostrd mejoria a
largo plazo. Aunque en algunos casos de NO autoinmune resistentes a esteroides se aprecid
mejoria funcional tras plasmaféresis, aln resulta necesaria la realizacién de ensayos
randomizados para confirmar su valor terapéutico (Ayuso y col., 2009). De hecho, la
Academia Americana de Neurologia considera que aun no existe un tratamiento para la NO
que altere el resultado visual a largo plazo en comparacion con el placebo (Kaufman y col.,
2000). Por lo tanto, el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para la NO primaria es un

objetivo de indudable relevancia clinica.

3. El lipopolisacarido bacteriano (LPS)

El sistema inmune puede dividirse en dos ramas interactivas: el sistema inmune innato
(celular) y el sistema inmune adaptativo (humoral). En términos generales, la inmunidad
innata representa la primera linea de defensa contra los patdgenos y no requiere la exposicién
previa a antigenos extrafos para ser activados (memoria inmunoldgica). Los tipos de células

que componen el sistema inmune innato incluyen macrofagos, neutréfilos, células
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dendriticas, células natural killers y particularmente en el SNC, la microglia, los astrocitos y
los macréfagos perivasculares (revisado por Kielian, 2006). Las células del sistema inmune
innato no reconocen todos los antigenos sino unas pocas estructuras altamente conservadas y
expresadas por grandes grupos de microorganismos. Estos motivos estructurales conservados
se conocen como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS) y los receptores del
sistema inmune innato que reconocen estas estructuras se denominan receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) (revisado por Kielian, 2006). Un PAMP muy utilizado
para inducir inflamacién experimental en sistemas bioldgicos es el lipopolisacarido
bacteriano (LPS), un componente de la pared celular de bacterias Gram-negativas, capaz de
inducir inflamacién en distintos tejidos a través de su administracion local o sistémica. Una
vez reconocido por los PRRs del sistema inmune, el LPS desencadena una respuesta
inflamatoria que ha sido bien caracterizada (Breder y col., 1994; Gatti y Bartfai, 1993; Layé y
col., 1994; Quan y col., 1999; Van Dam y col., 1992; Zhang y Ghosh, 2000). En particular, es
un hecho bien establecido que se puede inducir inflamacion en el SNC (neuroinflamacién), a
través de la administracion central o periférica de LPS (revisado por Rivest, 2003). Se ha
demostrado que el LPS es reconocido por un grupo particular de PRRs, los receptores TLRs
(del inglés Toll-like Receptors), que se encuentran ampliamente distribuidos en varios de los
tipos celulares de la respuesta inmune innata. El receptor mejor descripto y con mayor
afinidad por el LPS, es el TLR4, y en menor medida el TLR2 (revisado por Kielian, 2006).
Ambos tipos de receptores se expresan constitutivamente en la microglia (Kielian y col.,
2002; 2005; Olson y Miller, 2004; Rasley y col., 2002; Tapping y col., 2000; Zekki y col.,
2002). Se ha demostrado que los astrocitos también expresan TLR2 (Bowman y col., 2003;
Carpentier y col., 2005; Esen y col., 2004). Algunos autores descartan la expresion de TLR4
en astrocitos (Laflamme y Rivest, 2001; Lehnardt y col., 2002; 2003); en tanto que otros

grupos demostraron una baja expresion constitutiva de este receptor en astrocitos, que
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aumenta con la activacion celular (Carpentier y col., 2005; Bowman y col., 2003; Bsibsi y
col., 2002; Ko y col., 2015). También se describio la expresion de TLR2 en oligodendrocitos
(Bsibsi y col., 2002); sin embargo la relevancia funcional de este receptor en este tipo celular
es aun elusiva. El LPS afecta a la microglia y a los astrocitos (Cunningham, 2013) y produce
la activacion de células gliales in vivo (Biesmans y col., 2013; Bourdiol y col., 1991; Herrera

y col., 2000; Qin y col., 2007).

4. La melatonina

La melatonina, originalmente descripta por Lerner en 1959, fue considerada durante mucho
tiempo de origen exclusivamente pineal (Axelrod, 1974; Lerner y col., 1959). Sin embargo,
multiples evidencias experimentales demuestran que la melatonina también es sintetizada en
la retina de diversas especies (Cardinali y Rosner, 1971; Faillace y col., 1995; Gern y Ralph,
1979; Pang y col., 1993; Quay, 1965). Por su alta lipofilicidad, la melatonina es capaz de
atravesar la BHE y la barrera hemato-ocular (Bubenik y col., 1978; Cassone y col., 1993). La
melatonina retiniana fue localizada mediante el desarrollo de anticuerpos anti-melatonina y
anti-N-acetilserotonina en la CNE de la retina de rata donde se localizan los somas de los
fotorreceptores (Bubenik y col., 1974). Asimismo, en cultivos retinianos de pollo se demostrd
una alta correlacion entre el nimero de fotorreceptores y la actividad de la arilalquilamina N-
acetil transferasa (AA-NAT), enzima limitante en la sintesis de melatonina (luvone y col.,
1990). Si bien este conjunto de evidencias indican que la melatonina en la retina es
principalmente sintetizada en los fotorreceptores, trabajos de nuestro laboratorio indican que
el metoxiindol puede ser sintetizado también en CGRs de pollo (Garbarino-Pico y col.,
2004).

La biosintesis de melatonina tanto en la gldndula pineal como en la retina, comienza con la

captacion del triptofano (Trp) circulante que luego se convierte en 5-hidroxi-Trp, en una
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reaccion catalizada por la enzima Trp-hidroxilasa. El 5-hidroxi-Trp a su vez, es transformado
en serotonina (5-HT) por accién de la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos. La 5-HT
es convertida en melatonina, a través de dos reacciones catalizadas enziméaticamente. En una
primera etapa, la serotonina es acetilada a N-acetilserotonina por la accién de la AA-NAT.
Subsecuentemente, la hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT) cataliza la transferencia del
grupo metilo de la S-adenosilmetionina a la posicion 5-hidroxi de la N-acetilserotonina,
dando melatonina como producto final (Ebadi y Govitrapong, 1986). Una caracteristica
central de la biosintesis de melatonina, tanto en la pineal como en la retina de diversas
especies, es su variacion dependiente del ciclo de luz/oscuridad, con valores maximos en la
fase nocturna. En trabajos de nuestro laboratorio se demostrd que la retina de hdmster es un
sitio de sintesis activa de melatonina, independiente de la glandula pineal, y regulada por la
luz (Faillace y col., 1994) y més tarde, otros autores, demostraron que la biosintesis de
melatonina en la retina de esta especie es también regulada por un reloj circadiano local
(Tosini y Menaker, 1996).

La variedad de funciones de la melatonina puede ser atribuida a la existencia de subtipos de
receptores (Dubocovich y col., 1999). Estudios inmunohistoquimicos en ojos de distintas
especies demostraron la presencia de receptores para melatonina de tipo 1y 2 (MT1, MT2)
en la cdrnea, la coroides, la esclera, los fotorreceptores, las CGRs y los vasos retinianos
(Fujieda y col., 1999; Rada y Wiechmann, 2006; Savaskan y col., 2002; Scher y col., 2002;
2003; Wiechmann, 2003; Wiechmann y Smith, 2001). Asimismo, multiples evidencias
demuestran que la melatonina podria participar en funciones pleiotropicas no mediadas por
receptor, protegiendo del dafio celular causado por radicales libres (Reiter, 1995; Reiter y
col., 1997; Siu y col., 2006). En nuestro laboratorio, se ha demostrado por métodos
computacionales, la factibilidad termodinamica de la reaccion de melatonina con el radical

OHe (Turjanski y col., 1998). Ademas de la melatonina, varios de los metabolitos generados
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como resultado de su accion como scavenger son también antioxidantes (Hardeland, 2005).
La melatonina es capaz de reaccionar en forma directa con 6xido nitrico para dar al menos un
producto estable que fue caracterizado por espectroscopia RMN y Rayos X (Turjanski y col.,
1998), inhibe la actividad de la 6xido nitrico sintasa 2 (NOS-2) y protege contra el dafio
oxidativo en modelos experimentales de dafio inducido por 6xido nitrico (Cuzzocrea y col.,
1997). En nuestro laboratorio se ha demostrado que la melatonina modula significativamente
la actividad del ciclo glutamato/glutamina (Séenz y col., 2004), es un potente antioxidante
retiniano (Belforte y col., 2010) y un anti-inflamatorio ocular efectivo, capaz de prevenir la
ruptura de la barrera hemato-ocular inducida por la inyeccion intravitrea de LPS, asi como las
consecuencias bioquimicas, funcionales y ultraestructurales de la uveitis inducida por
endotoxina en hamsteres (Sande y col., 2008) y gatos (Del Sole y col., 2012), probablemente
a través de la reduccién de los niveles de NF-xB, TNF-a y Oxido nitrico. La melatonina
disminuye los niveles de ciclo-oxigenasa-2 (COX-2) y la sintesis de prostaglandinas
inducidas por LPS (Dominguez Rubio y col., 2014). En suma, estos resultados indican que la
melatonina: 1) es un potente antioxidante retiniano, 2) inhibe el sistema nitrérgico, 3) es un

antiinflamatorio efectivo y 4) disminuye las concentraciones sinapticas de glutamato.

5. El ambiente enriquecido

Numerosas investigaciones se han centrado en la plasticidad fenotipica asociada a la
interaccion del cerebro y el ambiente. Charles Darwin en su libro “El Origen del Hombre”
(1871), descubrid observaciones sobre los cerebros de conejos silvestres, de mayor tamafio y
peso que el de sus pares en cautiverio. Hacia mediados del siglo XX, los resultados obtenidos
a partir de estudios que intentaron relacionar el peso y tamafio cerebral con la “inteligencia”
fueron desalentadores y abandonados. Los trabajos pioneros de Rosenzweig y col. en 1962

demostraron que la experiencia modifica la actividad de la enzima acetilcolinesterasa y

28



Introduccion

consecuentemente, la neurogquimica cerebral (Krech y col., 1960), asi como el peso y espesor
cortical (Krech y col., 1963) en animales adultos. Para ello, utilizaron el paradigma del
ambiente enriquecido (AE), que se definié como una combinacion compleja de estimulacion
social e inanimada (Bennett y col., 1964). EI AE consiste en una manipulacion en la que los
animales estan expuestos a condiciones complejas a través de adaptaciones en el entorno
fisico y social. Este entorno complejo estd compuesto por materiales de anidacién, ruedas
para ejercicio voluntario, tlneles, escaleras y juguetes con diferentes texturas, colores, formas
y tamafios, que se reemplazan periédicamente. De esta manera, se genera un ambiente que
estimula la novedad y brinda oportunidades continuas para la exploracion y la estimulacion
sensorial, cognitiva y de actividad fisica (Bondi y col., 2014; Sale y col., 2014). En ratones,
ratas, gatos y monos, se han demostrado efectos del AE tanto a nivel molecular como celular
y conductual (van Praag y col., 2000), tales como un aumento del espesor cortical, del
tamafo del soma neuronal, de la arborizacion y longitud dendritica y del tamafio y numero de
sinapsis (Sale y col., 2009). Ademas, el AE mejora el aprendizaje y la memoria y reduce el
deterioro cognitivo tipicamente asociado a la edad (Rosenzweig y Bennett, 1996). A nivel
celular, el AE promueve el aumento del contacto entre astrocitos y neuronas en la brecha
sinaptica de las capas I, Il y Il de la corteza visual (Jones y col., 1996). Ademas, aumenta la
neurogénesis en el giro dentado del hipocampo (Garthe y col. 2016; Hu y col., 2010;
Monteiro y col., 2014), y el nimero y recambio de dendritas (Garthe y col. 2016; Monteiro y
col., 2014; Tropea y col., 2010).

La mayoria de los cambios corticales inducidos por la experiencia se producen en etapas
tempranas de la vida post-natal (Berardi y col., 2000). En este sentido, se ha demostrado que
la exposicion a AE aumenta la neurogénesis hipocampal en etapas tempranas del desarrollo.
Sin embargo, otros estudios demostraron que los efectos del AE son similares en animales en

etapa post-natal temprana y adulta (Bennett y col., 1996), y que la edad no es un factor
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determinante en los efectos del AE (Diamond y col., 1972). Ademéas de los cambios
morfologicos, varios trabajos demuestran que el AE proporciona una mejor recuperacion de
diferentes neuropatologias tales como accidente cerebro-vascular, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, epilepsia y lesion cerebral traumatica (Hannan, 2014; Kline y col.,
2010; Sale y col., 2014). Se ha demostrado que el AE acelera el desarrollo del sistema visual
en general (Sale y col., 2007) y de la corteza visual en particular (Ciucci y col., 2007). Ratas
expuestas a oscuridad desde el nacimiento y alojadas en AE presentan un normal desarrollo
de la agudeza visual y duracion del periodo critico (Bartoletti y col., 2004). Por otra parte, se
ha demostrado que el desarrollo de la agudeza visual retiniana es sensible a AE con la misma
escala temporal que los cambios corticales (Landi y col., 2007). Prusky y colaboradores
(2000) demostraron que ratones expuestos a AE desde el nacimiento, tienen una mayor
agudeza visual en comparacion a sus controles alojados en ambiente estandar (AS), lo que
sugiere que la performance visual esta fuertemente influenciada por la complejidad del
ambiente (Prusky y col., 2000). Ademas, se ha descripto que la exposicion a AE de ratas
prefiadas acelera el desarrollo retiniano de las crias, a través de un mecanismo dependiente de
IGF-1 (Sale y col., 2007). Se han demostrado efectos neuroprotectores inducidos por AE en
un modelo de degeneracion retiniana inducida por la administracion neonatal de glutamato en
ratas (Szabadfi y col., 2009).

Aunque es ampliamente aceptado que la restauracion de la funcidon visual solo es posible si se
restablece la experiencia visual “normal” dentro de un periodo critico del desarrollo, la
exposicion a AE durante 2 0 3 semanas, promueve una recuperacion completa de la agudeza
visual y la dominancia ocular a nivel electrofisiologico y conductual en un modelo de
ambliopia en ratas adultas (Sale y col., 2007; Tognini y col., 2012). En nuestro laboratorio,
hemos demostrado el efecto beneficioso del AE en ratas adultas en modelos de isquemia

retiniana (Dorfman y col., 2013) y retinopatia diabetica (Dorfman y col., 2014). También
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demostramos que el NOp es sensible al AE en un modelo de diabetes experimental temprana

(Dorfman y col., 2015).

6. Factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF)

El BDNF es la neurotrofina mas abundante y ampliamente distribuida en el SNC de
mamiferos (Huang y Reichardt, 2001). En 1982 se demostré que el BDNF promueve la
supervivencia de una sub-poblacion de neuronas del ganglio de la raiz dorsal y
posteriormente, el péptido se purificé del cerebro de cerdo (Barde y col., 1982). Desde
entonces, una gran cantidad de evidencias han sustentado su rol central en el desarrollo y la
fisiologia del cerebro (Gilbert y Lasley, 2013; Karpova, 2014; Park y Poo, 2013), asi como en
enfermedades neurodegenerativas (Bennett y Lagopoulos, 2014; Binder y Scharfman, 2004,
Leal y col., 2014; Marosi y Mattson, 2014).

En diferentes mamiferos, el BDNF estd altamente conservado no s6lo en la secuencia de
aminoacidos sino también en la distribucidn tisular. Hay dos formas de proteinas BDNF: la
isoforma precursora inmadura (pro-BDNF) y la isoforma madura (mBDNF); cada una de
ellas posee diferentes caracteristicas de union y actividad bioldgica (Teng y Hempstead,
2004).

El BDNF es producido principalmente por las neuronas, células ependimales, astrocitos y
epitelio arterial (Yamamoto y Gurney, 1990), y en la retina, por las células de Muller, CGRs
y células amacrinas (Grishanin y col., 2008; Harada y col., 2011). EI BDNF es liberado a
través de la secrecion constitutiva o en forma dependiente de la actividad neuronal. El
glutamato, por ejemplo, estimula la expresion de BDNF mientras que el &cido gamma-
aminobutirico (GABA) y agonistas del receptor GABAA la suprimen. Los niveles de BDNF y
de sus receptores estan modulados por la actividad neuronal (Karpova, 2014; Porcher y col.,

2011). Mudltiples evidencias indican que la exposicién a AE aumenta los niveles de BDNF y
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de sus receptores en retina (Landi y col., 2007), CS (Franklin y col., 2006) y corteza visual
(Sale y col., 2014) de animales adultos. Los niveles de otras neurotrofinas, como el factor de
crecimiento nervioso (NGF, del inglés Nerve Growth Factor), el factor de crecimiento
derivado de células gliales (GDNF, del inglés Glial cell-Derived Neurotrophic Factor) y
neurotransmisores como glutamato y GABA también aumentan por exposicion a AE (Mora y
col., 2008).

Se han descripto dos tipos de receptores BDNF: la quinasa B relacionada con la tropomiosina
(TrkB) y p75 (Patapoutian y Reichardt, 2001). El receptor TrkB es de alta afinidad para
diversos factores neurotroficos, como BDNF, neurotrofina-3 y neurotrofina-4 (Patapoutian y
Reichardt, 2001). Pertenece a la gran familia de receptores acoplados a tirosina quinasas. Se
ha demostrado que el receptor TrkB esta presente en diferentes tipos celulares retinianos
(Grishanin y col., 2008; Harada y col., 2011). EIl receptor p75 es uno de los 25 miembros
conocidos de la superfamilia del receptor de TNF-a. Se expresa principalmente durante la
etapa inicial del desarrollo neuronal y desempefia un papel importante en el control de la
supervivencia neuronal (Dechant y Barde, 2002). La sefializacion intracelular estimulada por
la via BDNF/TrkB es critica para la supervivencia neuronal, la morfogénesis y la plasticidad.
A diferencia del receptor TrkB, principalmente el pro-BDNF se une a p75 y generalmente

participa en la induccion de muerte neuronal (Barrett, 2000).

7. La barrera hemato-encefalica

El arbol vascular se compone de arterias y arteriolas que llevan sangre a los tejidos, y el lecho
capilar que es esencial para el intercambio de gases y nutrientes dentro de los tejidos. Cada
segmento tiene diferentes propiedades dependiendo de su localizacién y el organo que
vascularizan. Hay tres clases estructurales principales de capilares: 1) los capilares continuos
no fenestrados de la piel y el pulmdén que se unen mediante uniones celulares, tienen una

membrana basal completa y carecen de fenestras (poros) en su membrana plasmatica; 2) los
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vasos fenestrados continuos de las vellosidades intestinales y las glandulas enddcrinas que
tienen una estructura continua similar y contienen fenestras en toda su membrana, y 3) los
capilares discontinuos presentes en el higado con una membrana basal incompleta (Daneman
y Prat, 2015). Estas clases de capilares difieren en la regulacion del movimiento de solutos
entre la sangre y los tejidos, siendo los capilares fenestrados continuos los mas restrictivos

(Aird, 2007a; 2007b).
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Figura 5. Representacion esquematica de la BHE. Panel superior: disposicion de los principales componentes
de la unidad neuro-vascular a lo largo de un vaso sanguineo en el SNC. Panel inferior: esquema de disposicion
de diferentes moléculas de adhesion celular y transportadores de membrana. Adaptado de Obermeier y col.,
(2013) y Daneman y Prat (2015).
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La BHE es el término usado para describir las propiedades unicas de la microvasculatura del
SNC (Figura 5). Los vasos del SNC son vasos continuos no fenestrados, pero también
contienen una serie de propiedades adicionales que les permiten regular estrechamente el
movimiento de moléculas y células entre la sangre y el SNC (Daneman, 2012; Zlokovic,
2008). Esta capacidad de barrera altamente restrictiva permite a las células endoteliales (CEs)
de la BHE regular la homeostasis del SNC. La naturaleza restrictiva de la BHE proporciona
un obstaculo para toxinas, patdgenos y sefiales inflamatorias periféricas, asi como para la
administracion de farmacos y por lo tanto, se han realizado grandes esfuerzos para generar
métodos que permitan modular o eludir la BHE en la administracion de productos
terapéuticos (Larsen y col., 2014). La pérdida de algunas o la mayoria de estas propiedades
de barrera en enfermedades neurodegenerativas es un componente central del inicio de la
enfermedad y su progresion (Daneman, 2012; Zlokovic, 2008). La disfuncion de la BHE
puede conducir a la desregulacién idnica y alteracién de la homeostasis de sefializacion, asi
como a la entrada moléculas y células inmunes al SNC, procesos que conducen a disfuncion
y degeneracion neuronal. Aungue la mayoria de las regiones del SNC estan vascularizadas
por capilares que contienen propiedades de BHE, los nucleos especificos adyacentes al tercer
y cuarto ventriculo, incluyendo el 6rgano sub-fornical, area postrema, glandula pineal y
eminencia media, contienen vasos que tienen una permeabilidad pasiva mucho mayor (Ufnal
y Skrzypecki, 2014). Los capilares de estos drganos circunventriculares son vasos fenestrados
continuos, con una alta permeabilidad a solutos.

Los vasos sanguineos estan formados por dos tipos de células principales: las CEs que
forman las paredes de los vasos sanguineos y las células murales que se asientan en la
superficie abluminal. Las propiedades de la BHE se manifiestan en gran medida dentro de las
CEs y son mantenidas por interacciones criticas con células murales, células del sistema

inmune, células gliales y neuronas, que interactdan en la unidad neurovascular (Figura 5).
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Las CEs del SNC tienen propiedades Unicas en comparacion con las CEs de otros tejidos: se
mantienen unidas por uniones estrechas (tight junctions, (TJ)), que limitan significativamente
el flujo paracelular de solutos (Brightman y Reese, 1969; Reese y Karnovsky, 1967,
Westergaard y Brightman, 1973), contienen cantidades més altas de mitocondrias (Oldendorf,
1977), expresan un nivel extremadamente bajo de moléculas de adhesion leucocitaria (Aird
2007a; 2007b; Daneman y col., 2010; Henninger y col., 1997) y tienen menos eventos de
trans-citosis, que restringe en gran medida el movimiento transcelular de solutos mediado por
vesiculas (Coomber y Stewart, 1985) (Figura 5). Esta estrecha barrera paracelular y trans-
celular define una célula polarizada con distintos compartimentos, de manera que el
movimiento entre la sangre y el SNC es controlado estrechamente a través de propiedades
reguladas de transporte celular (Betz y Goldstein, 1978; 1980). Las CEs del SNC expresan
transportadores de eflujo y transportadores de nutrientes altamente especificos (Cordon-
Cardo y col., 1989; Ldscher y Potschka, 2005; Mittapalli y col., 2010; Thiebaut y col., 1989).
Las células murales incluyen células de musculo liso vascular que rodean a los grandes vasos
y pericitos y cubren de forma incompleta las paredes endoteliales de la microvasculatura. Los
pericitos (PCs) son células que se asientan en la superficie abluminal del tubo endotelial
microvascular y estan incrustadas en la membrana basal (MB) (Figura 5) (Sims, 1986).
Extienden largos procesos celulares a lo largo de la superficie abluminal del endotelio. Estas
células contienen proteinas contractiles y tienen la capacidad de controlar el diametro del
capilar (Hall y col., 2014; Peppiatt y col., 2006). Los PCs desempefian papeles importantes en
la regulacion de la angiogénesis, el depdsito de matriz extracelular, la cicatrizacién de
heridas, la regulacion de la infiltracion de células inmunitarias y del flujo sanguineo en
respuesta a la actividad neuronal. Asimismo, se ha sugerido que estas células podrian ser
células madre multipotentes del SNC (Armulik y col., 2011). La MB vascular esta

constituida por una matriz extracelular secretada por CEs y PCs, mientras que la MB
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parenquimatosa es secretada principalmente por procesos astrociticos que se extienden hacia
la vasculatura. Estas MBs estan compuestas por diferentes moléculas secretadas que incluyen
colageno tipo 1V, laminina, proteoglicanos, sulfato de heparina y otras glicoproteinas que
proporcionan un anclaje para muchos procesos de sefializacion y proporcionan una barrera
adicional (Daneman y Prat, 2015).

Los astrocitos extienden procesos celulares polarizados que envuelven procesos neuronales o
vasos sanguineos (Abbott y col., 2006) (Figura 5). Los extremos del proceso basal envuelven
casi por completo al tubo vascular, y contienen una matriz con proteinas que incluyen
distroglicano, distrofina y AQP-4. Los astrocitos proporcionan un enlace celular entre el
circuito neuronal y los vasos sanguineos. Este acoplamiento neurovascular permite a los
astrocitos transmitir sefiales que regulan el flujo sanguineo en respuesta a la actividad
neuronal (Attwell y col., 2010; Gordon y col., 2011). Esto incluye la regulacién de la
contraccion/dilatacion del musculo liso vascular que rodean las arteriolas y los PCs que

rodean a los capilares.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. EI LPS es una herramienta ampliamente utilizada para inducir inflamacion experimental en
diversos sistemas. Considerando que la NO es una enfermedad inflamatoria, se plante6 la
posibilidad de reproducir caracteristicas centrales de esta enfermedad a traves de la
microinyeccion de LPS en el nervio Optico de ratas. En este contexto, el primer objetivo de

esta tesis fue: - Desarrollar un nuevo modelo experimental de neuritis éptica primaria.

