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Resumen

La plasticidad de los circuitos neurales ha tomado relevancia en los Ultimos anos ya
que se han encontrado algunas neuronas capaces de cambiar su fenotipo
neuroquimico en respuesta a factores epigenéticos (como cambios en la actividad
eléctrica o estimulos sensoriales). En esta forma de plasticidad adaptativa la actividad
eléctrica es un factor clave. Cuando hay una disminucidn de la actividad aumenta la
cantidad de neuronas que expresan neurotransmisores excitatorios. Cuando ocurre lo
opuesto, aumenta la cantidad de neuronas que expresan neurotransmisores
inhibitorios. La manipulacién de estos mecanismos plasticos mediante la
neuromodulacién permitiria, por ejemplo, la adaptacién de los circuitos motores

locales luego de una lesidon espinal, facilitando la recuperacién funcional.

La seccidn transversal completa de la médula espinal provoca en los mamiferos una
paralisis cronica caudal al sitio de la lesion debida a la pérdida irreversible de los
comandos motores supra-espinalesy los sistemas neuromoduladores extrinsecos. Sin
embargo, los reptiles mantienen la capacidad de regeneracién y recuperacion
funcional a lo largo de toda la vida, lo cual se debe a una mayor plasticidad de los
circuitos espinales. En tortugas de agua dulce, la seccién completa de la médula
espinal interrumpe totalmente la inervacién serotoninérgica extrinseca proveniente

del tronco encefalico.

Para estudiar una posible plasticidad de la inervacién serotoninérgica intrinseca luego
de la lesidn realizamos una caracterizacién anatédmica y neuroquimica de la médula
espinal en condiciones control y luego de una lesidn. En los segmentos distales de la
médula lesionada encontramos un mayor nimero de neuronas serotoninérgicas (5-
HT+) respecto al control sin lesidn. Se localizaron en la sustancia gris, ventrales al canal
central. Estas nuevas células serotoninérgicas no se generaron luego de la lesién (no
incorporaron BrdU ni expresaron proteinas enddgenas del ciclo celular) sino que
forman parte de un pool de neuronas pre-existentes que expresa factores de

transcripcion embrionarios. Son neuronas que luego de la lesion aumentan



significativamente la serotonina intracelular a través de una via se sefalizacién

probablemente dependiente del factor de transcripciéon Nkx6.1.

Proponemos que se trata de un mecanismo homeostatico para compensar de forma
intrinseca la modulacion serotoninérgica supra-espinal dafiada por la lesidon. En este
modelo, cambios en las sefiales externas, probablemente el nivel de actividad
eléctrica, activan y/o reprimen vias de sefializacién intracelular desencadenando la re-
especificacion del neurotransmisor como mecanismo para regular la excitabilidad y

mantener la homeostasis de los circuitos espinales.

El conocimiento de los mecanismos intimos subyacentes a este tipo de plasticidad
posibilitaria el desarrollo de estrategias alternativas aplicables a los mamiferos para

facilitar la recuperacion de las funciones perdidas por una lesidon espinal severa.



Introduccion

Lesion de la médula espinal

La lesion traumatica de la médula espinal genera un dafio que lleva a diversos niveles
de pardlisis y disfunciones sensoriales (Hagen, 2015). El trauma produce la seccién de
axones, la muerte de diversos tipos celulares y la rotura de vasos sanguineos con la

consecuente hemorragia y edema, lo que puede agravar el dafio local.

La seccidon transversal completa de la médula espinal en los mamiferos provoca una
paralisis cronica caudal al sitio de la lesidn. Esto se debe a la ausencia de los comandos
motores superiores, incluyendo los sistemas moduladores supra-espinales tales como
los sistemas serotoninérgico y noradrenérgico (Brustein y Rossignol, 1999) y la pérdida
de la interaccién entre éstosy las aferencias sensoriales desde los segmentos distales a
la lesion. La interrupcién de estas vias produce una desregulacion del sistema
autondédmico que, dependiendo del nivel de la lesidon, puede provocar disfunciones del
sistema cardiovascular y de los aparatos digestivo, urinario y reproductor. La etapa
agudade la lesidn se caracteriza por una disminucién del tono muscular y ausencia de
reflejos. Luego, entre los 2 y 6 meses posteriores a la injuria, en los seres humanos
aparecen episodios de espasticidad con reflejos exagerados, aumento del tono vy
espasmos musculares causados por la descarga repetitiva de las motoneuronas
caudales a la lesion. En algunos casos los pacientes relatan diversas experiencias
sensorialesincluyendo el dolor neuropatico. También es frecuente el dolor muscular,
mientras que la ausencia de actividad motora provoca atrofia del musculo esquelético

y las articulaciones (Hagen, 2015).

Sin embargo, cuando la lesidn se realiza en animales recién nacidos se observa una
mejor recuperacion funcional que se atribuye a una mayor plasticidad de los circuitos
en los animales inmaduros. Esto sucede en la comadreja (Saunders et al., 1998;

Mladinic et al., 2009) y en ratas neonatales (Tillakaratne et al., 2010).

Otros vertebrados, como algunos anfibios urodelos y reptiles mantienen la capacidad
de regeneracién a lo largo de la vida. El modelo cldsico es la salamandra, la cual es
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capaz derecuperar la locomociénynadar luego de una seccidn transversal total de la

médula a nivel lumbar (Chevallier et al., 2004).

En tortugas de agua dulce, nuestro grupo ha encontrado que siete a quince dias
después de realizar un corte transversal que secciona completamente la médula a
nivel toracico bajo, se genera un puente de fibras gliales GFAP+ (proteina fibrilar glial)
y BLBP+ (proteina cerebral de unién a lipidos) que transcurren en sentido
perpendicularal corte, permitiendo la reconexion. Este puente es cruzado por axones
provenientes en sumayoria del ganglio de laraiz dorsal y también por fibras varicosas
serotoninérgicas (5-HT+), lo que habilita una recuperacion parcial de la locomocion
(Rehermann et al., 2009, 2011). Otro ejemplo es la lagartija, que luego de una seccidn
total de la médula espinal es capaz de regenerar las extremidades posteriores y el

extremo terminal de la médula espinal (Egar et al., 1970).

Es importante profundizaren los mecanismos subyacentes a la recuperacién funcional
en modelos con capacidad de regeneracién ya que esta informacién puede sugerir
nuevas estrategias paralareparacion de la médula espinal y la recuperacién funcional

en los mamiferos.

Modulacion de la locomocion

Los sistemas motores de los mamiferos estdn formados por cuatro circuitos
interconectados (ThomasThach, 1999). En primer lugar se encuentra la médula espinal
que contiene los circuitos encargados de organizar los movimientos automaticos y
estereotipados. Las motoneuronas representan la via final comun de los sistemas
motores. Estas son moduladas directamente por aferencias sensoriales y a través de
interneuronas de la médula espinal, las cuales integran circuitos locales denominados
“generadores centrales de patrones” (GCPs), encargados de controlar la posturay la
locomocion. Estos GCPs generan un patron motor basico pero modulable para adaptar

la locomocidn segun las necesidades del organismo.

El segundo nivel son los circuitos localizados en el tronco encefdlico, los cuales

integran comandos motores descendentes desde los centros superiores y procesan la
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informacidn sensorial proveniente de vias ascendentes. El tronco encefalico integra la
via vestibulo-espinal: los nucleos vestibulares reciben informacién sobre la posicién de
la cabezay proyectan a lamédula espinal a través del tracto vestibulo-espinal, el cual
llega finalmente alas motoneuronas ubicadasen la zona intermedia ventro-medial que
inervan a los musculos proximales responsables de la postura y el equilibrio. El tronco
encefalico contiene los nucleos del rafe, en los cuales se agrupan neuronas
serotoninérgicasyel locus coeruleus, formado por neuronas noradrenérgicas. Ambos
sistemas inervan la médula espinal e intervienen en el control motor modulando los

GCPs y las motoneuronas.

Finalmente, la corteza motora y premotora son los centros que procesan y organizan
los movimientos voluntarios. Los comandos motores descienden formando los tractos
cortico-espinal y cortico-bulbar, queinervan las motoneuronas espinales y los nucleos

motores del tronco encefdlico respectivamente.

Estos sistemas tienen la capacidad de adaptarse a distintas situaciones fisioldgicas y
ambientales sin perder la integridad funcional bdsica. El control se logra mediante la
neuromodulacion, que se puede clasificar segin su origen como intrinseca, cuando es
ejercida por un componente del circuito y extrinseca, cuando proviene de

componentes ajenos al circuito basico (Marder, 2012) (figura 1).



Figura 1. Modulacién intrinseca vy
extrinseca. La  modulacién intrinseca
proviene de una neurona del circuito que
GCP libera sustancias neuromoduladoras

capaces de modificar las propiedades de

otro elemento del circuito. La modulacién

extrinseca proviene de una fuente o
Motoneuronas entrada localizada por fuera del circuito.
Modificado de (Marder, 2012)
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En el caso de la locomocidn, ésta depende de tres niveles de control: las aferencias
sensoriales, la modulacion intrinseca por los GCPs y la modulacién extrinseca
supraespinal. No obstante, se puede generar actividad motora en ausencia de
retroalimentacion sensorial cuando los GCPs son activados por los nucleos
supraespinales y modulados por los sistemas monoaminérgicos, en particular por el
sistema serotoninérgico. Por ejemplo, en la lamprea se ha propuesto la existencia de
unacadenade osciladores alo largo de la médula espinal que controlan la generacién
del nadoy se ha demostrado que son modulados por serotonina. In vitro |la serotonina
modula la llamada “locomocién ficticia” aumentando la excitabilidad de las
motoneuronas a dos niveles: reduciendo la hiperpolarizacion post-potencial y

|H

aumentandola duracién del potencial “plateau” (Schotland y Grillner, 1993). Luego de
unalesion, la plasticidad de estos circuitos locales podria ayudar a la recuperacion de
la locomocidon a pesar de la ausencia de los otros sistemas de control. Esto podria
lograrse mediante la neuromodulacién y regulando de la excitabilidad de los

elementos del circuito, en particular las motoneuronas e interneuronas pre-motoras.

La serotonina como neuromodulador del Sistema Nervioso

La serotoninaes uno de los neuromoduladores mas importantes del sistema nervioso
por lo cual es esperable que si se interrumpe su presencia en el sistema nervioso se

observen diversos efectos en las células sensibles a esta amina.
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La serotoninaes una molécula hidrofilica que no atraviesa la barrera hematoencefalica
y es sintetizadaen el sistema nervioso a partir de su precursor, el aminodacido esencial
L-triptofano (figura 2). Este neurotransmisor fue descubierto por su capacidad
vasoconstrictora cuandoes liberado desde las plaquetas y por provocar la contraccidon
del musculo liso gastrointestinal cuando es liberado por las células cromafines
(Erspamer y Asero, 1953). Su presencia en el sistema nervioso se demostrd

estimulando el corazén de molusco con extractos de cerebro.

Posteriormente se observd que el acido lisérgico (LSD, una molécula con actividad
sicotrépica) antagonizaba el efecto de la serotonina sobre el musculo liso
gastrointestinal lo que promovié el estudio y desarrollo de numerosos farmacos que
actdan sobre las neuronas serotoninérgicasy sobre los receptores de serotoninapre- o

post-sinapticos.

NH2
TPH H AADC /" MAO+AD,_ o+
20 02 H202
iH % | NH}S .. HO H20

N “r‘JHO =0 b X ’; i
H H [TY12] ||| [OHS Cetk—y F 02 N

HO HO H o2 oH

NH3

L-Triptofano S-Hidroxitriptofano Serotonina (SHT) Acido hidroxindolacético

Figura 2. Via de sintesis y degradacidn de serotonina.

Ademas de la seiializacidn sinaptica clasica, la serotonina puede difundir al espacio
extracelular desde su sitio de liberacién y unirse a receptores presentes en células
cercanas. Se llama sefializacién en volumen o neurotransmisién paracrina (Buniny
Wightman, 1998). Es muy relevante desde el punto de vista funcional ya que una
sefalizacién mas amplia en el entorno del sitio de liberacién puede actuar como
neuromoduladora de la actividad sindptica local, afectando en forma global a una red

neural.

