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ANOVA: test de analisis de la varianza

BDNF: factor neurotrofico derivado del
cerebro

CDNF: factor neurotrofico cerebral de
dopamina

ChAT: colina acetiltransferasa
DAP: protocolo de administracion tardia
ELA: esclerosis lateral amiotréfica

FO: frecuencia de disparo con la mirada
en el centro de la orbita (a cero grados)

FRPP: formacion reticular paramediana
pontina

FRPB: formacion reticular paramediana
bulbar

GDNF: factor neurotréfico derivado de la
linea celular glial

HIF: factor de transcripcién inducido por
hipoxia
HRE: elemento de respuesta a hipoxia

IAP: protocolo de administracion
inmediata

ks: sensibilidad neuronal a la posicion
ocular durante movimientos espontaneos

kv: sensibilidad neuronal a la posicién
ocular durante estimulacion vestibular

MANF: factor neurotrofico
mesencenfalico derivado de astrocitos

MIF: fibra muscular multi-inervada
NBE: neurona de brote excitador
NBI: neurona de brote inhibidor
NGF: factor de crecimiento nervioso
NMOC: nacleo motor ocular comdn
NMOE: nucleo motor ocular externo
NRP: neuropilinas

NT-3: neurotrofina -3

NT-4/5: neurotrofina -4/5

PDGF: factor de crecimiento derivado de
plaquetas

PIGF: factor de crecimientoplacental
growth factor

rs: sensibilidad neuronal a la velocidad
ocular durante movimientos espontaneos

rv: sensibilidad neuronal a la velocidad
ocular durante estimulacion vestibular

SEM: error estandar de la media
SIF: fibra muscular mono-inervada
Th: umbral de reclutamiento

VEGF: factor de crecimiento del
endotelio vascular

VEGFR: receptor de VEGF
VN: nucleo vestibular medial
VPF: factor de permeabilidad vascular
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RESUMEN

El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es una proteina englobada en la
familia de los factores tréficos. En un principio se describié como un factor implicado en procesos
de vasculogénesis, angiogénesis y permeabilidad vascular. Actualmente, se conoce que ejerce sus
funciones en numerosos tejidos, especialmente el nervioso, donde existe una fuerte relacion entre
VEGF y enfermedades neurodegenerativas. Es de especial interés el papel que juega el VEGF en
la esclerosis lateral amiotrofica (ELA). Esta enfermedad produce una degeneracién progresiva de
las motoneuronas que conlleva un debilitamiento de los musculos y finalmente la muerte del
individuo. Ratones transgenicos con bajos niveles de expresion de VEGF desarrollan sintomas
similares a los de la ELA; en ellos, la administracion exdgena de VEGF vy las estrategias para
producir su sobreexpresion, reducen significativamente la muerte de las motoneuronas, aumentan
su supervivencia y alargan la esperanza de vida. Lo que se desconoce, hasta la fecha, es el estado
funcional en el que se encuentran estas motoneuronas, y el registro neurofisioldgico seria una

potente técnica para su estudio in vivo.

Es por ello que nos propusimos evaluar si la administracion exégena de VEGF en un
modelo experimental de lesion de motoneuronas del nucleo motor ocular externo (NMOE)
produce una recuperacion, tanto de las propiedades de disparo como de los contactos sinapticos
aferentes. Para este estudio morfo-fisiologico se uso la preparacion cronica del gato alerta, en la
cual se comprobo el efecto de la administracion de dos miembros de la familia del VEGF con
efectos conocidos a nivel neuronal: el VEGF-A (miembro prototipo de la familia, también
Ilamado simplemente VEGF) y el VEGF-B, el cual tiene la ventaja de tener menor actividad
angiogenica. La administracion se realizd siguiendo dos protocolos temporales distintos: i)
administracién inmediata, en el cual la administracion de VEGF-A y VEGF-B se produjo
inmediatamente tras la lesion, permitiendo asi evaluar el grado de prevencion que estos factores
tienen sobre los efectos producidos por la lesion; y ii) administracion tardia, en el cual se dejo
pasar un periodo de tiempo tras la lesion antes de administrar VEGF-A, con el fin de comprobar
su capacidad para revertir los efectos de la lesidn. Este ultimo es el que mayor interés terapéutico

tiene.

Asi mismo, se realizd un estudio morfofuncional de los dos tipos de motoneuronas del
nucleo estudiado, MIF y SIF, con el fin de determinar su distribucion en el ndcleo y sus
diferencias en las caracteristicas de disparo y en los contactos sinapticos aferentes, que se
completd con una aproximacion a la respuesta de cada tipo de motoneurona al VEGF bajo

condiciones de lesion.






ABSTRACT

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a member of the family of trophic
factors. It was initially described as a factor involved in processes of vasculogenesis,
angiogenesis, and vascular permeability. Currently, it is known that VEGF exerts its
functions in numerous tissues, especially in the nervous system, where there is a strong
relationship between VEGF and neurodegenerative diseases. Of particular interest is the
role that VEGF plays in amyotrophic lateral sclerosis (ALS). This disease produces a
progressive degeneration of the motoneurons that leads to a weakening of the muscles and
finally to death. Transgenic mice with low levels of VEGF expression develop symptoms
similar to those of ALS. In these mice, the exogenous administration of VEGF and the
strategies to produce its overexpression, significantly reduce the death of motoneurons,
increase their survival and the lifespan of the animals. What it is unknow, to date, is the
functional state of these motoneurons, and the neurophysiological recordings would be a

powerful technique for their in vivo study.

That is why we set out to evaluate whether the exogenous administration of VEGF
in an experimental model of motoneuron lesion of the abducens nucleus produces a
recovery of both the firing properties and the afferent synaptic contacts. For this morpho-
physiological study, the chronic preparation of the alert cat was used, in which the effects
of the administration of two members of the VEGF family with known effects at the
neuronal level were verified: VEGF-A and VEGF-B, the latter has the advantage of having
less angiogenic activity. The administration was carried out following two different time
protocols: i) immediate administration, in which the administration of VEGF-A and VEGF-
B occurred immediately after injury, thus allowing to evaluate the degree of prevention that
these factors have on the effects produced by the injury; and ii) delayed administration, in
which a period of time elapsed after the injury before VEGF-A was administered, in order

to check its ability to reverse the effects of the injury.