2. Se ha demostrado que la melatonina es un antioxidante y anti-inflamatorio efectivo en
diversos modelos de dafio del sistema nervioso central en general y de la via visual en
particular. En este contexto, se planted la posibilidad de que un tratamiento con melatonina
resulte efectivo en la proteccién de la via visual frente al dafio inducido por NOE. Por lo
tanto, el siguiente objetivo de esta tesis fue: - Estudiar el efecto terapéutico de la melatonina

sobre el dafio de la via visual inducido por neuritis Optica experimental primaria.

3. Mudltiples evidencias experimentales demuestran que la exposicion a AE proporciona una
mejor recuperacion frente a una amplia gama de neuropatologias. Dado que el impacto del
AE en procesos neuroinflamatorios ha sido escasamente examinado, se considerd de interés
determinar si los efectos deletéreos de la NEO en la via visual podrian prevenirse o atenuarse
mediante la exposicion a la EE. Para ello, se planteé el siguiente objetivo: - Analizar el efecto
de la exposicion a ambiente enriquecido sobre el dafio inducido por neuritis Optica

experimental.

4. Las enfermedades neuroinflamatorias se caracterizan por la disrupcion de la barrera
hematoencefalica y la infiltracién leucocitaria. Al presente, no se dispone de evidencias
concluyentes del rol causal de la infiltracion de células inmunes periféricas en la patogénesis
de la NO, y no se ha definido aun la contribucién de la infiltracion de leucocitos a la
iniciacion y el desarrollo de la enfermedad. En este contexto, se planteo el siguiente objetivo:
- Estudiar la contribucion de la pérdida de integridad de la barrera hematoencefalica y el

consecuente infiltrado leucocitario al dafio visual inducido por neuritis dptica experimental.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Todos los procedimientos del uso de animales fueron realizados de acuerdo al NIH Guide for
Care and Use of Laboratory Animals. Los experimentos incluidos en esta tesis doctoral
fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL), Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires. Se utilizaron
ratas Wistar macho adultas (2 meses de edad, peso promedio 350 £ 50 g) de nuestra colonia,
derivada de Charles River Breeding Laboratories (Wilmington, MA, EE.UU.) y una linea
transgénica de ratas Wistar homocigota para la proteina fluorescente eGFP (**""Wistar;
Wistar-TgN(CAG-GFP) 184ys). Los animales se albergaron en un bioterio estandar con agua
y comida ad libitum, bajo condiciones controladas de humedad y temperatura (21 £ 2°C). El
bioterio fue iluminado con luces fluorescentes (200 lux) que se prendian y apagaban
automaticamente cada 12 h (de 8 a.m. a 8 p.m.).

1.1. Ambiente estandar. Se utilizaron jaulas estandar de laboratorio (33,5 x 45 x 21,5 cm) en
las que se albergaron dos o cuatro ratas/jaula, segun el disefio experimental (Figura 6A).

1.2. Ambiente enriquecido. Se albergaron seis animales a la vez en jaulas grandes (46,5 x
78 x 95 cm) que contenian cuatro pisos, cuatro tolvas de alimento, cuatro botellas de agua,
tres ruedas de ejercicio voluntario, tubos, rampas y diferentes objetos inanimados (pelotas,
cuerdas, piedras) que fueron reposicionados una vez por dia y totalmente sustituidos una vez
por semana, como se describid en trabajos previos (Dorfman y col., 2013) (Figura 6B). Los
animales fueron expuestos constantemente a AS o AE durante diferentes intervalos (3, 14, 17
6 21 dias), como se indica en cada caso. Con el objetivo de evaluar el rol de las ruedas de

ejercicio voluntario en el efecto del AE, éstas fueron bloqueadas en algunos experimentos.
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Figura 6. Fotografias de una jaula de ambiente estandar (A) y una jaula de ambiente enriquecido (B). Extraido
de Dorfman y col., 2014.

2. Microinyecciones en el nervio dptico

Los animales se anestesiaron intraperitonealmente (i.p.) con hidrocloruro de ketamina (150
mg/kg) e hidrocloruro de xilacina (2 mg/kg). Se afeitd la cabeza de los animales y la piel se
desinfectd con iodo-povidona (Pervinox). Se realiz una cantotomia lateral, se resecaron los
musculos extraoculares y las glandulas lagrimales y se expuso 3 mm de la region retrobulbar
del NOp bajo un microscopio quirargico (Figura 7A). Se abrieron longitudinalmente las
meninges del NOp y se realiz6 una microinyeccién con una aguja 30G acoplada a una jeringa
Hamilton (Hamilton, Reno, NV, USA). La aguja se insertd dentro del NOp lo mas
superficialmente posible, 2 mm posterior del globo, y se inyectd 1 pl de vehiculo (solucion
salina libre de pirogenos), LPS (4,5 pg/ul Salmonella typhimurium, Sigma, St Louis, MO,
EE.UU.), LPS + bindarit (100 uM, Angelini Research Center-ACRAF, Italia) o activador
tisular del plasminégeno recombinante (rtPA) (250 pg/ml, Actilyse®, Laboratorios
Boehringer Ingelheim) aproximadamente por 10 s (Figura 7B). En algunos experimentos, los
nervios Opticos contralaterales se inyectaron con el mismo volumen de vehiculo, mientras
que en otros experimentos, el NOp contralateral permaneci6 intacto. Después de la inyeccion,

se suturo la incision en la piel y se administraron antibidticos de aplicacion topica.
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Figura 7. Fotografias de (A) cantotomia y (B) microinyeccion en la region retrobulbar del NOp (flecha).

3. Tratamiento con melatonina

En un grupo de animales se implanté en forma subcutanea un pellet de melatonina (20 mg
con 3% plv de aceite vegetal) comprimido en un cilindro de 2,5 mm de diametro y 1 mm de
longitud. En el grupo control se realizé una operacion simulada sin implantar el pellet. El
pellet de melatonina se implanto 1 dia antes, y 4 6 7 dias despues de la inyeccion de vehiculo
0 LPS, y se reemplazo cada 10 dias. La via de administracion y la dosis de melatonina fueron
seleccionadas en base a trabajos previos (Belforte y col., 2010; Salido y col., 2013; Sande y

col., 2008).

4. Estudio funcional de la via visual

4.1. Electrorretinografia escotopica. Las ratas se adaptaron a oscuridad durante 6 h y se
anestesiaron bajo luz roja. Las pupilas se dilataron por aplicacion topica de hidrocloruro de
fenilefrina y tropicamida (Anestalcon, Laboratorios Alcon, Buenos Aires, Argentina) y la
cérnea fue lubricada intermitentemente con solucion salina. Las ratas se colocaron frente al
estimulo luminico, a una distancia de 20 cm. Todos los registros se realizaron dentro de los
20 min siguientes a la induccion de la anestesia y se mantuvo la temperatura corporal usando

mantas térmicas. El electrodo de referencia se colocé en la oreja (ipsilateral), el electrodo de
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tierra en la porcion media de la cola y un electrodo de registro de oro se ubicé en el centro de
la cérnea. Todo el procedimiento se realizd bajo una luz roja de 15 W, que no afectd la
adaptacion de los animales a la oscuridad. Los electrorretinogramas (ERGs) de ambos ojos se
registraron simultdneamente y en completa oscuridad. Para ello, se aplicaron 15 pulsos de luz
blanca sin atenuacion (5 ms, 0,2 Hz) generados por un estimulador fético de diodos,
aplicados con una intensidad méxima de 9 cd.s/m?. Los registros se amplificaron utilizando
un equipo Akonic BIO-PC (Akonic, Argentina). La sefial se registrd con una ganancia de 100
V, sin atenuacion, con filtros de ruido de baja (1,5 Hz) y de alta (1000 Hz) frecuencia para
optimizar el registro. Se determind la amplitud (en uV) de la onda a como la diferencia en
amplitud entre la linea isoeléctrica y el pico negativo, y la amplitud de la onda b como la
diferencia entre el pico de la onda a y el pico positivo de la onda b. Se determinaron las
latencias de cada onda. La respuesta electrorretinografica se obtuvo a partir del promedio de
los valores de cada corrida.

4.2. Potenciales visuales evocados (VEPS). Los animales se anestesiaron como se describid
anteriormente. Bajo control estereotaxico, se colocaron quirdrgicamente dos electrodos de
acero inoxidable, utilizados como electrodos positivos, 3 mm lateral a la sutura inter-
hemisférica y 5,6 mm detras del bregma, que penetrd la corteza hasta aproximadamente 0,5
mm (Figura 8). Los electrodos de referencia se colocaron a 2 mm laterales de la linea media y
2 mm anterior a bregma (Belforte y col., 2011). Los electrodos se aislaron y se cubrieron con
acrilico; la piel se suturd con nailon 5/0 y se administraron antibioticos topicamente. Después
de 5 dias de la implantacion de los electrodos, los animales se adaptaron a la oscuridad
durante 2 h y se anestesiaron como ya se describid. Todos los registros se obtuvieron dentro
de los 20 minutos después de la induccion de anestesia. Las pupilas se dilataron con
proparacaina (AlconMidryl, Laboratorios Alcon, Buenos Aires, Argentina), y la cornea se

irrigé intermitentemente con solucion salina. Cada o0jo se registrd individualmente, ocluyendo
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el ojo contralateral con papel carbon negro, y se registré un promedio de 70 estimulos (Figura
8). Los 0jos se estimularon con luz blanca no atenuada (1 Hz) por un fotoestimulador con una
intensidad de 5 cd.s/m? con filtros para frecuencias bajas y altas (0,5 a 100 Hz,
respectivamente) y 12,5 mV de ganancia. La amplitud y latencia de los componentes P1-N1y
N1-P2 de los VEPs se evaluaron con el software AkonicBio-PC (Akonic, Buenos Aires,

Argentina) acoplado a una PC.
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Figura 8. Esquema de procedimiento experimental de registro de potenciales visuales evocados (VEPS).

4.3. Reflejo pupilar consensual. Se inyectd con vehiculo, LPS, LPS + bindarit o rtPA en un
NOp, mientras que el NOp contralateral permanecio intacto. Los animales se adaptaron a
oscuridad por 2 h. En algunos experimentos, el ojo en el que se inyectd el nervio con
vehiculo o LPS se estimulé con luz de alta intensidad (1200 lux) durante 30 s y se registro el
reflejo pupilar (RP) en el ojo contralateral (intacto) (Figura 9). En otros experimentos, el
estimulo de luz se aplico en el ojo intacto, y se registro la contraccion pupilar del ojo cuyo
nervio fue inyectado. Los registros se realizaron bajo luz infrarroja con una cdmara de video
digital (Sony DCR-SR60, Tokio, Japdn). La frecuencia de muestreo fue de 30 fotogramas por
segundo. Se descompilaron los videos en fotogramas por el software OSS Video Decompiler
Software (One Stop Soft, Nueva Inglaterra, EE. UU.). Los resultados se expresaron como el

porcentaje de contraccidn pupilar antes (estado inicial) y 30 s después del pulso de luz.
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Reflejo pupilar consensual (RP)
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Figura 9. Esquema del procedimiento experimental para el registro del reflejo pupilar consensual (RP).

4.4. Imégenes por resonancia magnética funcional

4.4.1. Preparacion de los animales. Los animales se anestesiaron con 4% de isoflurano
(mezclado con oxigeno, a un flujo de 2%) durante 5 minutos en una caja de anestesia de
acrilico. Las dosis controladas se proporcionaron mediante un vaporizador de isoflurano.
Luego de la induccion de anestesia, se inyectd de forma subcutanea 18,5 pg/kg de clorhidrato
de dexmedetomidina. La anestesia se mantuvo con 0,7% de isoflurano en oxigeno a lo largo
del proceso de configuracion y escaneo. Una vez anestesiados, los animales se colocaron
boca abajo sobre una cama ad hoc (Bruker BioSpin, Alemania), con un cono nasal y una
barra dental para restringir el movimiento. Se utiliz6 una antena de cuadratura para
transmision de radiofrecuencia y una antena de superficie de 2x2 canales para recepcion,
colocadas directamente sobre el craneo del animal (Bruker BioSpin, Alemania) de manera
que la bobina se centrd entre las dos orejas. El conjunto completo se coloco dentro de un
escaner de un resonador Bruker Pharmascan 70/16 US, 7 Tesla (Bruker, Ettlingen,
Alemania), se hizo circular agua caliente dentro del soporte y se monitored la temperatura
rectal, la frecuencia respiratoria y la saturacion de oxigeno periférico mediante un sensor (SA

Instruments, Stony Brook, NY) colocado sobre una de las patas traseras (Figura 10). Las
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mediciones de signos vitales se monitorearon en tiempo real y se mantuvieron en limites
normales (saturacion de oxigeno >89%). Todos los procedimientos se llevaron a cabo de
acuerdo con el “Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la
Salud” del Ministerio de Salud de México, que sigue la “Guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio” del Instituto Nacional de Salud (NIH Publicaciones No. 8023,
revisada en 1978). Los protocolos de investigacion animal fueron aprobados por el comité de
atencion de animales del Instituto de Neurobiologia, Universidad Autonoma de México.
4.4.2. Estimulacion fética. Para la estimulacion luminica, se disefid una fuente de luz
externa estroboscopica blanca LED acoplada a fibras épticas que fueron conectadas en los
ojos de los animales a través de una mascara disefiada al efecto. Los LEDs fueron conectados
a una placa Arduino 2.0 (Arduino ®) y la programacion de la duracién y la frecuencia de los
estimulos fue realizada con el software del fabricante
(https://www.arduino.cc/en/Main/Software). El protocolo de estimulacion tuvo una duracién
total de 20 min (15 ciclos de 20 s LEDs off, 20 s LED izquierdo on, 20 s LEDs off, 20 s LED
derecho on) a una frecuencia de 1 Hz.

4.4.3. Adquisicion de las imagenes. Los protocolos de imagen se realizaron usando
Paravision 6.0.1 (Bruker, Ettlingen, Alemania). Primero, se adquiri6 una exploracion
anatomica utilizando una adquisicién rapida spin-echo con secuencia de ecos reorientados
(Turbo-RARE) con los siguientes parametros: tiempo de repeticion (TR) = 1800 ms, tiempo
de eco (TE) = 38 ms, factor RARE = 16 , nimero de promedios (NEX) = 2, campo de vision
(FOV) = 18 x 20 mm?, dimensién de la matriz (MD) = 144 x 160, espesor de corte = 0,125
mm, resultando en voxeles isométricos de 0,125 x 0,125 x 0,125 mm?®. Antes de ejecutar la
secuencia de imagenes de resonancia magnética funcional (IRMf), la homogeneidad de
campo local se optimizd dentro de un elipsoide que cubrid el craneo utilizando mapas de

campo previamente adquiridos. Las imagenes del contraste BOLD (del inglés, blood-oxygen-
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level dependent) se adquirieron utilizando una secuencia de imagenes 2D mediante
adquisicion ecoplanar con eco de spin (SE-EPI): TR = 1000 ms, TE = 19 ms, angulo de
inclinacion (FA) = 90°, FOV = 18 x 16 mm?, MD = 108 x 96, produciendo una dimension de

voxel en el plano de 0,167 x 0,167 mm?, y un espesor de corte de 0,7 mm.

Figura 10. Esquema del procedimiento experimental para la estimulacion fotica LED en la adquisicion de
imagenes de resonancia magnética funcional (IRMf).

4.4.4. Pre-procesamiento de datos funcionales. El pre-procesamiento de datos se realizd
con FSL v5.0.9. Especificamente, los primeros 5 volumenes de cada serie funcional se
descartaron para evitar la inestabilidad inicial de la sefial. Luego, los datos se sometieron a
correccion de sincronizacion de corte y correccion de movimiento, tomando el primer
volumen como referencia. Este volumen de referencia también se usd para determinar la
transformacion del cuerpo rigido a la imagen anatdmica correspondiente. La transformacion
del cuerpo rigido se combin6 con una transformacion no lineal a la plantilla del grupo. Las
imagenes funcionales se deformaron a la plantilla del cerebro de la rata y se re-muestrearon
hasta una resolucién final de 0,4 x 0,4 x 0,4 mm®. Una vez en el espacio de la plantilla, se
obtuvieron los primeros 5 vectores propios (series de tiempo) dentro de la mascara de materia

blanca combinada para descartar ain mas las confusiones fisioldgicas. Estos eigen-vectores y
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los 6 parametros de movimiento (3 rotaciones, 3 desplazamientos) fueron regresados de las

series funcionales de cada animal.

4.5. Estudio por imagenes de resonancia magnética sensibles a difusion

4.5.1. Preparacion del tejido. A los 21 dias post-inyeccion de LPS, las ratas anestesiadas se
perfundieron intracardiacamente con solucion salina, seguido de una solucion fijadora de 4%
de formaldehido, 2% de glutaraldehido en PBS 0,1 M y 0,2 % de Gadovist (314 mg de
gadolinio, Laboratorios Bayer). Se extrajo el cerebro junto a los nervios épticos y se trataron
con el mismo fijador durante 24 h.

4,5.2. Adquisicion de las imagenes. Los cerebros inmersos en fluorocarbono (3M
Fluorinert FC-40) se colocaron dentro de una jeringa a una temperatura de 21°C +/- 1°C. Se
utiliz6 una bobina de transmision/recepcion enfriada por helio (Bruker Cryoprobe), que
disminuye el ruido térmico propio de la electronica. Para la adquisicion de la serie requerida
de iméagenes ponderadas por difusién (DWI), se empled una secuencia ecoplanar con 8
segmentos con adquisicion en tres dimensiones, modificada mediante la adicion del par de
gradientes sensibilizadores a la difusion Stejskal-Tanner. Las imagenes ponderadas por
difusiéon se adquirieron con un periodo de repeticion (TR) de 0,25 s, tiempo de spin-echo
(TE) de 25,19 ms, tiempo entre la aplicacion de pulsos de gradiente (DELTA) 10,82 ms y
duracion del gradiente de difusion (delta) 4,9 ms. Las dimensiones de los voxeles fueron de
80 x 80 x 80 mm?3. Las imagenes se adquirieron con 54, 53, 34 y 20 direcciones de gradientes
para b = 7000, 5000, 3000 y 1000 respectivamente. La adquisicion de estos datos tuvo una
duracion de 15 horas.

4.5.3. Analisis de las imagenes. Las imagenes de difusion se procesaron utilizando el
modelo del tensor (Basser y Pierpaoli, 1996), implementado en el software mrtrix (version 3),

que ajusta el modelo de manera no lineal. El tensor se diagonaliz6 y se obtuvieron parametros
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invariables a rotacion, especificamente la fraccién de anisotropia (FA, con valores sin
unidades, en el rango [0 - 1]). Se delinearon manualmente regiones de interés a nivel de los
nervios opticos, de los cuales se derivaron los valores arriba mencionados como el valor

promedio de todos los voxeles contenidos en las regiones de interes.

4.6. Estudio conductual por estimulacion looming. Se construyé una arena de material
foam core de 70 cm de ancho x 70 cm de profundidad x 45 cm de alto. El piso y las tres
paredes se cubrieron con cartdén encapado blanco mate para evitar los reflejos del estimulo
luminoso. La arena fue iluminada con luz cenital de la pantalla gris del monitor (20 lux)
colocado en el techo. Una de las paredes de la arena fue construida de material acrilico
transparente para facilitar el registro de video de las pruebas (Figura 11A). Los registros se
realizaron con una camara de video digital (Sony DCR-SR60, Tokio, Jap6n). La frecuencia
de muestreo fue de 30 fotogramas por segundo. Se descompilaron los videos en fotogramas
por el software OSS Video Decompiler Software (One Stop Soft, Nueva Inglaterra, EE. UU.).
Después de varias pruebas piloto, todos los experimentos se realizaron en machos y durante
el dia. Todos los animales fueron evaluados tres veces y se informaron los resultados de un
total de 10 animales: 5 cuyos NOps se mantuvieron intactos y 5 animales que fueron
inyectados de manera bilateral con LPS en los NOps, antes y 7 y 21 dias post-inyeccién. Una
vez finalizado el estimulo, se retir el animal y la arena se limpi6 entre ensayos con etanol al
70%. El protocolo del procedimiento de las pruebas de looming fue adaptado del trabajo en
ratones de Yilmaz y Meister (2013). Luego de 10 min de permanencia en la arena, se
reprodujo un video de estimulo looming disefiado con el programa Adobe Flash®. El
estimulo consistié en 10 ciclos de expansion de un disco negro sobre un fondo gris de 2 a 20

grados durante 0,5 s, seguidos de 0,5 s de pantalla en gris, con una duracion total de 10 s
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(Figura 11B). Luego de la descompilacion de los videos, se midié la latencia desde el inicio

del estimulo hasta el comienzo del freezing del animal (latencia de freezing) (Figura 11C).

A Monitor B 10ciclos
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Figura 11. Estimulacion looming. Panel A: representacion esquematica de la arena con el monitor en la parte
superior. Panel B: expansion del estimulo looming de 2 a 20 grados durante 0,5 s seguido de la pantalla en gris
por 0,5 s. Se dispararon 10 ciclos con una duracion total de 10 s. Panel C: esquema de procedimiento de cada
prueba. Las ratas se expusieron durante 10 min a adaptacion, luego se aplico el estimulo. Se registré la latencia
al freezing, comprendida entre el inicio del estimulo y el inicio de la respuesta freezing. Panel D: fotogramas
representativos de una prueba en un animal control antes, 200 y 500 ms del estimulo looming.

5. Estudios de transporte de la subunidad f de la toxina colérica

Segun el protocolo experimental a los 4 6 18 dias después de la inyeccion del vehiculo o
LPS, las ratas se anestesiaron y se les administré tépicamente una gota de proparacaina al
0,5% (Anestalcon, Laboratorios Alcon, Buenos Aires, Argentina) como anestésico local.
Utilizando una jeringa Hamilton 30G se inyectaron 4 ul de la subunidad B de la toxina
colérica (CTB) al 0,1% conjugada con el fluor6foro Alexa 488 (Molecular Probes Inc.,

Eugene, OR, EE. UU.) en el humor vitreo (Figura 12). Las inyecciones se aplicaron a 1 mm
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del limbo y la aguja permanecid en el ojo durante 30 s para evitar la pérdida de volumen.
Tres dias después de la inyeccion, las ratas se anestesiaron y se perfundieron
intracardiacamente, como se describira en la siguiente seccion. La cuantificacion de la marca
de CTB se realizé segun el método descripto por Crish y colaboradores (2010) con algunas
modificaciones. Se obtuvieron secciones coronales de 40 um (una por medio) y se realiz6 una
reconstruccion completa del CS en vista dorsal, utilizando el programa Matlab (The Math
Works Inc., EE.UU). Para cada seccion se delimitd y se calcul6 el area correspondiente a la
region retinotopica. Luego, se convirtieron las imagenes digitales a escala de grises de 8-bits
y se calcul6 la densidad éptica para la marca de CTB, que se relativizo al area total de la
proyeccion retinotopica obtenida anteriormente. De esta forma, se obtuvo un vector con la
informacidn lineal de la intensidad relativa de marcacién. Se calculd el largo total del CS (en
el plano rostro-caudal) y se dividié el vector en bins (4 um) de la region medial a lateral.
Finalmente, se aplicd una escala térmica colorimétrica (de azul = 0% a rojo = 100%). Se
determind el nimero de cortes y el espesor (2x) y se realizé la reconstruccion final del mapa

de proyeccion retinotdpica al CS con vista dorsal. Se analizaron 5 animales por grupo.

Transporte anterégrado

Trazador neuronal
(CTB) /

Procesado histolégico

3 dias .

08— 8
Bal

Andlisis de imagenes en MATLAB

Figura 12. Esquemas del procedimiento experimental y andlisis del transporte anterégrado con inyeccion de
CTB acoplada al fluoréforo Alexa 488.
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6. Procesamiento histoldgico

Los animales se anestesiaron y perfundieron intracardiacamente con solucidn salina, seguida
de una solucién fijadora (paraformaldehido al 4% en PBS, pH 7,4). Se obtuvieron los nervios
desde la cabeza del NOp hasta el quiasma éptico. Tanto los 0jos como los nervios Opticos se
fijaron posteriormente en solucién fijadora durante 24 h a 4°C.

6.1. Secciones semifinas. Las ratas anestesiadas se perfundieron intracardiacamente con
solucion salina, seguido de una solucidon fijadora de 4% de formaldehido y 2% de
glutaraldehido en PBS 0,1 M (pH 7,4). Se removieron los NOps, se obtuvieron porciones
cercanas al 0jo (2 mm) y se sumergieron en la misma solucién fijadora durante 24 h. Después
de varios lavados, algunos bloques de tejido se fijaron posteriormente en tetroxido de osmio
al 2% en PBS, durante 1 h. La deshidratacion se logré mediante series crecientes de etanol, y
las muestras de tejido se incluyeron en resina epoxi. Las secciones semifinas (0,5 pum)
obtenidas con un ultramicrétomo (Ultracut E, Reichert-Jung, Austria) se tifieron con Azul de
Toluidina y se usaron para el analisis morfométrico (densidad y nimero de axones). Para el
estudio ultraestructural, las secciones se montaron en rejillas Mesh 200 y se tifieron con
acetato de uranilo (2% en etanol al 70%) y con citrato de plomo de Reynolds. Finalmente, se
tomaron fotos usando un microscopio electronico de transmision Zeiss 109T (Carl Zeiss
Microscopy, Peabody, MA, EE.UU.), equipado con una camara digital (ES1000W, Gatan,
Pleasanton, CA, EE.UU.).

