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Resumen

Las neuronas poseen un programa genético que las conduce a la muerte celular. El
establecimiento de una pausa en la ejecucion de este programa depende, en cierto grado, de
la presencia de factores de crecimiento derivados de los sitios diana a los que las neuronas
inervan. Existe, sin embargo, un periodo en el que las neuronas sobreviven y crecen siendo
refractarias al efecto de los factores de crecimiento. Esta observacién sugiere que las
neluronas poseen un mecanismo autocrino que les permite generar sus propios factores de
crecimiento, deteniendo asi la progresién del programa de muerte celular transitoriamente.
Con el objetivo de evaluar esta hipétesis, ratas neonatas fueron inyectadas intraccularmente
con distintas dosis del factor de crecimiento I tipo insulina (IGF-I). Este factor es producido
por las neuronas ganglionares retinianas, y el descenso de su produccién durante el
desarrollo del ojo coincide con la muerte de un porcentaje significativo de neuronas de éste
tipo. Asi, la aplicacion de 1GF-I en dosis de 100ng/ml increments el area de corte de seccidon
del nervio éptico, en parte aumentando el niumero total estimado de fibras nerviosas. Dosis
mayores, sin embargo, tuvieron efectos deletéreos sobre el desarrollo del nervio o6ptico.
Sorprendentemente, la administracién intraccular de anticuerpos contra IGF-I (200ng/ml)
indujo efectos similares a los observados con el IGF-1, sobre el nervio optico. Esto explica
por que al ser co-administrados, los anticuerpos potencian los efectos del IGF-I, haciendo
que 100ng/ml de éste factor tuvieran efectos toxicos. En conclusién, nuestros resultados
apoyan que IGF-l participa como una regulador local de la muertefsupervivencia de al
menos una subpoblacién de neuronas ganglionares, a través de mecanismos de

autocrinia/ paracrinia.
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Summary

The developing neurons posses a genetic program that, when set in motion, leads to cell death. This program can
be paused in the presence of neurotrophic factors derived from neurcnal targets. Evidence supports, however, the
existence of a brief, refractory period in which neurons survive and grow with out any apparent dependence of
target-derived neurotrophic factors. This observation suggesis that neurons may have an autocrine/paracrine
source of neurotrophic factors, thus transiently blocking the cell death program. To evaluate this possibility, we
injected insulin-like growth factor 1 (IGF-T) into the eye’s posterior chamber in neonatal rats. This factor 1s
produced by retinal ganglion neurons, and a decrease of its production coincides with the death of a significant
percentage of this neuron type in the neonatal retina. The administration of 100ng/ml of IGF-I increased the
optic nerve area, in part as a result of a greater number of nerve fibers. Higher IGF-I dosages, however, had
toxic effects. Surprisingly, the administration of antibodies ageinst 1GF-I produced similar effects to those
observed with the IGF-1 alone, and when co-administered, the antibodies potentiated IGF-1 effects. Together
these observations suggest the idea that IGF-1 modulates retinal ganglion neuron survival and death through

paracrine/autocrine mechanisms.
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INTRODUCCION

Existe evidencia experimental que sustenta la idea de que durante el
desarrollo del Sistema Nervioso, los érganos blanco liberan factores de
crecimiento capaces de regular el nimero de neuronas que lo inervaran.
(Barres, 1992; Connor, Dragunow, 1998). También se ha propuesto que las
neuronas poseen un “programa” de desarrollo que incluye la opcién de morir
en caso de no recibir el aporte tréfico derivado del 6rgano blanco. Existe una
competencia por el factor de crecimiento entre las neuronas en desarrollo
que proyectan a un érgano blanco comun.

Por otro lado se ha sugerido que las neuronas en desarrollo secretan sus
propios factores de crecimiento durante las etapas tempranas del desarrollo
neuronal. Estos factores de accién autécrina/paracrina pudieran proveer el
aporte tréfico necesario para permitir el crecimiento neuronal y mantener
pausado el programa de muerte celular hasta que los axones neuronales
alcancen sus érganos blanco.

Durante el desarrollo del ojo, las células ganglionares de la retina
extienden sus axones formando el nervio optico hasta llegar a sus organos
blanco, el coliculo superior en el mesencéfalo y el cuerpo geniculado lateral
en el talamo. Hay evidencia de que entre el dia de nacimiento y los 5 dias
post natal, el namero de fibras en el nervio 6ptico disminuye sensiblemente.
Esta disminucién coincide temporalmente con un decremento en los niveles
del factor trofico conocido como factor insulinico tipo 1 (IGF-I). Asipues un
aumento en la disponibilidad de IGF-I exégeno podria redundar en un

aumento en el nimero de fibras presentes en el nervio 6ptico. Con la




finalidad de probar esta hipétesis se aplico intraocularmente IGF-I1y se
evalué el area de seccidén y el nimero de fibras presentes en el nervio optico
de animales de 5 dias de edad.

Los resultados del presente estudio muestran que la aplicacioén de IGF-1
incrementa el area de corte de seccién del nervio optico en parte
aumentando el niimero total estimado de fibras nerviosas, confirmando esto
nuestra hipotesis.

Estos resultados indican que posiblemente las neuronas ganglionares
presentes en el nervio optico de la rata, aportan factores troficos que

permiten su sobrevivencia en su trayecto hacia el érgano blanco.

Antecedentes

La formacién del sistema nervioso central resulta de la coordinacién de
distintos eventos entre los que destacan la proliferacién celular, la migracion
celular, la especificaciéon de linajes y posicion celulares, y la generacion de
contactos sinapticos especificos. Uno de los eventos que es particularmente
importante para alcanzar un adecuado ensamblaje de los circuitos
neuronales es el ajuste y determinacién del numero de neuronas que
inervaran determinado 6rgano blanco. En invertebrados, esta coordinacién
numeérica entre las células blanco y sus neuronas “inervadoras” esta
genéticamente determinada. En los mamiferos, sin embargo, existe un
balance entre el numero de células blanco potenciales localizadas en los
territorios blanco y el nimero de neuronas que las inervan que €s sensible a

factores “epigenéticos”(Coleman, 1990).




finalidad de probar esta hipotesis se aplicé intraocularmente IGF-1y se
evaluo el area de seccién y el numero de fibras presentes en el nervio optico
de animales de 5 dias de edad.

Los resultados del presente estudio muestran que la aplicacion de IGF-1
incrementa el area de corte de seccion del nervio dptico en parte
aumentando el numero total estimado de fibras nerviosas, confirmandeo esto
nuestra hipéotesis.

Estos resultados indican que posiblemente las neuronas ganglionares
presentes en el nervio éptico de la rata, aportan factores troficos que

permiten su sobrevivencia en su trayecto hacia el éorgano blanco.

Antecedentes

La formacion del sistema nervioso central resulta de la coordinacién de
distintos eventos entre los que destacan la proliferacién celular, la migracion
celular, la especificacién de linajes y posicion celulares, y la generacion de
contactos sinapticos especificos. Uno de los eventos que es particularmente
importante para alcanzar un adecuado ensamblaje de los circuitos
neuronales es el ajuste y determinacién del numero de neuronas que
inervaran determinado érgano blanco. En invertebrados, esta coordinacion
numeérica entre las células blanco y sus neuronas “inervadoras” esta
genéticamente determinada. En los mamiferos, sin embargo, existe un
balance entre el numero de células blanco potenciales localizadas en los
territorios blanco y €l niimero de neuronas que las inervan que es sensible a

factores “epigenéticos”(Coleman, 1990).




El primer ejemplo, y uno de los mas claros sobre coordinacién numeérica
entre poblaciones de células blanco y neuronas “inervadoras” en vertebrados
fue descrito hace ya unos cincuenta afnos por Victor Hamburger en el
embrion de pollo (Coleman, 1990). En experimentos clasicos de amputacion,
re-implantaciéon, ¥y sobre-implantaciéon de extremidades, Hamburger ¥y
colaboradores demostraron que el numero de neuronas motoras espinales
cerv:_icales varia dependiendo del nimero de extremidades presentes. La
ausencia de extremidades conduce a una reduccién del namero de
neuronas, mientras que la implantacién de extremidades incrementd el
namero de neuronas cervicales de manera proporcional al numero de
extremidades supernumerarias implantadas, comparaciones ambas, hechas
con respecto a los embriones normales. Otro ejemplo que ilustra el principio
de coordinacién numérica entre poblaciones de células blanco y neuronas
«inervadoras” en un ambito de desarrollo normal es la variacion de las
neuronas motoras espinales lumbares entre ambos sexos en mamiferos. En
machos, el nimero de estas neuronas es mayor que en hembras. La
diferencia en el numero de neuronas responde, en parte, ala existencia de la
musculatura responsable de la ereccién, mejor desarrollada en la region
pélvica de los machos (Fawcet, 1992).

Si bien los ejemplos arriba descritos claramente ilustran la capacidad de
los 6rganos blanco para regular el nimero de neuronas que los inervan, esta
evidencia no permite concluir el mecanismo por medio del cual dicho
proceso ocurre. Desde la publicacién de los resultados del grupo de
Hamburger, un numero considerable de trabajos se han dedicado, por una

parte, ala descripcién de otros grupos neuronales y organos blanco entre




los que el principio de coordinacién numeérica parece estar ocurriendo, y por
la otra, a la identificacién de los posibles mecanismos involucrados. En
términos generales, todos estos estudios indican que, durante el desarrollo,
los érganos blanco liberan factores (de crecimiento), cuya naturaleza es
proteica y son capaces de regular el nimero de neuronas que las inervan.
En este escenario, un aumento en la disponibilidad de factores de
crecimiento derivados del érgano diana promoveria un incremento (hasta
cierto punto proporcional) del namero de neuronas que lo inervan (i.e., la
teoria trofica neuronal). El caso contrario se observaria si existiese una
disminucién en la disponibilidad de los factores de crecimiento durante el
desarrollo del organismo (Barres, 1992; Connor, Dragunow, 1998).