Likewise, a morphofunctional study of the two types of motoneurons present in the
studied nucleus, MIF and SIF, was carried out in order to determine their distribution in the
nucleus and their differences in firing characteristics and in afferent synaptic contacts,
which was completed with an approximation to the response of each type of motoneuron to

VEGF under injured conditions.
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INTRODUCCION

1. MODELO EXPERIMENTAL: EL SISTEMA OCULOMOTOR

El sistema oculomotor estd constituido por los masculos que mueven al ojo y los
nucleos cerebrales que contienen los somas de las motoneuronas, cuyos axones inervan
dichos musculos. Su funcién consiste en permitir al individuo la correcta captacion visual
del medio que le rodea ante movimientos de la escena visual, del propio observador o de una

combinacion de ambos.

Es un sistema sometido a fuerte presion evolutiva. En los primeros vertebrados ya
existia un reflejo vestibular encargado de compensar el movimiento de la cabeza (Walls,
1962), que se generaba a partir de sefiales provenientes de la ampolla del canal semicircular
del aparato vestibular, y su funcién era mantener la imagen estable con respecto al medio.
Citando a Walls acerca del origen de los movimientos oculares: ‘... tienen como base la
necesidad de fijar una imagen en la retina, no la necesidad de explorar el medio’ (Walls,

1962).

El sistema oculomotor es un modelo Util para el estudio del control del movimiento,
ya que cada musculo tiene un papel especifico en el movimiento ocular, y en su conjunto,
estos musculos generan movimientos oculares estereotipados. Es un modelo relativamente
sencillo y bien definido en el que la entrada al sistema (estimulo), la salida generada
(movimiento ocular) y el proceso que discurre entre ambos estados (red neuronal) son bien

conocidos y estan extensamente descritos.

Sin embargo, esto es solo una simplificacion del complejo sistema involucrado tanto
en los movimientos compensatorios de cabeza y 0jos que permiten “estabilizar” la mirada
como en aquellos movimientos que permiten “desplazar” la mirada, consiguiendo con ello
mantener la imagen fija en la retina para dar lugar a una vision nitida. Es asi como los
resultados del estudio de un modelo simple pueden ser trasladados a conductas motoras mas
complejas que implican, entre otros, al sistema vestibular o la integracion sensoriomotora en

el coliculo superior.

Los trabajos del presente proyecto estan centrados en el estudio de uno de los
elementos del sistema oculomotor: i) el nicleo motor ocular externo (NMOE); ii) la reaccion
de sus motoneuronas ante una lesion de axotomia; y iii) la respuesta de estas motoneuronas

lesionadas tras la administracion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF).
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Se trata de un modelo muy desarrollado y bien conocido en el laboratorio donde se realizaron

los experimentos del presente proyecto.

1.1. Movimientos oculares

1.1.1. Movimientos de estabilizacién de la mirada o compensatorios

Son aquellos movimientos oculares compensatorios que permiten la estabilizacion de
la mirada durante: i) movimientos de cabeza, generando el llamado reflejo vestibulo-ocular;
i) movimientos del campo visual, produciendo el reflejo optocinético. En el primero, el
estimulo que desencadena el movimiento es la aceleracion angular de la cabeza detectada a
través de las células sensoriales en los canales semicirculares, en el segundo caso, lo es la

sefial de error producida por el desplazamiento de la imagen sobre la retina.

La aparicion del reflejo optocinético supuso, junto al reflejo vestibulo-ocular, la
creacion de un sistema de doble estabilizacion de la imagen, y, por tanto, parece que su
evolucion fue pareja. El origen del reflejo optocinético podria residir en el procesamiento
lento de los fotorreceptores con tiempos de respuesta superiores a 20 ms (Friedburg y col.,
2004), de manera que, si los 0jos se mueven pasivamente con la cabeza, la imagen apareceria
borrosa al desplazarse sobre la retina (Walls, 1962). Asi mismo, se sabe que la agudeza visual
se deteriora con desplazamientos de la imagen de tan solo 2-3 grados/s (Westheimer y
McKee, 1975; Simpson, 1984), por lo que es importante que exista un buen sistema de
control oculomotor. Respecto al reflejo vestibulo-ocular es importante destacar que la
mecanica del aparato vestibular, que detecta la aceleracion angular, es incapaz de responder
correctamente ante bajas frecuencias de movimiento (<0.01 Hz), velocidades constantes y/o
rotacion continuada (Dichgans y col., 1973). Sin embargo, el reflejo optocinético funciona
mejor a bajas frecuencias, de manera que ambos reflejos se complementan funcionalmente,
ademas de hacerlo fisiolégicamente en los ndcleos vestibulares donde ambas sefiales,
vestibular y visual, se combinan (Weaspe y Henn, 1977). Es decir, ambos sistemas se
coordinan e interaccionan para obtener una representacion interna del movimiento que

finalmente se traduce en movimientos oculares compensatorios (Giolli y col., 2006).
Reflejo vestibulo-ocular

El reflejo vestibulo-ocular es el mecanismo neuronal por el que se compensa con
movimientos oculares los movimientos de la cabeza, de manera que la imagen permanezca

estable en la retina y no se produzca una vision borrosa. Es posiblemente el reflejo
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oculomotor mas primitivo y consiste en un circuito trineuronal compuesto por: i) la aferencia
vestibular de primer orden, cuyo soma esta en el ganglio de Scarpa, que proyecta a través
del nervio del octavo par craneal sobre ii) la neurona de segundo orden del nucleo vestibular
desde donde se generan vias directas inhibidoras o activadoras hacia iii) la motoneurona
extraocular que inerva al muasculo extraocular (Lorente de N6, 1938; Blittner-Ennever y col.,
1981). Es un reflejo que funciona a modo de lazo abierto ya que no esta dotado de sistemas
de retroalimentacion mediante copias motoras eferentes. Sin embargo, se sabe que a nivel
central existe una retroalimentacion visual o motora que permite re-calibrar de forma
continua la respuesta vestibulo-ocular. Dicha asociacion de estimulos, visual y vestibular, es
un modelo basico de aprendizaje motor que ha sido demostrado en todas las especies
estudiadas, como mono, conejo y carpin dorado (Gonshor y Melvill, 1976; Miles y Eighmy,
1980; Ito, 1982; Schairer y Bennett, 1986; Pastor y col., 1992).