6.2. Obtencion de cortes en parafina. Después de la post-fijacion, las muestras se incubaron
en etanol al 70% durante toda la noche, se deshidrataron (en serie creciente de alcohol: 96%,
100%), se aclararon en 1-butanol y se incluyeron en parafina. Las secciones seriales
longitudinales y transversales (5 um) se obtuvieron usando un micrétomo (Leica, Leica
Microsystems, Buenos Aires, Argentina). Algunas secciones se usaron para el analisis

histolégico/morfométrico (tincion con hematoxilina-eosina (H&E), mielinizacion (Luxol Fast
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Blue) e inmunofluorescencia. Las secciones para inmunofluorescencia se montaron sobre
portaobjetos con carga electrostatica (Superfrost Plus Esco, EE.UU), mientras que el resto de
las muestras se montaron en portaobjetos no cargados.

6.3. Cortes por congelacion. Luego de la post-fijacion, los cerebros se sumergieron en
soluciones crecientes de sacarosa (10%, 20% y 30%), se armé un taco con solucién de crio-
preservacion (Cryoblock, O.C.T, EE.UU). Se obtuvieron cortes coronales (40 um) en un
criostato CM 1850 (Leica, Alemania). Las secciones se mantuvieron en PBS/glicerol (50:50)
a -20°C hasta su posterior andlisis. Todos los cortes se montaron sobre portaobjetos con carga

electrostatica (Superfrost Plus Esco, EE.UU).

7. Analisis por inmunomarcacion

7.1. Inmunofluorescencia en secciones. Las secciones fueron tratadas con xilol y
rehidratadas en soluciones decrecientes de etanol (100%, 96%, 70%) hasta PBS. La
recuperacion antigénica se realizdé a 90°C durante 30 min en buffer citrato (pH 6,3) seguida
de una permeabilizacion con 0,1% de Triton X-100 en PBS durante 20 min. Las secciones se
incubaron con una solucién de blogqueo de sitios inespecificos con suero fetal equino normal
al 2% por 60 min. Luego, las muestras se incubaron con diversos anticuerpos primarios
(Tabla 1) durante toda la noche a 4°C. Para cada tratamiento se realizaron controles negativos
sin el agregado del anticuerpo primario. Luego de varios lavados, las secciones se incubaron

con anticuerpos secundarios (Tabla 2) por 2 h a temperatura ambiente.
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Anticuerpo Antigeno Especie y tipo  Diluciéon Empresa
Brn3a Factor de transcripcion de neuronas Cabra policlonal 1:500 Santa Cruz, EE.UU.
CCL-2 Quimiocina con motivo C-C 2 Conejo policlonal 1:300 Abcam, EE.UU.

ED1 Glicoproteina de cadena corta lisosomal Ratén monoclonal 1:500 Abcam, EE.UU.
GFAP Proteina glial fibrilar &cida Raton monoclonal 1:1200 (géiﬁzaigigyé)
GFAP Proteina glial fibrilar &cida Ratén monoclonal 1:800 Sigma, EE.UU.
Iba-1 Proteina ligadora de calcio ionico Cabra policlonal 1:500 Abcam, EE.UU.
MBP Proteina bésica de mielina Conejo policlonal 1:1000 kel
pNFH Cadena pesada del neurofilamento fosforiladc ~ Ratén policlonal 1:1000 Abcam, EE.UU.

Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados en este trabajo de tesis. ** El anticuerpo anti-MBP fue donado
generosamente por el Dr. Campagnoni AT (Mental Retardation Research Center, University of California, Los
Angeles, CA, USA).

Anticuerpo 2"° Especie Dilucién Empresa Conjugado
Anti-cabra Burro 1:500 Life Technologies, EE.UU. Alexa Fluor 568
Anti-conejo Burro 1:500 Abcam, EE.UU. Alexa Fluor 568
Anti-conejo Burro 1:500 Abcam, EE.UU. Alexa Fluor 488
Anti-raton Burro 1:500 Abcam, EE.UU. Alexa Fluor 488

Tabla 2. Anticuerpos secundarios utilizados en este trabajo de tesis.

Finalmente, las secciones se tifieron con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 0,5 pg/ml en
solucion fisiologica) o Hoechst 33342 (5 pug/ml en solucion fisioldgica) por 10 min y se
montaron con medio de montaje para fluorescencia (Vectashield, Vector Laboratories,

EE.UU).

7.2. Estudios de inmunofluorescencia en retinas en montaje plano. Los animales se
perfundieron como ya se describid. Los 0jos se extrajeron cuidadosamente y se post-fijaron
en la misma solucion fijadora por 30 min a 4°C. Se aislaron cuidadosamente las retinas y se
lavaron en free floating. Tanto la permeabilizacion como la inmunomarcacién se llevaron a
cabo como se describié en la seccion 6.1. Las retinas se incubaron con anticuerpos primarios
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anti-Brn3a durante 16 h a 4°C con una posterior incubacion con anticuerpos secundarios.
Finalmente se montaron en portaobjetos cargados. Las muestras obtenidas en las secciones
6.1 y 6.2 se observaron con un microscopio de epifluorescencia (BX50; Olympus, Tokio,
Japdn) conectado a una camara de video (3CCD; Sony, Tokio, Japdn), adjunto a una
computadora que ejecuta un software de analisis de imagenes (Image-Pro Plus; Media

Cybernetics Inc., Bethesda, MD, EE. UU.).

8. Procesamiento de imagenes y cuantificacion

Todas las imagenes obtenidas se ensamblaron y procesaron utilizando Adobe Photoshop CS5
(Adobe Systems, San José, CA, EE. UU.) y sélo se realizaron ajustes de brillo y contraste.
Para todo el procesamiento y analisis de imagenes morfométricas, las imagenes digitalizadas
TIFF capturadas se transfirieron al software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, EE.UU. http: //imagej.nih.goV/ij/).

8.1. Analisis del nervio optico

8.1.1. Evaluacion morfométrica de cortes transversales de nervio Optico. Algunas
secciones se usaron para el analisis histoldgico (tincion con H&E). Se determind el area
transversal total y el nimero de ndcleos por seccion. Las mediciones (200x) se realizaron en
la zona yuxtapuesta al area de inyeccion.

8.1.2. Cuantificacién de axones por Azul de Toluidina. Se calculd el area total del NOp a
partir de fotografias obtenidas con un aumento de 200x en cortes transversales semifinos
(Figura 13A). Se tomaron imégenes (area de 0,01 mm?) con una magnificacion de 1000x. El
4rea total de cuantificacién para cada muestra fue de 0,05 mm? (25% del 4rea total del NOp).
Las fibras mielinicas se delimitaron digitalmente por el margen interno de las vainas de
mielina (representando el diametro axonal) (Figura 13D). Se cuantifico el nimero y el rea de

axones por imagen y se obtuvo la densidad axonal. Para cada NOp se promediaron los
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resultados obtenidos de 5 secciones y el promedio obtenido de 5 nervios se considero el valor
representativo para cada grupo. Se calculd el niumero total de axones por seccion
relativizando la densidad axonal al area total de la seccion transversal del NOp.

8.1.3. Cuantificaciébn de marcas inmunorreactivas en nervio Optico. Se analizaron
secciones transversales y longitudinales de NOp. Se obtuvieron microfotografias de la region
proximal con una magnificacion final de 200x. Las imagenes se procesaron como ya se
describi6. Se cuantifico el area pNFH(+), GFAP(+), lba-1(+), ED1(+) (también llamado
CD68, del inglés cluster of differentiation 68), MBP(+) y CCL-2(+). El resultado se expresd
en unidades arbitrarias (Figura 13D y F).

8.1.4. Estado de mielinizacion por Luxol Fast Blue. Luego de la desparafinizacion,
algunas secciones se incubaron en soluciones decrecientes de etanol (100% y 96%) y se
sumergieron durante toda la noche a 60°C en una solucion de Luxol Fast Blue al 0,1%
(Biopack, Buenos Aires, Argentina) en etanol acidificado al 96%. La diferenciacion y la
contratincién se llevaron a cabo con 0,01% de Li,COj3 e incubacion durante 5 minutos con

0,5% de Rojo Neutro (Biopack, Buenos Aires, Argentina), respectivamente (Figura 13B y E).

Finalmente, los portaobjetos se montaron con balsamo sintético.

Figura 13. Cuantificacion del nimero y area de axones mielinicos (A), mielina (B) e inmunorreactividad (C)
con el programa ImagelJ. Para los axones se aplicé un valor umbral de corte en la escala de grises y se convirtié
la imagen a modo binario, donde al area axonal qued6 delimitada por el borde interior de la vaina mielinica.
Finalmente, se cuantificaron las particulas limitando el rango de tamafio, para excluir procesos gliales y vasos
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sanguineos (D). Para la mielina se aplicé un umbral en color, se delimité en amarillo el area positiva de marca y
luego se cuantifico el porcentaje del area positiva para la tincion con Luxol Fast Blue (E). En los estudios
inmunohistoquimicos, se aplicd un umbral de marca en escala de grises, se transform6 a modo binario y se
cuantifico el area de marca positiva, relativa al area total de la seccién (F).

8.2. Andlisis de la retina

8.2.1.Evaluacion morfométrica de cortes transversales de retina. Secciones transversales
de retina se tifieron con H&E. Se obtuvieron fotografias de secciones tomadas a una distancia
aproximada de 1 mm del NOp (region dorsal y ventral), con un aumento final de 200x. Se
midié el espesor promedio de la retina total, de la capa plexiforme interna (CPI), de la capa
nuclear interna (CNI), de la capa plexiforme externa (CPE), de la capa nuclear externa (CNE)
y de los segmentos externos de los fotorreceptores (SE). Para cada muestra, se utilizé el
promedio de cuatro secciones diferentes como valor representativo.

8.2.2.Cuantificacion de marcas inmunorreactivas en retinas. Se analizaron secciones
transversales de retinas en fotografias obtenidas con una magnificacion de 200x. Las
iméagenes se procesaron como Yya se describid. Se cuantifico el area GFAP(+), Iba-1(+) y ED1
(+). El resultado se expreso en unidades arbitrarias relativizadas a 200 um de longitud de
retina.

8.2.3.Cuantificacion de células ganglionares en retinas en montaje plano. Las retinas se
separaron cuidadosamente y se montaron con el lado vitreo hacia arriba en portaobjetos de
microscopio superfrost (Erie Scientific Company, Portsmouth, New Hampshire, EE. UU.).
Las retinas en montaje plano se incubaron durante 16 h a 4°C con los anticuerpos primarios.
Después de varios lavados, se afadio un anticuerpo secundario y se incubd durante 2 h
temperatura ambiente, como se describié anteriormente. Finalmente, las retinas se montaron
con medio de montaje fluorescente (Dako, Glostrup, Dinamarca). Para cada retina, los
resultados obtenidos de ocho cuadrantes separados (cuatro del centro y cuatro de la periferia)

se promediaron, y la media de 5 ojos se registro como el valor representativo.
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9. Cuantificacion de leucocitos y temperatura corporal

El nimero de leucocitos en liquido cefalorraquideo se evalu6 a los 2 dias de la inyeccion de
vehiculo o LPS en el NOp y en animales cuyos NOps permanecieron intactos, mediante una
camara Neubauer. La técnica para recolectar liquido cefalorraquideo de la cisterna magna se
realiz6 de acuerdo con Consiglio y Lucion (2000). La cuantificacién leucocitaria en sangre
periférica se realizd por citometria de flujo con un analisis del tamafio y la complejidad
intracelular. Para las mediciones de temperatura corporal, se inserté una sonda a 2 cm en el

recto.

10. Western blot

Se homogeneizaron de a dos nervios opticos por tubo en 250 ul de un buffer que contenia
HEPES 10 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, KCI 10 mM, Tritén al 0,5% (v/v), pH 7,9,
complementado con un céctel de inhibidores de proteasas (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, EE.UU.). Después de 15 min a 4°C, los homogenatos se agitaron suavemente durante 15
s y se centrifugaron a 900 g durante 10 min a 4°C. Los sobrenadantes se usaron para
determinar la concentracion de proteinas. Las proteinas (100 pg/muestra) se separaron en
geles conteniendo dodecil sulfato de sodio (SDS) y 12% de PAGE (del inglés,
polyacrylamide gel electrophoresis). Después de la electroforesis, las proteinas se
transfirieron a membranas de difluoruro de polivinilideno durante 60 minutos a 15 V en un
sistema Bio-Rad Trans-Blot SD (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Las membranas se
bloquearon en albumina de suero bobino (BSA) al 3% en solucién salina tamponada con Tris
(pH 7,4) que contenia Tween-20 al 0,1% durante 60 min a temperatura ambiente y luego se
incubaron por 16 h a 4°C con un anticuerpo policlonal de conejo contra COX-2 (1: 200,
Cayman Chemical, MI, EE.UU.) o un anticuerpo policlonal de conejo contra NOS-2 (1: 200,

Cayman Chemical, MI, EE.UU.). Las bandas se visualizaron por quimioluminiscencia
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(Western Blotting Analysis System; Amersham Biosciences, Argentina) y se determinaron los
niveles de B-actina como control interno de carga. Las membranas se escanearon y la
intensidad de las bandas se determind utilizando el programa ImageJ. Los valores se
expresaron como unidades arbitrarias de los niveles de la proteina analizada en cada caso,
respecto a los niveles de B-actina. La concentracion de proteinas se determiné por el método

de Lowry y colaboradores (1951), usando BSA como estandar.

11. Evaluacién de los niveles de TNF-a en nervio optico

Dos nervios Opticos por tubo se homogeneizaron en 150 pl de PBS, pH 7,4 complementado
con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor y un cdctel de inhibidores de proteasas.
Las muestras se centrifugaron durante 10 min a 13,000 rpm y se elimind el precipitado. Los
niveles de TNF-o se determinaron por ensayo de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA)
usando anticuerpos y estandares de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BD
Biosciences, Pharmingen, San Diego, CA, EE. UU.). La reaccion se detuvo y la absorbancia
se leyd inmediatamente a 450 nm en un lector de microplacas (Modelo 3550, BIO-RAD
Laboratories, California, EE. UU.). Se expresaron los resultados relativizados a los niveles de

proteinas.

12. Evaluacidn de los niveles de peroxidacion lipidica en el nervio optico

Dos nervios épticos por tubo se homogeneizaron en 250 ul de buffer fosfato de potasio 15
mM mas 60 mM de KCI, pH 7,2, y los niveles de TBARS (del inglés, thiobarbituric acid
reactive substances) se analizaron como se describié previamente (Belforte y col., 2010;
Moreno y col., 2004). La mezcla de reaccién contenia el homogenato de los nervios dpticos
(100 ul), 25 pl de SDS al 10% y 465 ul de acido tiobarbiturico al 0,8% disuelto en acido

acético al 10% (pH 3,5). Esta solucion se calenté a 100°C durante 60 minutos. Después de
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enfriar las muestras, el precipitado se elimind por centrifugacién a 3200 g durante 10
minutos. La absorbancia de las muestras se midié a una longitud de onda de emisién de 553
nm utilizando una longitud de onda de excitacién de 515 nm con un espectrofotometro de
fluorescencia Jasco FP 770 (Japan Spectroscopic Co. Ltd., Tokio, Japon). El rango de las
curvas estandar de malondialdehido bis-dimetilacetal (MDA) fue 10-2000 pmoles. Los

resultados se expresaron como nmoles MDA/mg de proteinas.

13. Purificacion de ARN y PCR cuantitativa en tiempo real

El ARN total de dos nervios Opticos por tubo se aislé usando reactivo TRI (TRIzol reagent)
(Genbiotech SRL, Buenos Aires, Argentina) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
La transcripcion inversa se realizé usando transcriptasa reversa del virus de la leucemia
murina Moloney (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.). El andlisis de los niveles de
ARNm de II-1 y TNF-a se realizd usando primers especificos (para IlI-1p: Fw: 5'-
TGAGTGACACTGCCTTCCTG-3 ', Rv: 5-AGGCTTCCTTGTGCAAGTGT-3', para TNF:
Fw: 5-TCAGCCTCTTCTCATTCCTGC-3 ', Rv: 5-TTGGTGGTTTGCTACGACGTG-3)).
El cDNA del NOp se amplifico por PCR en un ciclador térmico Rotor-Gene 6000 Corbett
Life Science (Corbett Research, Mortlake, Australia) y se cuantific6 con el software Rotor
Gene 6000 Series (version 1.7 Build 40). Los productos de PCR se analizaron y se
normalizaron al gen de actina-p (Actb) como control interno, usando el método de

cuantificacion relativa AACt (Livak y Schmittgen, 2001).

14. Evaluacion de los niveles de BDNF en nervio optico
Dos nervios épticos por tubo se homogeneizaron en 100 pl de un buffer de muestra del kit
para la determinacion de BDNF (Emax Immuno Assay System, Promega Corporation,

Madison, WI, EE.UU.) con un coctel de inhibidores de proteasas. Las muestras se
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centrifugaron durante 10 min a 15700 g y se eliminé el precipitado. Los niveles de BDNF se
determinaron usando un ensayo de ELISA especifico para rata, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La reaccién se detuvo, y la absorbancia se ley6 inmediatamente
a 450 nm en un lector de microplacas (Modelo 3550, BIO-RAD Laboratories, Hercules, CA,

EE. UU.).

15. Tratamiento con ANA-12 (antagonista selectivo del receptor Trk-b)

En una serie de experimentos, se administré una solucion 0,2 mg/kg de peso de ANA-12 en
DMSO al 1% (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA) o vehiculo (DMSO) diariamente
de forma intraperitoneal, desde el dia 4 hasta el dia 7 después de la inyeccion de vehiculo o
LPS, 1 hora antes de que se enciendan las luces del bioterio. La forma de administracion y la

dosificacion de ANA-12 se basaron en el trabajo de Cazorla y col. (2011).

16. Analisis de la integridad de la barrera hematoencefélica

16.1. Andlisis de la permeabilidad vascular. Los animales se anestesiaron como ya se
describi6 y se realizd una inyeccion intrayugular de una solucion de Azul de Evans (2%
peso/volumen en solucion fisioldgica). Luego de 2 h, los animales se perfundieron con
solucion salina y se obtuvieron los NOps como se describié previamente. Se determiné la
localizacion del complejo Azul de Evans-albumina por excitacion con luz de 620 nm
(emision 680 nm) en un microscopio de epifluorescencia, como se describid anteriormente.
16.2. Irradiacion de animales. Los animales se anestesiaron como se describio
anteriormente. Se realiz6 una irradiacién gamma de cuerpo entero en un irradiador IBL 437C
(**"Cesio), fabricado por MikRon Inc. (Wareham, MA, EE.UU.) en la empresa CEBIRSA
(Ciudad de Buenos Aires, Argentina). La dosis de radiacion fue de 87,2 rad/seg. La dosis de

radiacion total fue de 9600 rad como una dosis Unica de cuerpo entero por animal. Durante la
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irradiacion, las cabezas de los animales se cubrieron con un casco protector de plomo de 5
mm de espesor (Figura 14). Se realizé la inyeccion de LPS en el NOp como se describio
anteriormente 2 dias post-irradiacion. A los 21 dias post-inyeccion se registré el RP, los
animales se sacrificaron, y se procesaron las muestras para el estudio histologico e

inmunohistoquimico como se describid anteriormente.

Irradiacion
Analisis Andlisis
LPS leucocitario CGJQS
I /L I // I
I /8 /4 I
-2 0 7 21dias

Figura 14. Esquema del procedimiento experimental de irradiacion gamma.

16.3. Quimeras WT-GFPp/WT. Ratas Wistar macho adultas de 30 dias se anestesiaron e
irradiaron como ya se describid y recibieron por via intrayugular 1 ml de solucién fisiologica
con 500.000 células de médula 6sea obtenidas de fémur y tibia de ratas de la cepa **Wistar
del mismo peso y edad que las trasplantadas (Figura 15). Luego de 6 semanas las quimeras
WT-GFPp/WT se inyectaron con vehiculo o LPS en un NOp mientras que el nervio
contralateral permanecié intacto, y se sacrificaron a las 6 0 24 horas post-inyeccion. Se
procesaron los nervios opticos para el estudio histologico e inmunohistoquimico como se

describid anteriormente.
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SFPWistar
Irraciacion
gamma células de médula
de ““Wistar
Wistar macho adulta WT-GFPp/WT
Irradiacion Caracterizacion de LPS Evaluacion

y trasplante WT-GFPp/WT histolégica

-42 -14 0 1 dias

Figura 15. Esquemas del procedimiento experimental para la obtencion de animales WT-GFPp/WT.

17. Digestion del nervio dptico y citometria de flujo

Los nervios Gpticos se cortaron en trozos pequefios y se digirieron enzimaticamente en 500 pul
de medio (DMEM, 10 mM de HEPES, 16 pg/ml de colagenasa 1V, 10 ug/ml de DNasa I, 5
mM de Mg*; 2,5 mM de Ca®") a 37°C durante 40 minutos en agitacion (< 450 rpm). Se
afiladi6 PBS-EDTA (1 mM), el tejido restante se disgregd mecanicamente por pasajes
sucesivos por agujas de calibre decreciente (18, 21, 23, 25G) y se filtr6 con una malla de 70
pum. Luego, las células se centrifugaron, se lavaron y se tifieron con colorante de viabilidad
Zombie Yellow segun el protocolo del fabricante (Biolegend, San Diego, CA, EE. UU.). Se
incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente con una solucién de blogueo de suero de
rata inactivado por calor, diluido 1: 1 en buffer eFACS (1 mM de EDTA, 10% de FCS).
Después del lavado, las células se incubaron durante 30 minutos a 4°C con los siguientes
anticuerpos primarios conjugados: AlexaTM 647 CD45 anti-rata y R-Phycoerythrin anti-rata
CD11b (Biolegend, San Diego, CA, EE. UU.). Finalmente, las celulas se lavaron, se
resuspendieron en 50 pl de PBS-EDTA y se analizaron inmediatamente. Todas las etapas de
centrifugacion se realizaron a 450 g durante 5 minutos a 4°C, y los lavados se realizaron en

buffer eFACS. Se analizaron 5x10° eventos por condicion en un citémetro de flujo Becton-
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Dickinson FACSAriall™ (San José, CA, EE. UU.). Los controles de compensacién se
prepararon con UltraCompeBeadsTM, siguiendo el protocolo del fabricante (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Se utilizé el software FlowJo v10.0.8 (FlowJo, Ashland,
OR, EE. UU.), se excluyeron los dobletes y las células muertas, se seleccionaron las células
CD45", que se representaron frente a células CD11b"*, y se realizaron cuantificaciones

relativas.

18. Tratamientos de etoposido y cloruro de gadolinio

Los animales se inyectaron por via intraperitoneal con etopdsido (2 mg/kg, Microsules,
Buenos Aires, Argentina) a los -3, -2, -1, 0, 2, 4 y 6 dias post-LPS; cloruro de gadolinio (5
mg/kg en 0,6% de NaCl, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE. UU.)alos-1,0,2,4y6
dias post-LPS, o vehiculo (0.9% de NaCl). Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena
de lacolaalos 0, 4, 7 y 21 dias post-inyeccion, y las poblaciones de leucocitos se analizaron
por citometria de flujo (BD Accuri ™ C6 Plus). Los resultados se expresaron como
porcentaje de cuentas totales. Se midio el RP a los 7 y 21 dias post-inyeccién, y un total de 15
animales (5 animales por tratamiento) se sacrificaron a los 21 dias post-inyeccion de vehiculo

0 LPS para la evaluacion histolégica.

19. Analisis estadistico
Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos se utilizaron el test de Student para la
comparacion entre dos grupos experimentales, o el analisis de varianza a dos vias (ANOVA),

seguido del test de Tukey, para comparaciones multiples.
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RESULTADOS

1. Desarrollo de un modelo experimental de neuritis 6ptica (NOE) primaria

El primer objetivo de esta tesis doctoral fue desarrollar un nuevo modelo de neuritis Optica
experimental (NOE) primaria a través de la microinyeccion de LPS en el nervio éptico (NOp)
de ratas Wistar macho adultas. Los resultados obtenidos en el cumplimiento de este objetivo

se detallan a continuacion.

1.1. Estudios funcionales

1.1.1.Potenciales Visuales Evocados. Con el fin de evaluar el efecto de la inyeccién de LPS
en el NOp sobre la funcion de la via visual (desde los fotorreceptores hasta la corteza visual
primaria), se registraron VEPs a diferentes intervalos posteriores a la inyeccion de vehiculo o
LPS. En la Figura 16 se muestra la amplitud promedio de los componentes P1-N1 y N1-P2 de
los VEPs, registrados en animales en los que un NOp permanecio intacto (control) y el NOp
contralateral se inyectd con vehiculo o LPS. EI LPS indujo una disminucion en la amplitud
de los componentes P1-N1 y N1-P2, que fue significativa desde el dia 1 y 4 después de la
inyeccidn, respectivamente, en comparacion con los NOps intactos o inyectados con vehiculo
(Figura 16A y 16B). No se observo una disminucion adicional de estos pardmetros hasta 21
dias post-inyeccion de LPS. No se observaron diferencias significativas en las latencias de los
componentes P1, N1y P2 entre todos los grupos (Figura 16 D-F), ni en las amplitudes, ni en
las latencias de los VEPs entre NOps intactos y los inyectados con vehiculo a lo largo del
estudio. En la Figura 16C se muestran registros representativos de VEPs de todos los grupos

experimentales en los dias 1 y 21 después de la inyeccion en el NOp.
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Figura 16. Efecto del LPS sobre los VEPs. Panel A: promedio de las amplitudes del componente P1-N1. Panel
B: promedio de las amplitudes del componente N1-P2. La inyeccién de LPS (triangulos rojos) indujo una
disminucion en la amplitud de los componentes P1-N1 y N1-P2 a partir del dia 1 y 4 post-inyeccidn,
respectivamente, en comparacién a NOps intactos (control, circulos negros) o inyectados con vehiculo (circulos
verdes). Los datos estan expresados como media + SEM (n = 10 NOps/grupo). *P< 0,05; **P< 0,01 vs. NOps
intactos o inyectados con vehiculo, test de Tukey. Panel C: trazados representativos de VEPs de controles
(trazado negro), y NOps inyectados con vehiculo (trazado verde) o LPS (trazado discontinuo) a los dias 1
(trazados superiores) y 21 post-inyeccion (trazados inferiores). Se muestran las latencias de P1, N1y P2 en los
paneles D, E y F respectivamente. No se observaron diferencias significativas en las latencias entre los grupos
experimentales en todos los intervalos estudiados.