La senal serotoninérgica tanto sindptica como pardcrina finaliza por tres mecanismos,
dos de los cuales involucran transportadores especificos (figura 3). La serotonina

liberada al espacio extracelular debe ser re-captada en la membrana pre-sinaptica por
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un transportador especifico de serotonina (SERT); luego en el citoplasma, puede ser
incorporada hacia el interior de las vesiculas sinapticas por el transportador vesicular

de monoaminas VMAT o puede ser degradada por la enzima monoaminaoxidasa.

Figura 3. La serotonina liberada puede ser
re-captada por el transportador especifico
(SERT) ubicado en la membrana pre-
de B sinaptica. En el citoplasma es degradada
degradacion por la enzima mitocondrial
monoaminaoxidasa (MAO) o puede ser
internalizada hacia las vesiculas sinapticas
por el transportador de monoaminas
)~ MAO-A VMAT. (Modificado de cnsforum.com)

Productos

~

mitochondria \

Transportador
de serotonina:
SERT

En la tortuga de agua dulce Trachemys scripta elegans, la mayoria de las neuronas
serotoninérgicas se localiza en los nucleos del rafe del tronco encefilico, fuente
principal de serotonina y donde se originan las fibras que inervan todo el Sistema
Nervioso Central (SNC). Las neuronas serotoninérgicas que inervan la médula espinal
se encuentran formando grupos: sobre la linea media a nivel de los nucleos del rafe
superior e inferior y lateralmente a nivel de los nucleos reticularis superior, inferior e
isthmi (Kiehn et al, 1992). Las neuronas serotoninérgicas proyectan a la médula espinal
formando un haz dorso-lateral a nivel del bulbo raquideo que corre en sentido rostro-
caudal por el funiculo lateral de la médula espinal.

Ill

Usualmente se propone que la serotonina establece el “tono” del sistema nervioso
segun el estado de actividad del individuo. Las neuronas del rafe presentan una
descarga espontanea ritmica durante la vigilia, la frecuencia de la misma disminuye
cuando el individuo entra en la etapa de sueio y se silencian totalmente durante el
sueio REM. Esto nos lleva a relacionar la descarga de las neuronas serotoninérgicas

con la actividad motora ya que durante la etapa REM se observa una atonia de los
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musculos esqueléticos. La actividad motora ritmica producida por los GCPs estimula a
las neuronas del rafe que responden con un aumento de su frecuencia de descarga, lo
cual aumentala cantidad de serotonina liberada en el entorno de las motoneuronas.
En el gato se demostrd que las neuronas serotoninérgicas del rafe facilitan o estimulan
la activacién de las motoneuronas en respuesta a la actividad motora (Veasey et al.,
1995). De forma similar, la estimulacién de la superficie ventral del tronco encefalico
del ratdn puede activar la locomocidn ficticia (Gordon y Whelan, 2008; Dunbar et al.,

2010).

Las fibras y botones sindpticos serotoninérgicos se distribuyen en todo el sistema
nervioso; con una alta concentracidon en los nucleos motores craneales y en el asta
ventral de la médula espinal. En el gato los botones serotoninérgicos sobre las
motoneuronas lumbares representan entre 1 y 3 % del total y se localizan
principalmente en las dendritas (Rekling et al., 2000). En la tortuga, nuestro grupo ha
utilizado la técnica de inmunofluorescencia para deteccion de serotonina y ChAT
(acetiltransferasa de colina, para identificar motoneuronas) simultdneamente para
cuantificar los botones sindpticos 5-HT+ sobre las motoneuronas. Resultados
preliminares mostraron que cada motoneurona del ensanchamiento lumbar presenta
entre 10 y 15 botones 5-HT+, localizados en el cuerpo celular y las dendritas (Lucia

Pérez, comunicacion personal).

Se han descripto siete familias de receptores de membrana para la serotonina,
subdivididas en 14 subtipos. La mayoria estan acoplados a proteina G, a excepcién de
la familia 3, que son canales idnicos asociados a ligando (figura 4). Un estudio de
expresion del subtipo 2C en neuronas corticales en cultivo mostré que el ARNm sufre
un proceso de edicién dando lugar a isoformas con actividad constitutiva (Chanrion
et al., 2008). Este resultado es muy relevante ya que si se suprimiera totalmente la
presencia de serotonina, por ejemplo, por una lesidon espinal, las neuronas que
expresan este tipo de receptores podrian mantener activada la cascada de segundos
mensajeros aun sin la sefal extracelular. De hecho, se ha reportado que la actividad

constitutiva del receptor 2C aumenta la excitabilidad de motoneuronas caudales a una

13



lesion espinal en ratas, lo que finalmente redunda en la recuperacién de algunas

funciones motoras (Fouad et al., 2010; Murray et al., 2010).

5-HT receptor N . A

synaptic cleft
amino (N)
terminal

o’oo‘f

post-synaptic
membrane

carboxyl (C) terminal

5-HT3 receptor

JAIU :

\VAVAY,

00000000¢

post-synaptic membrane

Figura 4. Receptores serotoninérgicos. A_ Receptor acoplado a proteina G. Formado por 7
hélices a transmembrana. Cuando se une a la serotonina se activa la proteina G y se inicia una
cascada de segundos mensajeros. B_ Receptores Tipo 3. Formados por 5 subunidades, son
canales idnicos activados por union a ligando permeables a sodio y potasio. (Modificado de
cnsforum.com).

Los receptores serotoninérgicos de los subtipos 1A, 1B (par Xll), 1D (motoneuronas
gama), 2A, 2B, 2Cy 5A se expresan en motoneuronas espinales (Perrieret al., 2013). La

serotoninatiene en general, un efecto excitatorio sobre las motoneuronas, facilitando
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la generacion de potenciales de accién. Sin embargo la respuesta obtenida al
estimularlas puede variar dependiendo de los receptores que expresa la neurona y de
la localizacion de éstos en las distintas regiones celulares. Por ejemplo, en la tortuga la
activacién de receptores localizados en la regién somato-dendritica de motoneuronas
espinales tiene un efecto excitatorio, ya que inhibe una corriente hiperpolarizante de
potasio (Perrier etal.,, 2003). Sin embargo, la activacion de receptores S5HT1A
localizados en el segmento inicial del axdn inhibe el potencial de accidn bloqueando

canales de sodio (Perrier y Cotel, 2008).

Otro ejemplo de la pluralidad de acciones generadas por la serotonina es la activacion
de receptores 5HT2 presentes en motoneuronas de tortuga, que facilitan la generacion
de potenciales plateau a través de la activacién de canales de calcio de tipo L (Perrier y
Hounsgaard, 2003). Este efecto se describié también en motoneuronas espinales de
ratas con una lesidon espinal crénica, en las cuales se observé un aumento de la
sensibilidad de las motoneuronas a la serotonina (Li et al., 2007). Es probable que la
actividad constitutiva de los receptores 5HT2C (que fue descripta posteriormente) sea

la responsable del efecto sensibilizador o facilitador.

Estos datos aportan evidencia de que la activacion de los mecanismos plasticos en los
circuitos locales espinales luego de una lesién espinal podria facilitar la recuperacién

funcional.

Participacion del sistema serotoninérgico en fendmenos de plasticidad

Varias estrategias experimentales han demostrado la relevancia del sistema
serotoninérgico en la recuperacién de la locomocién luego de una lesién espinal. Por
ejemplo, la aplicacion de 5-HT en la médula espinal, su precursor (5-Hidroxitriptofano)
0 agonistas de los receptores serotoninérgicos tipo 1, 2 y 3, activan los circuitos
motores locales en gatos con lesion espinal a nivel de T13. Dicha activaciéon redundaen
una mejor recuperacion de la locomocion en estos animales. Cuando se aplica
conjuntamente con norepinefrina o el agonista noradrenérgico ol metoxamina, los
animaleslogran unalocomocién prolongadaycon mejor estabilidad lateral (Brusteiny

Rossignol, 1999).
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El trasplante de neuronas serotoninérgicas embrionarias es otra estrategia
experimental que ha sido utilizada en ratas. Dichas neuronas pueden extender
procesos e inervar el sitio de la lesién para lograr la activacién de los GCPs (Ghosh y
Pearse, 2015). Estaestrategia demostrd que la recuperaciéon de la coordinacién entre
los miembros posteriores depende del nivel re-inervado, sugiriendo que el GCP en Ia

rata se localiza en los segmentos L1 y L2 (Ribotta et al., 2000).

Recientemente se han encontrado ejemplos de plasticidad del sistema
serotoninérgico, cuyo rol seria mantener la homeostasis funcional (Spitzer, 2012).
Durante el desarrollo de Xenopus laevis las neuronas del tronco encefdlico generan
corrientes de calcio cuando son activadas por sefiales pardcrinas. A su vez, este idn
actua como una sefal intracelular que regulando factores de transcripcion puede
afectar la diferenciacién de neuronas serotoninérgicas (Demarque y Spitzer, 2010).
Usando herramientas moleculares para modificar la expresidon de canales idnicos y
afectar las corrientes de calcio, estos autores observaron variacionesen la cantidad de
neuronas serotoninérgicas del rafe. El aumento de la frecuencia de las espigas de
calcio, que se logré sobre-expresando canales de sodio voltaje dependientes, provoco
una disminucién en el niumero de neuronas serotoninérgicas. La disminucion de la
actividad de calcio se logré por sobre-expresidn de canales de potasio voltaje
dependiente (Kir) y provocé un aumento en el numero de las neuronas
serotoninérgicas. En este modelo, un cambio en el nivel de actividad desencadena la
re-especificaciéon del neurotransmisor como mecanismo para regular la actividad
eléctrica del sistema, de forma de mantenerla homeostasis. Este ejemplo propone un
novedoso mecanismo de plasticidad que se desencadena cuando sefales externas
regulan vias de sefializacidnintracelular cambiando el perfil proteico de la neuronay la
funcién que cumple en el circuito. Este tipo de plasticidad controlaria el nado del

embridn en el agua.

Otro ejemplo en el cual ocurre la re-especificacion de un neurotransmisor con fin
adaptativo es el mecanismo de camuflaje de Xenopus. En este caso se desencadena

por un estimulo sensorial. La luz activa las neuronas ganglionares de la retina que

16



aumentan la actividad espontdneade células del nicleo supraquiasmatico, algunas de
las cuales comienzan a sintetizar dopamina. En este caso la dopamina liberada inhibe
las células melanotropas vy la produccién de melanina, palideciendo la piel del embridn

para hacerlo menos visible (Dulcis y Spitzer, 2008).

Otro fendmeno pldstico que involucra a la serotonina se observd en cultivos
organotipicos dela médula espinal de ratén: en la médula espinal aislada se observa
unadisminucién de lasfibras serotoninérgicas, lo cual provoca la aparicion de células
5-HT+. Ese fendmeno puede ser bloqueado activando receptores serotoninérgicos 5-
HT1A (Branchereau et al., 2002). Por lo tanto, la inervacidn serotoninérgica extrinseca
proveniente del rafe inhibiria la sintesis de serotonina en neuronas de la médula
espinal. En cultivo fendmeno se revierte al suprimir dicha inervacion mediante la
seccion total. Estas neuronas podrian ser una fuente intrinseca de serotonina que

compensaria la denervacion.

Neurogénesis durante el desarrollo embrionario y la vida post-natal

Los mecanismos de plasticidad y reparacidon del sistema nervioso son similares a los
procesos que ocurren durante la neurogénesisy desarrollo del mismo, por lo tanto es
pertinente recordarlos y enfatizar especificamente las vias vinculadas a la

diferenciacién de las neuronas serotoninérgicas.