El estimulo que desencadena este reflejo es la deteccion de una aceleracion angular
por parte de los canales semicirculares del aparato vestibular. El aparato vestibular es una
estructura bilateral formada, en la mayoria de vertebrados, por tres canales semicirculares,
que, junto al utriculo y saculo, forman un circuito con continuidad entre sus partes, y cuyo
interior se encuentra bafiado por un liquido de composicion similar al liquido intracelular,
de alta concentracién en ion potasio, denominado endolinfa. Cada canal posee un
engrosamiento llamado ampolla, en cuyo interior un tejido epitelial especializado contiene

las células ciliadas encargadas de la transduccion de sefiales.

Cuando se produce una aceleracién angular, la endolinfa se mantiene estacionaria, y,
por tanto, mas atrasada con respecto a las paredes del conducto que gira, sin embargo, si se
mantiene una velocidad constante tras la aceleracion, la propia inercia del movimiento
arrastra a la endolinfa, dejandose de producir la deformacion de la cupula, imprescindible
para la activacion de las células ciliadas. Es por ello que el canal semicircular responde a
aceleraciéon angular, pero no a la aceleracion lineal. Los dérganos otoliticos del aparato
vestibular, saculo y utriculo, detectan aceleracion lineal, como la gravedad o traslaciones de
la cabeza, pero no la aceleracién angular, produciendo movimientos parcialmente
compensatorios (Fernandez y col., 1972). Podriamos referirnos mas correctamente pues a:

reflejo canal-ocular y otolito-ocular.

Los tres canales se disponen aproximadamente ortogonales entre si, con el horizontal

aproximadamente en el plano del suelo. Los dos miembros de un par coplanar (e.g., canal
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horizontal izquierdo - canal horizontal derecho) responderdn maximamente a rotaciones en

su plano comun, pero la respuesta serd opuesta (McCrea y col., 1980).

Los movimientos oculares del reflejo vestibulo-ocular tienen dos fases que en su
conjunto se denominan nistagmo vestibular, que se lustran en la figura 1C: i) fase lenta, con
movimientos oculares de igual velocidad, pero en sentido opuesto, al movimiento de la
cabeza, cuyo estimulo especifico es la aceleracion angular detectada por las células
sensoriales de los canales semicirculares y que constituye el movimiento compensatorio de
los ojos respecto al de la cabeza (Goldberg y Fernandez, 1971); y ii) fases rapidas, con
movimientos oculares en el sentido del movimiento de la cabeza cuyo objeto es devolver el
0jo a una posicion central cuando se encuentra excéntrico en la orbita debido al movimiento
lento compensatorio, y cuyas caracteristicas dinamicas los hacen ser similares a los
movimientos sacadicos espontaneos, con generacion en lugares comunes a éstos (Hikosaka
y Kawasmi, 1977; Igusa y col., 1980; Ohki y col., 1988).

Para el caso de las neuronas del NMOE, la principal entrada responsable de su disparo
durante movimientos vestibulares corresponde al nucleo vestibular medial (VM), que
proyecta excitatoriamente desde el lado contralateral e inhibitoriamente desde el lado

homolateral (Escudero y Delgado-Garcia, 1988).
Reflejo optocinético

Este reflejo genera movimientos oculares compensatorios cuando el campo visual se
desplaza en ausencia de movimiento de la cabeza. Su objeto, al igual que el del resto de
movimientos oculares, es el de mantener la imagen estable sobre la retina para una correcta
vision.

El estimulo desencadenante es el error retinal producido por el desplazamiento de la
imagen sobre la retina detectado por las células ganglionares de campo grande. El
procesamiento por parte de estas células tras el comienzo del movimiento es de
aproximadamente 55 ms (Collewijn, 1972), mientras que la latencia entre el inicio del
estimulo y el movimiento de los ojos es de 100-130 ms (Collewijn, 1981). Debido al tiempo
de procesamiento retinal es presumible entender que el reflejo optocinético funcione mejor

a baja frecuencia de estimulo y errores retinales de baja amplitud.

Una vez comienza el estimulo visual se genera un movimiento ocular lento en la
misma direccion denominado componente directo del movimiento ocular compensatorio,

tras esta primera fase, la velocidad ocular va en aumento hasta alcanzar una velocidad de
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equilibrio similar a la del estimulo (Cohen y col., 1977; Boyle y col., 1985). Durante esta
fase lenta compensatoria, cuando el 0jo se encuentra en una posicion excéntrica dentro de su

Orbita, un movimiento rapido de naturaleza sacadica lo devuelve a una posicién mas central.

Al igual que en el reflejo vestibulo-ocular se pueden observar pues dos fases en el
movimiento ocular: una lenta y compensatoria, y otra rapida de recentralizacion del globo
ocular. Es lo que se denomina nistagmo optocinético. Al contrario que el reflejo vestibulo-
ocular, seria un sistema de control cerrado, ya que existe una retroalimentacion sensorial que
corrige al movimiento ocular con el fin de minimizar el error retinal, y es debido a ese tiempo
de retroalimentacion que el reflejo optocinético perderia agudeza a frecuencias de

estimulacion altas (Collewijn, 1981).