En afios recientes, se ha dedicado un gran esfuerzo para esclarecer
cuales son los mecanismos celulares y moleculares por los que los factores
de crecimiento derivados de los é6rganos blanco regulan el namero de
neuronas que los inervan. Asi, se ha propuesto que las neuronas poseen un
“programa” de desarrollo que incluye la opcioén de morir en caso de no recibir
el aporte tréfico derivado del érganoe blanco. Cuando el axén de una neurona
alcanza a sus células blanco, éstas le proveen de factores que “pausan” la
progresién y ejecuciéon del “programa” de muerte celular fomentando su
supervivencia (Jacobson, 1991). No todas las neuronas en desarrollo, sin
embargo, reciben el aporte correspondiente de factores de crecimiento, lo
que las conduce a sufrir muerte celular. Tres parecen ser los factores
importantes que determinan el que una neurona pueda o no acceder al
aporte trofico necesario para su subsistencia. El primero de ellos, es la

presencia de neuronas vecinas que “buscan” también obtener su soporte




tréfico, lo que conduce a una competencia por el factor de crecimiento entre
las neuronas en desarrollo que proyectan a un organo diana comun. El
segundo de estos factores, es el grado de restriccién en la disponibilidad de
los factores de crecimiento liberados por el érgano blanco. Una baja
disponibilidad se traduciria en un aumento de la competencia, y asi del
nimero de neuronas que mueren. El caso contrario favoreceria la
supervivencia neuronal. Y, el tercer factor, es la probabilidad de tener
acceso al érgano diana correcto. Es conocido que algunas neuronas de una
poblacién especifica pueden establecer contactos “aberrantes” con sitios
blanco que no son sus érganos diana definitivos. Estas neuronas no reciben
el aporte trofico que requieren, ni en cantidad ni en especificidad, por lo que
mueren a lo largo del desarrollo neural (Jeffery, Perry, 1982; Sefton, Lam,
1984; Milam, 1993).

En resumen, la evidencia experimental hasta ahora disponible sugiere
que la relacién numérica entre las poblaciones de células blanco de un
6rgano blanco y las neuronas que las inervan se establece a través de la
regulaciéon diferencial de la muerte neuronal. Esta muerte selectiva es el
resultado de interacciones competitivas de las neuronas en desarrollo por
factores de crecimiento liberados en cantidades minusculas por las células
del érgano blanco!. Si bien el postulado central de la llamada teoria trofica

neuronal ha sido consolidado a lo largo de los afios, evidencia relativamente

| La disponibilidad de los factores de crecimiento depende, por un lado, del tamaifio del Grgano

diana y del nimero de células blance que contenga, y por el otro, de los procesos de regulacion

de su produccién y liberacién dentro de marcos espacio-temporales estrictos durante el

desarrollo.




reciente apoya la posibilidad de que el control de la progresion del programa
de muerte neuronal no solo sea pausada por factores de crecimiento
secretados por los 6rganos blanco que inervan. Por ejemplo, se conocen
diversas hormonas que afectan la supervivencia de las poblaciones
neuronales durante el desarrollo del sistema nervioso. Estas hormonas son
liberadas al torrente sanguineo por glandulas que se encuentran distantes a
dichas poblaciones neuronales, y por tanto, no constituyen el érgano diana
de éstas, al menos no en el sentido en €l que la teoria neurotrofica neuronal
sugiere. Esto es, no existe inervacion directa entre la glandula y la poblacién
neuronal afectada por el producto secretorio de aquella (Purves, Lichtman,
1985).

Por otro lado, se ha sugerido que durante un periodo del desarrollo
neural, las neuronas en crecimiento son refractarias a los efectos tréficos de
los factores de crecimiento. Dicha propiedad se pierde una vez que los
axones de las neuronas se encuentran en la vecindad de sus potenciales
érganos blanco, una vez alcanzadas ciertas dimensiones celulares, o bien ,
una vez transcurrido cierto tiempo de desarrollo. Cualquiera que sean los
factores que determinan la duracion del periodo refractario, es claro que éste
fenémeno celular impone un reto a la teoria neurotrofica, al menos durante
las etapas tempranas del desarrollo del sistema nervioso central. Si bien el
mecanismo que subyace a éste periodo refractario se desconoce, se ha
propuesto que existe un programa genético que lo controla en su totalidad.
Una alternativa a esta postura puramente “geneticista”, es que las neuronas
en desarrollo secreten sus propios factores de crecimiento durante las etapas

tempranas del desarrollo neuronal. Estos factores de accidn




autécrina/paracrina pudieran proveer del aporte tréfico necesario Yy
suficiente para permitir el crecimiento neuronal y, al mismo tiempo,
mantener pausado el programa de muerte celular hasta que los axones
neuronales alcancen sus érganos diana. En apoyo a esta posibilidad, se ha
demostrado que la liberacién de algunos factores de crecimiento de origen
neural (i.e., la neurotrofinas) promueven la formacién sinéptica actuando de
manera autocrina (Pardee, Baserga, Rubin, 1989; Purves, Lichtman,
1985, Purves, 1988).

Con esto en mente, en el presente trabajo evaluamos si los factores de
crecimiento modulan la progresion de la muerte neuronal a través de
mecanismos autocrino/paracrinos, utilizando como modelo la retina de la
rata en desarrollo. Estudios previos han mostrado que el numero de
neuronas ganglionares en la retina de la rata disminuye dramaticamente
durante los primeros cinco dias que siguen al nacimiento (Perry, Henderson,
Linden, 1983). Se ha sugerido que dicha disminucién en el nimero de
neuronas ganglionares resulta de un proceso de muerte celular inducido, al
menos en parte, por la disminucion del aporte tréfico brindado por el
mesencéfalo, organo diana de un porcentaje significativo de neuronas
ganglionares. De hecho se ha mostrado que la produccién del factor de IGF-
I por parte de las neuronas ganglionares también decrece durante el periodo
de muerte neuronal (Santucci, Cagiano, Calamandrei, 1994). La
coincidencia temporal de estos dos ultimos eventos nos plantea la
posibilidad de que el IGF-I regule la progresion de la muerte de las neuronas
ganglionares, a través de mecanismos autécrino/paracrinos. Es decir, que

la muerte celular de las neuronas ganglionares esté regulada tanto por la




producciéon local de IGF-1, como por la produccion de este factor por parte
del mesencéfalo. Asi, el presente estudio fue disefiado para evaluar esta
posibilidad. Es importante destacar que el IGF-1 ha sido involucrado en la
regulacion autécrina/paracrina del crecimiento de distintos tejidos a lo largo
del desarrollo. Seria pues interesante evaluar si esta caracteristica se hace
extensiva al sistema nervioso central, en donde la expresién postnatal de
IGF-I es muy significativa.

En los parrafos que siguen describiremos los tépicos y antecedentes
que consideramos son necesarios para contextualizar nuestro trabajo. Dicha
descripcién dista de intentar ser una revision exhaustiva, pues esto sale de
los objetivos de la presente tesis.

1. La teoria tréfica neuronal: Revision de sus postulados basicos

Un factor determinante para la sobrevivencia de una neurona es la
captura de moléculas troficas presentes en el érgano blanco a través de sus
axones terminales, de decir, obteniendo el factor trofico de una manera
retrograda (Primi, Clark, 1996). Sin embargo, se ha demostrado que la
sobrevivencia neuronal también es regulada por senales troficas
anterégradas ( Von Barthled, 1996). Se han identificado al menos tres
clases de factores neurotrdficos; factores de crecimiento, neurotrofinas y las
citoquinasas. Las neurotrofinas ejercen sus efectos a través de su unién con
receptores tipo triocina cinasa que activan sefiales de transduccion, las
cuales bloquean la apoptosis y promueven el crecimiento neuronal por la
activaciéon de genes especificos (Parnovelae, 2000).Con respecto al IGF-1 se
ha observado que el IGF-I administrado de manera exdgena es transportado

por las células ganglionares de la retina hacia el tectum. ( Von Bartheld,




1996)

2. Generalidades sobre Apoptosis

Uno de los eventos mas importantes durante el desaﬁollo de los
organismos, desde la concepcion hasta la vejez, es la muerte rutinaria de las
células que lo constituyen. Dicha muerte ayuda a mantener la homeostasis
celular (i.e., balance entre génesis y muerte celulares) en tejidos que
muestran un recambio celular constante, a modelar la citoarquitectura de
los organos, a remover células transitorias, danadas o potencialmente
dafiinas para el organismo, a ajustar el namero de células que constituye
cada uno de los érganos, y a adecuar el niimero de células entre poblaciones
funcionalmente relacionadas (ver introduccion). Alteraciones del proceso de
muerte celular pueden conducir a enfermedades neurodegenerativas,
autoinmunes, linfoproliferativas y otras neoplasias de indole diversa. Asi
mismo, la prolongacién del periodo en el que las células deben ser
eliminadas parece ser la base del proceso de envejecimiento (Baker, Russo,
Bernard, D’Ercole, Werther, 1999)

Hasta el momento se han identificado tres mecanismos a través de los
cuales las células de cualquier érgano pueden morir. La primera de ellas es
la denominada muerte necrética que ocurre, generalmente, después de
infringido un dafo agudo al tejido, y se acompana de una reaccion
inflamatoria. En la necrosis, las células sufren un chogue osmébtico y
autélisis que las conduce a su ruptura, por lo que vierten su contenido al
espacio extracelular generando asi una reaccién inflamatoria. La muerte

celular programada no apoptética, descrita recientemente en células




pulmonares en cultivo, ocurre en condiciones de hiperoxia y a lo largo de
varios dias. Aunque la cascada genética y de transducciéon que subyace a
este tipo de muerte celular no ha sido dilucidada completamente, se ha
documentado que parte de la respuesta €s mediada por la enzima cinasa de
Jun, y por los proto-oncogenes c-fos y c-jun. Finalmente, la muerte celular
programada apoptética ocurre en todos los érganos a lo largo del desarrollo,
y en general, no se acompana de respuesta inflamatoria. Morfolégicamente,
las células que mueren por apoptosis muestran una serie de cambios entre
los que destacan la condensacién y subsiguiente fragmentacion de la
cromatina, la ruptura de la membrana nuclear, el desarreglo del
citoesqueleto, la dilatacién de las cisternas del reticulo endoplasmico, la
contracciéon y fragmentacién (i.e., cuerpos apoptéticos) del citoplasma y
alteraciones de la adhesién celular (Johnson, Harrison, 1997)).

La muerte celular apoptdtica requiere de la activaciéon de una cascada
genética y de transduccion que conllevan a la destruccién de la célula. El
programa de muerte celular apoptdtica puede activarse por estimulos o
senales extracelulares. Por ejemplo, la restriccién o el incremento en la
concentracién de factores de crecimiento en el medio, la presencia o
ausencia de algunas citoquinas y hormonas, la presencia de compuestos
xenobiéticos, la radiacién, y el stress oxidativo son todos estimulos que
pueden inducir apoptosis. Por otro lado, la habilidad de una célula para
sufrir apoptosis en respuesta a ciertas sefiales depende de la fase del ciclo
celular en la que se encuentre, del linaje celular al que pertenezca, de su
estado metabolico, y de la presencia y abundancia de factores que previenen

o bloquean la progresion del programa de muerte apoptotica (Johnson,
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Harrison, 1997)).