Para comprender el funcionamiento del sistema nervioso se requiere conocer c6mo
surge y como puede modificarse alo largo de lavida. El desarrollo del sistema nervioso
es un mecanismo que depende de factores ambientales y factores de transcripcién (FT)
que determinan los elementos celulares que lo componen y su interrelacion (Sanes
et al., 2006). Los principios basicos se han conservado a lo largo de la evolucién en los
diversos organismos. En los vertebrados se origina a partir del ectodermo, del cual
surge la placa neural. Esta, al plegarse, forma el tubo neural. A partir de este tltimo se
generan la mayoria de lasneuronasy glias del sistema nervioso central. Enla unién del
tubo neuraly el ectodermo se encuentra la cresta neural que es fuente de la mayoria

de las neuronas y glias del sistema nervioso periférico (Sanes et al., 2006).
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La interaccion con tejidos adyacentes a través de sefales difusibles es fundamental
para la induccién neural. Se han descripto tres moléculas capaces de inducir la
expresion de genes neurales: Noggin, cordinay folistatinague se expresan en la etapa
de gastrulacién y se unen a BMP o activina. Estas moléculas se liberan desde el
mesodermo y son fundamentales para el desarrollo del sistema nervioso ya que
bloguean la diferenciacidn hacia células de la epidermis. Asi se activa la expresion de
los genes pro-neurales que inducen la segregacién de neuroblastos. Estudios de
expresion génica luego del tratamiento con cordina determinaron que algunos genes
de la familia sox se expresan tempranamente en la placa neural. Algunos de los genes
activados por Sox codifican los factores de transcripcién bHLH de unién al ADN, que

colaboran en la determinacidon neuronal.

Posteriormente, la notocorda a través del factor difusible Sonic hedgehog (Shh)
determinala polaridad dorso-ventral del tubo neural y el destino de las células de la
médula espinal (figura 5A). Segun el nivel de Shh se activa la expresidon de genes de
clase 2 y se apaga la expresiéon de genes clase 1. Ambas clases se reprimen
mutuamente, porlo tanto la expresién de unos no se superpone con los otros. De esta
forma se regula la determinacién celularysu ubicacion final en la médula espinal.Enla
zona ventral del tubo neural se expresan genes que codifican los FT Nkx2.2 y Nkx6.1.
Mientras que Pax6, Irx3 y Pax7 se expresan en la zona intermedia y la zona dorsal,
donde la concentracién de Shh es mas baja. Los FT Nkx2.2 y Nkx6.1 se expresan
transitoriamente en los precursores serotoninérgicos (Briscoe et al., 1999). Se ha
demostrado que ambos colaboran en la induccién de otros FT como Gata2 y Gata3
(figura 5B). El factor Gata2 activa la transcripcién de los FT Lmx y Pet, los cuales son
necesarios para la diferenciaciéon de las neuronas serotoninérgicas (Nefzger et al.,
2011). Por lotanto, la expresién de genes pro-neurales en una célula es un indicador

de su potencial neurogénico.
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Figura 5. A_ Esquema del tubo neural y notocorda. La expresion de FT estd regulada por el
gradiente de Shh durante el desarrollo. B_ Via de sefalizacidn intracelular necesaria para la
diferenciacién de neuronas serotoninérgicas.

Un aspecto relevante de la sefializaciéon por Shh es que afecta la diferenciacidn
neuronal en la médula espinal antes de la formacién de las sinapsis regulando las
espigas de calcio y otro factor difusible: BDNF (factor neurotréfico cerebral), el cual es
liberado en respuesta a dicha actividad y estimula la diferenciacién de neuronas
inhibitorias (Borodinsky et al., 2012; Gliemez-Gamboa et al., 2014). Estos trabajos
muestran que el programa genético de una neurona induce la expresidn de genes
especificos y luego la actividad eléctrica es capaz de regular la expresion de FTs e

inducir la re-especificacién del neurotransmisor.

Unavez finalizado el desarrollo aun persisten algunas regiones neurogénicasactivas en
el sistema nervioso. Las primeras publicaciones sobre neurogénesis en el cerebro
adulto se basaron en la inyeccién intratecal o sistémica de timidina tritiada (nucledtido
marcado que se incorpora al ADN en la fase de sintesis) y su posterior deteccién en
secciones de tejido fijado (Altman, 1962; Altmany Das, 1965). En esos experimentos se
detectaron nucleos marcados en células de tipo glial, neuroblastos y neuronas,
sugiriendo la existencia de neurogénesis en algunas regiones del cerebro de mamifero

adulto.

Actualmente se reconocen dos regiones en las cuales persiste la neurogénesis post-
natal: la zona sub-ventricular del cerebro y la zona sub-granular en el hipocampo
(Lledo et al., 2006; Fuentealba et al., 2012). En ambos nichos la generacién de nuevas
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neuronasy su incorporacion alos circuitos son mecanismos plasticos de adaptacién a

un medio cambiante.

En la médula espinal de tortuga y rata nuestro grupo ha mostrado que la zona
alrededor del conducto ependimario o canal central (CC) contiene células con
caracteristicas de progenitores similares a las descriptas en otros nichos neurogénicos.
Los primeros estudios realizados con marcadores de proliferacién (BrdU) en la tortuga
de agua dulce demostraron la presencia de células proliferantes tanto en la sustancia
gris como en la sustancia blanca de la médula espinal (Fernandez et al., 2002). Luego
de la inyeccién de BrdU (1 hora y 24 horas post-inyeccidén) se observd una gran
densidad de nucleos marcados alrededor del CC. Las células que proliferaron
presentaron fenotipos heterogéneos: seis dias después de la inyeccién de BrdU se
encontraron co-localizando con moléculas caracteristicas de células post-mitdticas
como TUC-4, marcadores neuronales como GABA o de glia como GFAP. A los 50 dias
post-inyeccion se encontraron células BrdU+/NeuN+, es decir neuronas maduras. Estos
datos sugieren que la regidon que rodea al CC de la médula es la fuente principal de
nuevas células. Otro estudio posterior demostré una concentracién mayor de nucleos

BrdU+ en los cuadrantes laterales de la zona que rodea al canal central (Russo et al.,

2008).
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Figura 6. Esquema de los tipos celulares encontrados en el epéndimo de la médula espinal de
Trachemys dorbignyi (Tomado de C. Reali, Tesis doctoral). GRs: glias radiales.

La caracterizacion de las células alrededor del canal central demostré que se trata de
una poblacién heterogénea (figura 6). Algunas células tienen propiedades eléctricas
similares a los precursores neuronales: baja resistencia de entrada, acople eléctrico
mediante uniones gap y carecen de corrientes activas. Ademas, expresan el marcador
de glia radial BLBP y el factor de transcripcion Pax6 que se expresan en glias radiales
con potencial neurogénico. Estos grupos de precursores BLBP+ envuelven células con
caracteristicas de neuronas inmaduras con alta resistencia, pequefias corrientes
activasy que expresan HuC/D, un marcador neuronal temprano. También se encontré
un grupo de neuronas HuC/D+ capaces de descargar repetitivamente, con contactos
sindpticos, pero que no expresan marcadores de neuronas maduras. Finalmente, en
los cuadrantes mediales se encontré una poblacion de glias radiales desacopladas que
también incorporaron BrdU, la cuales podrian ser células madres ubicadas alrededor

del CC (Russo et al., 2004, 2008).

En los mamiferos también existe una zona proliferativa alrededor del CC con algunas

caracteristicas similares a los nichos neurogénicos del cerebro (Marichal et al., 2009,
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2012). En esta zona se propone la existencia de dominios funcionales: en los dominios
laterales se agrupan células que combinan caracteristicas de ependimocitos vy glias
radiales (expresan marcadores como vimentina, S-100P). Estas células se hallan
acopladas mediante Cx43, mientras que en los dominios mediales se encuentran otras
células con caracteristicas morfoldgicas de glias radiales pero desacopladas vy
heterogéneas en términos de sus fenotipos electrofisioldgicos. En el CC de las ratas,
también se encontraron células que expresan marcadores de neuronas inmaduras
(HuC/D, DCX, PSAN-CAM) y con fenotipos electrofisioldgicos que sugieren diferentes
grados de diferenciacién de la excitabilidad. Las células ependimarias localizadas
alrededor del CC de la médula espinal serian las células madre, ya que in vitro son

capaces de generar neuro-esferas (Barnabé-Heider et al., 2010).

Por lo tanto, en lazona que rodea al canal de reptilesy mamiferos podemos encontrar
neuronas en distintos grados de maduracién como ocurre en los nichos neurogénicos
del cerebro. La presencia de precursores en la médula espinal resulta muy interesante
por su potencial capacidad de repararla médula frente a una lesién. En mamiferos las
célulaslocalizadas en la region ependimaria proliferan, su progenie migra hacia el sitio
dafiadoyse diferencia en astrocitos u oligodendrocitos (Meletis et al., 2008). En zonas
lesionadas de la médula espinal de la tortuga también hay un aumento en la
proliferacion de la glia radial (Rehermann etal.,, 2011). Un posible abordaje
terapéutico podria estar basado en la manipulacién del proceso de diferenciacion de
estas células hacia los distintos tiposneuronales y gliales necesarios para recuperar la
funcionalidad. Esta estrategia representa una alternativa al trasplante de células

exogenas en el lugar de la lesion.

La serotonina también estaria involucrada en procesos de neurogénesis y
diferenciacidon celular. La “hipdtesis neurogénica de la depresion” postula que un
fenotipo depresivo puede ser consecuencia de una falla reversible de la neurogénesis
en el Gyrus dentado (Petrik et al., 2012). El tratamiento con agonistas de los receptores
serotoninérgicos tipo 1A y 2 produciria un aumento en la cantidad de células
mitdticamente activas (marcadas con el analogo de timidina BrdU) en el hipocampo de

ratas adultas (Banasr et al., 2004). Por otra parte, el grupo de Gaspar analizé dos
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modelos de ratones con deplecién constitutiva de serotonina y encontré que la
neurogénesis en el Gyrus dentado no disminuye sino que aumenta en los plazos
estudiados. Una semana después de inyectar BrdU encontré mayor cantidad de
nucleos BrdU+ en los mutantes respecto a los controles (Diaz et al., 2013). A las dos
semanas las células BrdU+ expresaban también marcadores de neuronas como
doblecortina, calretinina y calbindina, lo que indica que las nuevas células
sobrevivieron y continuaron el proceso de maduracién. En este caso la neurogénesis
no disminuye sino que aumenta en ausencia de serotonina y el tratamiento con
agonistas de los receptores 5-HT1A normaliza los nimeros obtenidos en los grupos
experimentales. Por lo tanto, dependiendo del modelo y el protocolo utilizado se
pueden observar distintos efectos de la serotonina sobre |la proliferacion en el sistema

nervioso.

Antecedentes

En condiciones normales la inervacion serotoninérgica de todo el sistema nervioso
proviene de los nucleos del rafe, los cuales contienen la mayoria de las neuronas 5-
HT+. En lamédula espinal hay muy pocas células 5-HT+ (Branchereau et al., 2002). En
la tortuga, estas células se localizan en la regidn ventromedial de la sustancia gris,
mayoritariamente de los segmentos cervicales y lumbo-sacros (Kiehn et al., 1992). Esta
distribucion se ha conservado en toda la escala zooldgica (Tork, 1990; Kiehn et al.,

1992).

La especificacidon de las neuronas serotoninérgicas depende de la expresién de factores
de transcripcion como Nkx2.2, Nkx6.1, Lmx1b y Pet (Briscoe et al., 1999; Nefzger et al.,
2011). En Xenopus laevis la actividad es capaz de regular la expresién de algunos de
ellos (Demarquey Spitzer, 2010). Si provocamos un cambio en la actividad del circuito,
por ejemplo al seccionar la médula espinal, es esperable que cambie la regulacién de
los factores de transcripcion y se modifique la expresidon de proteinas en neuronas
caudalesalalesidn. Por lo tanto, es posible que algunas neuronas del circuito afectado
comiencen a sintetizar nuevas enzimas, como las que componen la via de sintesis de
serotonina. Estos cambios intracelulares tendrian como objetivo recuperar la

homeostasis del sistema, en este caso aumentando el nimero de neuronas que
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expresan neurotransmisores excitatorios. Este contexto valida nuestro interés en
evaluarla posible plasticidad de la inervacién serotoninérgica a nivel espinal luego de
unalesion traumatica de la médula espinal (Branchereau et al., 2002) y profundizar en
los posibles mecanismos subyacentes. Nos planteamos las siguientes interrogantes:
¢Qué ocurre con lainervacion serotoninérgica en el segmento caudal a una lesién que
interrumpe la continuidad de las vias descendentes? ¢Aparecen nuevas células
serotoninérgicas que intentan compensar el déficit causado por la desaparicidon de la
inervacion serotoninérgica descendente? Y si esto ocurre, ¢las nuevas células 5-HT+

son neuronas neo-generadas o cambian su fenotipo neuroquimico?