Para la generacion de la fase lenta, la informacidn desde las células ganglionares se
proyecta hasta los ndcleos del sistema dptico accesorio (Giolli y col., 2006) y el complejo
nuclear pretectal (Simpson y col., 1988) que a su vez reciben informacion visual procedente
de la corteza (Distler y col., 2002). Estos nucleos proyectan a nucleos pontinos, nucleo
reticular tegmental pontino, oliva inferior, nlcleo prepositus hypoglossi, y nucleo vestibular
medial (Mustari y col., 1994). Las neuronas de los nucleos pontinos y la oliva inferior dirigen
aferencias al floculo del cerebelo, que a su vez proyecta sobre los nucleos vestibulares
(Distler y col., 2002; Ono y col., 2005). Finalmente, las neuronas vestibulares y del nucleo
prepositus hypoglossi llevan informacion directa hasta las motoneuronas del sistema
oculomotor. Las fases rapidas durante el reflejo optocinético son producidas por las mismas
neuronas de brote a nivel de la formacion reticular del tronco del encéfalo que generan los

movimientos sacadicos (véase apartados 1.1.2 y 1.2.3).

1.1.2. Movimientos de desplazamiento de la mirada

Este tipo de movimientos tiene como objetivo ubicar en la retina ciertos objetivos
diana, o bien seguir a aquellos que ya estan ubicados, pero se mueven en el espacio visual.
Dentro de este grupo se encuentran los movimientos oculares sacadicos, los de seguimiento

y los de vergencia.
Movimientos sacadicos

Son movimientos rapidos de naturaleza balistica que cambian bruscamente la
direccion de la mirada. Su amplitud es variable dependiendo del contexto y pueden ser

voluntarios o reflejos, como ocurre durante las fases rapidas del nistagmo vestibular y
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optocinético, el seguimiento de un blanco visual, la exploracion del campo visual y durante
la fase REM del suefio (Figura 1A, C).

A. Movimientos oculares espontaneos B.Vergencias
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Figura 1. Movimientos oculares espontaneos y reflejo vestibulo-ocular en el plano
horizontal. Para cada ejemplo de movimiento ocular se muestra consecutivamente: posicion del
ojo derecho e izquierdo (HD y HI, en grados), velocidad del ojo derecho e izquierdo (HD’ y HI’,
en grados/segundo) y velocidad de la mesa (Mesa’, en grados/segundo). Las flechas indican la
direccion de los movimientos oculares, | para la izquierda y D para la derecha. En A'y C, los
trazos rojos resaltan movimientos oculares rapidos, o sacadicos, durante movimientos
espontaneos, y la fase rapida del reflejo vestibulo-ocular; los trazos azules indican fijaciones
durante movimientos espontaneos y la fase lenta del reflejo vestibulo-ocular. En B se muestra en
rojo un movimiento de divergencia. Adaptado de la tesis doctoral de Garcia Hernandez, R., 2018.
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Son movimientos muy frecuentes (1-3 Hz), con una latencia entre la aparicion de un
objeto de interés y el inicio del movimiento sacadico de aproximadamente 200 ms (Becker,
1989), de los cuales unos 55 ms se emplearian en el procesamiento retinal, y unos 25 ms en
el circuito motor (Robinson, 1972), y el resto en el procesamiento central, durante el cual,
conocida la posicion del objetivo respecto a la retina, se calcularia la diferencia entre la
posicion inicial y final del ojo, que generaria la orden motora que activara los musculos

extraoculares en la direccion y amplitud adecuadas.

El movimiento consta de una fase de aceleracion seguida de otra de desaceleracion
con una duracion de entre 15 y 100 ms entre el inicio y el final del movimiento, y una
velocidad méaxima de 600°s (Becker, 1989). Ambos términos, duracion y velocidad maxima,
son dependientes de la amplitud del movimiento, y correlacionan directamente con ella,
conformando la denominada ‘secuencia principal’ caracteristica de cada individuo (Bahill y

Stark, 1979; Harris y Wolpert, 2006).

Si durante la generacion de un sacadico, el blanco visual cambia de posicion, el
sacadico pierde el blanco, y debe realizar un segundo sacédico para corregir el error. Sin
embargo, frecuentemente, los movimientos sacadicos no alcanzan la posicion del blanco, por
lo que se debe producir un segundo movimiento de tipo ‘correctivo’ para lograrlo (Becker y
Fuchs, 1969). Es por esto que se denominan movimientos de naturaleza balistica, en los
cuales el sistema se hace refractario a los posibles cambios de posicién del blanco, es decir,

una vez comienza el movimiento, no puede alterarse.

Respecto a la actividad electrofisiologica de las motoneuronas, la amplitud del
movimiento correlaciona con la duracion de la descarga de potenciales de accion que sirve
para generar la fuerza suficiente que venza la resistencia natural del globo ocular al
movimiento dentro de la oOrbita. Es lo que se denomina ‘pulso’, una sefial fasica o de
velocidad que precede a la fase post-sacadica, en la cual hay una fuerte caida de la velocidad
y del disparo neuronal. Tras cada movimiento sacadico hay un nivel basal nuevo de descarga
de la motoneurona que permite mantener la nueva posicion ocular, en este caso la sefial es
tonica o de posicion. Por tanto, la generacion de los movimientos sacadicos se corresponden
con un patron de disparo tonico-fasico (Collins y col., 1975; Miller y Robins, 1992; Coubard,
2013).