1.1.2.Reflejo pupilar (RP) consensual. Se examind el RP en animales en los que se inyecto
vehiculo o LPS en un NOp, mientras que en ambos casos, el NOp contralateral permanecid
intacto. Cuando se estimularon con luz los ojos cuyos NOps fueron inyectados con LPS, se
observé una disminucion significativa en la magnitud de la contraccion pupilar del ojo

contralateral intacto en todos los intervalos examinados, como se muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Efecto de la inyeccion de LPS sobre el RP. Panel izquierdo: se determiné el diametro pupilar
(relativo al diametro del limbo) a diferentes intervalos post-inyeccion de vehiculo o LPS, y se calculo el
porcentaje de contraccion pupilar en el ojo contralateral cuyo NOp permaneci6 intacto. El promedio de la
contraccion pupilar en respuesta a un flash de luz (1200 lux) disminuy6 significativamente partir del dia 1
luego de la inyeccién de LPS y se mantuvo disminuido hasta los 21 dias post-inyeccién. Los datos se muestran
como la media £ SEM (n = 8 ojos/grupo). *P< 0,05; **P< 0,01 vs. vehiculo, test de contrastes de Tukey.
Panel derecho: imagenes representativas del RP consensual de animales inyectados con vehiculo o LPS en el
dia 1 post-inyeccién.

Cuando se estimul6 con luz el ojo intacto, no se observaron diferencias en la contraccion de

la pupila entre ambos grupos en todos los periodos post-inyeccion examinados (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de la inyeccion de LPS sobre el RP en el ojo intacto. Se determiné el diametro pupilar a
diferentes intervalos post-inyeccion de vehiculo o LPS, iluminando el ojo intacto y se calcul6 el porcentaje de
contraccion pupilar en el ojo contralateral cuyo NOp fue inyectado con vehiculo o LPS. No se observaron
diferencias entre los grupos experimentales. Los datos se muestran como la media £ SEM (n = 8 ojos/grupo).
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1.1.3. Transporte anterégrado de la subunidad B de la toxina colérica. Se analizo el
transporte anterégrado desde las CGRs al CS a través de inyecciones intravitreas bilaterales
de CTB en animales en los que se inyectd un NOp con vehiculo y el NOp contralateral con
LPS. A los 7 dias post-inyeccion de vehiculo, se observd marca de CTB en toda el area
retino-receptiva del CS contralateral, mientras que en las regiones central y lateral del CS
contralateral a NOps inyectados con LPS, se observé una clara reduccion en este pardmetro
(Figura 19A). Un patrédn similar se observo a nivel del NGL y el NPO, como se muestra en la

Figura 19B).

Vehiculo Vehiculo

NGL

-»

Figura 19. Efecto de la inyeccion de LPS sobre el transporte anterégrado de CTB desde la retina al CS, el NGL
y el NPO. Panel A: Fotografias representativas de secciones coronales del CS de un animal cuyos NOps fueron
inyectados con vehiculo o LPS. Se observo una disminucion de la marca de CTB en el area retino-receptiva del
CS contralateral al nervio inyectado con LPS (flecha), en comparacion con el CS contralateral al nervio
inyectado con vehiculo. Panel B: se observd un patrén similar en el NGL y el NPO contralateral a NOps
inyectados con LPS (flecha). Se muestran fotografias representativas de 5 animales. Barra = 1 mm. Panel C:
Representacion esquematica de la localizacion del CS, el NGL y el NPO en un corte coronal de cerebro de rata.

1.1.4. Iméagenes por resonancia magnética funcional. Se analizé por IRMf la sefial BOLD
en el CS, el NGLd, el NPO y la V1m en respuesta a trenes de estimulos estroboscépicos
LEDs antes y 7 y 21 dias post-inyeccion de LPS en el NOp (Figura 20). En estas condiciones
experimentales, a los 21 dias post-inyeccion se observéd una disminucién significativa de la
sefial BOLD en areas visuales contralaterales a NOps inyectados con LPS, en comparacion a
areas visuales contralaterales a NOps inyectados con vehiculo o intactos en todas las areas

visuales estudiadas (Figura 21).
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Control
LPS

Figura 20. Resonancia magnética funcional en ratas cuyos NOps fueron inyectados con vehiculo o LPS. Panel
superior: imagen representativa de la sefial BOLD en areas cerebrales que respondieron a estimulos luminicos
estroboscopicos LEDs de 5 animales registrados antes de la inyeccion de LPS. Panel medio: representacion
comparativa de la sefial BOLD en animales registrados antes y 7 y 21 dias post-LPS. Panel inferior:
representacion de la sefial BOLD en vista tridimensional a los 21 dias post-inyeccidon de LPS. En todos los
casos, la representacion térmica en rojo representa la sefial BOLD obtenida cuando se estimulé el ojo cuyo
nervio permanecid intacto (control), mientras que la representacién térmica en azul muestra la sefial BOLD
cuando se estimul6 el ojo cuyo nervio fue inyectado con LPS.
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Figura 21. Cuantificacién de la sefial BOLD por IRMf en cerebro de rata. Panel A: representacion de las areas
de estudio (circulos blancos) para cada uno de los nicleos analizados. Panel B: Se observé un aumento en la
asimetria de la sefial BOLD entre los hemisferios cerebrales a nivel del CS, el NGLd, el NPO y la Vim a los 21
dias post-LPS (LPS 21 d). Los datos se muestran como la media + SEM (n = 5 animales/grupo). **P< 0,01;
***P< (0,001 vs. Pre-LPS; a: P< 0,05; b: P<0,01; c: P< 0,001 vs. 7 dias post-LPS (LPS 7d), test de Tukey.
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1.1.5. Estudio por imagenes de resonancia magnética sensibles a difusion. Se analizaron
imagenes sensibles a difusion de NOps ex vivo en la region peri-quiasmatica de animales
cuyos NOps permanecieron intactos o fueron sacrificados a los 21 dias post-inyeccion de
LPS (Figura 22A). Luego del procesado de las imagenes, se aplicd el modelo del tensor y se
calculd la fraccion de anisotropia (FA). Se observé una disminucion significativa de este

parametro a los 21 dias post-LPS (Figura 22B).

Control

Control

FA

Control LPS21d
Figura 22. Imégenes sensibles a difusion. Panel A: Se muestran imagenes representativas de mapas de FA y de
vectores de la region periquiasmatica de 5 animales inyectados con LPS a los 21 dias post-inyeccion (LPS 21 d).
Panel B: Cuantificacion de FA en NOps de animales intactos o inyectados con LPS a los 21 dias post-LPS. Se

observé una diminucién significativa de este parametro en NOps inyectados con LPS. Los datos se muestran en
box plot (n = 5 animales/grupo). * P< 0,05 vs. NOps intactos, test de Tukey.

1.1.6. Estudio funcional por estimulo looming. Con el fin de analizar funcionalmente la
conexion entre la retina y el CS, se realizé la puesta a punto del test de funcion visual con
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estimulo looming en animales intactos o inyectados bilateralmente con LPS a los 7 y 21 dias
post-inyeccion. Los resultados obtenidos indicaron un aumento significativo en la latencia al
comienzo del freezing en animales inyectados con LPS a los 21 dias post-inyeccion (Figura

23).
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Latencia del freezing (ms)

Pre-LPS LPS7d LPS21d

Figura 23. Estudio funcional de la comunicacion retina-CS por estimulo looming. Se muestra la cuantificacion
de la latencia desde el comienzo del estimulo al inicio del freezing en animales intactos (barra inferior) o
inyectados bilateralmente antes (Pre-LPS) y 7 y 21 dias post-LPS. Se observé un aumento significativo en este
parametro a los 21 dias post-inyeccién de LPS. Los datos se muestran como la media £ SEM (n = 5
animales/grupo). * P< 0,05 vs. Pre-LPS, test de Tukey.

1.2. Estudios histologicos del NOp

1.2.1.Estudio morfométrico. Se realiz6 una tincién con H&E en secciones longitudinales y
transversales de NOp (Figura 24). En los NOps inyectados con LPS, se observd un aumento
significativo en el nimero de nucleos ya al dia 1, que persistiéo hasta los 21 dias post-
inyeccion (Figura 24). Ademas, la inyeccion de LPS indujo un aumento significativo en el
area de la seccion transversal del NOp a los 7 y 21 dias post-inyeccion. No se detectaron
diferencias en el nimero de nucleos y en el area de seccion transversal entre NOps intactos o

inyectados con vehiculo en ninguno de los intervalos examinados (datos no mostrados).
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Figura 24. Efecto de la inyeccion de LPS sobre la estructura del NOp. Se muestran secciones representativas de
cortes longitudinales (panel superior) y transversales (panel medio) de 5 NOps/grupo a los 21 dias post-
inyeccion de vehiculo y a los 1, 4, 7 y 21 dias post-LPS (H&E). Se observé un aumento significativo en el
nimero de ndcleos en NOps inyectados con LPS al dia 1 que persistié hasta los 21 dias post-inyeccion. Se
observé un aumento en el area de las secciones transversales de NOps a los 7 y 21 dias post-LPS. Panel inferior:
cuantificacidn del area transversal y del nimero de ndcleos por seccion. Los datos se expresan como la media =
SEM (n =5 NOps/grupo). *P< 0,05; ** P< 0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo, test de contrastes de Tukey.
Barra = 200 pum.

1.2.2.Estudios inmunohistoquimicos. La reactividad de microglia/macrofagos se analizé a
través de la inmunomarcacion contra Iba-1 y ED1. Como se muestra en la Figura 25, en los
NOps inyectados con LPS, el area Iba-1(+) fue significativamente mayor a partir del dia 1
post-inyeccion y permanecié aumentada hasta el dia 21 respecto a los NOp inyectados con
vehiculo (Figura 25B). No se detectdé inmunomarcacion para ED1 en NOps inyectados con
vehiculo o LPS al dia 1 post-inyeccion, en tanto que a los 4 y 7 dias post-LPS, se observé un
aumento en este parametro que fue menor a los 21 dias (Figura 25). Ademas, se observo un
aumento significativo en el area GFAP(+) a los 21 dias post-inyeccion de LPS (Figura 25B).
No se observaron diferencias en la inmunomarcacion para Iba-1, ED1 y GFAP a diferentes
intervalos después de la inyeccion de vehiculo, que no difiri6 de NOps intactos (datos no

mostrados).
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Figura 25. Analisis de microglia/macrofagos, células fagociticas y astrocitos. Panel A: fotografias
representativas de estudios inmunohistoquimicos contra las proteinas Iba-1 (panel superior), ED1 (panel medio)
y GFAP (panel inferior) en secciones transversales de NOps inyectados con vehiculo a los 21 dias post-
inyeccion y a los 1, 4, 7 y 21 dias post-LPS. Panel B: analisis del area lba-1(+), ED1(+) y GFAP(+). La
inyeccion de LPS indujo un aumento significativo en el area Iba-1(+) al dia 1 que fue alin mayor a los 4, 7 y 21
dias post-inyeccion. No se detecté (ND) inmunorreactividad para ED1 en NOps inyectados con vehiculo o LPS
al dia 1 post-inyeccion, en tanto que se observo un aumento significativo de este parametro a los 4 y 7 dias post-
LPS, que fue menor en el dia 21 post-LPS. Se observd un aumento significativo en la inmunorreactividad para
GFAP a los 21 dias post-inyeccion de LPS. Los datos se expresan como la media £ SEM (n = 5 NOps/grupo);
*P< 0,05; **P< 0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo, a: P< 0,05 vs. NOps inyectados con LPS al 1 dia post-
inyeccion, #: P< 0,05 vs. NOps inyectados con LPS a los 4 ¢ 7 dias post-inyeccion, test de contrastes de Tukey.
Barra = 200 pum.

1.2.3.Densidad axonal y nimero de axones. Los axones del NOp se analizaron por tincion
con Azul de Toluidina. En secciones transversales semifinas de la region proximal al sitio de
inyeccion, el LPS indujo una disminucion significativa de la densidad axonal a los 7 dias
(Figura 26), y una disminucion en el nimero de axones a los 21 dias, como se muestra en la

Figura 26B.
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Figura 26. Efecto de la inyeccion de LPS sobre los axones en la porcion proximal del NOp. Imagenes
representativas de secciones transversales semifinas de NOps de animales inyectados con vehiculo a los 21 dias
post-inyeccion y a 1, 4, 7 y 21 dias post-LPS, (tincion con Azul de Toluidina). Panel A: el LPS indujo una
disminucion en la densidad axonal a los 7 y a los 21 dias post-inyeccion. Panel B: la inyeccion de LPS indujo
una disminucion significativa en el nimero total de axones a los 21 dias post-inyeccion. Los datos se expresan
como la media £ SEM (n = 5 NOps/grupo); *P< 0,05; **P< 0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo, a: P< 0.05
vs. NOps inyectados con LPS a los 7 dias post-inyeccidn, test de contrastes de Tukey. Barra = 25 um.

En secciones transversales semifinas de la region distal al sitio de inyeccion de NOps
inyectados con LPS, se observo una disminucion significativa de ambos parametros a los 21

dias post-inyeccion (Figura 27).
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Figura 27. Efecto de la inyeccion de LPS sobre los axones en la porcion distal del NOp. Panel izquierdo: el LPS
indujo una disminucion en la densidad axonal a los 21 dias post-inyeccién. Panel derecho: la inyeccion de LPS
indujo una disminucién significativa en el nimero total de axones a los 21 dias post-inyeccion. Los datos se
expresan como la media = SEM (n = 5 NOps/grupo); *P< 0,05; **P< 0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo,
test de contrastes de Tukey.
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Ademas, se realizd un histograma de frecuencias del nimero de axones en funcion del area

axonal (agrupada en rangos) en la porcion proximal al sitio de inyeccion (Figura 28).
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Figura 28. Efecto de la inyeccion de LPS sobre los axones en la porcidon proximal del NOp. Se muestra la
distribucion de frecuencia de axones agrupados en rangos de diametro axonal de NOps intactos o inyectados con
vehiculo 21 dias post-inyeccion y a 1, 4, 7 y 21 dias post-LPS, (tincion con Azul de Toluidina). Los datos se

expresan como la media = SEM (n = 5 NOps/grupo); *P< 0,05; **P< 0,01 vs. NOps intactos, test de contrastes
de Tukey.

1.2.4. Mielinizacion. Se evidenciaron signos de desmielinizacion (tincion con Luxol Fast
Blue) a los 21 (pero no a los 7) dias post-LPS (Figura 29) y se observo una disminucion en la

inmunorreactividad para MBP a los 21dias post-inyeccion de LPS (Figura 30).
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Figura 29. Efecto de la inyeccion de LPS sobre la mielinizacion del NOp. Imagenes representativas de secciones
transversales de NOps a los 21 dias post-inyeccion de vehiculo y a los 7 y 21 dias post-LPS (Luxol Fast Blue) (detalles en
el panel inferior). Se observé una marca compacta en NOps inyectados con vehiculo y 7 dias post-LPS y una marca menor
en NOps inyectados con LPS a los 21 dias post-inyeccion. Panel B: cuantificacion de la intensidad de marca. EI LPS indujo
una disminucién de este parametro a los 21 dias post-inyeccion. Los datos se muestran como la media £+ SEM (n = 5
NOps/grupo); **P< 0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo, a: P< 0,05 vs. NOps a los 7 dias post- LPS, test de contrastes
de Tukey. Barra negra = 200 um, barra blanca= 50 pum.
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Figura 30. Efecto de la inyeccion de LPS sobre los niveles de MBP en secciones transversales de NOps a los 21
dias post-inyeccion de vehiculo y 7 y 21 dias post-inyeccion de LPS. Se observé una marca compacta en NOps
inyectados con vehiculo 6 7 dias post-inyeccion de LPS y una disminucion en la inmunorreactividad para MBP
en NOps inyectados con LPS a los 21 dias post-inyeccion. Se muestran imagenes representativas de 5
NOps/grupo. Barra = 200 pum.

1.2.5. Estudio de la ultraestructura del NOp. Se analizo la ultraestructura en secciones
transversales de NOps por microscopia electronica de transmision. Se observo
desorganizacion de la mielina y la presencia frecuente de cuerpos membranosos lamelares a
los 21 dias post-inyeccion de LPS, mientras que a los 7 dias, solo ocasionalmente se
observaron axones desmielinizados (Figura 31). No se observaron alteraciones
ultraestructurales en el NOp inyectado con vehiculo a lo largo del estudio, ni al dia 1 ¢ 4

post-LPS (datos no mostrados).

Figura 31. Efecto de la inyeccion de LPS sobre la ultraestructura del NOp. Imagenes representativas de
secciones transversales semifinas de NOps a los 21 dias post-vehiculo o0 a los 7 y 21 dias post-LPS. A los 7 dias
post-LPS, se observo la presencia de algunos axones degenerados (flecha blanca), axones amielinicos (asterisco)
y zonas de mielina desempaquetada (cabeza de flecha blanca). A los 21 dias post-LPS se observé la presencia
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de cuerpos lamelares (flecha negra), cuerpos lamelares sin contenido axonal (cabeza de flecha negra) y axones
degenerados. Se muestran iméagenes representativas de 5 NOps/grupo.

1.3. Estudios de la retina

1.3.1. Electrorretinogramas. A continuacion, se evalu6 el efecto de la inyeccion de LPS en
el NOp sobre la funcidn retiniana. No se observaron diferencias significativas en cuanto a la
amplitud y la latencia promedio de las ondas a y b del ERG escotopico hasta el dia 21

después de la inyeccidon de vehiculo o LPS (Figura 32).

1dia 4 dias 7 dias 21 dias
post-inyeccion post-inyeccion post-inyecciéon post-inyeccion
1 dias 4 dias 7 dias 21 dias
Parametro | Tratamiento | post-inyeccién  post- inyeccion  post- inyeccién  post- inyeccién
g Control 69.5+4.6 769+ 5.8 72.4+10.1 74.6 £ 6.9
= E Vehiculo 65.6 + 6.64 79.7+4.6 780+ 126 72.9+3.4
z E LPS 64925 72.5+8.2 76.0 £3.7 79.4 £ 13.1
g = Control 224 £1.2 208+ 1.4 209+ 1.6 192+ 1.6
% % Vehiculo 192+£2.5 204 1.1 21.6£1.7 240£19
3 LPS 197+1.9 204+1.7 199+1.3 21.1+09
= Control 2750+ 164 246.7+10.8 271.0+ 14.9 276.0 + 8.8
L‘é_ g Vehiculo 265.1+24.3 278.1+74 264.3 +£26.0 262.0 £ 30.5
'z < LPS 2633+ 14.3 270.3+21.3 270.6 + 8.6 274.8+29.4
g = Control 40.6 2.0 36.1 £2.1 363+2.2 394+1.9
g £ | Vehiculo 385419 371426 393427 38.642.9
- LPS 39.6+2.1 393+34 392432 404 +£2.8

Figura 32. Electrorretinogramas escotopicos al dia 1, 4, 7 y 21 post-inyeccién de vehiculo o LPS. Panel
superior: trazados representativos. Panel inferior: amplitud y latencia de la onda a y la onda b del ERG. No se
observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales, en ninguno de los tiempos y parametros
estudiados. Los datos se muestran como la media + SEM (n = 5 ojos/grupo).

1.3.2. Estudio morfométrico. Se realiz6 un analisis morfométrico en secciones transversales

de retina obtenidas a los 21 dias post-inyeccion, por tincion con H&E (Figura 33). No se
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observaron diferencias entre los grupos experimentales tanto en el espesor total de retina,

como en el de cada una de las capas (CPI, CNI, CPE, CNE y SE).
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Figura 33. Efecto de la inyeccion de LPS en el NOp sobre la estructura de la retina. Panel izquierdo: imagenes
representativas de cortes transversales de retina de ojos cuyos NOps permanecieron intactos o fueron inyectados
con vehiculo o LPS, a los 21 dias post-inyeccién (tincion con H&E). No se observaron alteraciones en la
morfologia retiniana. Panel derecho: cuantificacion del espesor total y de cada uno de las capas retinianas en los
grupos control, vehiculo o LPS. No se observaron diferencias significativas en ninguno de estos parametros.
CPI: capa plexiforme interna, CNI: capa nuclear interna, CPE: capa plexiforme externa, CNE: capa nuclear
externa y SE: segmentos externos de los fotorreceptores. Los datos se expresan como la media £+ SEM (n = 5
retinas/grupo).

1.3.3. Estudios inmunohistoquimicos en la retina. Se realizd un estudio
inmunohistoquimico contra las proteinas Iba-1, GFAP y Brn3a en secciones transversales de
retinas cuyos NOps permanecieron intactos o fueron inyectados con vehiculo o LPS en el dia
1, 4,7, 14 y 21 post-inyeccion (Figura 34). Se observé un aumento en la inmunomarcacion
para Iba-1 a los 4 dias, que persistié hasta los 21 dias post- LPS en comparacion con retinas
control (Figura 34). A los 21 dias post-LPS se observé una disminucién significativa en el
numero de CGR Brn3a(+), asi como un aumento en la inmunorreactividad para GFAP en la

capa de fibras y en los procesos de células de Miller (Figura 34).
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LPS

Figura 34. Analisis de microglia/macrdfagos, células ganglionares retinianas, astrocitos y procesos de células
de Maller en secciones transversales de retina. Se observo un aumento en la inmunomarcacion para Iba-1 a los 4
dias que persistié hasta los 21 dias post-LPS en comparacion con retinas control. A los 21 dias post-LPS se
observé una disminucién significativa en el nimero de CGR Brn3a(+), asi como un aumento en la
inmunorreactividad para GFAP en la capa de fibras y en los procesos de células de Miller. Los datos se
expresan como la media + SEM (n = 5 retinas/grupo); *P< 0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001 vs. NOps inyectados
con vehiculo, a: P< 0,05; b: P< 0,01 vs. NOps inyectados con LPS al dia 1 post-inyeccion, test de contrastes de
Tukey.

1.3.4.Cuantificacion del numero de células ganglionares retinianas en montaje plano.
Para analizar especificamente el efecto de la inyeccidn de LPS en el NOp sobre el nimero de
CGRs, se analizo la inmunomarcacion para Brn3a (un marcador especifico de este tipo
celular) en retinas en montaje plano (Figura 35). Se observéo una disminucion significativa en
el nimero de CGR Brn3a(+) a los 21 dias post-inyeccion de LPS, como se muestra en la
Figura 35. No se observaron cambios en este pardmetro en los dias 1, 4 y 7 post-LPS (datos

no mostrados).
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Figura 35. Efecto de la inyeccion de LPS en el NOp sobre el nimero de CGRs. Panel izquierdo: imagenes
representativas de la inmunorreactividad para Brn3a en retinas en montaje plano a los 21 dias post-inyeccién de
vehiculo o LPS. Panel derecho: cuantificacion de células Brn3a(+). Se observé una disminucion significativa en
el nimero de células Brn3a(+) en retinas cuyos NOps fueron inyectadas con LPS. Los datos se muestran como
la media £ SEM (n = 5 retinas/grupo); **P< 0,01 vs. retinas cuyos NOps fueron inyectados con vehiculo, test de
Student.

En conjunto, los resultados presentados hasta aqui indican que la inyeccion de LPS en el
NOp reproduce aspectos centrales de la NO primaria humana. Por lo tanto, este modelo
experimental podria ser una herramienta potencialmente Gtil para la bdsqueda de nuevas
alternativas terapéuticas, lo que constituyd el siguiente objetivo de este trabajo de tesis

doctoral.

2. Efecto de la melatonina

Como se detallara a continuacién, se evalu6 el efecto del tratamiento con melatonina sobre el
dafio de la via visual inducido por NOE primaria.