Hipotesis

En la médula espinal de la tortuga hay mecanismos de plasticidad que mantienen la
homeostasis del sistema serotoninérgico. La interrupcién de la inervacidn
serotoninérgica descendente por una lesion produciria un aumento en el numero de

neuronas serotoninérgicas a partir de progenitores o a la transformacién de su

fenotipo molecular original hacia neuronas que expresen serotonina.

Objetivo general

Determinarlos cambios en el sistema serotoninérgico en los segmentos caudales a la

lesion espinal en tortugas juveniles.
Objetivos especificos

1_Cuantificar, estudiarlalocalizaciény la morfologia de las células serotoninérgicas en

la médula de un animal lesionado en relaciéon a la condicion control.

2_ Analizar, mediante laincorporaciénde BrdU, si los cambios en el numero de células

serotoninérgicas pueden deberse a neurogénesis de células 5-HT+.
3_Determinarsilas células 5-HT+ de la médula lumbar de la tortuga son neuronas y si

expresan otros marcadores moleculares que las caractericen desde el punto de vista

de su naturaleza y linaje.
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4 _Revelarsilas motoneuronas espinales reciben inervacidn serotoninérgica luego de

la lesidn.
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Estrategia experimental

Animales

Modelo experimental

Para el estudio de los mecanismos plasticos que ocurren en la médula espinal de la
tortuga luego de una lesion utilizamos ejemplares juveniles (tres meses a un afo de
vida) de la especie Trachemys scripta elegans. Los quelonios pertenecen a la clase
Reptilia, de la cual han evolucionado los mamiferos. Su SNC es similar en estructurasy
funciones al de los mamiferos, lo que nos permite extrapolar algunas generalizaciones.
Al igual que los anfibios, estas tortugas no presentan shock espinal y logran una buena
recuperacion luego del daino medular severo. En suma creemos que estos estudios
pueden aportardatos nuevos sobre las capacidades intrinsecas de reparacion del SNC

de los vertebrados.

Condiciones de hospedaje

Los protocolos experimentales utilizados y las condiciones del acuario han sido
previamente aprobados por la CNEA. Los ejemplares utilizados fueron importados,
desde una granja de reproduccién y cria localizada en Estados Unidos, segun los
requisitos solicitados por la Direccién Nacional de Recursos Acudtico del MGAP. Se
alojaron en el bioterio de poiquilotermos del IIBCE, en un acuario exclusivo para
guelonios con temperatura controlada de 28°C, luz natural y artificial. Fueron
alimentados tres veces por semana con racidon balanceada recomendada para reptiles.

Las peceras fueron cambiadas semanalmente.

Localizacion del sistema serotoninérgico en el tronco encefalico de la

tortuga Trachemys scripta elegans

Para obtener mayor informacién sobre el origen de la inervacidon serotoninérgica
extrinseca de la médula espinal en los quelonios y visualizar el origen de las vias
descendentes realizamos una reconstruccién tridimensional del tronco encefalico de
Trachemys scripta elegans. Se utilizé un ejemplar juvenil fijado con formaldehido. La

pieza se encastrd en una mezcla de gelatina al 1,5%: albumina al 40% en la proporcién
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1:2 y se usé glutaraldehido para coagularla. Se obtuvieron secciones seriadas de 70 um
en un vibratomo y se utilizé una técnica de inmunofluorescencia indirecta para
detectar serotonina (5-HT). Una cada tres secciones se fotografié en el microscopio
confocal y se usd para la reconstruccién. Se utilizd el programa Biovis3D

(www.biovis3d.com) que permite dibujar sobre cada fotografia el contorno de la

estructura, contornos internos y unidades internas. Una vez dibujadas todas las
secciones de la pieza, el programa realiza la reconstruccién 3D, que puede ser

fotografiada o filmada desde distintos angulos.

Lesiones espinales

Para abordar el objetivo general se utilizaron 16 ejemplares a los cuales se les realizo
una lesién espinal y se utilizaron 12 ejemplares como controles sham. Con el fin de
reducir el nUmero de animales necesario para realizar todos los ensayos cuando fue
posible se utilizaron los mismos ejemplares para cuantificar el nimero de células
serotoninérgicas, la proliferacion celular y andlisis de los marcadores moleculares, ya

gue son técnicas compatibles.

Para realizar las lesiones se utilizd el siguiente protocolo (Rehermann et al., 2009,
2011):

1- Seindujo la sedacion de los animales con ketamina (40 mg/kgi.p.).

2- Una vez alcanzada la anestesia profunda (cuando el animal no responde a
estimulos nociceptivos) se procedié a abrir una pequefia ventana entre la 32y
42 placa dorsal del caparazoén y se realizé una laminectomia para exponer la
medula espinal toracica baja (figura 7).

3- Bajo control visual con lupa se llevd a cabo una seccion completa en el plano
transversal de la médula espinal con una hoja de bisturi pequefa. Los animales
control sham recibieron el mismo tratamiento anterior, exceptuando la seccién
medular.

4- Posteriormente, selavo lazona con solucion salinayla ventanaen el caparazon
se sellé utilizando cianacrilato en gel.

5- Luego de recuperarse de la anestesia (1 a 2 horas) los animales fueron re-

introducidos en el acuario y mantenidos en las condiciones ya descriptas.
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Figura 7. A_ Esquema de la vista dorsal de una tortuga. La letra “V” indica el nivel en el cual se
realizé la ventana para lesionar la médula espinal a nivel tordcico bajo. B_ Fotografia de la
médula inmediatamente después del corte. La flecha muestra la hemorragia causada por la
ruptura de vasos sanguineos (R: rostral; C: caudal).

Andlisis del comportamiento motor para determinar la magnitud de la
lesion

Luego de la recuperacion de la cirugia (aproximadamente 4 horas post-lesidn) se
realizaron ensayos conductuales a todas las tortugas lesionadas a fin de seleccionar
para los estudios morfolégicos Unicamente aquellos ejemplares con una seccién
completade la médula (Rehermann et al., 2009). Al grupo control se le realizaron los
mismos ensayos. El primero consistié en fijar el cuerpo de la tortuga por su cara
ventral en un soporte elevado sin interferir con el movimiento de las extremidades y
observar el despliegue evasivo luego de apretar la cola una vez con una pinza. Las
tortugas control realizan una variedad de movimientos evasivos mientras que las
tortugas lesionadas presentan una respuesta estereotipada que culmina con los
miembros posteriores en extension (Rehermann et al.,, 2009). El segundo ensayo
consistié en estimularlas mecdnicamente a caminar sobre una superficie rigida y plana
(aproximadamente 30 cm de largo). En las tortugas control se observa el despliegue
locomotor normal. Las tortugas lesionadas arrastran el cuerpo sobre la superficie
usando solamente las extremidades anteriores, mientras mantienen las posteriores
retraidas bajo el caparazon. (Rehermann et al., 2009). El tercer ensayo consiste en
observarla conducta durante el nado en condiciones irrestrictas. Antes de la perfusion
de los ejemplares se realiz6 nuevamente el ensayo conductual para evaluar la

recuperacion locomotora de cada ejemplar.
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Tratamiento in vivo para marcado de células mitéticas

Luego de las lesionas algunas tortugasse utilizaron para realizar el objetivo especifico
2, el cual se realizd en dos etapas. En primer lugar, in vivo se realiz6 el tratamiento con
el andlogo de timidina 5-Bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) para detectar células mitéticas
en ejemplares lesionados (n=6) y control (n=6). Para ello se utilizaron dos protocolos
de saturacion con BrdU que consistieron en la aplicacion de dos inyecciones
intraperitoneales diarias de 100 mg/kg cada una, durante cuatro dias, comenzando a
las 24 hs (Grupo 1: lesionadas n=3, controles n= 3) o comenzando el octavo dia post-
lesion (Grupo 2: lesionadas n=3, controles n=3). En segundo lugar, treinta dias después
de la lesidn, las tortugas tratadas se perfundieron (figura 8) y posteriormente se
continud el procesamiento del tejido necesario para el andlisis de la incorporacién de
BrdU y 5-HT segun el protocolo que se detallara en la siguiente seccién. En algunos

casos se realizé co-inmunomarcado con otros marcadores celulares.

dia0 dia 30
1234
‘ [ ]| ‘
‘ [TTT ‘
L, |
Cirugia (lesiones y controles) Perfusion
0 30
8
‘ [ | ]| ‘
‘ [T ‘
[, I
Cirugia (lesiones y controles) Perfusién

Figura 8. Cronogramas de inyecciones de BrdU. Se usaron dos protocolos de saturacién de
cuatro dias: Grupo 1, dias 1 a 4 (linea superior) o Grupo 2, dias 8 a 11 (linea inferior).

Perfusion de los animales, preparacion del tejido y deteccion de los

marcadores moleculares

Luego de cumplidos los tiempos de sobrevida correspondientes, todos los animales
lesionadosy controles fueron sometidos a eutanasia y fijados. Los procedimientos se

realizaron en ejemplares anestesiados con pentobarbital sddico (60 mg/kg i.p). Cuando
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se logré una anestesia profunda se procedié a remover el plastrén para acceder al
corazon, penetrar al ventriculo con laaguja y canular el cayado adrtico. En primer lugar
el sistema se lavdé con solucion de Ringer modificada (NaCl 96,5 mM, KCl 2,6 mM,
MgCl2 2 mM, NaHCO3 31,5 mM, Glucosa 10 mM, CaCl2 3 mM, pH 7.6) y luego se
perfundid con formaldehido al 10%, tamponado con fosfato de sodio 0,1M, pH 7.4.
Posteriormente se disecaron los segmentos correspondientes al ensanchamiento
lumbar (largo total= 0.8 a 1 cm). Para obtener secciones representativas del
ensanchamiento, éste se cortd a la mitad, ambas mitades se colocaron paralelas de
forma de comenzar a cortar la regién central del mismo, ambas se encastraron en
bloques de gelatina y albumina. A partir de los bloques se obtuvieron secciones

transversales de 70 um utilizando un micrétomo vibratorio (Leica VT1000S).

En todos los casos se trabajé con las secciones flotantes de 70 um a las cuales se les
realizaron técnicas de inmunofluorescencia para detectar los marcadores moleculares
de interés (ver tabla 2). El protocolo general se describe a continuacidn: una vez
obtenidaslasseccionesy luego de lavar con tampén fosfato, las mismas se incubaron
en anticuerpos primarios especificos para los marcadores de interés, diluidos en
tampon fosfato y tritdn X-100 al 0,3% (tabla 2), durante 48 hs. Finalmente se incubaron
en anticuerpos anti-especie conjugadosa un fluoréforo y diluidos 1: 1000 en la misma
solucién que los primarios. En algunos casos se realizo la incubacién con multiples
anticuerpos primarios, paralo cual se seleccionaron los fluoréforos adecuados para la
deteccidn simultanea sin solapamientos espectrales. Los preparados se fotografiaron

utilizando el microscopio confocal Olympus VF300 y el programa Fluoview 5 del IIBCE.

Para abordar el objetivo especifico 1 (cuantificar, estudiar la localizacion vy la
morfologia de las células serotoninérgicas en la médula de un animal lesionado en
relacién a la condicién control) se realizaron protocolos de inmunofluorescencia para
deteccion y posterior cuantificaciéon de células 5-HT+ en animales lesionados y
controles. La presencia de las células 5-HT+ en el ensanchamiento lumbar se estudio
en tres tiempos de sobrevida post-lesién: corto plazo (5 dias post-lesién [DPL], 3
tortugas), intermedio (10 DPL, 3 tortugas) y largo plazo (30 DPL, 8 tortugas). Si bien se

exploraron estos tres grupos, esta tesis de centra en el analisis cuantitativo de los
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grupos de 30 DPL (lesionado y control). Los datos aportados por los tiempos mas
cortos nos sirvieron de contexto para poder interpretar los hallazgos a los 30 DPLy
seran foco de un trabajo posterior. Se considerd que a los 5 dias el animal se encuentra
en condicion aguda; entre 10 y 30 dias se puede considerar en condicidn crénica (ver
tabla 1). Como controles sham se utilizaron en total 12 tortugas (5 DPL: n=3, 10 DPL

n=3, 30 DPL: n=6).