Las neuronas premotoras que generan los movimientos sacadicos se encuentran en la

formacion reticular pontobulbar (Fuchs y col., 1985; Bittner-Ennever 1988; Escudero y
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Delgado-Garcia, 1988). Para los movimientos sacadicos en el plano horizontal, estas
neuronas que generan la sefial de velocidad se encuentran en la formacién reticular
paramediana pontina (FRPP) y en la formacion reticular paramediana bulbar (FRPB) (Fuchs
y col., 1985; Strassman y col., 1986a; Strassman y col., 1986b). En FRPP las neuronas son
de brote excitador (NBEs) y hacen sinapsis excitadoras con las motoneuronas e
interneuronas del NMOE homolateral, con lo que generardn movimientos sacadicos hacia el
lado homolateral. En la FRPB las neuronas son de brote inhibidor (NBIs) y hacen sinapsis
inhibitorias con el NMOE contralateral inhibiendo al musculo recto lateral del otro lado. La
sefial de posicidn de las motoneuronas que permite la fijacion del ojo tras el sacadico, o
durante la fijacion de la mirada, con tasas de disparo tdnicas en funcién de la posicion del
0jo, se consigue por medio de °‘integradores neuronales’. Son células que integran
matematicamente la sefial de velocidad en posicion y que se encuentran en diversas
estructuras, pero principalmente, para el plano horizontal, se encuentran en el nucleo
prepositus hypoglossi (Escudero y Delgado-Garcia, 1988; Delgado-Garcia y col., 1989;
Escudero y col., 1992).

Movimientos oculares de seguimiento

Son movimientos lentos de rastreo cuyo objeto es mantener un blanco que se mueve
fijo sobre la retina frente a un fondo visual estacionario, y aunque se consideran diferentes a
los movimientos sacadicos, ambos comparten estructuras a nivel cortical y subcortical
(Krauzlis, 2005).

Se dan en animales con fovea, o estructura equivalente, y vision frontal (Blttner y
Kremmyda, 2007), y aunque se puede elegir el objeto a seguir, no es posible decidir si se
ejecuta el movimiento o no, siendo por tanto un movimiento con cierto grado de
involuntariedad y automatismo, cosa que parece corroborarse debido a la baja latencia entre
la aparicion del blanco y el comienzo del movimiento ocular, de unos 0.13 s en el humano
(Robinson, 1965; Lisberger y col., 1987). Se considera un movimiento lento que, en el gato,
carente propiamente de fovea, pero dotado de un area central, se produce de hasta 20 grados/s
(Robinson, 1981).

El estimulo que lo desencadena es el error retinal que produce el movimiento de la
imagen sobre la retina y su mantenimiento se debe a sefiales de velocidad (Morris y
Lisberger, 1987). Es un sistema que funciona a modo de lazo cerrado debido a la

retroalimentacion visual y motora.
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Movimientos de vergencia

Son aquellos que alinean la retina de cada ojo con dianas visuales situadas a cierta
distancia (i.e., mas cerca 0 mas lejos). Al contrario que el resto de los movimientos oculares,
gue son conjugados (i.e., ambos ojos se mueven en la misma direccion y amplitud), los
movimientos de vergencia son disconjugados, o disyuntivos, pudiendo ser divergentes o
convergentes, en los que los musculos efectores son el recto lateral y el recto medial,
respectivamente. Aparecen con la frontalizacion de la mirada, y el consiguiente solapamiento
del campo visual de ambos ojos, que junto al proceso de fovealizacion, dieron lugar a la
binocularidad que permite la percepcion de la profundidad. La percepcion de la profundidad
ocurre debido a las disparidades retinales que ocurren en cada ojo al percibir objetos a
diferentes profundidades. Son movimientos lentos y de pequefia amplitud (Figura 1B, trazo

rojo), y su generacion a nivel neural es menos conocida.

Ademas, durante la convergencia ocurren otras dos respuestas visuales reflejas a
parte del movimiento de los ojos cuando un objeto se encuentra cercano, estas son: la
acomodacion del cristalino, que por el incremento de su curvatura lleva el objeto a foco, y la
constriccion pupilar, que por reduccion de la aberracion esférica aumenta la profundidad de
campo y hace la imagen més nitida. En su conjunto forman la denominada triada refleja

cercana.

1.2. Estructura anatémica del sistema oculomotor

1.2.1. Msculos extraoculares
Anatomia

Los musculos extraoculares que rodean al ojo, y que permiten su movimiento en los
tres planos del espacio (i.e., horizontal, vertical y antero-posterior), son tres pares de
musculos, de los cuales cuatro son rectos y dos oblicuos (Spencer y Porter, 2006). Se
disponen formando pares antagonistas (i.e., un musculo se contrae mientras su pareja se
relaja) de la siguiente manera: i) recto lateral o externo — recto medial o interno, insertos en
la porcion temporal y nasal, respectivamente, del globo ocular y responsables de los
movimientos de abduccidn y aduccion, respectivamente, del ojo en el plano horizontal sobre
el eje vertical; ii) recto superior — recto inferior, se insertan en la zona superior e inferior del
0jo y producen su movimiento sobre el eje horizontal, generando, principalmente,

movimientos de elevacion y depresion, respectivamente, aunque también tienen funciones
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secundarias y terciarias; y iii) oblicuo superior — oblicuo inferior, fijados en la porcion
externa superior e inferior, respectivamente, de la mitad posterior del globo ocular, producen
movimientos en el eje antero-posterior dando lugar principalmente a intorsion (rotacion
hacia el plano nasal), y extorsion (rotacion hacia el plano temporal), respectivamente (Figura
2A).

Los seis muasculos se insertan sobre la esclera. Los cuatro musculos rectos lo hacen
anteriormente al ecuador del globo ocular, mientras que los dos oblicuos lo hacen
posteriormente en animales con vision frontal, y anterolateral en animales con vision lateral
(Konoy col., 2005). EI musculo oblicuo superior gira alrededor de una apéfisis situada en la
parte anterosuperior del hueso frontal (la troclea), que se usa como punto de apoyo, y tras

girar sobre ella regresa hasta insertarse posterior al ecuador del globo ocular.

Existen otros dos musculos extraoculares secundarios que no aparecen en todos los
vertebrados. Son el masculo elevador del péarpado superior, que puede producir
indirectamente elevaciones del globo ocular, y el masculo retractor del globo ocular o
retractor bulbi, asociado a la presencia de la membrana nictitante y al reflejo de retraccion
del globo ocular ante un estimulo corneal. Este Gltimo, presente en el gato, esta formado por
cuatro fasciculos musculares que se insertan proximos al ecuador de la parte posterior del

globo entrecruzandose con los cuatro musculos rectos.