En afios recientes, y dada la importancia biolégica de la apoptosis, se
ha dedicado un gran esfuerzo a la dilucidacién de 1a cascada genética y de
transduccién que subyace al programa de muerte celular apoptética en los
mamiferos. Si bien ain no se conocen todos los factores involucrados, ni se
han esclarecido con precision las formas en que estos factores interaccionan
entre si, los diversos estudios sugieren que la presencia de estimulos pro-
apoptéticos inducen la activacién de genes pro-apoptoticos cuyos productos
interaccionan con componentes de la cadena respiratoria en la membrana
interna mitocondrial, y/o inducen cambios en la permeabilidad de la
mitocondria. Esto conduce, por un lado, a una alteracién energética, y por
otro, a la liberacién de citocromo C y a la activacién de dos medidadores
quimicos denominados APAF-1 y APAF-2, que en turno activan a una
cascada proteolitica mediada por una familia de enzimas conocidas como
cisteina-aspartato proteasas (caspasas). Las caspasas, a su vez, activan
también a través de proteélisis, a las nucleasas responsables de fragmentar
al acido desoxiribonucleico, siendo este ultimo evento uno de los mas
caracteristicos de la apoptosis. El esquema general arriba descrito dista de
ser definitivo pues dia con dia se descubren nuevas “variaciones sobre el
mismo tema” que, con seguridad, iran modificando nuestra vision sobre el
mecanismo que conduce a la muerte celular apoptética.

La apotésis es un evento regulado. A lo largo de la cascada descrita en
el parrafo anterior, distintos son los sitios de regulacién hasta ahora
identificados. Existen genes y proteinas anti-apoptéticas que previenen la

interaccion de los factores pro-apoptéticos con los elementos membranales

11




mitocondriales. Por otro lado, la mayor parte de las enzimas que participan
a lo largo de la cascada de apoptésis, se encuentran unidas a proteinas
reguladoras que bloquean su actividad. Finalmente, es importante
mencionar, por un. lado, que la mayor parte de los factores pro-apoptéticos y
anti-apoptéticos descritos hasta el momento, son miembros de una misma
familia de genes y proteinas. Por el otro lado, cabe destacar que la cascada
genética y de transduccién que conduce a la apoptésis esta altamente
conservada a lo largo de la filogenia (Banasiaka, Xiab, Haddadbc, 2000).

TABLA 2. Ejemplos de substancias y genes que se han involucrado en la

apoptosis. (Tomado de Desnoyers, Hengartner, 1997)

Substancias Genes proapoptoticos Genes antiapoptéticos
proapoptéticas
Factor de necrosis|bax, bik, bak bel-2
tumoral (TNF) y los
receptores
Fas/APO-1/CD9S5 y
TNFR-1

Ceramida bel-x bcl-x

ligando inductor de|bad Rb
apoptosis
relacioando con
TNF (TRAIL)
Metalproteinasa p53 Mcl-1
Ligando CD95]|c-jun Al
(FASL))
Perforina; proteina)hrk brag-1, bfl-1
p53

3. Generalidades sobre el factor de crecimiento tipo insulina-I
(IGF-I).

En el ser humano, el IGF-I es el producto de un gen localizado en el
cromosoma 12, El gen para IGF-I tiene una longitud de 95 kilobases y esta
constituido por cinco exones y cuatro intrones. La transcripcién de este

gene, y el procesamiento alternativo del RNA mensajero correspondiente,




puede originar dos pre-pro péptidos. El primero de ellos (IGF-IA) con una
longitud de 153 aminoacidos, es codificado por los exones uno al cuatro. El
segundo {(IGF-IB) con una longitud de 195 aminoacidos, es codificado por los
exones uno al tres y cinco. El gen para IGF-I contiene dos promotores en el
extremo 5  terminal que son regulados diferencialmente en distintos tipos
celulares.

En los vertebrados, el IGF-I pertenece a una familia de tres proteinas que
incluye ademas al IGF-Il y a lainsulina (De la Rosa, Bondy, Hernandez, Wu,
Zhou, Carranza, Scavo, De Pablo, 1994). El IGF-I es un péptido de 70
aminoacidos (7500Da de peso molecular) organizados en cuatro dominios
denominados A, B, C, y D. El domino B es importante para la interaccion
del IGF-I con el receptor tipo 1 y el dominio A es aquél que media la unién de
IGF-1 a sus proteinas fijadoras (Hill y Pell, 1998). El sitio de unién de IGF-I
con su receptor se encuentra ubicado entre los aminoacidos 24 y 60 de su
secuencia primaria. El advenimiento de la clonacién molecular en la década
de los 80 ha probado que los dos IGFs son proteinas altamente conservadas
encontrandose en muchas especies de vertebrados (Stewart y Rotwein,
1996). El IGF-1y el IGF-II tienen una homologia del 70% y sus dominios A y
B son 50% idénticos a las cadenas alfa y beta de la insulina. Por otro lado, el
procesamiento alternativo (splicing) del RNA mensajero del IGF-I humano
produce proteinas precursoras con diferentes propéptidos. Se han descrito
moléculas de IGF-I “truncas” que carecen de los tres primeros residuos del
dominio B en extractos fetales de cerebro. Esta variante tiene una menor
afinidad por las proteinas fijadoras y se ha observado que es mas potente

para estimular funciones tipo IGF que el IGF-I completo (Kiess, Kessler,
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Schmitt y Fuxe, 1993).

El IGF-]1 ejerce sus efectos troficos a través de su unién a receptores
especificos situados en la superficie celular. Cada receptor es una
glicoproteina tetramérica transmembranal de 330 a 350 KDa de peso
molecular. Consiste de dos subunidades alfa y dos beta, unidas por puentes
disulfuro que forman el denominado complejo beta - alfa - alfa - beta. Las
dos subunidades alfa se localizan en el dominio extracelular del receptor, y
median la unién con el ligando. Las dos subunidades beta contienen un
pequefio dominio extracelular, uno transmembranal y un dominio
citoplasmatico. La porcién citoplasmatica de las subunidades beta contiene
un sitio de unién para ATP y un dominio con actividad de tirosina cinasa
(Fig. 1). Al unirse el IGF-I a la subunidad alfa, el receptor se activa
provocandose asi un cambio conformacional de la subunidad beta. Este
cambio promueve la activacién de la tirosina-cinasa lo que provoca
autofosforilacién de la subunidad beta. La tirosina cinasa del receptor
también fosforila a los substratos endogenos IRS-1 e IRS-II (sustrato de
respuesta a la insulina, las siglas significan insulin responsive substrate)
que al unirse con Grb2 y Sos son translocades a la membrana celular para
activar a RAS, una proteina G. La liberacién de RAS al citoplasma celular
activa una cascada de mediadores intracelulares entre los que destacan Raf,
GAP, Sh-PTP2, p85 y Shc (Dartsch, 1999). Asi, a través de estos rnecanismo-s
intracelulares, el IGF-I regula la expresion genética de proteinas asociadas al
control del ciclo y diferenciacién celulares.

Los IGFs circulantes se unen a proteinas acarreadoras conocidas como

proteinas de union a IGFs (IGFBPs). Las IGFBPs son un grupo de proteinas
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solubles que se unen a los IGFs con alta afinidad. Se han descrito al menos
6 proteinas de unidn, las cuales comparten caracteristicas estructurales; en
cada molécula hay 2 regiones ricas en cisteina y las 18 cisteinas se
encuentran alineadas. Las proteinas de unién son sintetizadas en diferentes
tejidos como higado, Utero, musculo liso y endotelio, y sirven como proteinas
transportadoras de los IGFs a través de la sangre. Ademas de esta funcion,
las IGFBPs prolongan la vida media biolégica de los IGFs (Kiess, et al.,
1993), ayudan a los IGFs a reconocer tejidos y tipos celulares especificos,
controlan la disponibilidad e interaccion de los IGFs con sus receptores en la
superficie membranal, y modulan las acciones biologicas de los IGFs al
liberar sélo cantidades pequefias de IGF-I libre (Kiess, et al., 1993). Con
respecto a éste ultimo aspecto, existen reportes en los que se documenta que
las IGFBPs inhiben los efectos mitogénicos o metabélicos de los IGFs (Burch,
Correa, Shively, Powell, 1991}, mientras que en otros sistemas facilitan o
potencian sus efectos (Blum, Jenne, Reppin, Kietzmann, Ranke, Bierich,
1989).

El IGF-1 tiene un amplio rango de funciones en el embrién, feto y
adulto, ademas de ejercer diversas acciones en varios procesos biolégicos de
las células en cultivo. Este péptido promueve la proliferacion celular
facilitando el paso del ciclo celular de la fase Gl a S (Pardee, Baserga,
Rubin, 1989; Sell, Du Menil, 1994) y promoviendo la sintesis de ADN
(DiCicco y Black, 1989). Dicho efecto explica el marcado retardo en el
crecimiento embrionario y fetal que se observa en ratones con faita de
receptor para IGF-I (Liu, Baker, Perkins, Robertson y Estratiadis, 1993). Los

ratones transgénicos con falta de este receptor muestran una deficiencia en
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el crecimiento corporal, asociada a hipoplasia del musculo esquelético y de
la piel, disminucién en la maduracién pulmonar (Stewart y Rotwein, 1996),
retardo en la oscificacién y cambios en la arquitectura celular de la médula
espinal y cerebro (Liu, et al. 1993). La mayor alteraci6n encontrada en el
SNC de ratones deficientes en el receptor a IGF-I fue una marcada
disminucién de las células no nerviosas especialmente de oligodendrocitos
(Liu, et al., 1993). Por otro lado, el IGF-I regula el crecimiento corporal
postnatal, la produccién de gametos en las gonadas, estimmula la reabsorcién
osea regulando la actividad osteoclastica, participa como factor
quimiotactico de las células endoteliales promoviendo la angiogénesis, y
fomenta la proliferacién de los precursores hematopoyéticos de la linea
eritroide, entre otras acciones ( Gutiérrez-Ospina, 1997). Desde el punto de
vista metabélico, regula la captacién de glucosa a través de inducir la
produccién de los transportadores membranales (Le Roith, 1993}

El IGF-I actia via mecanismos autdcrinos o paracrinos, es decir se
sintetiza, secreta y actiia de manera local. La hormona del crecimiento es el
principal regulador hepatico de la produccion de IGF-I operando
principalmente a nivel transcripcional (Mathews, Norstedt, Palmiter, 1986).
La hormona de crecimiento también regula los niveles de ARNm para IGF-]
en el tejido extrahepatico, incluyendo cerebro {Hynes, VanWyck, Brooks,
DErcole, Jansen y Lund, 1987). El exceso de glucocorticoides puede
impedir el crecimiento y desarrollo del organismo mediante mecanismos que
incluyen efectos supresivos en el cerebro. Se ha sugerido que estos efectos
inhibitorios pueden ser mediados por la reduccién en los niveles de ARNm

para IGF-I tanto en el higado como en el cerebro (Straus y Takemoto, 1990).