Periodos estudiados Dias post-lesion Condicion del
(DPL) animal
corto plazo 5 aguda
plazo intermedio 10 crénica
largo plazo 30 crénica

Tabla 1. Tiempos post-lesidn en los que se analizé la presencia de serotonina en la médula
lumbar.

Para continuar con el objetivo especifico 2 se analizé la incorporacién de BrdU en
células mitdticas de los individuos tratados mediante la detecciéon por
inmunofluorescencia con anti-BrdU y se buscé la co-localizacidn con 5-HT. También se

realizd dobleinmunomarcado con BrdUy marcadores de células gliales (BLBP, GFAP y

5-100).

Para abordar el objetivo especifico 3 (determinar si las células 5-HT+ de la médula
lumbarson neuronasysi expresan otros marcadores moleculares que las caractericen
desde el punto de vista de su naturaleza y linaje) se utilizd tejido proveniente de
tortugas lesionadas y controles. Se realizd6 doble inmunomarcado con anti-5-HT y
anticuerpos especificos para marcadores de neuronas o neuroblastos (HuC/D y DCX) o

factores de transcripcion (anti-Nkx2.2 o Nkx6.1)

Para abordar el objetivo especifico 4 (revelar si las motoneuronas espinales reciben
inervacion serotoninérgica luego de la lesion) se utilizé tejido proveniente de tortugas
lesionadas y controles en los cuales se realizd doble inmunomarcado con anti-5-HT y

anti-ChAT.
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ANTICUERPOS PRIMARIOS

MOLECULAS BLANCO ANTIGENO (dilucién) PROVEEDOR
ADN BrdU (1:80) DSHB
Serotonina 5-HT (1:500) IMMUNOSTAR
Acetilcolina ChAT (1:100) MILLIPORE
MARCADORES NEURONALES HuC/D (1:100) LIFE TECHNOLOGIES
FACTORES DE TRANSCRIPCION NKx6.1 (1:10) DSHB
NKx2.2 (1:10) DSHB
MARCADORES DE
NEUROBLASTOS/MIGRACION DCX (1:200) SANTA CRUZ
MARCADORES DE CICLO CELULAR PCNA (1:100) ZYMED
MARCADORES GLIALES BLBP (1:500) MILLIPORE
GFAP (1:500) SIGMA
$-100 (1:500) DAKO

Tabla 2. Anticuerpos utilizados para inmunofluorescencia.

Analisis estadistico

En todoslos ensayoslos conteos se realizaron abarcandotodo el espesor de la seccidn

(70 um) a lo largo del eje z, mediante visualizacién con el microscopio confocal.

Se contaron todas las neuronas 5-HT+ presentes en 10 secciones correspondientes al
ensanchamiento lumbar de cada tortuga (lesionadas, n= 8 y controles, n= 6) y se
analizé la distribucion de estas células segin su localizacién. Los resultados se

expresan como el valor promedio + desvio estandar.

Para el andlisis de la proliferacion celular se contaron los nucleos BrdU+ localizados en
un area de 32000 pum? alrededor del CC en 10 secciones correspondientes al
ensanchamientolumbar de cada tortuga pertenecientes al grupo 1: tratadas los dias 1
a 4 post-lesiéon (lesionadas: n=3 y controles: n=3). Los resultados se expresan como el

valor promedio + desvio estandar.

El valor estadistico de los datos fue estimado aplicando el test no paramétrico “U” de

Mann-Whitney con un P< 0.05.
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Resultados

Localizacion del sistema serotoninérgico en el tronco encefalico de la
tortuga Trachemys scripta elegans: resultados del analisis

tridimensional

La reconstruccion tridimensional del tronco encefdlico combinada con
inmunofluorescencia para serotonina permitié confirmar la localizacién de las
neuronas serotoninérgicas presentes en el mismo (video 1). Cabe resaltar que en la
region mas caudal de la pieza se logrd reconstruir y visualizar un haz de fibras
serotoninérgicas que transcurre dorso-lateralmente hacia la médula (figura 9A1, punta
de flecha y 9C, flechas). Este haz probablemente esta formado por las fibras

serotoninérgicas descendentes que inervan la médula espinal.

A1 tectum A2
cerebelo

meédula icleos
' . u
. espinal reticularis

e isthmi

A3

rafe
inferior

Figura 9. Reconstruccién tridimensional del tronco encefdlico caudal y el sistema
serotoninérgico en un ejemplar juvenil de Trachemys scripta elegans. Al Vista lateral del
tronco encefalico y cerebelo (dorado). La punta de flecha sefiala las fibras 5HT+ que forman un
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haz a nivel espinal (azul). La linea punteada sefiala el nivel del corte mostrado en A3. A2 Vista
de frente a nivel rostral con los nucleos reticularis superior, inferior e isthmi (flecha azul).
A3 Vista de frente correspondiente al nivel de la linea punteada en Al. En este nivel se
encuentra el nucleo del rafe inferior. B_Modelo 3D transparentado para visualizar la region
que contiene las neuronas 5-HT+ (verde). C_Seccién transversal de médula cervical con las
fibras 5-HT+ localizadas en el funiculo lateral. Escala: A1 y B= 1000 pum; A2, A3, C=500 pum.

Cuantificacion de las células serotoninérgicas en el ensanchamiento

lumbar

Analisis de la presencia de serotonina en condiciones control

En tortugas control, una seccién transversal a nivel de la médula espinal muestra
numerosas fibras 5-HT+ varicosas que invaden la sustancia gris y blanca formando una
trama densa (figura 10A). En el asta ventral, numerosos botones dibujan el contorno
del cuerpo de las motoneuronasylas dendritas principales (figura 10B). En cuanto a la
presencia de células serotoninérgicas, se encontraron escasos cuerpos celulares 5-HT+
(1,7+1), algunos con un proceso apical en contacto con el canal central (figura 10C,

flecha) y otros alejados del CC, localizados en la comisura gris ventral (figura 10D).

Figura 10. Inmunomarcado para detectar serotonina en la médula lumbar. A_ Fibras varicosas
en una seccidn transversal. Se observa gran cantidad de botones sindpticos en el asta ventral
(recuadro). B_Doble marcado con anti-5-HT y anti-ChAT. Se destaca la gran cantidad de
terminales 5-HT+ (verde) sobre las motoneuronas ChAT+ (rojo). C_Célula 5-HT+ con un proceso
apical que llega hasta la luz del CC (flecha). D_Célula 5-HT+ localizada en la comisura gris
ventral con un proceso indicado por la punta de flecha. Escala A= 100 um, B= 20 um, C y D= 10

pum.
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Analisis de la presencia de serotonina en el ensanchamiento lumbar luego de

la lesion

Luego de realizar una seccién completa de la médula a nivel toracico bajo, las fibras
varicosas 5-HT+ en los segmentos caudales a la lesion van desapareciendo a lo largo
del tiempo analizado (figura 11A2-4). A los 10 dias post-lesién se observé un aumento
en el niumero de células 5-HT+, algunas con un corto proceso, otras con largos y
gruesos procesos (figura 11A3). En el largo plazo (30 dias post-lesién, 30 DPL) se
encontraron células 5-HT+ localizadas en la zona ventral al CC, en contacto con el
mismo o no. Las fibras varicosas desaparecieron casi totalmente (figura 11A4). Por lo
tanto, treinta dias después de la lesién el perfil serotoninérgico de las secciones de
médula lumbar es cualitativa y cuantitativamente distinto al de la médula normal. El
analisis cuantitativo en estos animales lesionados mostré un promedio de 7 + 3 células

serotoninérgicas por cada seccion de 70 um de espesor (figura 11B).

LIRS

Céls. 5-HT+/seccion m

Control 30 DPL
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Figura 11. A_ Inmunomarcado para serotonina en secciones del ensanchamiento lumbar de
tortugas control (Al) y lesionadas fijadas a distintos tiempos post-lesién (A2-4). Imagenes de
inmunofluorescencia, invertidas y en escala de grises. Las flechas sefialan células 5-HT+. B_
Cuantificacion de células 5-HT+ en el ensanchamiento lumbar. Se detecté una diferencia
significativa (*: p < 0.05) entre el grupo control y el grupo analizado 30 dias post-lesidon (30
DPL). Rango: perc. 75,25, === Mediana. Referencias: @ promedio, == valor maximo, == valor
minimo, a percentil 99, ® percentil 1. Cy D_Co-inmunomarcado con anti-ChAT para identificar
las motoneuronas (rojo). En el grupo control (C) se observan numerosos botones 5-HT+
(verde), mientras que en el grupo lesionado (D) sdlo se observan escasos procesos 5-HT+
(flecha) cercanos a las motoneuronas. Escala: A1-4= 50 um, Cy D= 20 pum.

La inervacién serotoninérgica sobre las motoneuronas (Mns) del ensanchamiento
lumbar a los treinta dias después de la lesidon cambid sustancialmente ya que no se
detectaron botones sinapticos 5-HT+ (figura 11C y D). Sin embargo, considerando que
la sefializacidon serotoninérgica puede ser en volumen y que se trata de una molécula
pequena capaz de difundir desde el sitio de liberacion, podemos suponer que la
serotonina liberada desde los procesos (figura 11D) podria llegar al pool de

motoneuronas, como se ha demostrado recientemente (Cotel et al., 2013).

Localizacion y morfologia de las células serotoninérgicas

Las células 5-HT+ son pequefas (10a 20 um) y tienen morfologias diversas, tanto en la
médula lesionada (30 DPL) (figura 12) como en la médula control (figura 10C y D).
Todas se localizaron en zonas ventrales de la médula, en la region del CCy en la
comisura gris. En la figura 12 se muestran células 5-HT+ encontradas en tortugas
lesionadas. En la figura 12A se muestran ejemplos de células 5-HT+ localizadas en la
region ventral del CC con un proceso apical en contacto con la luz del mismo, similares
a las descriptas previamente como neuroblastos (Russo et al., 2004; Reali et al., 2011).
Algunas presentaron ademas otro proceso basal que se proyectaba hacia el
parénquima (figura 12A3). Las células 5-HT+ alejadas del epéndimo encontradas en
tortugas lesionadas presentaron morfologia de tipo neuronal, con procesos de
longitudes variables (figura 12B). Cabe resaltar que solamente en las tortugas
lesionadas se encontraron células 5-HT+ con procesos largos que invadian el asta

ventral y que en algunos casos llegaban hasta la piamadre (figura 12C).

Por lo tanto, nuestro andlisis permitid distinguir dos poblaciones de células 5-HT+: a)

una poblacidon que forma parte de la cohorte de células que rodean el CC, poseen un
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proceso apical que llega hasta la luz del canal y las denominamos Cercanas al CC; b)
otra poblacién, sin contacto visible con el CC, se agrupa aqui bajo la denominacién
genérica de Células alejadas. El analisis cuantitativo de estas células 5-HT+ mostro en
las tortugas lesionadas un leve aumento en el nimero de células que contactan el CC
respecto al control, aunque la diferencia no fue significativa. Para la poblacién de
células alejadas del CCsi se encontré una diferencia entre las tortugas control (1,6+1,5)

y las lesionadas 30 DPL (5,142,5) (figura 13).