Todos estos musculos extraoculares son extrinsecos al globo ocular y se originan en
el anillo tendinoso de Zinn, excepto el muasculo oblicuo inferior que se origina en la cara

orbitaria del hueso maxilar (Sevel, 1986).

Los nervios de los pares craneales Ill, IV y VI, cuyos somas motoneuronales se
encuentran en los nucleos NMOC, troclear y NMOE, respectivamente, constituyen la
inervacion motora de los musculos extraoculares. Los masculos recto medial, recto inferior
y oblicuo inferior homolaterales, y musculos recto superior y elevador del péarpado
contralaterales, estan inervados por el 111 par craneal o nervio oculomotor, ademas de 3 de
los 4 musculos del retractor bulbi. EI IV par craneal, o nervio troclear, inerva al masculo
oblicuo superior contralateral, y el VI par craneal, o nervio abducens, a los musculos recto

lateral y retractor bulbi homolaterales.

Anatémicamente, estos musculos (rectos y oblicuos) estan formados por dos capas
de tejido diferenciadas (Spencer y Porter, 2006): i) capa orbital, es la parte mas externa,

adyacente al hueso orbital; y ii) capa global, es la parte interna del musculo, cercana al globo
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ocular. En algunas especies puede haber una fina capa de fibras musculares en la parte mas
externa del muasculo, llamada capa marginal (Wasicky y col., 2000), e incluso una capa
intermedia entre las capas global y orbital, formada por fibras procedentes de ambas capas.
En los musculos rectos, la capa orbital tiene forma de C y discurre junto a la capa global,
finalizando antes de la zona tendinosa de union al globo ocular debido a su insercién en el
tejido conectivo de la érbita, un tejido especializado denominado capsula de Tenon, mientras
que la capa global se inserta en el tendon muscular (Demer y col., 2000). Esta formada por
fibras de pequefio didmetro y tiene un sistema oxidativo y vascular mas desarrollado que la
capa global, permitiendo una mayor resistencia a la fatiga y una mayor activacion continua.

Ambas capas son bastante diferentes en su morfologia y expresion genética.

A B

Oblicuo superior
'en plaque' .
endplate zone gﬁg?:de DISTAL
9 TENDON
. PROXIMAL v v
- Recto TENDON oo
superior

== MIFfiber
. - Recto

‘en grappe' .,
endplates ©

lateral

. Recto
H SIF MIF
N medial motoneuron motoneuron
Recto inferior \

Oblicuo inferior

Figura 2. Musculos extraoculares y tipos de inervacion. A: vision lateral de los masculos
extraoculares que participan en los movimientos del ojo. Se organizan en tres pares antagonistas
cuya contraccion y relajacién coordinada permite la correcta ejecucion de un movimiento ocular
determinado. B: esquema de un musculo extraocular donde se muestran los dos tipos principales
de fibras que lo conforman (MIF y SIF fiber), y su inervacion por parte de las motoneuronas
oculomotoras (‘MIF’ motoneuron y ‘SIF’ motoneuron). Se pueden observar las uniones
neuromusculares ‘en plaque’ del tercio central de las fibras SIF, asi como las uniones de tipo ‘en

aranna’ a la laran dAa 1a filkra MIE FEn la wana da incarciAn da 1a filkea MIE an al tandAn ca

17



Introduccion

Fibras de los masculos extraoculares

En un principio se describié que los musculos extraoculares contenian dos tipos
bésicos de fibras musculares, un tipo seria similar a la tipica fibra de contraccién rapida de
los musculos esqueléticos de mamiferos, y el otro, similar a las fibras lentas consideradas
atipicas. Actualmente estas fibras se clasifican, principalmente, por su patrén de inervacion
por parte de la motoneurona, denominandose fibras mono-inervadas (‘singly innervated
muscle fiber’ o SIF) y fibras multi-inervadas (‘multiply innervated muscle fiber’ o MIF),

(Buttner-Ennever y col., 2001; Bittner-Ennever, 2006).

Las fibras SIF son mas frecuentes y estan inervadas por axones de gran diametro que
forman uniones neuromusculares en plaque en el tercio central del misculo, similares a las
de los musculos esqueléticos; en el caso de las fibras MIF, los axones son de menor didmetro
y van dejando a lo largo de la fibra maltiples contactos sinapticos de pequefio tamafio,

formando uniones musculares en grappe (Figura 2B; Hess y Pilar, 1963)

Otro aspecto peculiar de la musculatura extraocular y su inervacién se refiere al
tamafo de las unidades motoras. Asi, a diferencia de los musculos esqueléticos, donde las
unidades motoras son de gran tamarfio, en el sistema oculomotor las unidades motoras se
caracterizan porque cada motoneurona inerva un nimero pequefio de fibras musculares (e.g.,
diez fibras musculares por motoneurona), lo que permite incrementos de fuerza muy precisos

necesarios para el correcto movimiento de ojos (Spencer y Porter, 2006).

Se pueden describir 6 tipos de fibras si, ademas de la clasificacion a partir del patrén
de inervacion (MIF y SIF), se tiene en cuenta la capa en la que se distribuyen (orbital y
global) y su contenido mitocondrial (rojas, intermedias y blancas). Dos de los seis tipos de
fibras se encuentran en la capa orbital (una SIF y una MIF) y cuatro en la capa global (tres
SIFs y una MIF). Cada tipo de fibra se diferencia, no solo por su disposicion en el mdsculo
y su inervacion, sino que cada una estd caracterizada por la cantidad de reticulo
sarcoplasmico, niUmero y tamafio de mitocondrias, nivel de actividad enzimatica oxidativa y
glicolitica, y extension del sistema de tubulos T. A grandes rasgos, las fibras MIF tienen
menor contenido mitocondrial y enzimatico, por lo que su contraccion es lenta y presentan
una alta resistencia a la fatiga, al contrario que las fibras SIF, cuya contraccion es rapida y
son relativamente fatigables (Porter y col., 1995; Spencer y Porter, 2006; Zimmermann y

col., 2013; Bohlen y col., 2017a y b), rasgos que, junto a su mayor presencia en ambas capas
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del musculo, explican la alta velocidad a la que pueden generar movimientos (Shall y
Goldberg, 1992).