4. E11GF-1 y desarrollo neural

El IGF-I es secretado principalmente en el higado, pero existe evidencia
de que es sintetizado por la mayoria de los tejidos y funciona como factor
trofico paracrino o autécrino (Stewart y Rotwein, 1996). En el sistema
nervioso, la produccién de IGF-I es particularmente abundante durante el
desarrollo postnatal temprano (Ishii, 1993 ; Raizada, 1993 ; De Pabloy De la
Rosa, 1995). Se ha observado que €]l IGF-1 es secretado, desde la célula de
origen, en la vecindad del soma y de los procesos dendriticos (Andersson
I,K., Edwall, Morstedt, Rozall , Skottner y Hansson, 1988). Neuronas
inmunorreactivas para IGF-I se han detectado en el bulbo olfatorio,
neocorteza, talamo, tectum, hipocampo, niicleo estriado, nucleo
endopiriforme, amigdala, nucleos diencefalicos, substancia nigra, coliculo
mesencefalico, corteza cerebelosa, tallo cerebral y retina de ratas y pollos e1;1
desarrollo y adultas (De Pablo y De la Rosa, 1995). Los niveles decrecen
desde el nacimiento hasta el dia 14, permaneciendo estables posteriormente
(Santucci, et al. 1994 ; Bartlett, Li, Williams y Benkiviv, 1991). Asimismo, el
IGF-1, su receptor y sus proteinas de unién se expresan tempranamente en
el desarrollo del sistema nervioso central.. El ARNm para IGF-I es muy
abundante durante el desarrollo cerebral de la rata (Bondy, 1991; Sara,
Sandberg-Nordquist,Ca.rlsson-Skwirut, Bergman, Ayer-LeLievre, 1991;
Rotwein Burgess, Milbrandt, Krause, 1998). El ARNm para IGF-I se expresa
de manera transitoria en las células ganglionares de la retina (Lee, et. al.,
1992).

El tratamiento con IGF-I estimula la mitosis de neuroblastos simpaticos

en cultivo primario (DiCicco-Bloom,1990), favorece la viabilidad de diferentes
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tipos de neuronas (DiCiccio-Bloom y Black, 1990 ; Drago ; Murphy, Carroll,
Harvey, Bartlett 1991; D‘Mello, Galli, Ciotti y Calissano, 1993) y células
gliales (Barres, Hart, Coles, Burne, Voyvodic, Richardson y Raff, 1992) y
promueve la diferenciacién neuronal y protege ante el dafo por
excitotoxicidad (D ‘Mello, et. al., 1993). Se ha observado que el IGF-I modula
el crecimiento neuronal durante el desarrollo de la via somatosensorial,
(Gutiérrez-Ospina, Calikoglu, Ye, y D'Ercole, 1996.) asi como el desarrollo
dendritico de neuronas corticales {Niblock, Brunso-Bechtold y Riddle, 2000).
Estudios hechos con ratones transgénicos que sobrexpresan IGF-I
muestran un incremento en el peso cerebral postnatal debido a un aparente
aumento en el nimero de células asi como en el contenido de mielina.
(Mathews, L.S., Hammer, R.E., Behringer, R.R., D ‘Ercole, A.J., Bell, G.i,,
Brinster, R.L y Palmiter, R.D. 1988).

De entre las seis IGFBPs que han sido identificadas a la fecha, IGFBP2 e
IGFBPS se expresan principalmente en el cerebro y ambas se presentan en
mayor proporciéon en el parénquima, coincidiendo con la expresion de IGF-1
que es durante las primeras dos semanas de vida postnatal (Bondy y Lee,
1993). La IGFBP méas abundante en el sistema nervioso central de humano y
rata es la IGFBP-2. Durante el desarrollo embrionario temprano en la rata,
la IGFBP-2 se localiza en la porcién ventral de la médula espinal, en el
metencéfalo y en el infundibulo. Estas son areas del neuroepitelio que se
piensa estan involucradas en guiar axones a su organo blanco (Wood,
Brown, Rechler y Pintar 1990). Durante el desarrollo embrionario tardio y
hasta el estado adulto, esta proteina de unién se localiza en el plexo

coroideo. La IGFBP-2 tiene una relacién espacio-temporal con el IGF-I




durante el desarrollo cerebelar y retiniano (Lee, Javedan y Bondy, 1992).
Esto sugiere que esta proteina de unién esta relacionada con la accion del
IGF-I1 en el sistema nervioso en desarrollo (Lee, Trojanowski, Schlaepfer,
1982). Ademas, se han generado lineas de ratones transgénicos que
expresan ectéopicamente IGFBP-1 en cerebro. Estos ratones muestran
retardo en el crecimiento cerebral, déficit en el nimero de neuronas y células
gliales, asi como una disminucién en la sobrevivencia y funcién de los
oligodendrocitos (Ye, Carson , D’Ercole, 1995).

La mayor concentracién de receptores de IGF-I en el cerebro se presenta
durante el desarrollo embrionario (Drakenberg, Sara, Lindahl y Kewish
1989 ; Valentino, Ocrant y Rosenfeld 1990) en un patrén similar al de
IGFBP-2. Existen receptores para IGFs en numerosas regiones del cerebro.
Estos receptores difieren estructuralmente con relacién a aquellos presentes
en otros tejidos; son significativamente mas pequefios y contienen residuos
de acido polisidlico (Le Roith, Roberts, Werner, Bondy, Raizada,
Adamo,1988). Estas diferencias sugieren que los receptores a IGF en el
cerecbro son especificos para neuronas. También se ha demostrado la
presencia de receptores IGF-1 en la retina encontrandose altos niveles de
expresion en todas sus capas Ya que el ARNm para IGF-] se expresa en la
retina (Waldbilling, Fletcher, Chader, Rajagopalan, Rodriguez, Le Roith
1987 ; Rosenzweig,A., 1990 en Louglin y Fallon, 1993), la presencia de éstos
receptores sugiere acciones autécrinas y paracrinas de el IGF-I en la retina.
En particular, de la Rosa, et al. (1994) detectaron en la retina de pollo ARNm
de IGF-I en las células ganglionares desde el dia embrionario 9 hasta el 15,

en tanto que el ARNm de los receptores a IGF-I, se encontro distribuido




homogéneamente en la retina.

5. El ojo: Generalidades sobre su anatomia y fisiologia.

El ojo esta formado por tres tunmicas de las cuales, la mas externa, se
conoce como capa fibrosa, la intermedia se denomina vascular y la interna
se ha designado con el nombre de retina. La capa fibrosa del ojo esta
dividida a su vez en dos zonas; la esclerética en su tres cuartos posteriores y
la comea en el cuarto anterior. La tinica media o vascular también esta
dividida en la coroides que ocupa los tres cuartos posteriores, y el cuerpo
ciliar y el iris que ocupan el cuarto anterior. El cuerpo ciliar esta a su vez
formado por los procesos ciliares, que sujetan al cristalino o lente, y el
musculo ciliar encargado de regular el grado de curvatura del cristalino. El
iris, por otro lado, es un disce fino perforado situado delante del cuerpo
ciliar, entre el cristalino y la cérnea, dotado de un epitelio pigmentario que le
provee su color caracteristico. En el centro del iris se define un espacio
circular denominado la pupila. El diametro de la pupila cambia dependiendo
del estado de contraccién de los musculos esfinter y dilatador de la pupila
contenidos en la matriz del iris. Finalmente, la tinica interna esta
constituida por la retina que da origen, en su extension anterior, a la
estructura denominada ora serrata .

En términos generales, la tinica fibrosa esta constituida de tejido
conectivo tanto en su porcién esclerética como en la corneal. El grado de
hidratacion de la cérnea es muy bajo, con lo que gana transparencia. La
cérnea constituye el principal medio refractario del ojo, y es encargada de
dirigir la luz hacia la retina. La esclera le brinda rigidez y le provee de

resistencia al ojo. La tiinica media, en su porcién coroidea, es la responsable
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de proveer vascularizacién al ojo. Esta constituida, por tanto, de vasos
sanguineos de calibre fino que nutren e intercambian metabolitos de
desecho provenientes de las distintas poblaciones celulares localizadas en
las tanicas fibrosa e interna del ojo. El cuerpo ciliar, constituido de tejido
ﬁb;‘omuscular, sirve de insercién al ligamento del cristalino y es el
responsable de modificar, mediante el reflejo de acomodacion, la curvatura
del mismo, alterando asi su capacidad de refraccién. A través del reflejo de
acomodacién, el cuerpo ciliar y el cristalino permiten al ojo enfocar
adecuadamente los objetos visualizados. El iris, también parte de la tunica
media del ojo, hace las veces un diafragma que permite el paso de la luz en
mayor o menor grado mediante el aumento o la reduccién, respectivamente,
del diametro de la pupila. La pigmentacién de iris, por otro lado, absorbe
parte del exceso de luz que incide sobre el ojo.

Finalmente, la tGnica interna o retina, contiene a las células sensoriales
o fotorreceptores encargadas de la fototransduccién, y las neuronas
responsables del procesamiento primario de la informacion visual. Esta es
enviada al cerebro a través del nervio éptico el cual esta constituido por los
axones de las denominadas neuronas ganglionares. El nervio éptico emerge
del ojo por el polo posterior del mismo. Este sitio, llamado punto ciego, no
esta revestido por la retina por lo que carece de fotorreceptores. Medial al
punto ciego se encuentra la macula y la fovea. Esta ultima estructura
permite la vision diurna de alta discriminacién.

Para terminar, entre la cérnea y el cristalino se extiende un espacio o
cavidad llamada camara anterior llena de una sustancia liquida clara, el

humor acuoso, gracias al cual se mantiene la presién interna del globo
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ocular. Ademas, el humor acuoso producido en los procesos ciliares y
reabsorbido en los conductos de Schlemm ubicados en el angulo irido-
corneal, brinda nutricién y un medio de remocién de los metabolitos de
desecho a las estructuras oculares vecinas a la camara anterior. La cavidad
delimitada en la parte anterior por el cristalino y en el resto de su diametro
por la retina y ora serrata, se conoce con €l nombre de camara posterior.
Este espacio esta ocupado por una sustancia gelatinosa constituida por
colagena y glicosaminglicanos conocida como humor vitreo. El vitreo provee
de soporte fisico al ojo lo que le permite mantener su esfericidad, elemento
fundamental para la adecuada formaciéon de las imagenes. Ademas, el vitreo

brinda soporte estructural a la retina (Ganong, 1996.; Tresguerres, 1992.)