Vv

Figura 12. Células 5-HT+ en médula lumbar de tortugas lesionadas. A1-A3_Células 5-HT+ con
proceso apical (flechas) en contacto con el CC. B1-3_Células 5-HT+ sin proceso apical visible.
Las puntas de flecha sefialan otras prolongaciones 5-HT+. C_Célula 5-HT+ cercana al cc,
encontrada en una tortuga lesionada. Presenta una prolongacidn que transcurre por el asta
ventral y llega casi hasta la superficie medular. La localizacidn de las células que se muestran
en los distintos paneles se indica con asterisco en los esquemas correspondiente debajo de
cada columna (A4, B4y C2). Escala: Ay B= 10 um, C=20 um.
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Desde el punto de vista de la recuperacion de la locomocidn, encontramos tortugas
que comenzaron a recuperar la movilidad de los miembros posteriores a los 30 dias
post-lesion (Tabla 3). Cuando las tortugas se colocaron en el agua sélo utilizaron sus
extremidades anteriores para desplazarse, mientras que las posteriores permanecian
flexionadas o extendidas. Al entrar en contacto con una superficie sdlida, las
extremidades posteriores se retrajeron y en algunas ocasiones realizaron una

secuencia de movimientos similar al paso.

Tortugas No mueve mueve alguno mueve ambos
30 DPL miembros de los miembros

posteriores miembros posteriores
posteriores

10 8 2 0 0

Tabla 3. Recuperacidn de la movilidad 30 dias después de la lesion (DPL).

Deteccion de proliferacion celular mediante incorporacion de BrdU

En el epicentro de la médula lesionada de tortuga se observa un aumento de la
proliferaciéon celular (Rehermann et al.,, 2011), por lo cual nos preguntamos si el
aumento de células 5-HT+ en el ensanchamiento lumbar se podia explicar por la
generacion de nuevas células. Para investigar la posible proliferacién en células 5-HT+
realizamos dos protocolos de inyeccion de BrdU luego de la lesidn espinal:
inmediatamente después de realizada la lesidon y una semana post-lesion (figura 8,
Estrategia experimental). En todos los casos encontramos nucleos marcados con el
andlogo de timidina. La diferencia entre tortugas control y lesionadas no fue

significativa (control: 7,7 + 0,8; lesionadas: 4,9+1,5) (figura 14).
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Sin embargo, a los 30 dias post-lesidon no detectamos co-localizacién de BrdU con
serotonina (0 de 443 células) (figura 15A y B). Es decir que, en el periodo analizado, las
células 5-HT+ no se encontraban en la fase de sintesis de ADN, ni se generaron por

division de progenitores pre-existentes.

Para profundizar mds sobre la capacidad proliferativa de las células serotoninérgicas
usamos otro indicador de proliferacidon celular: PCNA, un antigeno que se expresa en
las células dentro del ciclo mitético. Se encontraron nucleos PCNA+ en el segmento
lumbar pero éstos no pertenecian a células 5-HT+ (figura 15C). Por lo tanto las células
serotoninérgicas son post-mitoticas ya que PCNA no se detecta en la etapa GO. Estos
datossugieren que el aumento en el nimero de las células 5-HT+ observado luego de
la lesién espinal resulta de un cambio fenotipico de células pre-existentes,
probablemente en respuesta a un cambio dependiente de la actividad o el

microambiente neuroquimico.

..........

------
0 o,

& o,
o .,

o
........

— R 2 ol
Figura 15. Co-inmunomarcado para 5-HT y marcadores de ciclo celular a 30 DPL. Ay B_
BrdU/5-HT. A_Célula 5-HT+ con proceso apical (verde, cabeza de flecha) y ntcleos BrdU+ (rojo,
flechas). B_ Imagen panordmica de la regidn cercana al cc en la cual hay nucleos BrdU+ (rojo,
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flechas) y células 5-HT+ (verde). C_PCNA/5-HT. Imagen panoramica en la cual hay nucleos
PCNA+ (rojo, flechas) y células 5-HT+ (verde, puntas de flechas). Escala: Al= 10 um, A2 y 3= 5
um, By C= 25 um.

Algunos nucleos BrdU+ correspondieron a células gliales, positivas para marcadores
como BLBP (figura 16A), GFAP (figura 16B) y S-100p (figura 16C).

BLBP Figura 16. Doble inmunomarcado para
BrdU y marcadores gliales. Las flechas
sefialan células doble marcadas:
A_BrdU/BLBP. Imagen panoramica de la
region cercana al cc. En los cuadrantes
laterales se observan los grupos de células
BLBP, algunas de ellas son BrdU+/BLBP+.
B_BrdU/GFAP. Células doble marcadas en
cercana aposicién a un vaso sanguineo,
probablemente astrocitos (flechas).
C_BrdU/S-100p. Célula doblemente
marcada, cercana a un vaso. B y C: “V”,
vaso sanguineo. Escala: A= 25 um, B y C=
10 pum.

Expresion de marcadores neuronales enlas células 5-HT+ de la médula

lumbar de tortugas normales y lesionadas

A continuacién, nos preguntamos si las células 5-HT+ eran de naturaleza neuronal.
Para responder esta pregunta utilizamos doble inmunomarcado. Encontramos que el
96% de las células 5-HT+ son inmuno-reactivas para el anticuerpo anti-HuC/D (76 de 79
células 5-HT+) (figura 17 A y B), el cual detecta proteinas que se expresan
exclusivamente en neuronas (Russo et al., 2004, 2008). También se encontraron otras

neuronas HuC/D+ pero 5-HT-.
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Figura 17. Co-inmunomarcado para 5-HT y HuC/D. A_Imagenes de una seccion de médula
lumbar de una tortuga control. A1-3_ Célula 5-HT+/HuC/D+ localizada en el asta ventral (ver
recuadro en Al). B_Regidn del CC en una seccidn lumbar de una tortuga lesionada (30 DPL).
Las flechas sefialan tres células 5-HT+/HuC/D+ (B3). En la seccién hay células HuUC/D+ que no
son serotoninérgicas (* en B2 y B3). Escala Ay B1= 20 um; B2y 3= 10 um.

Alrededor del CC de la médula de tortuga hay células que expresan la proteina de
neuronasinmaduras doblecortina (DCX) (figura 18A) (Kuhn y Peterson, 2008; Marichal
et al., 2009; Toriyama et al., 2012). Dado que algunas células 5-HT+ se localizaron en la
misma regién, se buscd en tortugas lesionadas y control la co-expresion de esta
proteinaenlas neuronasserotoninérgicas. Mediante co-inmunomarcado para DCX y 5-
HT se observd que el 66% de las neuronas 5-HT+ son DCX+ (39 de 59 células 5-HT+)

(figura 18B). En conjunto, los datos sugieren que las células serotoninérgicas del

ensanchamiento lumbar serian neuronas inmaduras ya que expresan HuC/D y DCX.
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Figura 18. Deteccion de doblecortina (DCX) en la médula de la tortuga. A_ Células DCX+
(flechas) con un proceso apical en contacto con el cc (asteriscos). B_ Co-inmunomarcado de
DCX con 5-HT. Las flechas sefialan dos células DCX+/5-HT+ en contacto con el cc. Otras células
DCX+ no son serotoninérgicas (puntas de flecha). Escala: Ay B= 20 um.

Los procesos serotoninérgicos detectadosen las tortugas lesionadas transcurren hacia
el astaventral en una disposicidon que recuerda a los procesos BLBP+ de glias radiales

(Russo et al., 2008), por lo cual se marcaron ambos grupos celulares para determinar

una posible cercania entre sus procesos.

En primer lugar se realizd doble inmunomarcado para detectar BLBP con vimentina,
otro filamento intermedio que también se expresa en glias radiales. Encontramos un
solapamiento parcial de ambos marcadores en las células de los cuadrantes laterales
del CCy en sus procesos (figura 19A y B). No obstante la sefial de vimentina se observo
alrededor de todo el CC (figura 19A). En segundo lugar se realiz6 doble
inmunomarcado con anti-vimentina y anti-5HT se encontré que las fibras que
contienen vimentina transcurren en paralelo y en cercana aposicion a las fibras 5-HT+
(figura 20A), aunque no co-localizaron en la misma fibra (figura20B). Dado que la DCX
esta relacionada con la migracion celular durante el desarrollo, es posible que esas
fibras gliales actien como caminos o guias para la migracién de las neuronas
serotoninérgicas en lamédula lesionada como ocurre en otros sistemas (Feng y Heintz,

1995).
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Figura 19. Deteccidén de glias radiales. A_
Co-inmunomarcado para BLBP (rojo) y
vimentina (verde) en el ensanchamiento
lumbar de tortugas lesionadas (30 DPL).
Nétese la fuerte senal en las células de los
cuadrantes laterales del cc y sus fibras
laterales. B_ planos ortogonales en los
cuales se confirma que hay co-localizacidn
de ambos marcadores en algunas fibras
laterales (flechas). Escala: A=20 um; B= 10

pum.

Figura 20. Doble inmunomarcado para vimentina (rojo) y 5-HT (verde) en una tortuga
lesionada. A_ Notese las fibras serotoninérgicas en aposicién con las vimentina+ (flechas). B_
Planos ortogonales de la seccidn en el recuadro de A. La flecha sefiala una fibra vim+ y la punta
de flecha sefiala una fibra 5-HT+. Nétese que no hay co-localizacidn de ambas sefiales. Escala
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Analisis del linaje de las células 5-HT+ de la médulalumbar de tortugas

normales y lesionadas

La médula dela tortuga mantiene una zona proliferativa alrededor del CC con células
en diferentes grados de diferenciacién. La expresidon de genes pro-neurales puede
brindarinformacidnsobre el linaje y las vias de sefalizacion activas en dichas células.
En particular, los factores de transcripcion NKx6.1 y Nkx2.2 estdn relacionados con la
diferenciacion de neuronas serotoninérgicas, por lo cual se analizé su expresion en la

médula espinal.

Se encontraron nucleos Nkx6.1+ localizados principalmente alrededor del cc en los
cuadrantes laterales y ventral (figura 21), en la sustancia gris ventro-medial y en las
astas ventrales (figura 21, flechas), a lo largo de todo el eje rostro-caudal. En los
dominios laterales la localizacién de los nucleos Nkx6.1+ pareceria coincidir con los

progenitores BLBP+/PAX6+ previamente descriptos (Russo et al., 2008).
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Figura 21. Expresidn del factor de transcripcion Nkx6.1 en la médula espinal de la tortuga. Se
encontraron nucleos positivos (rojo) alrededor del CC (linea punteada) y en la sustancia gris
ventral (flechas). C1: médula cervical alta, C2: ensanchamiento cervical, T: toracica, L: lumbar.
Escala 50 um.

Dado que se detectaron células serotoninérgicaslocalizadas en lazona de expresién de
Nkx6.1 se realizd inmunomarcado doble con anti-5-HT. Encontramos que las células 5-
HT+ expresan Nkx6.1, tanto en el grupo control (20 de 21 células 5-HT+, 95%) (figura
22) como en el grupo lesionado (120 de 125 células 5-HT+, 84%) (figura 23). Estos
datos muestran que el sistema nervioso central de tortugas juveniles contiene un pool
de neuronas que expresan FTs embrionarios y que frente a una lesion severa de la
médula espinal aumentan significativamente la produccidon de serotonina a través de

una via se sefializacion probablemente dependiente de Nkx6.1.
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Figura 22. Co-expresion del factor de transcripcion Nkx6.1 (rojo) y serotonina (verde) en el
ensanchamiento lumbar de una tortuga control. A_ Células doble-marcadas en el asta ventral
(flechas). B_ Planos ortogonales de la célula en el recuadro de A. Notese la expresion de
Nkx6.1 en el ndcleo (rojo). C_ Célula doble-marcada ventral al cc (flecha). Escala: A=20 um, B=
10 pm, C=20pum.

30 DPL ——

Figura 23. Co-expresion del factor de transcripcion Nkx6.1 (rojo) y serotonina (verde) en el
ensanchamiento lumbar de tortugas lesionadas. A_ Célula doble-marcada en la regidn ventral
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al CC (flechas) en la que no se detectd un proceso en contacto con la luz del CC. B_ Célula
doble-marcada con proceso apical en contacto con el CC (flecha). Escala: Ay B=20 pum.