2.1. Estudios funcionales

2.1.1.Potenciales Visuales Evocados. En la Figura 36 se muestra la amplitud de los VEPSs en
animales sometidos a un tratamiento simulado o implantados con un pellet de melatonina, en
los que un NOp se inyect6 con vehiculo y el NOp contralateral se inyecté con LPS un dia
después de la implantacion del pellet. La melatonina previno significativamente la
disminucion en la amplitud de los VEPs inducida por LPS a los 21 dias post-inyeccion. Se
muestran también en la Figura 36 registros de VEPs representativos de todos los grupos

experimentales. No se observaron diferencias significativas en la amplitud de los VEPSs en los
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NOps inyectados con vehiculo, en presencia o ausencia de melatonina, ni en las latencias de
los componentes P1, N1 y P2 de los VEPs entre todos los grupos experimentales (datos no

mostrados).
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Figura 36. Efecto de la melatonina sobre los VEPs. Panel izquierdo: promedio de las amplitudes del
componente N1-P2. Los NOps se inyectaron con vehiculo o LPS en presencia o ausencia de melatonina y los
VEPs se registraron a los 21 dias post-inyeccion. La melatonina previno significativamente la disminucion en la
amplitud del componente N1-P2 inducida por NOE. Los datos estan expresados como media £+ SEM (n = 8

NOps/grupo). *P< 0,05 vs. NOps inyectados con vehiculo en ausencia de melatonina, a: P< 0,01 vs. NOps
inyectados con LPS en ausencia de melatonina, test de Tukey. Panel derecho: trazados representativos de VEPSs.

2.1.2. Reflejo pupilar consensual. A continuacion, se examind el efecto de la melatonina
sobre la alteracién del RP inducida por NOE. La melatonina, que carecio de efecto en NOps

inyectados con vehiculo, previno el efecto de LPS sobre este parametro (Figura 37).
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Figura 37. Efecto de la melatonina (Mel) sobre el RP. Panel izquierdo: se muestra el promedio de la
contraccion pupilar en animales cuyos NOps fueron inyectados con vehiculo o LPS, en ausencia o presencia de
melatonina. La melatonina que careci6 de efecto per se, previno el efecto del LPS sobre este parametro. Los
datos estan expresados como media = SEM (n = 8 ojos/grupo). *P< 0,05 vs. NOps inyectados con vehiculo en
ausencia de melatonina, a: P< 0,05 vs. NOps inyectados con LPS en ausencia de melatonina, test de Tukey.
Panel derecho: imagenes representativas de la contraccidn pupilar inducida por luz.
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2.1.3. Transporte anterégrado de la subunidad p de la toxina colérica. La melatonina, que
no afectd el transporte anterdgrado retiniano en el grupo tratado con vehiculo, previno la
reduccion en la tincion para CTB en toda la proyeccion retinotopica del CS contralateral a
NOps inyectados con LPS (Figura 38).
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Figura 38. Efecto de la melatonina sobre el transporte anterdgrado. Panel izquierdo: imagenes representativas del
patron de marca de CTB en las capas retino-receptivas del CS. Se muestran tres secciones representativas de cada
region del CS (rostral, medial y caudal) de todos los grupos experimentales. La melatonina preservd el transporte
anterégrado en NOps inyectados con LPS. Se muestran imagenes representativas de 5 animales/grupo. Barra =
500 pm. Panel derecho: vista dorsal de la reconstruccion de un mapa térmico (de azul a rojo, de menor a mayor

marca de CTB, respectivamente) en el CS.

2.2. Estudios histologicos de NOp

2.2.1.Estudios inmunohistoquimicos. Se analiz6 la inmunorreactividad para Iba-1, ED1 y
GFAP en secciones transversales de NOps. La melatonina no afect6 el aumento en el area de
Iba-1(+), pero evito significativamente el aumento en la inmunorreactividad para ED1
inducido por LPS (Figura 39). Asimismo, la melatonina previno el aumento en el area
GFAP(+) inducido por LPS, que alcanzO valores similares a los observados en NOps
inyectados con vehiculo (Figura 39). La melatonina no afecto la inmunorreactividad para Iba-

1, ED1y GFAP en NOps inyectados con vehiculo.
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Figura 39. Efecto de la melatonina sobre la microglia/macréfagos, células fagociticas y astrocitos. Panel
superior: fotografias representativas de estudios inmunohistoquimicos contra las proteinas Iba-1 (panel
superior), ED1 (panel medio) y GFAP (panel inferior) en secciones transversales de NOps inyectados con
vehiculo o LPS en presencia o ausencia de melatonina, a los 21 dias post-inyeccion. Barra = 200 pm. Panel
inferior: analisis del area Iba-1(+), ED1(+) y GFAP(+). La melatonina que no tuvo efecto per se sobre ninguno
de estos parametros, previno significativamente el aumento del drea ED1(+) y GFAP(+) inducido por NOE. Los
datos estan expresados como media + SEM (n = 5 NOps/grupo). *P< 0,05; **P< 0,01 vs. NOps inyectados con
vehiculo en ausencia de melatonina, a: P< 0,05; b: P< 0,01 vs. NOps inyectados con LPS, en ausencia de
melatonina, test de Tukey.

2.2.2.Numero de axones. La disminucion en el nimero de axones a los 21 dias post-LPS no

fue evidente en los animales tratados con melatonina (Figura 40).
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Figura 40. Efecto de la melatonina sobre el nimero de axones del NOp. Panel izquierdo: imagenes
representativas de secciones transversales semifinas de NOps inyectados con vehiculo o LPS en presencia o
ausencia de melatonina a los 21 dias post-inyeccion. La disminucion en el nimero de axones (tincion con Azul
de Toluidina) en NOps inyectados con LPS no fue evidente en animales tratados con melatonina. Barra = 25
pum. Panel derecho: La melatonina previno el efecto del LPS sobre el nimero de axones. Se muestran los datos
como media £ SEM (n = 5 NOps/grupo) **P< 0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo en ausencia de
melatonina, b: P< 0,01 vs. NOps inyectados con LPS en ausencia de melatonina, test de Tukey.

2.2.3.Mielinizacién. La melatonina redujo la aparicion de signos de desmielinizacion en

NOps inyectados con LPS (Figura 41).
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Figura 41. Efecto de la melatonina sobre la mielinizacion del NOp. Panel izquierdo: imagenes representativas
de secciones transversales de NOps inyectados con vehiculo o LPS, en ausencia o presencia de melatonina a los
21 dias post-inyeccidn (tincion con Luxol Fast Blue). Se observd una menor marca de Luxol Fast Blue en NOps
inyectados con LPS en ausencia de melatonina, que no fue evidente en los NOps inyectados con LPS en
animales tratados con melatonina. Barra = 50um. Panel derecho: evaluacion de la mielinizacion de los NOps a
través de la cuantificacion de la intensidad de marca de Luxol Fast Blue. Panel derecho: se muestran los datos
como media £ SEM (n = 5 NOps/grupo). *P< 0,05 vs. NOps inyectados con vehiculo en ausencia de
melatonina, a: P< 0,05 vs. NOps inyectados con LPS en ausencia de melatonina, test de Tukey.
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2.3. Estudios histoldgicos de la retina.

El analisis morfométrico de secciones transversales de retinas (tincién con H&E) a los 21
dias post-inyeccién de vehiculo o LPS en ausencia o presencia de melatonina, no reveld
diferencias en el espesor total de la retina, ni de las CPI, CNI, CPE, CNE y SE entre los
grupos experimentales (Figura 42). En cambio, el tratamiento con melatonina redujo
significativamente la disminucion en el namero de CGR Brn3a (+) observada a los 21 dias

post-inyeccion de LPS (Figura 43).
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Figura 42. Efecto de la inyeccion de LPS y la melatonina sobre la estructura de la retina. Panel izquierdo:
imagenes representativas de cortes transversales de retina de ojos cuyos NOps fueron inyectados con vehiculo o
LPS en presencia o ausencia de melatonina (H&E). No se observaron alteraciones en la morfologia retiniana.
Panel derecho: cuantificacién del espesor total y de cada uno de las capas retinianas en los grupos inyectados
con vehiculo o LPS en ausencia o presencia de melatonina. No se observaron diferencias significativas entre los
grupos en ninguno de los parametros estudiados. Se muestran los datos como media £+ SEM (n = 5
retinas/grupo). Barra = 50 um.

Figura 43. Efecto de la melatonina sobre el nimero de CGRs. Panel izquierdo: imagenes representativas de la
inmunorreactividad para Brn3a en retinas en montaje plano. Panel derecho: cuantificacion del nimero de células
Brn3a(+). La melatonina previno significativamente la disminucidn en el nimero de CGR Brn3a(+) inducida
por NOE. Se expresan los datos como media + SEM (n = 5 retinas/grupo) **P< 0,01 vs. NOps inyectados con
vehiculo en ausencia de melatonina, b: P< 0,01 vs. NOps inyectados con LPS en ausencia de melatonina, test de
Tukey. Barra = 100 pm.
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2.4. Estudio del mecanismo de accién de la melatonina en la proteccion de la via visual
frente a NOE

Con el fin de identificar los mecanismos involucrados en el efecto protector de la melatonina,
se analizaron los niveles proteicos de NOS-2, COX-2 (Figura 44) y TNF-a (Figura 45), asi
como la peroxidacion lipidica (Figura 46) en NOps inyectados con vehiculo o LPS en
ausencia o presencia de melatonina al dia 1 post-inyeccion. La melatonina previno

significativamente el aumento en todos estos parametros inducidos por la inyeccion de LPS.
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Figura 44. Efecto de la melatonina sobre los niveles proteicos de NOS-2 y COX-2. Panel superior:
cuantificacion por Western blot de los niveles proteicos de NOS-2 (izquierda) y COX-2 (derecha) relativizados
a los niveles de B-actina en homogenatos de NOps obtenidos en el dia 1 post-inyeccién de vehiculo o LPS en
ausencia o presencia de melatonina. La inyeccién de LPS indujo un aumento significativo de ambos parametros,
en tanto que la melatonina previno el efecto del LPS. Se expresan los datos como media £+ SEM (n = 5
NOps/grupo) *P< 0,05; **P< 0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo en ausencia de melatonina, b: P< 0,01 vs.
NOps inyectados con LPS en ausencia de melatonina, test de Tukey. Panel inferior: Western blots
representativos para la determinacion de los niveles de NOS-2 y COX-2 (izquierda y derecha, respectivamente).
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Figura 45. Efecto de la melatonina sobre los niveles de TNF-a. Cuantificacion de los niveles proteicos de TNF-
a (ELISA) en homogenatos de NOps al dia 1 post-inyeccién de vehiculo o LPS en ausencia o presencia de
melatonina. La inyeccion de LPS indujo un aumento significativo de los niveles de TNF-a, que no fue
observado en animales tratados con melatonina. Se expresan los datos como media + SEM (n =5 NOps/grupo)
**P< 0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo en ausencia de melatonina, b: P< 0,01 vs. NOps inyectados con
LPS en ausencia de melatonina, test de Tukey.
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Figura 46. Efecto de la inyeccion de LPS y la melatonina sobre la peroxidacion lipidica. Cuantificacion de los
niveles de TBARS en homogenatos de NOps obtenidos en el dia 1 post-inyeccion de vehiculo o LPS, en
ausencia o presencia de melatonina. La inyeccion de LPS indujo un aumento significativo en los niveles de
TBARS que fue significativamente menor en animales tratados con melatonina. Se expresan los datos como
media £ SEM (n = 5 NOps/grupo) *P< 0,05; **P< 0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo en ausencia de
melatonina, b: P< 0,01 vs. NOps inyectados con LPS en ausencia de melatonina, test de Tukey.
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2.5. Post-tratamiento con melatonina

Los resultados presentados indican que el tratamiento con melatonina iniciado 1 dia antes de
la inyeccion de LPS previno significativamente las alteraciones funcionales e histoldgicas
inducidas por NOE experimental. Con el objeto de analizar el efecto terapéutico de la
melatonina sobre la disfuncién visual, se implantd un pellet de melatonina 4 ¢ 7 dias después
de la inyeccion de vehiculo o LPS, y se analizaron los VEPs y el RP a los 21 dias post-
inyeccién. Como se muestra en la Figura 47, cuando el pellet se implant6 a los 4 dias post-
inyeccidn de LPS, la melatonina evito las alteraciones de ambos parametros inducidas por
NOE. En cambio, cuando el tratamiento con melatonina se inicid a los 7 dias post-LPS, no se

observo preservacion del RP (Figura 48).
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Figura 47. Efecto del post-tratamiento con melatonina iniciado a los 4 dias post-inyeccion de vehiculo o LPS,
sobre la disfuncién visual inducida por NOE. Panel izquierdo: amplitud promedio del componente N1-P2 de los
VEPs. El post-tratamiento con melatonina revirtio la disminucion de este parametro inducida por NOE. Panel
derecho: el tratamiento con melatonina revirtié el efecto del LPS sobre el RP. Se muestran los datos como
media £+ SEM (n = 8 ojos/grupo) *P< 0,05; **P< 0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo en ausencia de
melatonina, a: P< 0,05; b: P< 0,01 vs. NOps inyectados con LPS en ausencia de melatonina, test de Tukey.
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Figura 48. Efecto del post-tratamiento con melatonina comenzado 7 dias después de la inyeccidn de LPS. La
melatonina no preservd el RP a los 21 dias post-inyeccién de LPS. Se muestran los datos como media + SEM (n
=5 ojos/grupo) *P< 0,05 vs. NOps inyectados con vehiculo en ausencia de melatonina, test de Tukey.

3. Efecto de la exposicion a ambiente enriquecido

El siguiente objetivo de esta tesis doctoral fue analizar el efecto de la exposicion a ambiente
enriquecido (AE), como estrategia terapéutica para la NOE. Los resultados obtenidos se
describen a continuacion.

3.1. Estudios funcionales

3.1.1.Potenciales Visuales Evocados. En animales albergados en AS, la inyeccion de LPS
en el NOp indujo una disminucién significativa en la amplitud de los VEPSs, que no se
observé en animales expuestos a AE. También se muestran en la Figura 49 registros
representativos de VEPSs para todos los grupos experimentales. No se observaron diferencias
significativas en las amplitudes de los VEPs entre los NOps inyectados con vehiculo de
animales alojados en AS o AE. No se observaron diferencias en las latencias P1, N1 y P2

entre los grupos (datos no mostrados).
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Figura 49. Efecto de la exposicion a AE sobre los VEPs. Panel izquierdo: promedio de las amplitudes de los
VEPs registrados a los 21 dias post-inyeccidn. La exposicion a AE previno significativamente la disminucién en
la amplitud del componente P1-N1. Los datos estan expresados como media + SEM (n = 12 NOps/grupo). **P<
0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo en AS, b: P< 0,01 vs. NOps inyectados con LPS en AS, test de Tukey.
Panel derecho: trazados representativos de VEPs.

3.1.2.Reflejo pupilar consensual. La exposicion a AE previno completamente el efecto del
LPS sobre la contraccion pupilar inducida por luz (Figura 50). Dado que el blogueo de la
rueda de ejercicio voluntario no modifico el efecto protector del AE sobre el RP y los VEPs

(datos no mostrados), en los siguientes experimentos se bloquearon las ruedas.
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Figura 50. Efecto de la exposicion a AE sobre el RP. Panel izquierdo: el promedio de la contraccidn pupilar fue
significativamente menor en animales albergados en AS cuyos NOps fueron inyectados con LPS en
comparacion a animales que fueron inyectados con vehiculo, en tanto que el AE previno la disminucién de este
parametro. Los datos estan expresados como media = SEM (n= 12 ojos/grupo). **P< 0,01 vs. NOps inyectados
con vehiculo en AS, c: P< 0,001 vs. NOps inyectados con LPS en AS, test de Tukey. Panel derecho: Imagenes
representativas de la contraccion pupilar inducida por luz en todos los grupos experimentales.
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3.1.3. Transporte anterégrado de la subunidad P de la toxina colérica. En animales
alojados en AS, la NOE indujo una reduccién en la marca de CTB en el CS contralateral, en
tanto que la exposicion a AE previno el déficit en el transporte anterogrado inducido por el

LPS (Figura 51). EI AE no afect0 este parametro en NOps tratados con vehiculo.
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Figura 51. Efecto de la exposicién a AE sobre el transporte anterégrado al CS. Panel izquierdo: imagenes
representativas del patron de marca de CTB en las capas retino-receptivas del CS. Se muestran tres secciones
representativas de cada region del CS (rostral, medial y caudal) de todos los grupos experimentales. La
exposicion a AE preservé el transporte anterégrado en NOps inyectados con LPS. Se muestran imégenes
representativas de 6 animales/grupo. Barra = 500 um. Panel derecho: vista dorsal de la reconstruccion de un
mapa térmico (de azul a rojo, de menor a mayor marca de CTB, respectivamente).

3.2. Estudios histoldgicos de NOp
3.2.1.Estudios inmunohistoquimicos. Se observo una disminucion de la inmunorreactividad

para pNFH en secciones de NOps de animales alojados en AS a los 21 dias post-inyeccion de
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LPS, en tanto que la exposicion a AE previno significativamente el efecto del LPS sobre este

parametro (Figura 52).
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Figura 52. Efecto de la exposicion a AE sobre la inmunorreactividad para pNFH. Panel izquierdo:
microfotografias representativas de la inmunorreactividad para pNFH en secciones transversales de NOps
inyectados con vehiculo o LPS de animales expuestos a AS o AE a los 21 dias post-inyeccion. Barra = 200 um.
Panel derecho: analisis del area pNFH(+). En AS, la inyeccidn de LPS indujo una disminucién significativa en
el area pNFH(+), en tanto que la exposicién a AE previno este efecto. Los datos estan expresados como media £
SEM (n = 6 NOps/grupo). **P< 0,01; ***P< 0,001 vs. NOps inyectados con vehiculo en AS, a: P< 0,05 vs.
NOps inyectados con LPS en AS, test de Tukey.
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A continuacion, se analizaron los niveles de Iba-1, ED1, y GFAP en los mismos grupos
experimentales. En animales alojados en AS, se observd un aumento significativo en el area
Iba-1(+), ED1(+) y GFAP(+) a los 21 dias post-inyeccion de LPS. La exposicion a AE
previno significativamente el efecto de LPS sobre la inmunorreactividad para los tres
marcadores, como se muestra en la Figura 53. La exposicioén a AE no afecto estos parametros

en NOps inyectados con vehiculo.
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Figura 53. Efecto de la exposicion a AE sobre la microglia/macréfagos, células fagociticas y astrocitos. Panel
superior: microfotografias representativas de la inmunorreactividad para Iba-1 (panel superior), ED1 (panel
medio) y GFAP (panel inferior). Barra = 200 um. Panel inferior: analisis del area Iba-1(+), ED1(+) y GFAP(+).
En AS, la NOE indujo un aumento significativo en el area Iba-1(+), ED1(+) y GFAP(+), en tanto que la
exposicion a AE previno significativamente este aumento. Los datos estan expresados como media + SEM (n =
6 NOps/grupo). **P< 0,01; ***P< 0,001 vs. NOps inyectados con vehiculo en AS, a: P< 0,05; b: P< 0,01 vs.
NOps inyectados con LPS en AS, test de Tukey.

3.2.2.Estado de mielinizacién y numero de axones. En animales alojados en AS, se
observo una disminucion en la tincion con Luxol Fast Blue en NOps inyectados con LPS, que

fue significativamente menor en animales albergados en AE (Figura 54).
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Figura 54. Efecto de la exposicion a AE sobre la mielinizacion del NOp. Panel izquierdo: Imagenes
representativas de secciones transversales (tincion con Luxol Fast Blue) de NOps inyectados con vehiculo o
LPS de animales albergados en AS o AE a los 21 dias post-inyeccion. En NOps inyectados con vehiculo en AS
0 AE se observo una marca compacta de Luxol Fast Blue. En animales expuestos a AS, se observd una menor
marca de Luxol Fast Blue en NOps inyectados con LPS. Este efecto fue significativamente prevenido por la
exposicion a AE. Barra = 50um. Panel derecho: Se muestran los datos como media £ SEM (n = 6 NOps/grupo)
*P< 0,05; ***P< 0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo en AS, b: P< 0,01 vs. NOps inyectados con LPS en
AS, test de Tukey.

En animales albergados en AS, el LPS indujo una disminucion significativa en el nimero de

axones, que fue prevenida en animales expuestos a AE (Figura 55).
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Figura 55. Efecto de la exposicién a AE sobre el nimero de axones del NOp. Panel izquierdo: imagenes
representativas de secciones transversales semifinas de NOps proveniente de animales expuestos a AS o0 AE e
inyectados con vehiculo o LPS, a los 21 dias post-inyeccion. En AS, la inyeccién de LPS indujo una
disminucion significativa en el nimero de axones, que fue significativamente prevenida en animales expuestos a
AE. Barra = 25 pum. Panel derecho: Se muestran los datos como media £+ SEM (n = 6 NOps/grupo) **P< 0,01;
***P< 0,001 vs. NOps inyectados con vehiculo en AS, a: P< 0,05 vs. NOps inyectados con LPS en AS, test de
Tukey.
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3.3. Estudio histologico de la retina

La exposicion a AE previno el efecto de la NOE sobre el nimero de CGR Brn3a(+), como se

muestra en la Figura 56.
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Figura 56. Efecto de la exposicion a AE sobre el nimero de CGRs. Panel izquierdo: imégenes representativas
de la inmunorreactividad para Brn3a en retinas en montaje plano cuyos NOps de animales albergados en AS o
AE, fueron inyectados con vehiculo o LPS. Barra = 100 um. Panel derecho: cuantificacion de células Brn3a(+).
La exposicion a AE previno significativamente la disminucién en el nimero de CGR Brn3a(+) inducido por
NOE. Se expresan los datos como media £+ SEM (n = 6 retinas/grupo) *P< 0,05; ***P< 0,001 vs. NOps
inyectados con vehiculo en AS, a: P< 0,05 vs. NOps inyectados con LPS en AS, test de Tukey.

3.4. Estudios moleculares y de peroxidacién lipidica

Se determinaron los niveles proteicos de NOS-2 y COX-2 por Western blot (Figura 57), la
peroxidacion lipidica (TBARS) (Figura 58), asi como los niveles de ARNm de IL-1p y de
TNF-a (Figura 59) en NOps de animales alojados a AS o AE a los 4 dias post-inyeccion de
vehiculo o LPS. La exposicion a AE previno significativamente el aumento de todos estos
parametros inducido por LPS. Ademas, la exposicion a AE aument6 significativamente los

niveles de BDNF en NOps inyectados con vehiculo o LPS (Figura 60).
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Figura 57. Efecto de la exposicién a AE sobre los niveles proteicos de NOS-2 y COX-2. Panel superior:
cuantificacion por Western blot de los niveles proteicos de NOS-2 (izquierda) y COX-2 (derecha) relativizados
a los niveles de B-actina en homogenatos de NOps obtenidos a los 4 dias post-inyeccion de vehiculo o LPS en
animales albergados en AS o AE. La inyeccion de LPS indujo un aumento significativo de ambos parametros,
en tanto que la exposicién a AE previno este aumento. Se expresan los datos como media = SEM (n = 6
NOps/grupo) *P< 0,05 vs. NOps inyectados con vehiculo en AS, b: P< 0,01 vs. NOps inyectados con LPS en
AS, test de Tukey. Panel inferior: Western blots representativos para la determinacion de los niveles proteicos
de NOS-2 y COX-2 (izquierda y derecha, respectivamente).
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Figura 58. Efecto del LPS y el AE sobre la peroxidacion lipidica. Cuantificacion de los niveles de TBARS en
homogenatos de NOps de animales albergados en AS o AE y obtenidos a los 4 dias post-inyeccion de vehiculo
o LPS. La inyeccidn de LPS indujo un aumento significativo en los niveles de TBARS, que no fue evidente en
animales expuestos a AE. Se expresan los datos como media + SEM (n = 6 NOps/grupo) ***P< 0,001 vs. NOps
inyectados con vehiculo en AS, b: P< 0,01 vs. NOps inyectados con LPS en AS, test de Tukey.
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Figura 59. Efecto del AE sobre niveles de ARNm de Il1b y Tnf a los 4 dias post-inyeccion, el LPS indujo un
aumento significativo de ambos parametros en animales albergados en AS, que no fue evidente en animales
expuestos a AE. Se expresan los datos como media + SEM (n= 6 NOps/grupo). ***P< 0,001 vs. NOps
inyectados con vehiculo en AS, b: P< 0,01; c: P< 0,001 vs. NOps inyectados con LPS en AS, test de Tukey.
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Figura 60. Efecto del AE sobre los niveles de BDNF en el NOp. Cuantificacion de los niveles de proteicos de
BDNF por ELISA. Se observd un aumento significativo de los niveles de BDNF en NOps de animales que
fueron albergados en AE en comparacion a NOps provenientes de animales expuestos a AS a los 4 dias post-
inyeccion de vehiculo o LPS. Se expresan los datos como media £ SEM (n = 6 NOps/grupo). ***P< 0,001 vs.
NOps inyectados con vehiculo en AS, b: P< 0,01 vs. NOps inyectados con LPS en AS, test de Tukey.
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3.5. Efecto de la exposicién retrasada a AE

Con el objeto de estudiar el efecto de la exposicién a AE a posteriori de la induccién de
NEO, se transfirieron animales a AE en los dias 4 6 7 post-inyeccion y se analizd el RP en
diferentes intervalos. La exposicion a AE comenzada en el dia 4 post-inyeccion de LPS,
protegid significativamente el RP luego de s6lo 3 dias de exposicién (es decir, 7 dias después
de la inyeccion de LPS), como se muestra en la Figura 61. Asimismo, cuando la exposicion a
AE comenzo a los 4 dias post-inyeccion y se extendio hasta el dia 21 de vehiculo o LPS, se
observo una completa preservaciéon del RP contra el dafio inducido por LPS a los 21 dias
post-inyeccion (Figura 62). Cuando el alojamiento en AE duré so6lo 3 dias, comenzando el
dia 4 y terminando el dia 7 post-LPS, se observé una preservacion completa de RP en el dia
21 post-inyeccién (Figura 62). Sin embargo, cuando la exposicion a AE comenzé a los 7 dias

post-inyeccion de LPS, no se observd proteccion del RP (Figura 62).
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Figura 61. Efecto de la exposicién a AE a posteriori de la inyeccion de LPS. Panel A: Esquema de la
exposicién a AS o AE. Se determind el RP a los 7 dias post-inyeccion de LPS. Panel B: cuantificacion del RP
de los grupos experimentales. La exposicion a AE durante 3 dias (comenzando el dia 4 post-LPS) indujo una
proteccion parcial del RP. Se expresan los datos como media + SEM (n= 6 ojos/grupo) *P< 0,05; **P< 0,01 vs.
NOps inyectados con vehiculo en AS, b: P< 0,01 vs. NOps inyectados con LPS en AS, test de Tukey.
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Figura 62. Efecto de la exposicion a AE iniciada a diferentes intervalos post-inyeccién de LPS. Panel A:
esquema de los diferentes periodos de exposicion a AE: de 4 - 21 (panel superior), 7 - 21 (panel medio) y 4 - 7
dias post-inyecciones en el NOp. En todos los casos se determin6 el RP a los 21 dias post-inyeccion. Panel B:
cuantificacién del porcentaje de contraccion pupilar en los diferentes grupos experimentales. Cuando la
exposicién a AE comenz0 a los 3 dias post-inyeccion, se observo una completa preservacion del RP contra el
dafio inducido por NOE. La exposicién a AE comenzada a los 7 dias post- inyeccion fue inefectiva. Cuando el
alojamiento en AE dur6 s6lo 4 dias (comenzando el dia 4 y terminando el dia 7 post- LPS), se observé una
preservacion completa de RP. Se expresan los datos como media £ SEM (n = 6 ojos/grupo) *P< 0,05 vs. NOps
inyectados con vehiculo en AS, test de Tukey.