6. Citoarquitectura de la retina

La retina esta organizada en laminas o capas, a saber:
6.1 Capa del epitelio pigmentario

Siendo esta capa la mas externa de la retina, se encuentra en estrecha
relacién con la tanica coroides del ojo. Esta constituida por un epitelio
cibico simple que contiene una gran cantidad de pigmento. El epitelio
pigmentario tiene funciones muy importantes entre las que destacan la
absorcion del exceso de luz en el interior del ojo, la fagocitosis de los
segmentos externos de los fotorreceptores que se recambian frecuentemente,

y fungir como barrera de filtracion entre los vasos sanguineos y el resto de la

retina neural..

22




Cérnea

Limbo
Conjuntive . C
gy S “\Cuerpo char
\
l\{\ f -
oy o L :
Qe Muscllo Cédmara
ciliar . pasterior

Ora serrato n

e P

Humor vitreo

‘Réfing
Coroideés
*Esclerdtica
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6.2 Capa de conos y bastones

Esta lamina de la retina se denomina asi porque en ella se encuentran
los fotorreceptores o células sensibles a la luz. Existen, en términos
generales, dos tipos de fotorreceptores. Los llamados bastones, responsables
de transducir los estimulos visuales durante la noche o en lugares de
iluminacién reducida (i.e., visién nocturna), y los denominados conos,

responsables de la vision diurna, a color y de alta discriminacién. La

fovea existen solamente conos. Conforme nos dirigimos del polo posterior a
las porciones méas anteriores de la retina, el porcentaje de conos disminuye

mientras que el de bastones aumenta. Los fotorreceptores estan constituidos

|
distribucién de ambos tipos celulares difiere a lo largo de la retina. En la
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por tres segmentos de los cuales el conocido como segmento externo
muestra una serie de saculos (bastones) o pliegues membranales (conosj que
contienen los pigmentos visuales rodospina para los bastones y opsinas
verde, azul y roja para los conos asi también denominados. El segmento
medio del los fotorreceptores contiene al nucleo de la célula, y finalmente, el
segmento interno constituye la terminal desde la cual se libera acido
glutamico hacia el siguiente relevo de la via, formade por las neuronas
bipolares.
6.3. Capa nuclear externa

Contiene los somas de las neuronas horizontales, ademas de los
segmentos medios o nucleares de los fotorreceptores. Existen al menos
cuatro tipos de neuronas horizontales, uno de ellos se relaciona estructural
y funcionalmente con los bastones, y los otros tres tipos de células
horizontales establecen contactos con los distintos tipos de conos.
6.4. Capa plexiforme externa

Esta lamina esta formada basicamente por los segmentos internos de
los fotorreceptores y los procesos postsinapticos o dendritas de las neuronas
bipolares. También se encuentran en esta capa las terminales originadas en
los procesos de las neuronas horizontales que modulan el paso de la
informaciéon desde los fotorreceptores hacia la neuronas bipolares.
6.5. Capa nuclear interna -

Esta lamina esta formada por los somas de las neuronas bipolares y
de las neuronas amacrinas. Como es el caso para las neuronas horizontales,
existen distintos tipos de neuronas bipolares y amacrinas. Las neuronas

bipolares producen glutamato como neurotransmisor, mientras que las
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amacrinas producen una gran diversidad de péptidos y GABA, los que son
utilizados para modular el paso de la informacion desde las neuronas
bipolares a las neuronas ganglionares. Un dato interesante de las neuronas
amacrinas es que no poseen axones, y los neuromoduladores por ellas
producidos son liberados desde sus dendritas.
6.6. Capa plexiforme interna

Esta lamina de la retina esta constituida de los procesos celulares de
las neuronas bipolares, y por los procesos dendriticos de la neuronas
amacrinas y de la neuronas ganglionares.
6.7. Capa de células ganglionares

Esta lamina contiene los somas de la neuronas ganglionares. Existen
diversos tipos de neuronas ganglionares que reciben informacién de
distintos tipos de neuronas bipolares. La neuronas ganglionares constituyen
el altimo relevo sinaptico antes de que la informacién visual salga del ojo al
unirse sus axones y formar el nervio 6ptico.
6.8. Capa Fibrosa

Esta formada por los axones de las neuronas ganglionares en su

recorrido para formar el nervio éptico.

Los elementos neuronales de la retina reciben apoyo estructural y
funcional de las células gliales denominadas de Muller. Los procesos de
dichas células forman una membrana limitante interna sobre la superficie
interna de la retina y una membrana limitante externa en la capa de
fotoreceptores. Ademas de estas celulas gliales, se encuentran astrocitos y

oligodendrocitos entre las fibras del nervio éptico (Ganong, 1996 ; Kandel ,
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Schwartz , Jessell , 1991 ; Tresguerres., 1993)

La retina esta organizada de forma tal que la informacién luminosa que
alcanza simultaneamente a conos y bastones ubicados en distintas regiones
de la misma se transmite también de manera simultanea a lo largo de
circuitos en paralelo. Los bastones estan organizados de tal manera que la
informaciéon que reciben converge en la misma interneurona (célula bipolar},
es decir, muchos bastones hacen sinapsis con la misma célula. Asi mismo,
varias neuronas bipolares proyectan a una sola neurona ganglionar. Existe
pues un principio de convergencia en la organizacion estructural y funcional
de la retina. Esto disminuye significativamente, por un lado, el porcentaje de
area que el cerebro tendria que dedicar al procesamiento de la informacion
visual, y por otro, el tiempo en el que una “cantidad” importante de
informacién alcanza a las neuronas ganglionares, y por tanto, al cerebro. Por
otro lado, este arreglo también permite que la retina pueda llevar a cabo las

primeras operaciones de filtrado, analisis y procesamiento de la informacién

visual.
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Figura 2. Capas de la retina (Ganong , 1996
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7. Aspectos generales sobre el desarrollo de la retina en
mamiferos: Neuronas ganglionares y muerte celular

La formacién de los ojos inicia muy temprano en el desarrollo
embrionario de los mamiferos. Los primeros eventos relacionados con la
formacién de los ojos se observan durante la gastrulacion cuando el
mesodermo se pliega formando la vesicula éptica, la que interactua con el
ectodermo suprayacente a nivel cefalico. Esta interaccion provee  al
ectodermo una tendencia para formar el cristalino (i.e., placoda de
cristalino), y al tejido subyacente para diferenciarse en retina. Méas tarde,
cada vesicula se aplana y gradualmente se invagina para transformarse en
una especie de copa 6ptica formada por dos capas. La capa interna formara
posteriormente la capa neural de la retina y la externa formara la capa de
células pigmentadas. Las células de la capa interna proliferan y se
diferencian en las células de linaje glial o neuronal descritas en la seccidn
previa. Estudios de linaje celular han mostrado que un precursor puede
originar tres tipos de neuronas o dos tipos de neuronas y una célula glial. De
los tipos celulares presentes en la retina madura, los fotorreceptores son lo
altimos en diferenciarse. Finalmente, mas adelante en el desarrollo y
conforme contintia la invaginacion de la copa éptica, la apertura hacia el
mesencéfalo se vuelve mas estrecha dando paso a la formacion del tallo
optico que sera atravesado por el nervio 6ptico. El patréon laminar de la
retina emerge como resultado de los procesos de proliferacién, migracion, y

sobre todo, muerte celular diferencial durante el desarrollo.
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Figura 3 Embriogénesis de la retina. (A) vista dorsal del tubo neural. (B} Las vesiculas opticas se
forman por evaginacion de las paredes laterales. (C) La invaginacion de las vesiculas &pticas crea dos
capas dpticas. (D) La capa optica se diferencia en el apitelio pigmentario y la capa neural de la retina

(Coleman, 1990)

Al nacimiento, la retina en los mamiferos esta aiin muy inmadura (Vogel,
1978 ; Hendrickson y Yvodelis, 1984). Esta inmadurez se manifiesta por la
alta densidad neuronal, la estructura y densidad de las sinapsis y la
morfologia de las células de la retina (Coleman, 1990). En particular, las
neuronas ganglionares muestran una excesiva cantidad de ramificaciones
dendriticas y axénicas, asi como de espinas dendriticas y somaticas (Ramoa,
Campbell y Shatz,1988). Al nacimiento, las neuronas ganglionares no
responden a la luz. Esto cambia a lo largo del desarrollo postnatal temprano
de manera tal que alrededor del dia 8 postnatal, el 10% de estas neuronas

responden a estimulos visuales, y para el dia 13 postnatal, el 100% de las
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ellas responden a la presentaciéon de estimulos visuales (Coleman, 1990).
Durante el desarrollo de la retina, se presenta una sobreproduccion de
células ganglionares. Sin embargo, para el adecuado funcionamiento de la
retina se requiere de un mayor refinamiento de los circuitos neuronales.
Asi, muchas de las neuronas ganglionares mueren durante las primeras dos
semanas de vida en distintas especies de mamiferos (Coleman, 1990 ; Lam,
et al., 1991; Provis, 1985, Young, 1984 citado en Jacobson, 1993), siendo
éste proceso mas intenso durante los primeros 2-5 dias en los roedores
(Young, 1984; citado en Jacobson 1993). Si bien el significado de esta
muerte no es claro, el hecho de que corresponda a los periodos de
refinamiento de la circuiteria mesencefdlica y talamica sugiere que estos
procesos estan relacionados (Jeffrey y Perry, 1982; Rakic y Riley, 1983). No
obstante esto, se ha observado que la eliminacién de axones en el nervio
6ptico comienza cuando el nicleo geniculado lateral y el coliculo superior se
encuentran poco inervados, lo que sugiere que los axones no compiten por
espacios sinapticos sino por factores troficos (Jacobson, 1993). Por otro lado,
la muerte de células ganglionares retinianas parece estar involucrada en una
serie de ajustes de las proyecciones visuales. El primero de éstos es el
desarrollo y convergencia de los procesos de las células bipolares y
amacrinas sobre las dendritas de las células ganglionares, lo que genera
competencia dendritica (Linden y Perry, 1982). El segundo, corresponde al
ajuste de la densidad numérica de células ganglionares en diferentes areas
de la retina (Sengelaub y Finlay, 1982). Finalmente, la muerte de células
ganglionares también esta involucrada en la eliminaciéon de axones 6pticos

desviados; el establecimiento de las aferentes opticas naso-temporales
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requiere de la eliminacién de células ganglionares con proyecciones
anormales.

En apoyo a los datos que documentan la muerte postnatal de neuronas
ganglionares, y teniendo en mente que sus axones forman el nervio 6ptico,
se ha documentado que el nimero de axones en el nervio optico de roedores
neonatos es mayor que aquel observado en los animales adultos. Hacia el
sexto dia, sin embargo, el namero de fibras que constituyen al nervio 6ptico
en animales neonatos es similar al observado en animales adultos. Con base
en lo anterior, se ha estimado que la poblacién de neuronas ganglionares en
la retina decrece aproximadamente un 60% durante los primeros 5 dias

postnatales en los roedores (Lam, et al., 1982; Perry y Linden, 1982).