El factor de transcripcion Nkx2.2 es otra proteina pro-neural importante para el
desarrollo del sistema nervioso; entre otras funciones, activa la via de diferenciacién
de las neuronas serotoninérgicas. En la médula espinal de la tortuga se expresa en
células de la sustancia grisy la sustancia blanca, en todos los niveles (figura 24). Estos
nucleos Nkx2.2+ probablemente correspondan a progenitores de oligodendrocitos,
como se ha descripto en otros vertebrados (Fu et al., 2002). Sin embargo, las células 5-

HT+ de tortugas control y lesionadas no expresan Nkx2.2 (0 de 67 células 5-HT+) (figura

25).

.....
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Figura 24. Expresion del factor de transcripcién Nkx2.2 en los niveles cervical (C), toracico (T) y
lumbar (L) de la médula espinal de la tortuga. A-C_ Algunos nucleos Nkx2.2+ se concentran en
la zona ventral del CC, a ambos lados de la linea media (flechas blancas). D_Imagen
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panoramica de la seccidn lumbar (L). Las flechas sefialan algunos nucleos positivos localizados
en la sustancia gris y en la sustancia blanca (flechas negras). Escala: A-C= 20 um; D= 40 um.

Figura 25. Expresidn del factor de transcripcion Nkx2.2 en el ensanchamiento lumbar de una
tortuga lesionada. Recuadro: nicleo Nkx2.2+ (verde). Las puntas de flecha sefialan 3 neuronas
5-HT+ (rojo). Escala: 10 um.

Finalmente analizamos la co-expresidn con LMX, otro FT que se activa en la cascada de
sefalizacion de la via de diferenciacion de las neuronas serotoninérgicas. Tampoco
detectamos co-marcado con las neuronas serotoninérgicas de la médula de tortuga
(datos no ilustrados). En caso de confirmarse esta diferencia con los resultados
obtenidos en Xenopus por el grupo de Spitzer, el cambio fenotipico de las neuronas
serotoninérgicas en la lesion espinal seria un mecanismo de plasticidad novedoso,

distinto al descripto anteriormente en otras especies.

Estosresultados muestran la expresidn de genes pro-neurales en células del CC de Ia

médula espinal de tortugas juveniles. Este trabajo aporta mas evidencia del potencial

neurogénico de esa region.
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Discusion

Este trabajo describe, en la médula espinal de la tortuga, un fenédmeno de plasticidad
desencadenado por una lesiéon que implica la aparicion de células con un nuevo
fenotipo neuroquimico. Este fendmeno se observd a partir de los 10 dias post-lesion.
Nuestros resultados demostraron que treinta dias después de realizar la seccion
completa de la médula espinal a nivel tordcico bajo, la cantidad de células
serotoninérgicas en los segmentos caudales a la misma aumenta de forma significativa.
Este aumento no se debe a proliferaciéon celular, ya que las neuronas 5-HT+ no
incorporaron BrdU. Estas células son post-mitdticas, ya que no expresan el antigeno
nuclear PCNA y se localizaron en la sustancia gris ventro-medial y el asta ventral de los
segmentos espinales correspondientes al ensanchamiento lumbar, caudales a la lesién
espinal. Confirmamosque las células 5-HT+ de la médula lumbar son neuronas ya que
expresan los marcadores neuronales HuC/D y DCX. Por otra parte, todas las neuronas
5-HT+ de tortugas lesionadas y controles expresan el factor de transcripcion Nkx6.1,
gue integra la via de diferenciacion de neuronas serotoninérgicas, mientras que no
expresan el factor de transcripcién Nkx2.2. La sefial desencadenante seria un cambio
en la sefializacion serotoninérgica provocado por la lesidon. Proponemos que el
mecanismo implicaria la activaciéon de la via de sintesis de serotonina en estas células
al desaparecer la inervacion serotoninérgica descendente desde niveles

supraespinales.

Como se ha descripto en otros modelos, laaparicidn de nuevas neuronas 5-HT seria un
cambio homeostdtico para compensar una deficiencia del sistema (Demarque vy
Spitzer, 2010): la eliminacién de las aferencias serotoninérgicas por la seccion
completa disminuye la serotoninadisponible normalmente en los segmentos caudales
a la lesidn, lo que genera la respuesta de algunas células locales que producen
serotonina hastaalcanzar niveles detectables. Es decir que la médula espinal contiene
células con la potencialidad de responder a un cambio en el ambiente (por ejemplo, la
actividad eléctrica y/o neuroquimica), lo que representa un mecanismo adaptativo que

podria contribuir a la recuperacién funcional en estos animales.
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Mecanismos subyacentes a la aparicion de nuevas neuronas

serotoninérgicas

En esta seccidon se discutirdn los posibles mecanismos subyacentes al aumento de las

neuronas serotoninérgicas para el modelo de lesién espinal.

Senalizaciéon intracelular en respuesta a cambios en la actividad del
circuito

En la médula espinal de las tortugas control y lesionadas encontramos nucleos
celulares con el factor de transcripcién Nkx2.2, tanto en la sustancia blanca como en la
gris. Sin embargo, fue llamativo que las neuronas serotoninérgicas espinales no lo
expresaranyaque se ha descripto que es un factor necesario para su diferenciacion en
el tronco encefélico (Briscoe et al., 1999). La ausencia de Nkx2.2 podria deberse a que
las neuronas 5-HT+espinales se encuentran en un grado de maduracion tal que ya no
lo expresan, como ocurre en el tronco encefalico del ratén, en el cual se expresa en las
neuronas serotoninérgicas transitoriamente durante el desarrollo y luego se apaga
(Cheng et al., 2003). Alternativamente, la via de sefializacién para generar nuevas
neuronas 5-HT en respuesta a la lesidén podria ser distinta a la via candnica que se ha

descripto durante el desarrollo.

Por otra parte, en las neuronas serotoninérgicas espinales encontramos el FT Nkx6.1.
Este FT también ha sido descripto como activador de la via se sintesis de serotonina
(Briscoe et al., 1999) y como inductor de la diferenciacion de un grupo de neuronas
serotoninérgicas localizadas en regiones anteriores del tronco encefalico (Jensen et al.,
2008; Kiyasova y Gaspar, 2011; Smidt y van Hooft, 2013). Por lo tanto, el FT NKx6.1
podria ser el factor modulador de la via de sintesis de serotonina en las neuronas

espinalesyes probable que sea un factor clave en la capacidad plastica de las mismas.

No obstante, no encontramos diferenciasen la expresidon del FT Nkx6.1 entre el grupo
control y el grupo lesionado. Es posible que la disminucién de la actividad
desencadenara el cambio fenotipico de las neuronas serotoninérgicas regulando la via

de sintesis sin afectar la expresion del FT Nkx6.1. Esto podria ocurrir de forma similar a
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lo que ocurre en el embrién de Xenopus, en el cual la actividad no afecta la expresién
de Nkx2.2 (Demarque y Spitzer, 2010). En dicho caso la disminucién de la actividad en
las neuronas del rafe provoca un aumento en la cantidad de neuronas que expresan la
enzima TPH y de la serotonina detectada en las mismas. Dicho aumento se debe a que
la despolarizacion aumenta el Ca2+ intracelular el cual regula la expresidon génica en
estas células, en particular al FT Imx1b. Por lo tanto, dichas neuronas son capaces de
detectarunadisminucién de la actividad eléctrica del circuito y traducirla en una seiial
intracelular que activa la expresion de genes de la via de sintesis de serotonina. De
forma andloga, en el modelo de lesidn espinal, la disminucidn de la actividad eléctrica
seria detectada por células de los segmentos caudales a lalesidén, las cuales responden
aumentandola serotoninaintracelular, ya sea por sintesis, activacion o aumento de la
actividad de la enzima TPH. Si asumimos que la serotonina es un neurotransmisor
excitatorio, estos cambios son consistentes con la hipdtesis del cambio homeostatico,
segun la cual al disminuir la actividad del sistema éste responde aumentando los

neurotransmisores excitatorios (Spitzer, 2012).

Un analisis exhaustivo de los factores de transcripciéon expresados en estas neuronas
nos permitiria conocer mas detalles sobre la via de sefializacion que activa las
neuronas serotoninérgicas y a qué nivel celular ocurre modulacion. Hay que tener en
cuenta que la obtencién de resultados dudosos o negativos no excluye la existencia de
alguno de los mecanismos que se proponen ya que algunos de los anticuerpos que
usamos han sido desarrollados para antigenos de otras especies y en nuestro modelo
experimental muchas veces no estd comprobada la eficacia de los mismos. Por lo
tanto, al ensayarlos en tortuga es comun encontrar inconvenientes técnicos, lo cual

dificulta la interpretacién de los datos.

En suma, dado que las neuronas 5-HT+ de la médula espinal expresan el FT Nkx6.1,
tanto en tortugas normales como en lesionadas, es probable que este factor sea el
responsable de mantener dichas células en un estado plastico, con capacidad de
transformar su fenotipo neuroquimico cuando son activadas por una sefial externa.

Estas células conformarian un grupo de células de reserva (Dulcis y Spitzer, 2012).
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Interacciones célula-célula

Los nucleos Nkx6.1+ se encontraron tanto alrededor del CC como en la sustancia gris
ventral, en la misma regidn en que se encuentran las glias radiales BLBP+ y sus
procesos. De forma similar, los nuevos procesos 5-HT+ transcurren en paralelo a dichas
glias radiales. Esta disposicion sugiere una relacion causal que permitiria la
comunicacion entre ellos. Una interaccion similar ha sido demostrada previamente en
el sistema nervioso deratén: neuronasinmadurasson capaces de inducir la expresion
de BLBP en glias radiales cercanas cuyos procesos sirven como guias para orientar la
migracion de aquellas (Feng y Heintz, 1995). Cabe agregar que, datos obtenidos
mediante registros electrofisiolégicos en rodajas de médula espinal de tortuga
demostraron que las glias radiales (BLBP+ y/o vimentina+) son capaces de generar una
corriente en respuesta a la aplicacién local de serotonina (Cecilia Reali, comunicacion
personal). Porlo tanto, es probable las glias radiales BLBP+ detecten la disminucién de
la senal serotoninérgica luego de la lesidn. Dado que en la médula lesionada los
procesos 5-HT+ transcurren en cercana aposicidon a los procesos de las glias radiales,
éstas podrian enviaralas células Nkx6.1+ una sefial para activar el cambio fenotipico.
Seria interesante confirmar si las glias radiales poseen receptores serotoninérgicos y
guésubtipos, paraluego usar herramientas farmacoldgicas o moleculares y determinar
si efectivamente hay una interaccién entre ambos tipos celulares que pueda

desencadenar la sintesis de serotonina en las neuronas Nkx6.1+.

Activacion de las enzimas de sintesis de serotonina

Otro mecanismo propuesto para la conversidon a un fenotipo serotoninérgico es la
activacion por sustrato de la enzima decarboxilasade aminoacidos aromaticos (AADC)
en células espinales luego de la lesién (Wienecke et al., 2014). Esta enzima cataliza la
sintesis de serotonina a partir del precursor 5-HTP y se encontré en neuronas de la
médula sacra de la rata. Sin embargo, en condiciones fisioldgicas no se detectd
serotonina ni otras catecolaminas en las mismas, sugiriendo que no se encontraba
activa. En dicho trabajo se produjo una seccidn total de la médula a nivel sacro que
interrumpia la inervacién serotoninérgica extrinseca a la misma, de forma similar a

nuestro modelo de lesidn. Posteriormente, mediante la aplicacién sistémica del
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precursor 5-HTP se logré aumentar el nimero de neuronas que contenian 5-HT, la cual
fue producida por la activacién por sustrato de la enzima AADC presente en las
mismas. En el mecanismo propuesto, la seccion de la médula provocaria una
disminucidn de la serotonina disponible y la desinhibicidon de la enzima AADC+; la
serotonina actuaria a través de receptores 5-HT1B localizados en dichas neuronas.
Cabe resaltar que en dicho trabajo se administrd el sustrato de la enzima de forma
exogena para poder detectar la serotonina. Si bien no descartamos que el precursor
pudieraserliberado al espacio extracelular a partir de fibras degeneradas luego de la
lesion, es poco probable que adn se encuentre disponible 30 dias después de la misma

para ser el responsable del aumento de serotonina en nuestro modelo.