3.6. Tratamiento con ANA-12

Con el objeto de analizar la participacion de la via BDNF/TrkB en la proteccion inducida por
exposicion a AE, se administro por via intraperitoneal ANA-12, un antagonista selectivo del
receptor TrkB. EI ANA-12 se inyectd una vez por dia (desde el dia 4 al 7 post-inyeccion), en
animales que fueron transferidos a AE el dia 4 post-inyeccion y se evaluo el RP a los 21 dias
post-inyeccion. La inyeccion de ANA-12 inhibié completamente el efecto del AE sobre el RP
(Figura 63). EI ANA-12 no afectd este parametro en animales alojados en AS cuyos NOps se

inyectaron con vehiculo o LPS.

97



Resultados

Eof c
a I
2 Bl N
- c * *
Vehiculo| 2 w i
olLPS o
l RP =] |
AS AS o 5
AS ’ S-S
l 11 1 | @
| 1 | b
0 4 5 6 7 21d w |
tttrt €
8
ANA-12 ¢ vehiculo S
(ip) o
oL 1
W3
) 5;\? G "(‘"\w@w\
KY‘ :$ x?‘x§
P 2
WVehiculo LPS

Figura 63. Efecto del ANA-12 sobre el RP. Panel izquierdo: esquema de exposicion a AS o AE a los 4 dias
post-inyeccidn y aplicacion intraperitoneal de vehiculo o ANA-12 diariamente (dias 4, 5, 6 y 7 post-inyeccion
de vehiculo o LPS). Se determin6 el RP a los 21 dias post-inyeccion. Panel derecho: cuantificacion del
porcentaje de contraccion pupilar en los grupos experimentales. La inyeccion de ANA-12 que no afecto este
pardmetro en animales alojados en AS, inhibi6 el efecto del AE sobre el RP. Se expresan los datos como media
+ SEM (n= 6 ojos/grupo) *P< 0,05 vs. NOps inyectados con vehiculo en AS, c: P< 0,001 vs. NOps inyectados
con LPS en AS, #: P<0.05 vs. LPS en AE, test de Tukey.

3.7. Contribucién del componente visual del AE en el tratamiento de la NOE

Para evaluar la contribucion del estimulo visual en la proteccién inducida por la exposicion a
AE, se inyect6 bilateralmente vehiculo o LPS en animales expuestos a AS o AE. Tanto el RP
como el nimero de CGRs no difirieron significativamente entre animales albergados por 21

dias en AS o AE inyectados con LPS bilateralmente (Figura 64).
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Figura 65. Efecto de la exposicion a AE sobre la NOE bilateral. Se realizaron inyecciones bilaterales de
vehiculo o LPS en animales que se albergaron en AS o AE y se determind el RP y el nimero de CGRs a los 21
dias post-inyeccion. No se observaron diferencias en ambos parametros entre animales que fueron inyectados
bilateralmente con LPS y albergados en AE en comparacién a animales expuestos a AS que fueron inyectados
con LPS en forma unilateral. Se expresan los datos como media + SEM (n= 6 ojos/grupo) *P< 0,05; **P< 0,01
vs. NOps inyectados unilateralmente con LPS en AE, a: P< 0,05 vs. NOps inyectados con LPS en AS, test de
Tukey.
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4. Estudio de la integridad de la barrera hemato-enceféalica
El siguiente objetivo de esta tesis doctoral, fue estudiar la contribucién de la pérdida de
integridad de la BHE y el consecuente infiltrado leucocitario al dafio visual inducido por

NOE.

4.1. Andlisis de la permeabilidad de la BHE

Se evalud la permeabilidad de la BHE en NOps intactos o inyectados con vehiculo o LPS, a
través de la inyeccion intrayugular de Azul de Evans. A las 6 h post-LPS, se observé un
aumento de la permeabilidad vascular que persisti6 a las 24 h'y 7 dias post-inyeccion (Figura
65). Ademas, se observaron puntos de fuga de Azul de Evans en vasos superficiales del NOp

a las 24 h post-inyeccién de LPS.

Figura 65. Analisis de la integridad de la BHE. Se analiz6 la permeabilidad vascular en NOpsalas6y 24 h, y
7 dias post-inyeccién de LPS. Panel izquierdo: microfotografias de NOps de animales perfundidos con Azul de
Evans. Se observo un aumento en la permeabilidad de la BHE a las 6 h, que persistié a las 24 h y 7 dias post-
LPS. Panel derecho: vasos sanguineos superficiales de un NOp intacto 6 24 h post-inyeccion de LPS. Se
observaron varios puntos de fuga de Azul de Evans en vasos superficiales de NOps a las 24 h post-LPS. Se
muestran imagenes representativas de 5 NOps/grupo.
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4.2. Andlisis del infiltrado leucocitario en la NOE

Se analizé la celularidad por tincion con H&E en secciones transversales de NOps alas 6 hy
24 h post-inyeccion de vehiculo o LPS. Ya a las 6 h se observo un aumento en el nimero de
células en NOps inyectados con LPS, con una morfologia compatible con la de neutréfilos
(Figura 66A). A continuacion, se utilizaron quimeras WT-GFPp/WT y se observé la
presencia de células GFP(+) en secciones longitudinales de NOps a las 24 h post-inyeccion
de LPS, que segun su morfologia fueron identificadas como neutréfilos y monocitos (Figura

66B).
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Figura 66. Infiltrado leucocitario en el NOp. Panel A: Se muestran tinciones con H&E en secciones
longitudinales de NOps inyectados con vehiculo o LPS a las 6 y 24 h post-inyeccion. Se observé un aumento en
el nimero de células a las 6 h y a las 24 h post-LPS. Panel B: secciones longitudinales de NOps provenientes de
ratas WT-GFPp/WT a las 24 h post-inyeccion de LPS. Se observo la presencia de células GFP(+) en el sitio de
lesidn que seguin su morfologia, fueron identificadas como neutrofilos (flecha) y monocitos (punta de flecha). Se
muestran imagenes representativas de 5 NOps/grupo.
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Por citometria de flujo, se observd un aumento significativo en el ndmero de ceélulas
CD11b*CD45"™" (microglia) y células CD11b*CD45"%" (macréfagos infiltrados) a los 24 h

post-inyeccion de LPS (Figura 67).
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Figura 67. Analisis de microglia residente y macrofagos infiltrados por citometria de flujo. Panel A: citometrias
representativas del analisis de células provenientes de un animal cuyo NOp permaneci6 intacto y de un animal
cuyo NOp fue inyectado con LPS a las 24 h post-inyeccion. Panel B: cuantificacion de células microgliales
(CD11b* CD45"") y macréfagos derivados de monocitos (CD11b*CD45™9). La inyeccién de LPS indujo un
aumento significativo de ambas poblaciones celulares. Se expresan los datos como media £+ SEM (n= 5
NOps/grupo) **P< 0,01; ***P< 0,001 vs. NOps intactos, test de Student.

Con el objeto de estudiar la relevancia de la infiltracion leucocitaria en el dafio de la via
visual inducida por NOE, se realizaron inyecciones de vehiculo o LPS en animales que
fueron irradiados con rayos y, portando un casco de plomo protector de cabeza y 0jos. Se
realizé la cuantificacion leucocitaria en sangre periférica y se confirmé un conteo leucocitario
disminuido en animales irradiados en comparacion a animales no irradiados (Tabla 3). A las
6 h post-inyeccion, el LPS indujo un aumento en la permeabilidad vascular en el NOp aun en
animales irradiados (Figura 68A). Sin embargo, la irradiacion previno en forma robusta el
efecto del LPS sobre el RP (Figura 68B) y el nimero de CGRs (Figura 68C) en comparacion

con animales no irradiados cuyos NOps fueron inyectados con LPS.
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Figura 68. Efecto de la irradiacion gamma. Panel A: estudio de la integridad de la BHE por perfusion con Azul
de Evans en NOps de animales irradiados (IR), a las 6 h post-inyeccion de vehiculo o LPS. Se observo un
aumento en la permeabilidad de la BHE en animales irradiados inyectados con LPS. Panel B: Determinacion del
RP en animales intactos o irradiados, inyectados con vehiculo o LPS a los 21 dias post-inyeccién. El LPS
indujo una disminucién del RP en animales no irradiados, en tanto que el RP en animales irradiados e
inyectados con LPS no difirio del observado en animales no irradiados o irradiados cuyos NOps fueron
inyectados con vehiculo. Panel C: cuantificacion del nimero de células Brn3a(+) en retinas de animales intactos
o irradiados, inyectados con vehiculo o LPS a los 21 dias post-inyeccién. El LPS indujo una disminucion en el
nimero de CGRs en animales no irradiados, en la tanto que la irradiacién previno significativamente el efecto
del LPS sobre este parametro. Se expresan los datos como media = SEM (n = 5 ojos/grupo), *P< 0,05; **P<
0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo en animales no irradiados, a: P< 0,05 vs. NOps inyectados con LPS en
animales no irradiados, test de Tukey. Barra = 100 pm.

4.3. Efecto de la microinyeccion de rtPA en el nervio éptico

La inyeccion de rtPA indujo un aumento en la permeabilidad vascular a las 6 h post-
inyeccion (Figura 69). Asimismo, la inyeccion de rtPA disminuyé significativamente el RPy
el nimero de CGRs a los 21 dias post-inyeccién, en tanto que la irradiaciéon previa a la
microinyeccion, previno significativamente el efecto del rtPA sobre ambos parametros
(Figura 69). El efecto de la microinyeccion de rtPA fue similar al observado luego de la
microinyeccion de LPS en cuanto al RP y el niumero de células Brn3a(+) (datos no
mostrados).
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Figura 69. Efecto de la microinyeccion de rtPA en el NOp. Panel A: estudio de la integridad de la BHE por
perfusion con Azul de Evans en NOps a las 6 h post-inyeccion de vehiculo o rtPA. Se observé un aumento en la
permeabilidad de la BHE en NOps de animales inyectados con rtPA. Se muestran imagenes representativas de 5
NOps/grupo. Panel B: determinacion del RP en animales no irradiados o irradiados inyectados con vehiculo o
rtPA alos 21 dias post-inyeccion. El rtPA indujo una disminucion del RP en animales no irradiados, pero no en
animales irradiados. Panel C: cuantificacion del nimero de células Brn3a(+) a los 21 dias post-inyeccion. En
animales no irradiados, el rtPA indujo una disminucién en el nimero de CGRs, en tanto que la irradiacion
previno significativamente el efecto del rtPA sobre este parametro. Se expresan los datos como media + SEM
(n= 5 NOps/grupo) *P< 0,05; **P< 0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo, c: P< 0,001 vs. NOps inyectados
con rtPA en animales no irradiados, test de Tukey.

4.4, Estudio de la participacion de la quimiocina CCL2

A continuacion, se determinaron los niveles de CCL2 en el NOp. A las 6 h post-LPS, se
observO un aumento en la inmunorreactividad para CCL2 co-localizada con células
morfologicamente similares a neutrofilos (Figura 71), sin co-localizacion con células Iba-1(+)
(microglia o macréfagos) o células GFAP(+) (astrocitos) (Figura 70). En este intervalo, el
LPS indujo una notable disminucion en la inmunorreactividad para GFAP. A las 24 h post-
LPS, se observo un aumento en la inmunorreactividad para Iba-1 y su co-localizacién con

CCL2 (Figura 71).
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Figura 70. Estudio inmunohistoquimico para CCL2. Se analiz6 la inmunorreactividad para CCL2 (verde) y su
co-localizacion con células Iba-1(+) (microglia/macrofagos) o células GFAP(+) (astrocitos) en secciones
longitudinales de NOps inyectados con vehiculo (panel superior) o LPS, a las 6 h post-inyeccion (panel
inferior). Se observé un aumento en la inmunorreactividad para CCL2 en el area de lesién (delimitada en lineas
punteada) sin co-localizacion evidente con células lba-1(+) o GFAP(+). Se observd una disminucion en la
inmunorreactividad para GFAP, sin cambios en la inmunorreactividad para lba-1. Se muestran imagenes
representativas de 5 NOps/grupo.

25 pm

Figura 71 Determinacién de los niveles de CCL2. Panel izquierdo: a las 6 h post-inyeccion de LPS se observo
inmunorreactividad para CCL2 en células con apariencia morfolégica similar a neutréfilos. Panel derecho: a las
24 h post-LPS, se observé co-localizaciéon de CCL2 con células Iba-1(+) en secciones longitudinales de NOps.
Se muestran imagenes representativas de 5 NOps/grupo.

Con el objeto de analizar la participacion de CCL2 en el dafio de la via visual inducido por

NOE, se realiz6 una co-inyeccion de LPS con bindarit, un inhibidor de la sintesis de novo de
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CCL2. El bindarit indujo una disminucién en la inmunorreactividad para CCL2 a las 6 h
post-LPS (Figura 72). La co-inyeccion de LPS con bindarit previno significativamente el
efecto del LPS sobre los VEPs (Figura 72), el RP y el nimero de CGRs a los 21 dias post-

inyeccion (Figura 73).

Amplitud VEPSs (uV)

— Bindarit — Bindarit
Vehiculo LPS

Figura 72. Efecto del bindarit sobre la expresion de CCL2 y los VEPs. Panel izquierdo: estudio
inmunohistoquimico para CCL2 en secciones longitudinales de NOps. El bindarit indujo una disminucion en la
inmunorreactividad para CCL2 en el sitio de lesion a las 6 h post-inyeccion. Se muestran imagenes
representativas de 5 NOps/grupo. Panel derecho: cuantificacion y trazados representativos de VEPs de animales
que fueron inyectados con vehiculo, vehiculo + bindarit, LPS o LPS + bindarit a los 21 dias post-inyeccion. El
bindarit indujo una preservacion parcial de la amplitud de los VEPs. Se expresan los datos como media £ SEM
(n =5 NOps/grupo) *P< 0,05; **P< 0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo en ausencia de bindarit, a: P< 0,05
vs. NOps inyectados con LPS en ausencia de bindarit, test de Tukey.
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Figura 73. Efecto del bindarit sobre el dafio visual inducido por NOE. Panel A: evaluacién del RP de animales
que fueron inyectados con vehiculo, vehiculo + bindarit, LPS o LPS + bindarit a los 21 dias post-inyeccion. El
bindarit preservé el RP en animales inyectados con LPS en comparacién con animales inyectados con LPS en
ausencia de bindarit. Panel derecho: cuantificacion de CGRs a los 21 dias post-inyeccion. El bindarit protegio
significativamente el nimero de CGRs. Se muestran imagenes representativas de 5 animales/grupo. Se expresan
los datos como media + SEM (n = 5 ojos/grupo), **P< 0,01 vs. NOps inyectados con vehiculo en ausencia de
bindarit, a: P< 0,05 vs. NOps inyectados con LPS en ausencia de bindarit, test de Tukey. Barra = 100 pm.

4.5. Efecto de la deplecién de monocitos de sangre periférica sobre la NOE
Por altimo, se analizo la contribucion del reclutamiento de monocitos de sangre periférica en

el desarrollo de la NOE. Para ello, se realizaron tratamientos con dos drogas
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inmunosupresoras: etoposido y cloruro de gadolinio (GdCl3), como se describe en la Figura

74.
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Figura 74. Esquemas del procedimiento experimental para los tratamientos con etopdsido (E) y GdCl; (G).
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En los dias 0, 4 y 7 (pero no 21) post-LPS, el etopdsido y el GdCl; disminuyeron

significativamente el porcentaje de monocitos, pero no de neutréfilos o linfocitos en sangre

(Tabla 3).
Dias despiies de la inyeccion
Parimetro |Tratamiento
0 4 7 21

Naive 10.01 £0.78

g Vehiculo 9.90 +0.81

E Irradiacion 394 +£1.9]%*

E Etopésido 8.38+245 14.92 +£0.43 15.60+2.18 6.88 +3.50
GdCl, 12.80 £0.05 16.95+6.32 17.50 £6 .91 1523275
Naive 3.21 £0.48

g Vehiculo 3.01 £0.30

2 | trradiacion 0.77 £0.20 **

E Etopdésido 0.55 £ 0.20%* 0.75 £0.22%* 1.80 + 0.20* 5.66 £ (.55%*
GdCly 0.24 £ 0.07%* 1.50 £0.10% 1.60 £ 0.40%* 5.68 £ 0,60%*
Naive 297 +£0.32

8 Vehiculo 3.10 £0.40

% Irradiacién 1.07 £ 0.40%*

g Etopésido 377+1.82 2.10+047 361 +£147 1.51 £0.55
GdCl; 2.62+137 1.92 +0.60 3.74+1.13 1.99 +£0.73

Tabla 3. Efecto de la irradiacion, el etopésido y el GdCl; sobre el porcentaje de linfocitos, monocitos y
neutrofilos en sangre. En animales irradiados, las muestras de sangre se obtuvieron 7 dias después de la
inyeccion de LPS, en tanto que el efecto del etopdsido y el GdCl; se analizo en los dias 0, 4, 7 y 21 dias post-
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LPS. Se expresan los datos como media £+ SEM (n = 5 animales/grupo), *P< 0,05; **P< 0,01 vs. animales
intactos (naive), test de Tukey.

El tratamiento con etopdsido o GdCl; previno significativamente la disminucion del RP y del

numero de CGRs a los 21 dias post-LPS (Figura 75A y 75B, respectivamente).
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Figura 75. Efecto de etoposido y GdCl; sobre el dafio visual inducido por NOE. Panel superior: Imagenes
representativas del RP (izquierda) y de la inmunorreactividad para Brn3a(+) (derecha) de animales tratados con
etopdsido o GdCl; cuyos NOps fueron inyectados con vehiculo o LPS. Panel A y B: cuantificacién del RP y el
nimero de CGRs a los 21 dias post-inyeccion, respectivamente. Los tratamientos con etopdsido y GdCl;
previnieron significativamente la disminucidn del RP y del nimero de CGRs inducida por LPS. Se expresan los
datos como media £ SEM (n = 5 animales/grupo), **P< 0,01 vs. animales inyectados con vehiculo en el NOp y
con vehiculo intraperitoneal, a: P< 0,05; c: P< 0,001 vs. animales inyectados con LPS en el NOp y con vehiculo
intraperitoneal, test de Tukey.

En animales tratados con etopdsido o GACI3 se observo una preservacion significativa del RP
ya a los 7 dias post-LPS y una correlacion negativa de este parametro con el porcentaje de

monocitos circulantes, pero no con el porcentaje de neutréfilos o linfocitos (Figura 76).
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Figura 76. Correlacién entre el porcentaje de monaocitos, linfocitos y neutréfilos de sangre periférica y el RP a
los 7 dias post-inyeccion de LPS. Se evidencié una relacion inversa entre el RP y el porcentaje de monocitos
(pero no de linfocitos o neutrdfilos). Se expresan los datos como media + SEM (n= 5 animales/grupo).
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DISCUSION

La NO, una enfermedad inflamatoria y desmielinizante del NOp que puede provocar ceguera
irreversible, es una de las neuropatias mas frecuentes en la practica oftalmoldgica. Al
presente, no se dispone de estrategias terapéuticas suficientemente eficaces para el
tratamiento de esta enfermedad. Muy posiblemente, uno de los factores que ha limitado el
desarrollo de nuevos tratamientos es la falta de modelos animales que reproduzcan
fidedignamente las caracteristicas centrales de algunas de las formas frecuentes de la NO
humana. Desde hace ya varias décadas la comunidad cientifica internacional ha reconocido la
importancia de disponer de modelos animales para el estudio de las enfermedades humanas.
La similitud de un proceso patolégico en animales de experimentacion, aun con diferencias
respecto al humano, constituye una herramienta de valor indiscutible para la comprension de
un proceso en su contraparte humana y para la basqueda de estrategias terapéuticas de nueva
generacion. A lo largo de este trabajo de tesis, hemos desarrollado un nuevo modelo de NOE
primaria que aventaja considerablemente a los modelos pre-existentes. Asimismo, utilizando
este nuevo modelo, evaluamos el potencial terapéutico de una estrategia farmacoldgica
(tratamiento con melatonina), asi como de un tratamiento no invasivo (el enriquecimiento
ambiental) y analizamos la contribucion de la pérdida de integridad de la BHE y la
infiltracion leucocitaria al dafio de la via visual inducida por NOE. A continuacion, se

discutiran los resultados obtenidos en funcién de los objetivos planteados.

1. Desarrollo de un modelo de neuritis éptica experimental primaria
Por primera vez, los resultados obtenidos demuestran que la microinyecciéon de LPS en el
NOp indujo alteraciones funcionales e histologicas que reproducen caracteristicas centrales

de la NO primaria humana. Las consecuencias de la inyeccion de LPS en el NOp podrian
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dividirse en dos fases: una fase temprana (hasta el dia 7 post-LPS) caracterizada por
alteraciones funcionales patognomoénicas de la NO (VEPs y RP) y en el transporte
anterégrado, asi como aumento en la reactividad de microglia/macréfagos en el NOp, seguida
de una fase tardia en la que persistieron la reactividad de microglia/macrofagos y las
alteraciones funcionales (VEPs, RP), y se evidenciaron cambios en estudios de IRMf y en la
respuesta al estimulo looming, concomitantemente con gliosis reactiva, desmielinizacion,
pérdida axonal y disminucién en el nimero de CGRs. Esta secuencia de alteraciones difiere
del perfil descripto en los modelos autoinmunes de NO (EAE-NO), en los que la
desmielinizacion es un evento primario (Zhu y col., 1999). En este sentido, aunque los
modelos de EAE reproducen caracteristicas de la NO asociada a EM, la inyeccion de LPS en
el NOp podria reproducir la forma primaria de la NO, para la que no se disponia previamente
de un modelo experimental validado.

Los VEPs reflejan la actividad de todas las células de la via visual desde los fotorreceptores
hasta la corteza visual y como tales, su registro es considerado una herramienta no invasiva
atil para analizar la funcion del sistema visual, particularmente en pacientes con NO
(Halliday y col., 1972; Hood y col., 2000; Kupersmith y col., 1983). Como se demostrd en
esta tesis, la microinyeccion de LPS provocé una disminucion significativa y persistente en la
amplitud de los VEPs, que podria atribuirse a una alteracion de la via visual a nivel post-
retiniano, dado que el LPS no afectd el ERG a lo largo del estudio. La amplitud de los VEPs
refleja el nimero de fibras funcionales, mientras que un aumento en la latencia se considera
un indicador de desmielinizacion del NOp (You y col., 2011). El hecho de que alteracién de
los VEPs fuera evidente ya al dia 1 post-LPS (es decir, en forma previa a la pérdida de
axones) indica que las alteraciones funcionales preceden a los cambios morfoldgicos. En la

NO, el nimero de fibras aferentes funcionales estd influenciado esencialmente por dos
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factores: la severidad de la inflamacion y la degeneracion axonal (Klistorner y col., 2008;
You y col., 2011). En este sentido, la disminucion temprana en la amplitud de los VEPs
inducida por la inyeccion de LPS podria reflejar el proceso inflamatorio agudo en el NOp,
mientras que la atrofia axonal y la pérdida de CGRs podrian contribuir a la disminucién
tardia de este parametro. Llamativamente, no se observaron cambios significativos en las
latencias de los componentes de los VEPs incluso 21 dias después de la inyeccion de LPS,
periodo en el que histolégicamente se observd desmielinizacion del NOp. En contraste con
estos resultados, se ha descripto un aumento en la latencia del componente N1 en la
desmielinzacion del NOp inducida por la inyeccidon de lisolecitina en ratas (You y col., 2011),
asi como una mayor latencia de los VEPs en modelos de EAE-NO (Diem y col., 2008;
Matsunaga y col., 2012). Las razones de esta discrepancia ain no son claras. Sin embargo,
debe tenerse en cuenta que en los modelos de EAE-NO, la desmielinizacion y la inflamacion
son ubicuas en el SNC vy por lo tanto, es dificil cuantificar la contribucion particular de la
desmielinizacion del NOp a la conduccion global de la sefial (You y col., 2011). Por otro
lado, en el modelo inducido por lisolecitina se demostrd que la prolongacion de la latencia de
los VEPs se correlaciona directamente con el tamafio del area de desmielinizacion en la via
visual (You y col., 2011). Por lo tanto, el tamafio del &rea desmielinizada en el NOp
inyectado con LPS podria no ser suficiente para afectar la integridad de la mielina a lo largo
de toda la via visual.