Justificacion

El balance numeérico de la poblaciones de neuronas es uno de los eventos
més importantes en el desarrollo del sistema nervioso central pues permite
ajustar el nimero de neuronas “inervadoras” al tamano del érgano diana y al
nimero de células blanco en él contenidas. Se ha sugerido que dicho ajuste
numeérico es regulado por el érgano blanco a través de lIs liberacion de
factores de crecimiento. Debido a que, por un lado, las neuronas
«“inervadoras” son “sobreproducidas” durante el desarrollo y requieren de
factores troficos para asegurar su subsistencia, y por otro, a que los factores
de crecimiento son producidos en cantidades miniusculas por el 6rgano
blanco, muchas de la neuronas en desarrollo mueren por no tener el aporte

tréfico necesario. No obstante esto, existe un periodo en el que las neuronas
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sobreviven y crecen de manera independiente de la presencia de factores de
crecimiento. Este periodo se extiende por varias horas hasta que alcanzan
ciertas dimensiones o hasta que llegan a sus érganos diana, después de lo
cual, su dependencia por factores de crecimiento derivados del érgano diana
se hace absoluta. Estos datos hacen suponer 1) que durante el desarrollo
temprano, el programa de muerte no se encuentra en progreso, 2) que las
neuronas poseen un programa que contempla un periodo refractario a la
influencia de los factores de crecimiento, y 3) que las neuronas poseen un
mecanismo que les permite generar sus propios factores de crecimiento, los
que actuando de manera autbcrina interrumpen la progresiéon de su
programa de muerte celular al menos hasta que su proceso axonico alcance
su é6rgano diana. Esta ultima posibilidad fue la abordada experimentalmente
en el presente trabajo.
Hipotesis

El IGF-I promueve la supervivencia de la neuronas ganglionares en

animales neonatos al ser aplicado intraocularmente.

Objetivo General

Evaluar los efectos de IGF-I aplicado intraocularmente sobre la muerte de
células ganglionares de la retina en ratas neonatas.

Objetivos Especificos

Objetivo especifico 1.

Establecer el patrén de desarrollo del nervio éptico en ratas neonatas de

entre 0 y 10 dias de vida, utilizando técnicas de microscopia electronica.

Objetivo especifico 2.

Determinar el efecto de varias dosis de IGF-I sobre el area del nervio
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optico y el nimero de axones presentes en el mismo, en ratas neonatas de 5
dias de edad utilizando técnicas de microscopia €lectronica.

Objetivo especifico 3.

Determinar el efecto de la administracién de anticuerpos contra IGF-I
sobre el area del nervio optico y el niimero de axones presentes en el mismo,
en ratas neonatas de 5 dias de edad utilizando técnicas de microscopia
electronica.

Objetivo especifico 4.

Determinar si la co-administracién de IGF-1 y del anticuerpo contra IGF-
I previene el efecto del IGF-I sobre el area del nervio éptico y del nimero de
axones presentes en el mismo, en ratas neonatas de 5 dias de edad
utilizando técnicas de microscopia electrénica.

Materiales y Métodos

1. Animales

Para la ejecucién de todos los experimentos descritos en este trabajo se
utilizaron crias de rata de ambos sexos de la cepa Sprague-Dawley del
vivario del Centro de Neurobiologia. Después del nacimiento, las camadas se
mantuvieron con agua y alimento a libre acceso y cicladas con 12 horas de
luz - 12 horas de oscuridad. Los animales fueron asignados a cuatro
grupos: animales control intactos, animales inyectados con IGF-I, animales
inyectados con anticuerpos contra IGF-1, y animales inyectados con IGF-1y
anticuerpos. Todas la inyecciones intraoculares fueron unilateralmente. El
grupo de animales inyectados con IGF-I se subdividié en tres subgrupos de

ratas a las que se les administraron dosis diferentes (ver procedimientos

quirargicos).
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2. Procedimientos quirdrgicos

Transcurridas unas horas después del nacimiento (<10 horas), las crias
fueron anestesiadas mediante hipotermia durante 10 min. Se realizo
entonces un pequefa incisién sobre los parpados y se inyectd en la camara
posterior de un ojos lul de IGF-I recombinante humano (100, 300,
600ng/ul; donado por Genetech Inc.) y/o anticuerpos monoclonales contra
IGF-1 (clonas 5B7 y 8E6 a 2006 400ng/pl; donado por Genetech Inc., San
Francisco, CA} con ayuda de una jeringa Hamilton de 10ul. Una vez
terminada la infusién, los animales se colocaron en un colchén térmico
hasta su recuperacién, después de lo cual se regresaron con sus madres.
Los aﬁimales control recibieron el mismo volumen de vehiculo sin IGF-1 o
anticuerpo.

3. Obtencién y procesamiento de las muestras

Las crias fueron anestesiadas por hipotermia y sacrificadas a las edades
correspondientes (animales control a los 0,3,5,10 dias de vida; animales
experimentales a los 5 dias de vida). Los animales se perfundieron a través
del corazén con una solucién amortiguadora de cacodilato de sodio (0.1M,
pH 7.4) que contenia glutaraldehido (2.5%) y paraformaldehido (1%). Cada
animal se perfundié durante 15 minutos usando un volumen de fijador de
00ml. Los nervios 6pticos junto con el quiasma optico se obtuvieron
removiendo la corteza y realizando un corte en el polo posterior del ojo. Los
nervios se mantuvieron en amortiguador de cacodilatos hasta su
procesamiento. Después de un lavado en el mismo amortiguador, las
muestras se sumergieron en tetréxido de osmio al 1% por una hora a

temperatura ambiente, se deshidrataron en series graduadas de alcohol o
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acetona y se incluyeron en Epon. Se obtuvieron cortes coronales semifinos
(1-2 um) de cada nervio y se tifieron con azul de toluidina (2%). También se
obtuvieron cortes finos (60-90 nm), que fueron montados en rejillas de cobre
(300 mesh} recubiertas de formvar, y contrastados con acetato de uranilo
(2%) por 20 minutos y citrato de plomo (2%) durante 10 min. a temperatura
ambiente.

4, Obhtencion y analisis de los datos.

4.1 Area de secciéon del nervio, v _estimacion del area ocupada por vasos

sanguineos v células gliales.

Fl area de seccién transversal del nervio se estimé utilizando los cortes
semifinos tefidos con azul de toluidina. Para ello, se obtuvieron dibujos
bidimensionales con la ayuda de una camara lucida trazando el perimetro
total del nervio (320X). Asi mismo, para estimar el area ocupada por vasos
sanguineos y células gliales, se contornearon con ayuda de una camara
lacida, tanto los vasos sanguineos (320X) como los cuerpos y la mayor parte
de los procesos celulares gliales (320X) visibles en el corte. Todos estos
dibujos fueron digitalizados y las areas para cada parametro obtenidas con
ayuda de un sistema computarizado de analisis de iméagenes (I[PLab). Los
valores correspondientes para cada animal fueron utilizados para obtener el
promedio por grupo de cada uno de los parametros. Para determinar el area
corregida  promedio dei nervio por grupo, region  ocupada
predominantemente por fibras nerviosas, al area total del nervio se le
restaron las areas ocupadas por vasos sanguineos y por células gliales. El
numero de cortes dibujados por nervio fue de uno, y el total de nervios asi

analizados por grupo fue de cuatro o cinco.
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4.2 Estimacién del niimero de fibras nerviosas

Las observaciones de los cortes finos se hicieron en un microscopio
electrénico (Jeol, Modelo JEM1010 a 80 kV). Con el objeto de estimar el
numero de fibras nerviosas se obtuvieron al menos cuatro micrografias
(12,000X) tomadas al azar de los cortes semifinos obtenidos de cada nervio,
Cada micrografia representé 53 pm?2. Asi, se contabilizaron el nimero total
de fibras nerviosas por micrografia. Estos valores se promediaron con el
objeto de estimar el numero de fibras en 53 um? para cada nervio de cada
animal. Con la finalidad de estimar el naimero total promedio de fibras en
cada uno de los grupos de animales estudiados, se multiplicé el namero de
fibras promedioc en 53 pm?2 por el valor promedio del area corregida del nervio
optico para cada grupo. El niimero de cortes fotografiados por nervio fue de
al menos cuatro, y el total de nervios asi analizados por grupo fue de cuatro
a cinco en cada experimento.

4.3 Analisis estadistico de los datos

Para cada animal se obtuvieron los valores promedio de los diferentes
parametros estudiados. Para evaluar el efecto de los diferentes factores se
utilizé un analisis de varianza de Kruskal Wallis, seguido de la prueba de U
de Mann- Whitney para comparar areas y namero de axones entre pares de

grupos. El nivel de significancia elegido fue p<0.05.
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RESULTADOS
1. PATRON DE DESARROLLO AXONICO DEL NERVIO OPTICO EN LOS
ANIMALES NORMALES.

La figura 4 ilustra el patréon de desarrollo del nervio dptico en animales
normales a lo largo de los diez primeros dias de vida postnatal. Los nervios
6pticos en los animales recién nacidos muestran una gran cantidad de fibras
no mielinizadas de calibre pequeiio (Figura 4a). Conforme el desarrollo
avanza, el numero de fibras disminuye y su diametro aumenta notona y
progresivamente durante los primeros 10 dias de edad (F igura 4b, c, d). Los
primeros nervios mielinizados se empiezan a observar alrededor del dia
postnatal 5 (Figura 4c) y con mayor frecuencia el dia postnatal 10 (Figura
4d). Estos resultados concuerdan con aquellos previamente reportados por

otros autores (Lam, et al. 1982; Perry, et al., 1983; Sefton y Lam, 1984).