Propiocepcion

El movimiento coordinado de los ojos es esencial para una correcta vision, y para
ello, es necesario que a nivel central se tenga informacion acerca de la posicion ocular en
cada momento para que se dé un correcto control de los movimientos oculares. Si los 0jos
permanecieran estaticos en su Orbita, la informacion visual a través de la retina constituiria
la retroalimentacion necesaria para esta funcion. Sin embargo, los ojos y el mundo visual
estan en constante movimiento, por lo cual, es necesaria una informacién no visual, 0 no
retiniana, que informe al sistema nervioso de la posicién ocular. Durante muchos afios, se
aceptd que esta sefial extra-retinal provenia desde el sistema nervioso central, teoria

planteada en un principio

por Helmholtz en su concepto ‘innervational sense’ (1866), y que mds tarde se
conoceria como ‘copia eferente’ o ‘descarga corolaria’ (Sperry, 1950). De manera opuesta a
esta teoria se encuentran los trabajos de Sherrington, quien introdujo en 1906 el término
‘propiocepcion’ como ‘un reflejo del sistema para el mantenimiento de la posicidon corporal
y la coordinaciéon del movimiento que permite la conciencia de la posicion del cuerpo’. Mas
tarde atribuiria la percepcion de la posicion y el movimiento a un sentido proveniente del
musculo, el cual se hallaria también en los masculos extraoculares (Sherrington, 1918;
Ruskell, 1999). Estos términos, copia eferente y propiocepcion, se conocen,
respectivamente, como mecanismos de salida (‘outflow’) y entrada (‘inflow’) de la

informacion.

Actualmente se acepta gque existe una sefial aferente no visual que informa al sistema
nervioso central de la posicién del ojo y que proviene principalmente de los propioceptores
de los masculos extraoculares, los cuales tienen presencia variable segun la especie, si bien

la cuestion de la propiocepcion oculomotora sigue siendo incierta.
- Huso muscular o neuromuscular

Es un o6rgano sensorial cuya funcion es detectar la longitud del masculo y tiene un
papel importante en el control de la contraccién (Hunt, 1990). Es fusiforme y estd compuesto
por pequefias fibras musculares intrafusales especializadas, con inervacion motora y
sensorial, y encapsulado por una capa de perineuro y fibroblastos aplanados. Esta presente

en la musculatura esquelética de todas las especies y en la musculatura extraocular de
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humanos, algunas especies de monos, ratones y ungulados (Mahran y Sakla, 1965; Blumer
y col., 2003).

En los musculos extraoculares de humanos se encuentran en gran numero (Lukas y
col., 1994) y siempre estan asociados a la capa orbital y transicional del musculo (Harker,
1972; Ruskell, 1989; Lukas y col, 1994; Blumer, 1999), aunque sus diferencias anatobmicas
respecto a los de los musculos esqueléticos, excepto en ungulados (Harker, 1972), han puesto
en duda su funcionalidad en los mudsculos extraoculares (Ruskel, 1989, 1999). En el gato
estan ausentes, asi como en la mayoria de las especies de mono, conejo, perro y rata (Maier
y col., 1974).

- Organo tendinoso de Golgi

Es un receptor de forma fusiforme encapsulado en una fina capa perineural que
contiene colageno, y tiene varias fibras musculares unidas a un polo, en concreto fibras MIF
(Blumer y col., 2006). Funciona como un transductor de fuerza, y constituye una aferencia
para la regulacion refleja del comportamiento motor (Ruskell, 1999). Se han encontrado en
tendones de musculos extraoculares de varias especies, como la oveja, el cerdo, el camello
y, de manera poco frecuente, en monos (Ruskell, 1979; Ruskell, 1990; Blumer y col., 2000).
Dentro de los masculos extraoculares presentan una gran variabilidad y difieren en su

estructura de aquellos de la musculatura esquelética (Ruskell, 1990; Blumer y col., 2006).
- Terminaciones nerviosas en empalizada

A diferencia de los receptores de muasculos extraoculares previamente descritos, los
cuales solo se encuentran en un namero limitado de especies animales y, en general, no se
encuentran tan desarrollados como los propioceptores de los mdsculos esqueléticos, las
terminaciones en empalizada (‘palisade endings’) se han encontrado en los miusculos
extraoculares de la mayoria de los mamiferos (Huber, 1900; Ruskell, 1978; Alvarado-Mallart
y PinCon-Raymond, 1979; Richmond y col., 1984; Sodi y col., 1988; Blumer y col., 2016).
Algunos autores han sugerido que este tipo de terminacién en empalizada podria constituir
el dérgano propioceptor de los musculos extraoculares andlogo al de los mdsculos
esqueléticos (Billig y col., 1997), aunque hallazgos recientes indican que podrian ser de
naturaleza motora (Zimmermann y col., 2011, 2013; Blumer y col., 2016, 2017).

Tienen una estructura similar a la de los 6rganos tendinosos de Golgi (Lukas y col.,
2000), y, de hecho, ciertos estudios durante el desarrollo embrionario y postnatal sugieren
que podrian ser érganos tendinosos de Golgi inmaduros (Zelena y Soukup, 1977). Son
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terminaciones de axones que se encuentran, especificamente, en la union miotendinosa de
los musculos extraoculares y en algunos casos presentan ramificaciones colaterales en el
tenddn cercano (Alvarado-Mallart y PinCon-Raymond, 1979); estas peculiaridades, junto a
su naturaleza membranosa (similar a la de otros 6rganos propioceptores), parecen indicar la

hipétesis de su funcion sensorial (Billig y col., 1997).