En roedores, la mayoria de los axones de las CGRs proyectan al CS, al NGL y al NPO
contralaterales (Kondo y col., 1993). La inyeccién de LPS indujo un “déficit” en la conexion
entre la retina y estas areas centrales (demostrado a través del transporte anterégrado de
CTB). Se ha descripto un transporte axonal defectuoso en ratones con EAE-NO (Lin y col.,

2014) que se atribuyé a la desmielinizacién y a la lesién axonal del NOp, mientras que en
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nuestras condiciones experimentales, la disminucion en el transporte anterégrado precedié a
esas alteraciones estructurales, lo que avala adicionalmente que en este modelo experimental
las alteraciones funcionales preceden a las estructurales. Con el fin de evaluar con mayor
profundidad la comunicacién retina-CS en la NOE, recientemente se puso a punto, por
primera vez, el estudio de looming en ratas. Este estudio previamente validado en ratones,
permite evaluar una respuesta refleja evocada por un estimulo exclusivamente visual (Yilmaz
y Meister, 2013). En especies de presa como los roedores, evitar a los depredadores es clave
para la supervivencia e impulsa conductas instintivas como la “congelacién (freezing)” o “la
huida” (Eilam, 2005; Tovote y col., 2015), guiadas por sefiales visuales que son procesadas
en el CS y regulan el comportamiento defensivo. Frente a eventuales depredadores aéreos,
solo la vision proporciona informacion atil (Shang y col., 2018). En este trabajo de tesis
demostramos que, analogamente a lo descripto en ratones, un pequefio disco en movimiento
que simula el vuelo de un depredador por encima del animal, es suficiente para inducir una
respuesta de freezing también en ratas Wistar, lo que sugiere que las ratas de laboratorio
“toman decisiones” de comportamiento de forma innata, basandose sélo en la informacion
visual (De Franceschi y col., 2016; Shang y col., 2018). La NOE bilateral inducida por LPS
indujo un aumento en la latencia al comienzo del freezing en comparacién con animales
intactos, lo que avala una alteracion funcional en la comunicacion retina-CS en este modelo
experimental.

El NPO es el nacleo primario en el circuito neuronal que controla la contraccién de la pupila
frente a un estimulo luminoso (Gamlin, 2006). Por lo tanto, la disminucion significativa en la
aferencia del RP inducida por LPS es consistente con la disminucion en el transporte
anterégrado desde la retina hasta este nucleo. En concordancia con estos resultados, se han

descripto respuestas pupilares disminuidas en pacientes con NO y EM (de Seze y col., 2001;
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Ellis, 1979; Moro y col., 2007), asi como en un modelo de EAE en ratdn, que también
precedié a las alteraciones estructurales (Shindler y col., 2012). De hecho, ademas de los
VEPs, el RP es probablemente el estudio mas importante para el diagnéstico ante la sospecha
de NO aguda (Shindler y col., 2012; Toosy y col., 2014).

La inyeccion de LPS indujo un aumento temprano (ya a las 24 h post-inyeccion) y persistente
en la reactividad de microglia/macréfagos. En este mismo sentido, Herrera y colaboradores
(2000) demostraron que la inyeccion de LPS en el cerebro de rata induce activacion de
células microgliales a los 2 dias post-inyeccion. Howell y colaboradores (2010) han
demostrado que en la EM y la EAE, la alteracion de la asociacion axén/oligodendrocito esta
involucrada en el dafio axonal y se produce en paralelo con la activacion de la microglia. En
contraste, los resultados obtenidos indican que la reactividad de microglia/macrofagos
(evaluada por aumento en la inmunorreactividad contra Iba-1 y ED1), ocurrié ya en los dias 1
y 4 después de la inyeccién de LPS, respectivamente, es decir, considerablemente antes que
las alteraciones de la estructura axon-mielina (evidentes a los 21 dias post-inyeccion), lo que
sugiere que la microgliosis y/o la infiltracion leucocitaria (como se discutird méas adelante)
podrian representar uno de los eventos més tempranos en la NOE inducida por LPS. Se ha
demostrado que la respuesta de los astrocitos contribuye a la patologia de la EAE (Brambilla
y col., 2012); sin embargo, en los NOps inyectados con LPS, la gliosis reactiva (evaluada por
inmunorreactividad para GFAP) también fue wun evento tardio, que ocurrié
concomitantemente con las alteraciones axonales y mielinicas. Dada la simultaneidad de los
fendmenos descriptos en la escala temporal analizada, aln no resulta posible determinar si las
alteraciones macrogliales fueron causa o consecuencia de las alteraciones axonales.

A los 7 dias luego de la inyeccion de LPS, se observo un aumento en el &rea de seccion

transversal del NOp, posiblemente como resultado de edema. Fairless y colaboradores (2012)
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demostraron un aumento similar en el tamafio de la seccion transversal del NOp inducido por
inmunizacion de ratas Brown Norway con MOG. Asimismo, en la region proximal del NOp
se observd una disminucion en la densidad axonal a los 7 (posiblemente como consecuencia
del aumento en el area transversal) y a los 21 dias (presumiblemente por la pérdida de
axones), en tanto que en la porcién distal al sitio de inyeccidn, estas alteraciones fueron
evidentes a los 21 dias post-induccion de NEO. Estos resultados sugieren que el dafio
inducido por la microinyeccién de LPS podria propagarse mas alla del sitio de la inyeccién
en ambas direcciones, es decir, hacia la porcion distal y hacia la retina. El dafio axonal afectd
en forma similar a axones de menor y mayor calibre. Esta susceptibilidad en funcion del
calibre axonal no parece generalizable a otras disfunciones visuales, ya que en la retinopatia
diabética (Fernandez y col., 2012) y el glaucoma experimental (Belforte y col., 2010) sélo se
dafan los axones de mayor calibre aln en etapas avanzadas.

Frecuentemente, el dafio axonal resulta en degeneracion axonal y la pérdida permanente del
cuerpo celular. Se ha sugerido que el déficit visual irreversible inducido por NO se debe a la
pérdida de CGRs (Toosy Yy col., 2014). En la NOE inducida por LPS, el nimero de CGRs
disminuyd aproximadamente un 50%, un porcentaje similar al descripto por otros autores
usando diferentes estrategias para inducir NO autoinmune (Fairless y col., 2012; Khan y col.,
2014; Maier y col., 2004; Shindler y col., 2006). Estos resultados avalan que la NOE
inducida por LPS no es simplemente una afeccion inflamatoria, sino que también involucra
un componente neurodegenerativo. Aunque la muerte de CGRs es un aspecto central de la
NO, aln no existe consenso en cuanto a la temporalidad de este evento, tanto en la NO
clinica como experimental. Andlogamente a lo descripto en este trabajo, un numero
considerable de evidencias de otros grupos demuestran que la pérdida de CGRs es un evento

tardio en la NO experimental (Guan y col., 2006; Horstmann y col., 2013; Quinn y col.,
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2011; Shindler y col., 2006). Sin embargo, en ratas Brown Norway hembra adultas con EAE
se ha demostrado que la pérdida de CGRs es un evento temprano (Meyer y col., 2001), y que
la pérdida de CGRs precede el adelgazamiento de la capa de fibras en la retina de pacientes
con NO (Huang-Link y col., 2015). El dafio del NOp por transeccion o aplastamiento induce
rdpidamente una “respuesta de estrés”en las CGRs que finalmente provoca la muerte de las
neuronas (Barron y col., 1986; Quigley y col., 1995; You y col., 2012). Por lo tanto, parece
probable que el dafio axonal sea responsable de la pérdida de CGRs inducida por la inyeccion
de LPS en el NOp. Esta observacion esta en linea con un trabajo de Guan y colaboradores
(2006), en el que se demostré que en un modelo transgénico de NO autoinmune, el nimero
de CGRs en ojos con inflamacion aguda del NOp fue significativamente menor en
comparacion a ojos con inflamacion leve a moderada. También a nivel de la retina, se
demostré un aumento en la reactividad de microglia/macr6fagos mas tempranamente que la
pérdida de CGRs. Las causas de esta alteracion no son claras, pero podria deberse, al menos,
a dos alternativas no mutuamente excluyentes: 1) un efecto directo de Ila
microglia/macrofagos del NOp sobre la microglia/macréfagos retiniana, y/o 2) un efecto
indirecto en el que la “activacion” microglial/macrofagica retiniana responde a un cambio
temprano en los axones o cuerpos celulares de la retina, que no fueron evidentes en el ERG y
que las herramientas de las que disponemos actualmente no nos permiten evaluar. En este
mismo sentido, se han descripto alteraciones retinianas microgliales en estadios muy
tempranos luego de una isquemia deletérea (Kambhampati y col., 2015) o de retinopatia
diabética (Ibrahim y col., 2011), que preceden a la muerte de CGRs en ambos modelos
experimentales.

En condiciones normales, la proteina GFAP s6lo se expresa en astrocitos retinianos, pero no

en las células de Muller (Sarthy, 2007). Sin embargo, frente a una considerable variedad de
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injurias retinianas (Barnett y Osborne, 1995; Fernandez y col., 2009), se induce la expresion
de GFAP en este tipo celular. De hecho, la expresion de GFAP en células de Muller es
ampliamente reconocido como un indicador molecular de dafio retiniano (Pekny y Nilsson,
2005). La inyeccion de LPS indujo un aumento tardio en los niveles de GFAP en las células
de Maller (a los 21 dias post-inyeccion), lo que sugiere que la neuroinflamacién del NOp es
reconocida como un evento deletéreo también a nivel retiniano.

Recientemente, las caracteristicas de este modelo experimental despertaron interés en el
grupo dirigido por el Dr. Luis Concha, UNAM, México, quien dirige un grupo experto en
adquisicion de IRMf e imagenes por resonancia magnética sensibles a difusion, y nos
propuso realizar una colaboracion en pos de analizar este modelo utilizando estas
herramientas. Luego de una pasantia de 6 meses en ese laboratorio, adquirimos por
resonancia magnética imagenes sensibles a difusion de NOps ex vivo de animales intactos o
inyectados con LPS a los 21 dias post-inyeccion. Se obtuvieron imagenes de alta resolucién
de la region peri-quiasmatica y de los tractos dpticos, a las que se le aplicé el modelo del
tensor (Basser y Pierpaoli, 1994) y se calcularon los FA de los NOps. A los 21 dias post-
inyeccion de LPS se observaron valores menores de FA en comparacion con nervios intactos.
Los resultados obtenidos a través del analisis de las imagenes de difusién son compatibles
con los estudios histoldgicos. Si bien estos primeros resultados fueron obtenidos en un
estudio ex vivo, esta estrategia experimental podria servir como una nueva técnica de alta
sensibilidad para detectar in vivo eventos neurodegenerativos tempranos no sélo para la NO,
sino también para otros trastornos neuro-oftalmolégicos. Por otro lado, se estudio el efecto de
la NOE sobre la funcion de diferentes estructuras centrales involucradas en el procesamiento
de la informacion visual (CS, NGLd, NPO y V1m) por cambios de la sefial BOLD en

adquisiciones de IRMf. Se observ6 una tendencia temprana aunque no significativa a los 7
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dias post-LPS en la activacion de estos nucleos visuales, que alcanzo significacion estadistica
a los 21 dias post-LPS.

La neuroinflamacion es una caracteristica comun en los trastornos neuroldgicos, pero ain es
controversial si este evento contribuye directamente al dafio neuronal o glial in vivo o
viceversa (Felts y col., 2005). Por lo tanto, la identificacion de los mecanismos que inducen
lesion neuronal y muerte celular es un area de investigacion relevante que requiere modelos
fidedignos. Los resultados discutidos hasta aqui, sugieren que la microinyeccion de LPS en el
NOp podria constituir un nuevo paradigma para identificar los mecanismos celulares y
moleculares subyacentes a la pérdida de neuronas inducida por inflamacion. Si bien este
nuevo modelo difiere de la NO inducida por EAE, comparte con ésta la caracteristica de
recapitular los componentes inflamatorios, desmielinizantes y neurodegenerativos de la
enfermedad.

El desarrollo de este modelo planteé dos obstaculos inicialmente insoslayables; uno, debido
al tamafio pequefio del NOp de la rata, y otro, dado a la posible lesion del nervio debida a la
insercion de la aguja y la presién local durante la inyeccion. Sin embargo, después de un
entrenamiento exhaustivo, se logré obtener resultados altamente reproducibles a nivel
funcional e histoldgico y se demostrd que la inyeccion per se fue inocua, como lo acredita el
hecho de que los resultados funcionales e histolégicos no difirieron entre NOps intactos e
inyectados con vehiculo. Aungue se debe tener precaucion al extrapolar a humanos los datos
obtenidos en roedores, estos resultados sugieren que en la forma primaria de NO, habria una
ventana temporal en la que son detectables las alteraciones funcionales (VEPs y RP) en
forma previa al dafio axonal, mielinico y somatico, y durante la cual seria posible iniciar

terapias para prevenir la pérdida permanente de axones y CGRs. Por lo tanto, este nuevo

117



Discusion

modelo podria allanar el camino para la identificacion de estrategias terapéuticas potenciales

para el tratamiento de la NO primaria, lo que constituyo el siguiente objetivo de esta tesis.

2. Efecto de la melatonina sobre la NOE

El siguiente objetivo de esta tesis fue analizar el efecto de la melatonina en la NOE. En una
serie preliminar de experimentos se intentd una aplicacion diaria de melatonina por via
subcutanea, que debi6 ser descartada por las lesiones dérmicas provocadas luego de
inyecciones repetidas, tanto de melatonina como de vehiculo. Por esta razon y en base a
resultados previos del laboratorio (Belforte y col., 2010; Sande y col., 2008), se opté por la
implantacion de un pellet subcutaneo de melatonina el dia previo a la inyeccion de LPS, que
se reemplaz6 cada 10 dias. Este abordaje requirid la incorporacion de un grupo experimental
adicional, en el que se realiz6 un procedimiento simulado (sin implantacién del pellet), que
no provoco per se ningun cambio funcional o histoldgico.

Para evaluar el efecto de la melatonina, se optd por esperar 21 dias después de la inyeccion de
LPS, con el fin de maximizar el dafio funcional e histoldgico de la via visual inducido por
NOE (como se discutié mas arriba) y descartar la posibilidad de una proteccién transitoria.
Los resultados obtenidos indican que la melatonina mejoré la funcion visual, como lo
demuestra la preservacion de los VEPs y el RP. Esta proteccion funcional fue consistente con
los resultados histopatoldgicos (diminucion en la reactividad de microglia/macréfagos, y
menor astrocitosis, desmielinizacion y pérdida de axones y CGRs). En estudios previos del
laboratorio, se demostrd que la melatonina previene la inflamacion ocular en hamsteres y
gatos inducida por uveitis experimental (Del Sole y col., 2012; Sande y col., 2008) y en
perros sometidos a cirugia de cataratas (Sande y col., 2015). Los resultados obtenidos en esta

tesis doctoral avalan adicionalmente las propiedades anti-inflamatorias de la melatonina en la
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via visual, demostrada en este caso a través de la preservacién de la funcion e histologia del
NOp y el nimero de CGRs frente al dafio inducido por la inflamacion del NOp. El glaucoma
y la NO son las dos principales neuropatias opticas (You y col., 2013) y una caracteristica
comdn a ambas es la pérdida de CGRs y el dafio axonal. Por lo tanto, estos resultados
también son consistentes con el efecto terapéutico de la melatonina frente al dafio
glaucomatoso experimental (Belforte y col., 2010). El tratamiento con melatonina también
preservo el transporte anterogrado desde la retina al CS. Aunque no se detectaron cambios en
el area Iba-1(+) en los NOps inyectados con LPS, la melatonina previno el aumento en la
inmunorreactividad para ED-1. En concordancia con estos resultados, se ha demostrado que
la melatonina evita el aumento en la reactividad de microglia/macré6fagos inducido por una
lesion cerebral traumatica (Ding y col., 2014) o por LPS en el cerebro de ratas neonatas
(Wong y col., 2014). Asimismo, la melatonina previno significativamente la gliosis reactiva
en los NOps inyectados con LPS. Se ha descripto un potente efecto de la melatonina sobre la
sustancia blanca, que consiste en una mejora en la maduracion oligodendroglial y la
mielinizacion (Esposito y Cuzzocrea, 2010). En este mismo sentido, la melatonina previno la
presencia de signos de desmielinizacién del NOp inducida por la inyeccion de LPS. Cabe
aclarar que, desafortunadamente, la puesta a punto de los estudios de resonancia magnética y
looming se realiz6 con posterioridad al estudio del efecto de la melatonina en la NOE y por lo
tanto, alin no estamos en condiciones de afirmar que los beneficios del tratamiento con
melatonina resulten también evidentes a través de estos abordajes experimentales. Asimismo,
aunque no fue posible determinar si la proteccion inducida por melatonina se produjo
principalmente en axones o elementos gliales, los resultados obtenidos podrian sugerir que
las alteraciones en la comunicacion bidireccional entre axones y células gliales inducidas por

la NOE pueden ser positivamente afectadas por la melatonina, que también podria beneficiar
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a los circuitos neuronales modulando la velocidad de la conductancia axonal. Ademas, dado
gue como ya se menciono, el dafio axonal a menudo provoca degeneracion axonal y pérdida
permanente del cuerpo celular, la preservacion del nimero de CGRs es consistente con la
prevencion de la pérdida de axones inducida por melatonina. Quedan por establecer los
mecanismos involucrados en el beneficio terapéutico de la melatonina. El aumento de sefiales
inflamatorias como TNF-0, COX-2 y NOS-2 ha sido involucrado en la fisiopatologia de la
EAE-NO (Das y col., 2013). Ademas, se ha demostrado que el estrés oxidativo induce dafio
neuronal en la NO autoinmune (Qi y col., 2007). La melatonina previno el aumento en los
niveles de NOS-2, COX-2 y TNF-a, lo que podria ser consistente con la reducida activacién
de microglia/macréfagos, asi como en la peroxidacion lipidica, que es compatible con su bien
conocida actividad antioxidante (revisado por Reiter y col., 2016; 2017). Por lo tanto, parece
probable que la melatonina pueda prevenir el dafio inducido por NOE a través de sus efectos
anti-inflamatorios y/o antioxidantes.

Las estrategias examinadas para el tratamiento de EAE-NO estan principalmente dirigidas a
regular la respuesta autoinmune mediante el uso de agentes anti-inflamatorios, inmuno-
moduladores e inmuno-supresores, pero ninguno de ellos tiene claras propiedades
neuroprotectoras (Diem y col., 2003). De hecho, la terapia con corticoides, el tratamiento
estandar para la NO, sélo puede acelerar la recuperacion de la agudeza visual, pero no
previene la degeneracion de las CGRs, al igual que otros agentes anti-inflamatorios
experimentales (por ejemplo, el 17a-etinil-5-androsteno-38, 7B, 17p-triol), (Beck y Gal,
2008; Gal y col., 2015; Hickman y col., 2003; Khan y col., 2014). Por otro lado, algunas
drogas con propiedades neuroprotectoras (por ejemplo, el resveratrol) carecen de propiedades
anti-inflamatorias (Fonseca-Kelly y col., 2012). Dado que la pérdida de CGRs parece ser la

causa principal del dafio permanente de la funcion visual en modelos experimentales y
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pacientes con NO, una estrategia terapéutica éptima deberia requerir la combinacion de un
tratamiento inmuno-supresor y anti-inflamatorio junto con un agente neuroprotector (Li y
col., 2014). Los resultados obtenidos sugieren que la melatonina podria cumplir todos estos
requisitos, ya que previene el deterioro visual, las alteraciones estructurales del NOp vy la
pérdida de axones y CGRs, y disminuye los niveles de sefiales pro-inflamatorias y el dafio
oxidativo inducidos por NOE. A pesar del demostrado efecto preventivo de la melatonina en
la NOE, la relevancia traslacional de estos resultados es limitada, dado que en estos
experimentos la melatonina se administré antes de la inyeccién de LPS. Sin embargo, un
tratamiento tardio con melatonina (iniciado 4 dias post-LPS) redujo significativamente la
disfuncion visual (VEPs y RP) inducida por NOE, lo que respalda que la melatonina no sélo
previene, sino que también reduce la progresion del dafio del NOp. Cabe sefialar que cuando
la administracién de melatonina se inicié mas tardiamente (es decir, a los 7 dias post-LPS),
no se evidencid proteccion del RP. Estos resultados sugieren la existencia de un periodo
critico (aparentemente entre los dias 4 y 7 post-LPS) durante el cual, la melatonina (y
eventualmente otros tratamientos, como se discutira mas adelante) es capaz de inducir
proteccion de la funcion visual. En suma, estos resultados demuestran la capacidad de la
melatonina para preservar significativamente las funciones visuales en la NOE, con
reduccidn de la inflamacion, la astrocitosis, la desmielinizacion, y la pérdida de axones y de
CGRs. La neuroproteccion inducida por melatonina podria involucrar efectos anti-
inflamatorios, antioxidantes u otros mecanismos adicionales aun no elucidados. A través de
alguno o de la suma de estos mecanismos, la melatonina, un compuesto muy seguro para uso
humano incluso en altas dosis (Andersen y col., 2016), podria representar una terapia

potencial prometedora para el tratamiento de la NO primaria.

3. Efecto de la exposicion al ambiente enriquecido sobre la NEO
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El siguiente objetivo fue examinar el efecto de la exposicién a AE, una estimulacion no
invasiva y biologicamente significativa de las vias sensoriales y motoras, frente al dafio
inducido por NOE. Analogamente a lo descripto para el estudio con melatonina, para
maximizar el dafio de la via visual y descartar la posibilidad de una proteccion transitoria, en
una primera serie de experimentos, los animales se albergaron en AE durante 21 dias después
de la inyeccion de LPS. Los resultados obtenidos indican que la exposicion a AE previno las
consecuencias de la neuroinflamacion incluso en un componente del SNC que originalmente
fue considerado “menos plastico” que la corteza cerebral o el hipocampo (los sitios candnicos
de plasticidad dependiente de la experiencia), como el NOp de ratas adultas. En estas
condiciones experimentales, la exposicion a AE previno completamente las alteraciones de
los VEPs y el RP, y preservd el transporte anterdgrado desde la retina al CS.
Concomitantemente con la proteccion funcional, el AE protegié el NOp frente a las
alteraciones histopatolégicas inducidas por NOE. La fosforilacion de NFH es un mecanismo
de relevancia en la formacion de puentes cruzados (cross-bridges) entre neurofilamentos y
esta involucrada en el mantenimiento de la morfologia neuronal y el transporte axonal (Nixon
y Sihag, 1991); por lo tanto, el efecto del AE sobre la inmunorreactividad para pNFH parece
ser consistente con la preservacion del transporte anterégrado retiniano. Aungue los efectos
beneficiosos de AE se han centrado principalmente en cambios en la morfologia neuronal,
plasticidad sinaptica y neurogénesis, se ha demostrado que el AE también induce cambios en
componentes no neuronales del SNC como microglia, astrocitos y oligodendrocitos (Cho y
col., 2016; Garofalo y col., 2015; 2017; Rahati y col., 2016; Zheng y col., 2017). En esta
linea, se ha demostrado que el AE reduce la reactividad microglial y astrocitaria, asi como la
desmielinizacion del NOp en ratas diabéticas (Dorfman y col.,, 2015) y disminuye la

microgliosis en el cerebro de ratones sometidos a encefalitis viral (de Sousa y col., 2011).
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Ademas, el AE revierte la gliosis reactiva en el giro dentado del hipocampo en un modelo
experimental de Alzheimer en ratones (Rodriguez y col., 2013) e induce un aumento en el
namero de axones mielinizados en la sustancia blanca de ratas viejas (Yang y col., 2013). En
los NOps inyectados con LPS, la exposicion a AE evitd el aumento en el area Iba-1(+) y
ED1(+), lo que sugiere una reduccion en la reactividad de la microglia y/o macréfagos, y/o
cambios en su fenotipo. Ademas, el AE evitd la astrogliosis y la desmielinizacion inducida
por microinyeccion de LPS en el NOp. Al igual que con la melatonina, también en este caso,
es posible postular que la comunicacion axon-glia, asi como la velocidad de conducciéon del
impulso nervioso podrian estar protegidas en animales con NOE expuestos a AE. También en
este caso, se demostrd que la exposicion a AE previno significativamente la pérdida de CGRs
inducida por la microinyeccién de LPS en el NOp, posiblemente a través de la proteccion de
los axones del NOp. Asimismo, la exposicion a AE previno el aumento en los niveles
proteicos de NOS-2 y COX-2, los niveles de ARNm de Il-1b y TNF-a y la peroxidacion
lipidica.