Con relacién al area promedio ocupada por fibras nerviosas, estimada al
restar las areas promedio ocupadas por glia y por vasos sanguineos del area
total de seccion del nervio éptico, se mostré que decrementa
significativamente (prueba de Kruskal-Wallis: H (3, n=16)= 12.40, p<0.02
seguida de prueba U de Mann-Whitney U = 0.0, p<0.05) a lo largo de los 5
primeros dias de vida (Figura 5a), con respecto a los animales recién
nacidos. Dicho decremento quizas refleje la eliminacién de axones durante
este periodo (Lam,et al., 1982; Perry, et al., 1983; Sefton y Lam, 1984,
también ver abajo). Después de los 5 dias de edad, el area del nervio optico

ocupada por fibras aumenta de manera significativa
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Figura 4. Micrografias que muestran el aspecto y grado de maduracion de axones en el nervio

optico de ratas recién nacidas (a) , y de 3 (b} . 5 (c). y 10 (d) dias de edad. Noétese la diferencia

en el numero, diametro y grado de mielinizacién de las fibras a distinta edad.
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Figura 5. a) Grafico que muestra las variaciones del area ocupada por fibras nerviosas en los nervios 6pticos de
ratas control de distinta edad postnatal. Estas variaciones son significativas segun la prueba Kruskal Wallis (H
(3, 0=16)= 12.40, p<0.02). b) Gréfico que muestra la disminucion de las fibras nerviosas estimadas en los
nervios 6plicos de ratas de distinta edad postnatal (H (3, n=16) =9.09, p<0.05). Se representan las medianas, el

extremo superior de cada rectangulo represente el cuartil 75 y el inferior el cuartil 25, la barra superior representa

¢l centil 90 y la inferior el centil 10, en algunos casos se muestran los puntajes mis extremos {circulos vacios).
* significativamente difcrente del dia 0, segun prueba U de Mann-Whitne
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(U= 0.00, p<0.05 Figura 2a), con relacién a los animales neonatos. Este
efecto quizas resulte del incremento en el diametro individual y del proceso
de mielinizaciéon de las fibras nerviosas que constituyen al nervio optico

(compare Figura 4ay d).

En contraste con el comportamiento bimodal del area ocupada por
axones en el nervio oOptico, el numero de fibras nerviosas decrece
significativamente, con relacién a los valores al nacimiento, a lo largo de los
primeros 10 dias de edad (prueba de Kruskal-Wallis: H (3, n=16)= 9.09,
p<0.05). Este decremento es abrupto durante los primeros 5 dias, para
luego estabilizarse entre esta edad y los 10 dias de vida (Figura 5b).
Finalmente, la densidad de fibras nerviosas por unidad de area también
disminuye con la edad (prueba de Kruskal-Wallis: H(3, n=16)= 11.12,
p<0.05, datos no mostrados). Todos los grupos difirieron significativamente
al ser comparados contra el grupo al nacimiento (U=0.0, p<0.05) con
excepcion del grupo de 3 dias de edad en numero de fibras por area ocupada

por axones (Figura 5b).

2. EFECTO DE LA ADMINISTRACION NEONATAL INTRAOCULAR DE
IGF-1 SOBRE EL AREA DEL NERVIO OPTICO OCUPADA POR FIBRAS, Y
SOBRE EL NUMERO Y DENSIDAD DE AXONES EN EL NERVIO OPTICO
DE ANIMALES DE CINCO DfAS DE EDAD.

La administracién neonatal intraocular de IGF-I produjo efectos

diferentes, dependiendo de la dosis, sobre el desarrollo del nervio éptico al

ser evaluados en animales de cinco dias de edad. La aplicacién de 100ng/pl
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y 300ng/ul condujo a un incremento del area ocupada por axones (Figura
6a), con relacion a los animales control de la misma edad. En contraste,
aquellos nervios provenientes de ojos tratados con una dosis de 600ng/ul de
IGF-I no mostraron cambio alguno en el area presumiblemente ocupada por

fibras nerviosas (Figura 6a).

Solamente se estimé el numero y la densidad de fibras en los nervios
opticos de animales tratados con 100ng/pl de IGF-I intraocular. A esta dosis,
IGF-1 incrementé significativamente el namero de axones en el nervio éptico
(Figura 6b), aunque no medificé su densidad (fibras por unidad de area) con
respecto a los animales control de la misma edad (promedio en los controles
3.63 + 0.84 y tratados con IGF-1 4.06 + 0.66). Esta constancia en la
densidad de fibras nerviosas en el nervio optico de animales tratados
intraocularmente con IGF-I, no obstante el incremento en el numero de
fibras, puede ser €l resultado del incremento en el area ocupada por fibras

observado en estos animales.

3. EFECTO DE LA ADMINISTRACION NEONATAL INTRAOCULAR DE
ANTICUERPOS MONOCLONALES DIRIGIDOS CONTRA IGF-I SOBRE EL
AREA DEL NERVIO OPTICO OCUPADA POR FIBRAS, Y SOBRE EL
NOUMERO Y DENSIDAD DE AXONES EN EL NERVIO OPTICO DE
ANIMALES DE CINCO DiAS DE EDAD.
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Figura 6. a) Grafico que muestra los efectos de distintas dosis de IGF-1 sobre el area del
nervio éptico ocupada por fibras nerviosas (medianas, véase descripcidn Fig. Sa). La prueba
de Kruskal Wallis mostré que el efecto de IGF-1 fue significativo (H (3, n=16) =10.69,
p<0.05).

*significativamente diferente del grupo control segiin prueba U de Mann-Whitney
(U=1.0,0.0,p<0.05 respectivamente).

b) Grafico que muestra los efectos de la administracién intraocular de distintas dosis de
IGF-1 sobre el nimero de fibras nerviosas en el nervio éptico {medianas, ver descripcién Sa).
+}ruskal Wallis (H{1,n=8)=5.33,p<0.05).

42




La figura 7 muestra los efectos de la administraciéon de anticuerpos
monoclonales anti 1GF-I (clona 8E6} sobre el desarrolle de las fibras
nerviosas que forman al nervio 6ptico en animales control y tratados de
cinco dias de edad. Sorprendentemente, la administracion de este anticuerpo
incrementé significativamente el area del nervio 6ptico ocupada por axones
(Figura 7a; prueba de Kruskal Wallis: H(2, n=12) = 7.54, p<0.05). De manera
similar, los nervios asociados a ojos tratados con el anticuerpo mostraron
una tendencia a tener mayor numero de axones con relacién a los nervios
opticos de animales control, si bien la diferencia no alcanz6 niveles de
significancia estadistica (Figura 4b). La densidad de fibras nerviosas en los
nervios épticos de ambos grupos fue similar. Resultados semejantes fueron
obtenidos con el anticuerpo monoclonal 5B7.

Aunque estos resultados parecen paradéjicos, es decir que aumernte el
area corregida que no es acompafiada por un aumento en el numero de
fibras, esto puede explicarse por dos maneras, por un efecto del volumen de
las fibras, el cual no es aparente en las micrografias electrénicas o bien por
un efecto deletéreo sobre vasos y glia. Esta posibilidad parece ser las mas
adecuada dados los resultados obtenidos al cuantificar el &rea ocupada por
estos elementos celulares. Ya que la administracién de los anticuerpos
monoclonales anti IGF-I (clonas 5B7 y 8E6}, redujo significativamente el area
ocupada por vasos sanguineos (H(2, n=12) = 9.27, p<0.01; U=1.0,0.0,
p<0.05, en ambos casos) y el area de glia (H(2, N=12) = 7.88, p<0.05; U= 0.0,

p<0.05, en ambos casos en comparacién con el grupo control).
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Figura 7. a) Grafico que muestra los efectos de la administracién del anticuerpo monoclonal

8E6 (200 ng/pl) sobre el area del nervio éptico ocupada por fibras nerviosas{medianas, ver

descripcién Fig. 5a). b) Grafico que muestra los efectos de la administracion intraocular del

anticuerpo monoclonal 8E6 sobre el nimero de fibras nerviosas en el nervio optico

(medianas ver descripcién Fig. 5a). .
*gignificativamente diferente del control segin prueba U de Mann-Whitney U (5,5) =0.0, p<0.05
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4.- EFECTO DE LA ADMINISTRACION CONJUNTA DE IGF-1'Y ANTICUERPO
(CLONA 8E6 ) AL NACIMIENTO SOBRE EL AREA OCUPADA POR FIBRAS
NERVIOSAS EN EL NERVIO OPTICO DE ANIMALES DE CINCO DIAS DE EDAD.

La aplicacién conjunta del IGF-I (100ng/ul) y del anticuerpo monoclonal
8E6 (200 y 400 ng/ul) “bloqued” el efecto que la administracién de IGF-I tuvo
sobre el valor del area del nervio éptico presumiblemente ocupada por fibras
nerviosas. El co-tratamiento redujo significativamente este parametro en los
animales tratados con respecto a los animales control de la misma edad (H
(3, n=17) = 13.91, p<0.01); (U(5,5)= 0.0, p<0.05, en ambos casos), datos no
mostrados. Desafortunadamente, el efecto del anticuerpo fue tan intenso que
hizo imposible el realizar un estimado del numero de fibras nerviosas que
constituyen al nervio en los animales tratados (Figura 5). Debido a que el
anticuerpo por si solo parece mimetizar, en cierto grado, los efectos de IGF-]
(compare Figuras 6 y 7) y que dosis altas de IGF-I parecen ser toxicas para
las fibras nerviosas (ver Figura 6}, nuestras observaciones parecen apoyar
que la co-administracién el anticuerpo potencia los efectos de IGF-1 a dosis
de 100ng/pl, llevandolos a la toxicidad. Se debe recordar que en los
experimentos anteriores esta misma dosis de IGF-] tiene efectos tréficos y no

toxicos (ver Figura 6).
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DISCUSION

La muerte de neuronas a lo largo del desarrollo es uno de los
eventos que esculpen la arquitectura cerebral. Este proceso de muerte
subyace a la remocién de elementos neuronales redundantes, promueve la
regionalizacién del cerebro, y ajusta el numero de neuronas al tamafo de los
territorios a ser inervados. En la retina de los roedores, un porcentaje
significativo de neuronas (aproximadamente el 50%) muere durante las
primeras dos semanas de vida postnatal. Este fenémeno se asocia con 1} el
refinamiento de la circuiteria retiniana, 2) la creacién de un gradiente de
densidad celular en la retina, 3) la eliminacién de axones con proyecciones
aberrantes, 4) el establecimiento de la topografia de las divisiones nasal y
temporal en la via optica, y 5) la segregacién de los campos receptivos de

ambos ojos en la corteza cerebral.

Se ha observado que el inicio de la muerte celular en la retina
coincide, por un lado, con la llegada de los axones de las neuronas
ganglionares retinianas al coliculo superior y al nucleo geniculado lateral, y
por el otro, con la muerte neuronal en estas regiones cerebrales. Estas
observaciones han sido interpretadas como indicadores de que existe una
interdependencia trofica entre las aferentes retinianas y sus territorios
diana. En verdad, las neuronas coliculares visuales parecen ser fuente del
factor derivado del cerebro (BDNF). Cuando las aferentes retinianas alcanzan
a los coliculos, las neuronas coliculares decrecen la produccién de BDNF

provocando la muerte de neuronas ganglionares de la retina. Estas dltimas,
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por su parte, producen IGF-1y lo liberan en el coliculo. Cuando las aferentes
retinjanas alcanzan al coliculo superior, decrecen su produccién de IGF-1 lo
que quizas conlleve a la muerte de las neuronas coliculares visuales. En
resumen, la idea dominante sugiere que la muerte de neuronas ganglionares
en la retina en desarrollo, resulta de la restriccion de factores neurotroficos
liberados por su organo blanco, a saber, el coliculo superior y el niucleo
geniculado lateral.