Senalizacidén sindptica

A nivel sindptico estarian involucrados receptores de serotoninade la membrana post-
sindptica. Hemos realizado experimentos preliminares en tortugas lesionadas que
consistieron en el tratamiento durante 10 dias con 8-OH-DPAT, un agonista de los
receptores 5-HT1A. Los resultados obtenidos sugieren que disminuye la cantidad de
neuronas 5-HT+ en el ensanchamiento lumbar de las tortugas lesionadas tratadas con
8-OH-DPAT respecto a tortugas lesionadas no tratadas. De confirmarse estos
resultadosindicarianque lainervacion serotoninérgica descendente inhibe las células

lumbares a través de receptores 5-HT1A.

Otros trabajos apoyan esta hipdtesis. Por ejemplo, el grupo de Gaspar demostré que el
mismo agonista bloquea la diferenciacién de neuronas en el hipocampo (Diaz et al.,
2013). Esta evidencia apoya los resultados obtenidos en la tortuga y sugiere que el
receptor 5-HT1A podria estar involucrado en el control de la diferenciacién o
maduracién neuronal en regiones muy distintasdel sistema nervioso. Otro ejemplo fue
realizado en cultivos organotipicos del sistema nervioso de ratdn, en el cual
mecanismo subyacente depende también de receptores 5-HT1A (Branchereau et al.,
2002). En dicho trabajo se realizaron cultivos de sistema nervioso que incluian el bulbo
raquideo y médula espinal los cuales carecian de neuronas serotoninérgicas a nivel de

la médula; mientras que cuando se cultivd la médula espinal aislada, sin bulbo
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raquideo, se detecté una mayor cantidad de neuronas serotoninérgicas en la misma.
Este aumento no se observa al incubarla con serotonina, mientras que aparecia al
tratar el cultivo completo con el antagonista de receptores 5-HT1A spiroxatrine. Cabe
agregar que la médula espinal se desarrolléd normalmente cuando se cultivo sin bulbo,
es decir que la serotonina sintetizada localmente fue suficiente para compensar la

ausencia de inervacion desde el bulbo.

Estos datos apoyan nuestra hipdtesis del cambio homeostatico en el cual la serotonina
aportada por lasvias descendentesinhibiria las neuronas locales. Luego de la lesidn, el
sistema local buscaria compensar la funcidn de las vias descendentes aumentando la

disponibilidad de serotonina.

Neuromodulacion extrinseca e intrinseca

Datos preliminares obtenidos en tortugas de 4 meses y 4 afios post-lesién revelaron
escasas células serotoninérgicas en el ensanchamiento lumbar, presencia de fibras
varicosasy presencia de botones 5-HT+ sobre las motoneuronas, de forma andlogaa lo
observado en el grupo control. Probablemente las fibras 5-HT+ correspondan a
procesos descendentes que lograron cruzar el sitio de la lesién o puente, llegaron

Ill

nuevamente a sus blancos en la médula lumbar y provocaron el “apagado” de las

neuronas serotoninérgicas locales.

Estos resultados demuestran que el aumento de las neuronas serotoninérgicas
observado es un cambio homeostatico mediante el cual el sistema, que perdié la
neuromodulacién serotoninérgica extrinseca por la lesién, potencia la modulacidn
intrinseca en un intento de recuperar la homeostasis (ver figura 1) (Marder, 2012).
Posteriormente cuando se recupera la inervacion serotoninérgica extrinseca el

fendmeno revierte, lo que evidencia la capacidad plastica de este sistema.

Las sustancias neuromoduladoras afectan neuronas Unicas o circuitos modificando la
respuesta de los mismos segun las distintas situaciones fisioldgicas. La

neuromodulacion extrinseca puede afectar al mismo tiempo circuitos muy diferentes y
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de esa forma adecuar la respuesta o estado de los mismos a una conducta especifica
en un momento dado, como ocurre durante el suefio. El sistema serotoninérgico
inerva todo el sistema nervioso, siendo modulador de la mayoria de los circuitos
locales del cerebro y la médula espinal. Por lo tanto, no es extraifio que la lesién
produzca una reaccidén a nivel de los circuitos locales que fueron afectados por la
pérdida de la neuromodulacion extrinseca serotoninérgica (y también otras, como la
noradrenérgica). Dicha reaccion incluye la activacién de células locales que modifican
sus caracteristicas neuroquimicas y probablemente también sus propiedades
eléctricas. Estos elementos re-configurados del circuito probablemente también pasen
a cumplirfunciones diferentes en el mismo, como neuromoduladores intrinsecos (Katz

y Frost, 1996).

En el grupo de tortugas lesionadas no se encontraron estructuras similares a botones
sinapticos 5-HT+ sobre las motoneuronas. No obstante, la serotonina podria ser
liberada desde los procesos cercanos que atraviesan las astas ventrales y difundir en el
espacio extracelular hasta alcanzar las motoneuronas. La disponibilidad de serotonina
extracelular podria medirse por voltametriay predecir si seria suficiente para producir

un efecto en las motoneuronas (Cotel et al., 2013).

Por otra parte, registros electrofisiolégicos de motoneuronas de la médula lumbar
realizados en nuestro laboratorio (datos no ilustrados) mostraron que la aplicacién de
serotoninaen laregién del cuerpo celular tiene efectos opuestos antesy después de la
lesion. En tortugas lesionadas (30 DPL) se observd un efecto excitatorio, mientras que
en los controles fue inhibitorio (coincidiendo con publicaciones previas, ver Perrier y
Cotel, 2008). Por lo tanto, si la serotonina produce un aumento de la excitabilidad de
las motoneuronas (Perrier et al., 2003; Perrier y Hounsgaard, 2003) podemos esperar
gue en las tortugas lesionadas, actiue como una sefal excitatoria que contribuya a la
recuperacion dela locomocidn. Resultados preliminares sugieren que el transportador
SERT no estaria presente en dichos procesos 5-HT+, lo que habilitaria una mayor
duracion dela sefial en el entorno delas motoneuronas. Si ademas, éstas reaccionan a
la lesién con cambios en la expresion de receptores serotoninérgicos, podriaaumentar

considerablemente la capacidad de respuesta a la sefial neuromoduladora ejercida
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ahora en forma intrinseca por las nuevas neuronas serotoninérgicas. Todos estos
cambios redundarian en la recuperacién temprana de la movilidad de los miembros

posteriores.

Finalmente, los estudios del ganglio estomatogastrico del cangrejo ilustran el nivel de
complejidad que puede alcanzar la modulacién de los sistemas: se han descripto y
caracterizado 25 sustancias neuromoduladoras (Marder, 2012). Aunque en
vertebrados no se halogrado un analisis tan exhaustivo sobre la neuromodulacién de
los circuitos, lo mds probable es que la complejidad sea similar. Por lo tanto, si bien
nuestros resultados son muyinteresantes pues provocan un cambio en la visién de la
estructura de los circuitos introduciendo la capacidad plastica adaptativa de sus
componentes, seguramente hemos visto solo la punta del iceberg. Para continuar
avanzando en la comprensién de la neuromodulacién de los circuitos motores y lograr
determinar mecanismos que logren una mejora funcional ain queda mucho por hacer,
como por ejemplo, caracterizar la respuesta de las motoneuronas espinales y otros
componentes celulares del circuito local bajo la influencia de los diversos
neuromoduladores, a distintos tiempos luego de la lesidn espinal. Seguramente varios
neuromoduladores son capaces de activar el mismo circuito y generar una respuesta
util para lograr el objetivo: activar el GCP. Esto hace que parezca suficiente activar uno
solo de ellos o que son sustituibles uno por el otro, pero en realidad solamente
combinados son capaces de modular el sistema y lograr la estabilidad del circuito.

Dicha complejidad es la que dificulta la creacion de modelos computacionales validos.

Conclusiones y Perspectivas

En la bibliografia se ha discutido la presencia de células capaces de captar serotonina
extracelularsin ser capaces de producirla, porlo cual algunos autores prefieren usar la
enzima TPH como marcador de fenotipo serotoninérgico en lugar de detectar
serotonina. Seria interesante probar anticuerpos anti TPH para comprobar que en las
neuronas serotoninérgicas se activé la maquinaria de sintesis de serotoninay descartar
que se trate de captacién desde el medio extracelular. Otra posibilidad es usar un
anticuerpo contra el transportador SERT para marcar en la médula todas las células

capaces de internalizar serotonina. Resultados preliminares de nuestro laboratorio
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indican que el SERT se localiza Unicamente en fibras varicosas 5-HT+ de la médula

control .

Las neuronas serotoninérgicas encontradas en la médula lesionada son pequefias y
poco abundantes pero estan localizadasen una zona restringida de la médula lumbar:
el cuadrante ventral del CC, la comisura gris ventral y las astas ventrales. Si bien parece
dificultoso, seria muyinteresante registrarlas para caracterizar su actividad eléctrica: si
presentan propiedadesactivas, determinar si tienen actividad espontaneay cuales son
los canalesinvolucrados, a distintos tiempos post-lesion. Por otra parte, las neuronas
HuC/D+ que contactan el canal central tienen caracteristicas electrofisioldgicas de
neuronas inmaduras (Russo et al., 2004, 2008). Seria interesante poder registrar las
neuronas 5-HT+/HuC/D+ y comparar sus propiedades eléctricas con las neuronas

inmaduras descriptas previamente.

Cabe agregar que seriainteresante ampliar el estudio a otros modelos. Por ejemplo, el
grupo de Gaspar usé dos cepas de ratones con deplecidn constitutiva de serotonina
aunque no muestra el patron de expresién de serotonina en la médula espinal de
dichos animales. Seria muy interesante estudiar la médula espinal de estos ratones
luego de una lesion. En una de las cepas se bloquea uno de los FT que controlan la
diferenciacién de neuronas serotoninérgicas, por lo cual esperariamos no encontrar
neuronas serotoninérgicas en la médula espinal luego de la lesién. En la otra cepa se
encuentra bloqueada la captacién vesicular de serotonina; por lo tanto la médula
espinal normal de esos ratones deberia comportarse como en la tortuga lesionada con
carencia de inervacion serotoninérgica. En este caso esperariamos encontrar neuronas
serotoninérgicas a nivel espinal y también en otras regiones del sistema nervioso si el

mecanismo plastico estuviera presente en estos mamiferos.

En conjunto los resultados sugieren que la re-especificacion de neurotransmisores en
la médula espinal puede ser un mecanismo por el cual el sistema nervioso cambia su
configuracién funcional en respuesta a factoresinternos o externos, tanto para regular
la diferenciacién neuronal adecuada como para mantener la homeostasis. Para disecar

los mecanismos intracelulares de sefializacién, se pueden mejorar las herramientas
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farmacoldgicas ya usadas y desarrollar otras estrategias que permitan estimular o
bloquear el mecanismo pldstico en condiciones normales y luego de una lesion. Este
fendmeno de plasticidad homeostatica seria por definicion, reversible. A futuro
intentaremos confirmar los resultados preliminares analizando a distintos tiempos de
sobrevida, las médulas de ejemplares lesionados. También seria interesante analizar
qué sucede si se bloquea mecanicamente la formacién del puente, de forma de
impedir que las fibras descendentes lleguen nuevamente a la médula lumbar a

silenciar las neuronas serotoninérgicas.

En el caso de la serotonina, por tratarse de una sustancia neuromoduladora, los
cambios en la senalizacién a través de este neurotransmisor pueden afectar las
propiedadesintrinsecasde las neuronas, modificar su excitabilidad y su capacidad de
descargar potenciales de accidn. Por lo tanto, es importante analizar los cambios
inducidos por la lesidn espinal en la respuesta eléctrica de las motoneuronas a la
serotonina, asicomo la expresion de receptores especificos, ya que pueden redundar
en la activacién de los musculos responsables de la locomocién. Ademads, por tratarse
de una molécula soluble, capaz de difundir por el espacio extracelular puede afectar al
mismo tiempo a todas las neuronas cercanas al sitio de liberacién, generando una
respuesta simultanea y coordinada. De esta forma se puede lograr re-configurar los

circuitos espinales involucrados en la generacion de actividad motora.
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