Mudltiples evidencias sugieren solidamente que el BDNF es un mediador clave en los efectos
beneficiosos en el cerebro inducidos por exposicién a AE (revisado por Landi y col., 2007,
Sale y col., 2014). En esta linea, los resultados obtenidos indican que el AE indujo un
aumento significativo en los niveles de BDNF en NOps inyectados con vehiculo o LPS. Con
algunas excepciones (Campos y col., 2016; Nowacka-Chmielewska y col., 2017), se ha
demostrado que la inyeccién sistémica de LPS induce una disminucién en los niveles
proteicos de BDNF en roedores (Guan y Fang, 2006; McGuiness y col., 2016; Tanaka y col.,
2006), en tanto que en nuestras condiciones experimentales, la inyeccién de LPS no afect6 a
este parametro en el NOp de animales albergados en AS. Al presente, no se dispone de

ninguna explicacién para esta discrepancia; sin embargo, no es posible descartar la
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participacién de efectos dependientes del tejido, la dosis o el intervalo post-inyeccién. En
todo caso, estos resultados constituyen la primera demostracion experimental de que el AE
induce un aumento en los niveles de BDNF en el NOp de ratas adultas. Por lo tanto, aun sin
descartar la participacion de mecanismos adicionales, este conjunto de resultados indica que
la exposicion a AE se comport6 como una terapia anti-inflamatoria, antioxidante y pro-
BDNF en el contexto de la NOE.

Como ya se mencion0, una estrategia terapéutica Optima para la NO deberia incluir una
combinacion de compuestos anti-inflamatorios con agentes neuroprotectores, requisitos que,
en funcidn de los resultados obtenidos, podrian lograrse a través de la exposicion a AE. Otros
candidatos analizados como posibles estrategias terapéuticas para la NOE, como
eritropoyetina (Sattler y col., 2004), acetato de galatimer (Maier y col., 2006) o reduccion del
estrés oxidativo (Qi y col.,, 2007) sélo son efectivos cuando se administran antes o
simultaneamente con la induccion de NO. Dado que los pacientes con NO no presentan
sintomas hasta el inicio de la inflamacion, el beneficio terapéutico de estas estrategias puede
tener aplicaciones clinicas limitadas. En este contexto, se analizd el efecto de la exposicién a
AE a los 4 dias post-LPS, intervalo en el cual las alteraciones funcionales inducidas por NOE
ya son evidentes. Esta exposicién retrasada a AE redujo significativamente el efecto de la
NOE sobre el RP, lo que sugiere que analogamente a lo descripto para el efecto de la
melatonina, el AE no s6lo previno, sino que también redujo la progresion de la disfuncién
visual. Con sélo 3 dias de exposicion a AE (es decir, entre el dia 4 y 7 post-LPS), el RP ya
resultd protegido. Cabe remarcar que, tal como sucedié con el tratamiento con melatonina, la
exposicion a AE fue ineficaz cuando se inici6 a los 7 dias post-LPS, lo que refuerza la idea de
la existencia de un periodo critico (entre 4 y 7 dias post-LPS) durante el cual es posible una

intervencion terapéutica exitosa. A favor de esta hipotesis, un tratamiento diario con ANA-12
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(antagonista del receptor TrkB) durante este periodo, abolié por completo el efecto protector
de AE sobre el RP evaluado a los 21 post-LPS. Estos resultados, ademas de avalar
adicionalmente el periodo critico, sugieren que la via BDNF/TrkB podria jugar un papel
clave en el efecto protector del AE. En concordancia, se ha demostrado que el bloqueo de
receptores TrkB evita el efecto beneficioso de la exposicion a AE sobre el deterioro de la
memoria inducida por hipoxia hipobérica (Jain y col., 2013), y que el ANA-12 bloquea los
efectos del AE en la disfuncidén cognitiva post-operatoria (Fan y col., 2016). Aln no se
dispone de datos adicionales que permitan elucidar los eventos particulares que se desarrollan
en este periodo critico en términos terapéuticos (tanto para la melatonina como para el AE),
aspecto que se analizara en un futuro proximo. También queda por establecer el efecto de la
exposicion a AE en cuanto a la resonancia magnética y el looming (herramientas que como
ya se menciond, fueron puestas a punto recientemente). La determinacion de los niveles de
BDNF en el paradigma del AE se fundament6 en multiples antecedentes ya mencionados. De
hecho, aunque no analizamos el efecto de la melatonina sobre los niveles de esta neurotrofina
en el NOp (otro de los aspectos que se analizaran en el futuro), se ha demostrado que la
melatonina aumenta los niveles hipocampales de BDNF en un modelo de Alzheimer en ratas
(Rudnitskaya y col., 2015), y los niveles séricos de BDNF en ratas neonatas (Luo y col.,
2017).

El ejercicio fisico voluntario protege a la retina en un modelo de degeneracién retiniana
hereditaria en raton (Hanif y col., 2015). El hecho de que en nuestras condiciones
experimentales el bloqueo de las ruedas de ejercicio no afectara el efecto beneficioso del AE
sobre las funciones visuales, no descarta por completo la participacion de la actividad fisica
que, a pesar de esta manipulacion, podria estar aumentada debido al tamafio mayor de las

jaulas de AE respecto a las jaulas de AS. Como ya se mencion0, el AE involucra un conjunto
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de estimulos multisensoriales, motores y sociales. Al presente, se desconocen cual/es de
esto/s componente/s es/son responsable/s de la proteccion de la via visual frente a la NOE. La
evidencia sugiere que al menos en términos del cerebro, los mayores beneficios se logran a
partir de efectos aditivos o sinérgicos del repertorio completo del AE (Faherty y col., 2003;
Jurgens y Johnson, 2012; Sozda, 2010). Sin embargo, la elucidacion de la contribucion de los
componentes particulares del AE en el beneficio terapéutico podria permitir la
implementacién de intervenciones mas especificas destinadas a proteger el sistema visual
frente a la NOE. Una aproximacion “intuitiva” podria sugerir que la reparacion de circuitos
neurales en sistemas sensoriales especificos depende de inputs de la misma modalidad
sensorial. En este contexto, con el objetivo de estudiar la participacién del estimulo visual, se
realizaron inyecciones bilaterales de vehiculo o LPS y se expuso a los animales a AE luego
de las inyecciones. En estas condiciones, el AE no previno el dafio funcional inducido por
NOE. Estos resultados sugieren que para una proteccion efectiva, es necesario la
funcionalidad de al menos una via visual y que el estimulo visual podria constituir un
componente central en el repertorio del AE, al menos para la proteccion frente a la NOE.

Un objetivo fundamental de las Neurociencias es desarrollar estrategias capaces de promover
la plasticidad del SNC en la edad adulta, particularmente cuando la recuperacion de la lesién
es pobre y la rehabilitacion funcional es dificil. EI AE ha sido ampliamente utilizado en
estudios experimentales con el fin de inducir plasticidad y neuroproteccién. Una de las
criticas més frecuentes al paradigma de AE es que éste podria ser meramente el resultado de
una forma particular de criar a los animales en un entorno semi-natural, mas cercano a la vida
silvestre, y por ende, sus efectos beneficiosos podrian no ser mejoras reales en la plasticidad
y funcion cerebral, sino la restauracion a una condicién fisioldgica a partir del déficit causado

por el ambiente “empobrecido” que es impuesto a los animales de laboratorio. Sin embargo,
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diversas lineas de evidencia desafian solidamente esta objecion: 1) como sefiala M.R.
Rosenzweig (el “pionero” del AE), para animales de laboratorio endogamicamente criados no
resulta claro cuél es exactamente su entorno natural, ya que los roedores de laboratorio se han
mantenido durante muchas generaciones en recintos artificiales, lo que podria redundar en
diferencias en su genotipo y fenotipo respecto a las poblaciones silvestres (Rosenzweig,
2007); 2) los animales albergados en AE son totalmente libres de elegir cuando y cuanto
experimentar el enriquecimiento ambiental, sin las contingencias y los riesgos tipicamente
asociados a la vida silvestre (Sale y col., 2009; 2014), es decir, mientras la vida silvestre de
los animales se encuentra regida, al menos en parte, por la “necesidad”, las condiciones de
vida provistas por el AE se relacionan con la “novedad”, la “curiosidad” y el “juego” (Sale y
col., 2009; 2014); y 3) se ha demostrado que el aumento de la calidad e intensidad de
estimulos ambientales tiene efectos beneficiosos incluso en humanos (Cioni y col., 2016;
Janssen y col.,, 2010) que normalmente no experimentan condiciones de vida
“empobrecidas”. En este sentido, se demostré que el masaje multisensorial precoz acelera la
maduracion de la actividad electroencefalogréfica, los VEPs y la agudeza visual en lactantes
pre-término (Guzzetta y col., 2009) y estimula la maduracion del sistema visual en nifios con
sindrome de Down (Purpura y col., 2014). Asimismo, diversas evidencias sugieren que la
estimulacion ambiental puede proveer resistencia al envejecimiento cognitivo en humanos
(Cassarino y col., 2016). Sin dudas, la traslacion del AE desde el laboratorio a humanos no es
inmediata, ya que los seres humanos vivimos en ambientes complejos y habitualmente
estamos expuestos a la novedad. Al presente, aunque las evidencias obtenidas sugieren una
participacion relevante del componente visual, continuamos realizando experimentos
destinados a desentrafiar més exhaustivamente la contribucién de los componentes motor,

sensorial, cognitivo o social del AE responsables de la proteccién de la via visual frente a los
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efectos deletéreos de la NOE. En todo caso, la mayoria de estos componentes puede ser
sobre-estimulada en humanos. Por lo tanto, en el caso de identificar el/los componente/s que
es/son responsable/s de los efectos beneficiosos del AE, se podria sugerir a pacientes con
NO, cambios en varios aspectos del estilo de vida, como el ejercicio fisico regular y/o la
interaccidn social, a menudo sacrificados en pacientes con pérdida visual. De esta manera, la
preservacion de la funcion visual a través de un mayor uso de los sistemas sensoriales
(particularmente visual), motores, y/o la interaccion social podria ser una nueva estrategia no
invasiva para promover la recuperacion del sistema visual frente a la NO. En este contexto,
los resultados obtenidos en este trabajo podrian formar parte del marco tedrico necesario para
alentar la exploracién de estrategias de AE en humanos como una herramienta para proteger
la vision frente a la inflamacion del NOp, en vista de una cura definitiva. La utilizacion de
paradigmas de AE podria dar inicio a una nueva era de “farmacoterapia endégena”, en la que
la activacion de vias moleculares clave en la plasticidad neuronal no se induzca a través de la
administracion de principios activos exogenos, sino mediante la utilizacion de estrategias no
invasivas de estimulo ambiental, con el objeto de estimular la capacidad cerebral innata de
reparacion espontanea (Sale y col., 2014). En este sentido, los resultados de este trabajo
constituyen so6lo los primero pasos de un largo camino a recorrer para cumplimentar este
objetivo, lo que eventualmente podria redundar en la posibilidad de disponer de nuevas y
mejores herramientas frente a las enormes consecuencias para la calidad de vida que provoca

la ceguera.

4. Estudio de la integridad de la barrera hematoencefalica y el reclutamiento de células

periféricas en la NEO

128



Discusion

En este trabajo se ha demostrado que el reclutamiento de monocitos en el NOp desempefia un
rol critico en el dafio de la via visual inducida por NOE. La inyeccién de LPS indujo la
pérdida de la integridad de la BHE y un aumento en la celularidad ya evidente a las 6 h post-
inyeccion. En el SNC, la vigilancia inmunitaria innata esta coordinada principalmente por la
microglia. Estas células mieloides residentes contribuyen a “organizar” la respuesta inmune
frente a infecciones cerebrales (Prinz y Priller, 2017). En la NEO inducida por LPS, el
aumento en la inmunorreactividad para Iba-1 comenz6 a las 24 (pero no a las 6) h y persistié
hasta el dia 21 post-inyeccion. La proteina Iba-1 se expresa en microglia y macréfagos
derivados de monocitos que son morfolégicamente indistinguibles entre si. Un abordaje no
genético comunmente utilizado para discernir la microglia de las células derivadas de
monocitos reclutadas durante la enfermedad consiste en generar quimeras a partir de
animales cuyas células circulantes GFP(+) provienen de la médula 6sea de animales
transgénicos (Wistar-TgN (CAG-GFP) 184ys). Los resultados obtenidos indican la presencia
de neutrofilos GFP(+) y monocitos GFP(+) a las 24 h post-LPS, intervalo en cual también se
demostr6 un aumento en el numero de células CD11b*CD45" (microglia) y
CD11b*CD45"9" (macréfagos) mediante estudios de citometria de flujo en ratas *"Wistar. En
conjunto, estos resultados sugieren que a las 6 h después de la inyeccion, el aumento en la
celularidad podria atribuirse a la infiltracion de neutrofilos, mientras que a las 24 h post-LPS,
una contribucién mixta de neutrofilos, macréfagos derivados de monocitos y proliferacion de
células microgliales podria aumentar el nimero de células en el NOp. En la médula espinal
de ratones con EAE, los neutréfilos se encuentran entre las primeras células inmunes
reclutadas en el SNC (Aubé y col.,, 2014) y los macrofagos derivados de monocitos
constituyen la mayor proporcion de células identificadas en infiltrados inflamatorios en el

NOp durante todas las etapas de EAE-ON (Hu y col., 1998). Ademas, se ha demostrado que
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el LPS induce un reclutamiento temprano de neutréfilos en el SNC (Park y col., 2015) y que
la deplecion de monocitos de sangre periférica atenta la neuroinflamacion inducida por
inyeccion de LPS (Liu y col., 2017). En contraste con nuestros resultados, Brown y
Sawchenko (2007) demostraron que en la EAE-ON, la activacion de las células microgliales
ocurre mucho antes que la infiltracion de leucocitos, lo que sugiere que el curso de la NOE
puede variar dependiendo del mecanismo de induccion de la enfermedad. La EAE-ON, que
involucra un proceso de desmielinizacion inmuno-mediada, difiere de la NO inducida por
LPS en varios aspectos. Por lo tanto, no parece sorprendente encontrar también diferencias
entre estos modelos experimentales con respecto a los eventos involucrados en el curso de la
enfermedad experimental.

La hipdtesis de que el reclutamiento de células periféricas inducido por LPS contribuyd
criticamente al dafio de la via visual, es avalada por el hecho de que una dosis Unica de
irradiacion gamma antes de la microinyeccion de LPS, que disminuy0 significativamente el
porcentaje de monocitos, neutréfilos y linfocitos periféricos, previno en forma robusta el
efecto de la NOE sobre el RP y el nimero de CGRs. Se ha demostrado que la deplecion de
neutrofilos previene la fuga vascular en la médula espinal de ratones con EAE (Aubé y col.,
2014). En contraste, en nuestras condiciones experimentales, el LPS provocd un aumento en
la permeabilidad de la BHE incluso en animales irradiados, lo que indica que la pérdida de
integridad de la BHE per se no fue suficiente para inducir dafio visual, y que la interrupcién
temprana de la BHE a nivel de NOp inducida por el LPS no dependié de la infiltracion de
células periféricas, sino probablemente de procesos locales. Los factores responsables de la
pérdida de integridad de la BHE en NOps inyectados con LPS aln no se han establecido y
seran objeto de estudios futuros. La participacion de la pérdida de integridad de la BHE vy el

reclutamiento de leucocitos en el dafio del NOp también se demostrd a través de una Unica
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microinyeccion de rtPA en el NOp. El rtPA es una serina proteasa bien conocida por su
capacidad de promover fibrindlisis. Independientemente de la trombdlisis, el rtPA puede
degradar la BHE, probablemente a través de un aumento en la actividad de metaloproteinasas
de la matriz extracelular, sin degradacion de la membrana basal vascular, y como tal, el rtPA
ha sido utilizado para inducir una ruptura “estéril” de la BHE y la subsecuente infiltracion de
células periféricas (Dong y col., 2016; Fredriksson y col., 2017; Reijerkerk y col., 2008;
Yepes y col., 2003). Consistentemente con el efecto del LPS, la microinyeccién de rtPA en el
NOp indujo una disminucion significativa del RP y el namero de CGRs a los 21 dias post-
inyeccién. Si bien se ha demostrado que el rtPA activa la microglia (Siao y col., 2003;
Villaran y col., 2009) e induce degeneracién neuronal excitotdéxica (Baron y col., 2010;
Tsirka y col., 1995; Villaran y col., 2009), los resultados obtenidos respaldan que el efecto
del rtPA en la via visual podria ser atribuible no sélo a la alteraciéon de la BHE, sino también
a la infiltraciéon de leucocitos, como lo demuestra el hecho de que la irradiacion previno
significativamente el efecto del rtPA sobre el RP y el nimero de CGRs a los 21 dias post-
inyeccion.

El glaucoma y la NO son las dos principales causas de degeneracion del NOp (You y col.,
2013), y como ya se menciond, una caracteristica comun de estas neuropatias opticas es la
pérdida de CGRs y el dafio axonal. Se ha demostrado que la radiacion, al prevenir la entrada
de monocitos en el ojo, protege del dafio glaucomatoso (Howell y col., 2012), lo que sugiere
otra caracteristica en comdn para estas neuropatias.

La quimiocina CCL2 (anteriormente llamada proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-
1)) es un mediador critico de la inflamacion en varias enfermedades neuroinflamatorias, tales
como la EM, la EAE (Mahad y col., 2003) y la enfermedad de Alzheimer (Hickman y El

Khoury, 2010) entre muchas otras. Aunque su preciso mecanismo de accién aun no se ha
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elucidado, se ha demostrado que CCL2 estimula la migracion de monocitos al SNC (Babcock
y col., 2003; Fuentes y col., 1995; Ge y col., 2012; Yadav y col., 2010) e induce proliferacion
de células microgliales (Zhang y col., 2018). EI LPS aumenta la expresion de CCL2 en
cerebro (Chang y col., 2017; Davis y col., 2017), hipotdlamo (Le Thuc y col., 2016) y retina
de rata (Van Hove y col., 2016), asi como la secrecion de CCL2 en neutrdfilos (Arruda-Silva
y col., 2017). En esta linea, se observd un aumento en la inmunorreactividad para CCL2 co-
localizada con neutrdfilos, pero no con células Iba-1(+) o astrocitos a las 6 h post-LPS, en
tanto que a las 24 h, resultdé evidente la co-localizacién de CCL2 con células Iba-1(+)
(microglia/macréfagos).

Se ha demostrado que el knockout para CCL2 o su eliminacién mediante el uso de
anticuerpos especificos disminuyen la induccion y la progresién de la EAE al reducir la
infiltracion de monocitos en la médula espinal (Fife y col., 2000; Huang y col., 2001), y que
el receptor de CCL2, CCR2, que se expresa en un subconjunto de monocitos inflamatorios
reclutados a sitios de inflamacion, desempefia un papel clave en modelos animales de
infeccion y aterosclerosis (Geissmann y col., 2003; Serbina y col., 2006; Tacke y col., 2007).
Por lo tanto, se planted la posibilidad de que el bloqueo de la expresién de CCL2 podria
proteger la via visual del dafio inducido por NOE. El bindarit es un derivado indazolico
sintético pequefio que inhibe preferentemente la transcripcion de la subfamilia de
qguimiocinas CC quimioatractantes de monocitos (Mirolo y col., 2008). A través de su
capacidad para interferir con el reclutamiento de monocitos, el bindarit ha demostrado
eficacia terapéutica en una amplia gama de trastornos inflamatorios, autoinmunes y
vasculares experimentales (Bhatia y col., 2005; Grassia y col., 2009; Guglielmotti y col.,
1998; 2002; Lin y col., 2009). El bindarit bloquea la expresion de CCL2 inducida por LPS en

el cerebro y la médula espinal (Ge y col., 2012). Como se muestra en este trabajo, una dosis
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Unica de bindarit co-inyectada con LPS, que disminuy0 la induccion en la expresion de CCL2
a las 6 h post-inyeccion, redujo las consecuencias funcionales (RP) y estructurales (niUmero
de CGRs) de la NOE a los 21 dias. Estos resultados sugieren que CCL2 desempefia un papel
clave en el dafio del NOp. Sin embargo, dado que el bindarit también bloquea la expresion de
CCL7 y CCL8 (Mirolo y col., 2008), no se puede descartar formalmente la participacion de
estas ultimas en el dafio inducido por NOE.

Un tratamiento relativamente temprano con etopdsido o cloruro de gadolinio, que redujo el
porcentaje de monocitos periféricos hasta 7 dias después de la inyeccidn, también protegi6 el
RP y el nimero de CGRs del dafio inducido por el NOE a los 21 dias post-LPS. Ademas, una
correlacion inversa entre el RP en el dia 7 post-LPS y el porcentaje de monocitos (pero no de
linfocitos o neutrofilos) periféricos en animales irradiados o tratados con etoposido o cloruro
de gadolinio, avala adicionalmente un papel clave de este tipo celular en las alteraciones de la
via visual inducidas por NOE. Actualmente, no disponemos de ninguna explicacion para el
aumento en el porcentaje de neutréfilos inducido por etopésido y cloruro de gadolinio a los
21 dias. Sin embargo, no se puede descartar un mecanismo compensatorio que se haga
efectivo 2 semanas después de suspender estos tratamientos. En conjunto, estos resultados
sugieren la siguiente secuencia de eventos en etapas tempranas de NO inducida por LPS:
disrupcion de la BHE, reclutamiento de neutrofilos, aumento de CCL2 en neutrofilos
(posteriormente en microglia/macréfagos) y en consecuencia, reclutamiento de monocitos,
que parecen ser actores clave en el dafio visual, como se demostr6 en este trabajo a través de
cuatro estrategias experimentales diferentes (irradiacion, y tratamientos con bindarit,
etopdsido o cloruro de gadolinio). Aunque los eventos que ocurren antes y después de estas
etapas deben examinarse en detalle, estos resultados apoyan el paradigma de que la NO

primaria es desencadenada por eventos inflamatorios asociados con una infiltracion temprana

133



Discusion

de monocitos. En caso de ser correcta esta hipotesis, la manipulacién de la expresion de
CCL2 u otras estrategias destinadas a reducir el reclutamiento de monocitos en el NOp

podrian resultar efectivas contra la pérdida visual inducida por NO primaria.

Reveses y victorias de esta tesis

A lo largo de esta tesis hemos logrado cumplimentar considerablemente los objetivos que nos
propusimos en su inicio. En este sentido, desarrollamos un nuevo modelo experimental cuyas
ventajas ya han sido discutidas, y hemos demostrado la efectividad de dos estrategias,
diferentes en su esencia, que mostraron una efectividad comparable para el tratamiento de la
NOE y que comparten la caracteristica comin de carecer de efectos adversos y ser
minimamente (la melatonina) o no invasivos (el AE). Asimismo, hemos obtenido resultados
novedosos respecto a la contribucion del componente periférico en la NOE, que podrian ser
relevantes en el contexto de otros procesos neuroinflamatorios, incluso mas alla de la neuritis
Optica.

La finalizacién de una tesis doctoral ofrece la oportunidad Unica de analizar la tarea
desarrollada a lo largo de mucho tiempo y es precisamente en esta instancia, donde salen a la
luz mdaltiples aspectos que hubiéramos debido analizar y no lo hicimos, en gran parte por la
secuencia temporal de los experimentos y por la disponibilidad limitada de recursos y de
tiempo. En este sentido, han quedado abiertos diversos interrogantes, tales como el efecto de
la melatonina y el AE sobre la BHE vy la infiltracion de monocitos, el efecto de la melatonina
sobre los niveles de BDNF y los eventos moleculares que ocurren durante el periodo critico,
entre tantos otros. Quizas estas “deudas pendientes” sean un revés, pero también una victoria

de este trabajo, que ademas de habernos permitido obtener muchas respuestas, ha tenido la
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Discusion

gran ventaja adicional de generar nuevas preguntas, como corresponde a todo trabajo que se

precie de transcurrir el camino de “La Ciencia”.

Epilogo

Existen muchas formas de clasificar a los habitantes del mundo (razones etarias, religiosas,
econdmicas, etc.). Solicito amablemente al lector que nos conceda la licencia de una
clasificacion no canonica, que nos permite dividir a todos los individuos en un grupo “A”
(aquellos para quienes “el amor es ciego” y “lo esencial es invisible a los 0jos™) y un grupo
“B” (aquellos para los que “la comida entra por los 0jos” y “una imagen vale mas que mil
palabras”). Considerando la larga trayectoria del laboratorio en general y este trabajo de tesis
en particular, resulta casi innecesario expresar mi ferviente pertenencia al grupo “B”. En todo
caso, a lo largo de esta tesis he intentado proveer a mi grupo “B” de una herramienta
fundamental para transitar por la vida, que es la funcion visual, sobre todo para aquellos que
padecen por no tenerla y particularmente a los pacientes con neuritis éptica. Quizas con el
tiempo, junto a cocineros, fotografos y pintores (entre muchos otros), logremos convencer a
los del grupo “A” de que, parafraseando al poeta espafiol Ramén de Campoamor: *“Y es que
en este mundo traidor, no hay verdad ni hay mentira: todo es segun el color del cristal con

que se mira”.
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