El IGF-I, sin embargo, parece tener funciones autécrinas/paracrinas
en distintos érganos del cuerpo y regiones del sistema nervioso, incluyendo
la retina. En apoyo a esta idea, receptores y proteinas fijadoras para 1GF-]
han sido identificados en la retina de distintas especies animales en
desarrollo. Ademas, el IGF-I gjerce efectos troficos sobre varios de los linajes
celulares que constituyen a la retina. Asi, es posible que éste factor pudiera
jugar un pépel importante en la regulacién de la muerte de neuronas
ganglionares en la retina, a través de un mecanismo autdcrino/paracrino,
complementario al mecanismo tréfico dependiente del coliculo superior y del
talamo. En éste sentido, es importante destacar que la produccion de IGF-I
en la retina decrece de manera coincidente con la progresion de la muerte de
neuronas ganglionares (Santucci, et al., 1994 ; Bartlett, et al., 1991). Asi, en
presente trabajo, evaluamos la posibilidad de que el IGF-! regule la muerte
de neuronas ganglionares retinianas a través de un mecanismo
autdcrino/pardcrino. Para ello, administramos IGF-1 intraocularmente al
nacimiento con el objetive de limitar la extension de muerte neuronal que
sucede en la retina de los roedores durante las primeras dos semanas de

vida. El analisis anatémico, sin embargo, no se realizé directamente en la
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retina. Nuestra atencién fue dirigida al nervio 6ptico, pues existe evidencia
solida de que el nimero de axones que corren a lo largo de éste, es
directamente proporcional al naimero de neuronas ganglionares en la retina
(revisado en Jacobson, 1990); lo que brinda una ventaja técnica y facilita
enormemente la ejecucién del trabajo morfométrico. Ademas, nuestras
observaciones fueron hechas exclusivamente a los cinco dias de edad,
momento en el cual la retina muestra el pico méaximo de muerte neuronal
(revisado en Jacobson, 1990; ver también resultados). Esto evita la
necesidad de realizar inyecciones intraoculares miltiples, con los riesgos
que esto conlleva.

La administracién intraocular al nacimiento de 100 y 300 ng/pl de
IGF-1 tuvo un efecto protector que se reflejéo en un aumento del area ocupada
por fibras nerviosas, asi como en el nimero estimado de ellas. Dicho de otra
forma, el incremento en la disponibilidad de IGF-I en la camara posterior de
ojo debida a la administracién exégena, pausa el programa de muerte celular
en las neuronas ganglionares en desarrollo. Recientemente, se ha
demostrado que el efecto anti-apoptdtico de IGF-I no sélo se observa en
poblaciones neuronales en desarrolio (D'Mello, et al., 1993), sino que
también es capaz de pausar el programa de muerte celular en neuronas
ganglionares adultas axotomizadas (Kermer, Klocker, Labes y Bahr, 2000).
Por otro lado, es interesante el hecho de que aunque se documenté un
aumento en el area del nervio éptico ocupado por fibras, asi como en el
namero de las mismas, consecutivas al tratamiento con IGF-I, el numero de
fibras por unidad de &area permanece constante. Esto sugiere que la

densidad v el diametro de las fibras nerviosas que constituyen el nervio

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA




optico son factores estructurales que se mantienen relativamente
constantes. El significado biolégico de éste hecho es aun desconocido, s1
bien existen diversos parametros estructurales que se mantiene constantes a
lo largo de la evolucién del sistema nervioso en distintas especies de
animales (Gutiérrez-Ospina et al., en preparacion).

Una observacién inesperada fue que dosis mayores de 300 ng/ul de
IGF-1 parecen tener un efecto toxico sobre el desarrollo de las neuronas
ganglionares de la retina. Esto es apoyado por la disminucion del area
ocupada por axones en los nervios 6pticos provenientes de animales tratados
con una dosis de 600 ng/ul. Si bien este resultado pudiera ser considerarse
como contradictorio, estudios previos han mostrado que los miembros de la
familia de las neurotrofinas pueden tener efectos deletéreos ¢ incluso pro-
apoptéticos en neuronas sensoriales corticales y oligodendrocitos cuando
estan presentes a dosis elevadas. El mecanismo por el que estos efectos se
presentan apenas empieza a ser dilucidado para las neurotrofinas. Dado que
para el caso de IGF-I, a nuestro conocimiento, no existen reportes previos
que muestren efectos toxicos de éste factor sobre células nerviosas, aun se
desconoce el probable mecanismo de su toxicidad. Sin embargo, existe
evidencia de que el IGF-I modula la actividad neuronal in vivo (Gutiérrez-
Ospina et al., 1998). Es probable que la muerte de neuronas ganglionares
que sigue a la administracion de dosis altas de éste factor, pudiera producir
excitotoxicidad. Es claro, no obstante, que para evaluar la plausibilidad de
esta propuesta se requiere de mas estudios.

Con el objeto de bloquear el efecto protectivo del IGF-I endégeno sobre

el desarrollo de las neuronas ganglionares, y de antagonizar aquel observado

50




después de su administracién exégena, se inyectaron intraocularmente
anticuerpos monoclonales (clonas 5B7 y 8E6) dirigidos contra IGF-I solos o
en combinacién con éste factor. Sorprendentemente, la administracién de
los anticuerpos solos incrementé significativamente el area ocupada por
axones. Aunque los nervios de los animales tratados muestran una
tendencia a incrementar en numero, ésta no alcanzé significancia
estadistica. Asi, estos resultados sugieren que el anticuerpo condujo a
cambios en el diametro de las fibras que constituyen el nervio optico. Es
ain desconocido, sin embargo, si este cambio refleja cierto grado de
toxicidad (e.g., cambios en la permeabilidad seguidos de edema celular), o
bien un efecto trofico real como el que ha sido documentado para algunos
otros anticuerpos que mimetizan el efecto del ligando contra el que fueron
generados (Hill y Pell, 1998; Stewart, Bates, Calder, Woodall y Pell, 1993). Es
claro que una tercera posibilidad es que las dosis del anticuerpo hayan sido
inadecuadas para producir el efecto (ver sin embargo mas abajo).

En contraste con lo observado después de la administracion de los
anticuerpos solos, la co-aplicacién intraocular del IGF-1 (100 ng/pl) con los
anticuerpos condujo a la disminucioén del area del nervio 6ptico ocupada por
axones y a un dano tisular tan extenso que hizo imposible la cuantificacién
de fibras en el nervio. Si bien uno podria interpretar estos resultados como
un claro efecto de bloqueo del anticuerpo, el hecho de que ambos el IGF-1y
el anticuerpo al ser administrados independientemente no muestren efectos
deletéreos sobre la estructura del nervio optico, que la aplicacion de dosis
elevadas de IGF-I parece tener efectos toxicos sobre el desarrollo de nervio

optico, y que el dafio en el nervio consecutivo a la co-aplicacion de ambos
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sea extremo, sugieren en conjunto que el anticuerpo potencia la toxicidad
del IGF-I en los experimentos de co-aplicaciéon. Esto no es extrano ya que se
ha descrito, como se menciondé mas arriba, que ciertos anticuerpos pueden
servir como agonistas de los ligandos contra los que fueron creados
(Schacher, Melitta, 1997. Warner- Lambert Lecture “Neural Plasticity and
the Surprising Functions of Recognition Molecules” 27 Annual Meeting
Soc. for Neuroscience, New Orleans. LA.). De hecho, este efecto de
potenciaciéon del efecto del ligando por un anticuerpo, ha sido descrito
previamente para un anticuerpo policlonal dirigido contra IGF-I (Stewart, et
al., 1993; Hill y Pell, 1998). Este grupo sugiere que el anticuerpo podria
funcionar como una proteina de unién de IGF, incrementando su
biodisponibilidad, y por ende, potenciando su efecto.

Fawcett (1992) ha propuesto que las neuronas poseen un programa
intrinseco de crecimiento que las hace refractarias a los efectos de los
factores neurotréficos derivados de los érganos diana durante la fase inicial
de su desarrollo. Asi mismo, se ha propuesto que esta refractoriedad se
pierde una vez que los axones de las neuronas alcanzan su organo diana
(revisado en Fawcett, 1992). Es decir, la dependencia por el o los factores
neurotroficos derivados del érgano diana se “activa”, cuando los axones los
reciben por vez primera una vez que llegan a su vecindad y lo penetran.
Nuestros resultados sugieren que la aparente refractoriedad de las neuronas
en desarrollo a los factores neurotréficos derivados el 6rgano blanco se debe
a que, durante un tiempo, las neuronas se proveen a si mismas de manera
autdcrina/paracrina de los factores que requieren para promover su

crecimiento hasta que encuentran a sus organos diana. Este encuentro

52




quizas detenga la secrecién autdcrina, haciendo a las neuronas dependientes
de su érgano blanco. Esto garantizaria a las neuronas el pausar el programa
de muerte celular, al menos mientras crecen, dando la oportunidad de que
las células alcancen sus érganos blanco en igualdad de condiciones, antes
de ser seleccionadas por este ultimo.

En conclusién, estudios previes han sugerido que la muerte de
neuronas ganglionares es inducida, y su extensién regulada, por la
restriccion del aporte tréfico derivado del mesencéfalo y del talamo. Existe,
sin embargo, un decremento en la produccién retiniana de IGF-I por parte de
las neuronas ganglionares que coincide con el pico de muerte celular de este
tipo neuronal, que sugiere que éste factor pudiera regular la muerte celular
de manera autécrina. Debido a que la administracién de IGF-I mejora las
probabilidades de supervivencia de las neuronas ganglionares durante la
fase aguda de su muerte, nuestros datos apoyan la idea de que la secrecion
autécrina de IGF-I y la regulacién de su biodisponibilidad juegan un papel
fundamental en la regulacion de la muerte celular en la retina. Dicho papel
seguramente complementa, aunque ain desconocemos de que manera, a
aquél descrito para las interacciones troficas entre las neuronas
ganglionares y sus érganos diana. Por otro lado, dado que IGF-I tiene efectos
en otros linajes celulares de la retina, seria interesante estudiar la si la
supervivencia de otros tipos celulares también se va afectada por la
administracion local de IGF-I. De ser asi, y debido a que la muerte de
neuronas ganglionares determina una parte los fenomenos de segregacion de
las aferentes talamicas en la corteza cerebral, seria de gran importancia el

evaluar si la administraciéon temprana de IGF-I en pacientes estrabicos,
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retrasa los cambios en la circuiteria cortical el tiempo suficiente, para poder
hacer correcciones quirtrgicas antes de que las modificaciones anatomo-

funcionales relacionadas a éste padecimiento se tornen irreversibles.
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