Los axones de estos receptores vienen desde el musculo, entran en el tendon y
después giran 180 grados para formar varicosidades alrededor del extremo final de una sola
fibra muscular de tipo MIF perteneciente a la cara global del musculo, fibra en la cual, el
axon, habra establecido previamente y en todo su recorrido, varios contactos sinapticos
motores en grappe. Ademas, hay estudios que han demostrado que las terminaciones en
empalizada de gatos y monos son colinérgicas y provienen de las motoneuronas MIF de los
nucleos oculomotores; aunque otros autores sugieren que podrian venir de posibles
poblaciones de células sensoriales alojadas en estos nucleos (Konakci y col., 2005;
Lienbacher y col., 20114, b). Si este tipo de terminaciones tiene funcion sensorial, motora, o

mixta, sigue siendo una cuestion abierta dentro del campo oculomotor

1.2.2. Nucleos oculomotores

Estos nucleos, por orden de localizacién rostral-caudal, son: NMOC, el nucleo
troclear y NMOE (también llamado nucleo abducens). En ellos se encuentran los cuerpos
celulares de las motoneuronas que inervan los musculos extraoculares y los de las neuronas
internucleares, o interneuronas, que proyectan hacia otros nucleos implicados en los
movimientos oculares. Establecen un circuito neuronal que, junto a la inervacion de los
musculos extraoculares, conforma un sistema muy conservado evolutivamente en el cual
solo se han encontrado variaciones del patrén de inervacion en especies de elasmobranquios
(Graf y Brunken, 1984).

Electrofisiol6gicamente, ambos tipos celulares, motoneuronas e interneuronas,
tienen un patron de disparo tonico-fasico similar. EI componente fasico es un brote de
potenciales de accion de alta frecuencia que ocurre antes del comienzo de un movimiento
sacadico en la direccion de activacion (direccion ‘on’), asi como una disminucion brusca o
cese de la actividad de disparo antes del movimiento de inactivacion (direccion ‘off’), y
provee al musculo de la fuerza de contraccion necesaria para vencer la resistencia debida a

laelasticidad y viscosidad del globo ocular en su Orbita, para alcanzar asi una nueva posicion.
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La duracion del brote, el cual puede llegar a superar las 500 espigas/segundo en la frecuencia
pico, es proporcional a la amplitud del sacédico, y de la pendiente obtenida de la relacion
entre la frecuencia de disparo del brote (con el componente de posicion sustraido) y la
velocidad del ojo durante el sacadico se obtiene la medida de sensibilidad de la motoneurona
a la velocidad del ojo, conocida como ‘r’ y expresada en espigas/segundo/grados/segundo.
El componente tonico produce la tension constante del mdsculo, necesaria para vencer el
componente elastico del ojo y mantener la posicion ocular durante una fijacion. Para
posiciones oculares mas extremas en la direccion de activacion, se necesitara mas fuerza, y,
por tanto, mayor frecuencia de disparo por parte de la motoneurona, que ademas sera mayor
si la posicion ocular viene de la direccion de activacion. La motoneurona puede llegar a
frecuencias de disparo de 200 espigas/segundo durante fijaciones. De la relacion entre la
frecuencia de disparo y la posicion ocular se obtiene el parametro ‘k’, que corresponde a la
pendiente de la recta de regresion frecuencia-posicion, y se denomina sensibilidad de la
motoneurona a la posicion ocular (durante fijaciones), cuyas unidades son
espigas/segundo/grado. De esta recta de regresion también se obtiene el umbral de
reclutamiento (Th), que es la posicion ocular (en grados) en la cual la motoneurona es
reclutada en actividad, y se calcula como la interseccion de esta recta con el eje x (i.e.,
posicion ocular). En el caso de las interneuronas, k y r son mayores, tienen umbrales de

reclutamiento menores y su disparo es mas irregular (Delgado-Garcia y col., 1986a y b).

En cada ndcleo oculomotor podemos diferenciar dos tipos de motoneuronas: las que
inervan fibras musculares tipo SIF, que se conocen como motoneuronas SIF, y las que
inervan fibras MIF, denominadas motoneuronas MIF (Blittner-Ennever, 2001). Ambos tipos
de motoneuronas difieren en su morfologia, electrofisiologia, propiedades histoquimicas,
aferencias y localizacion en el nacleo dependiendo de la especie (Buttner-Ennever y col.,
2002; Bittner-Ennever, 2006; Eberhorn y col., 2005; Hernandez y col., 2019).

Nucleo motor ocular comun

Se localiza en la formacion reticular mesencefalica del tronco del encéfalo, a nivel
de los tubérculos cuadrigéminos superiores, y esta limitado dorsalmente por el acueducto de
Silvio y la sustancia gris periacueductal, y ventralmente por el fasciculo longitudinal medial,
su porcion mas rostral llega hasta el limite anterior del mesencéfalo, y caudalmente se

extiende hasta el ndcleo troclear, con el cual se fusiona en algunas especies.

Los axones de sus motoneuronas proyectan a través del tercer par craneal, el mayor
de los nervios oculomotores, inervando al musculo recto superior contralateral, y de forma
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homolateral a los musculos recto inferior, recto medial y oblicuo inferior, y en mamiferos,

adicionalmente, existe un subgrupo dorsal de motoneuronas, denominado ndcleo caudal

central, que inerva al musculo elevador del parpado (Blttner-Ennever, 2006). Estas
motoneuronas se agrupan en poblaciones anatomicamente segregadas en funcion del
musculo inervado (Naito y col., 1974; Akagi, 1978; Glicksman, 1980; Miyazaki, 1985;
Murphy y col., 1986; Biittner-Ennever y col., 2001), y su localizacion topogréfica dentro del
NMOC varia segun la especie, dependiendo de su secuencia de desarrollo neuronal y
muscular. Sin embargo, en algunas especies de mamiferos, como el mono (Buttner-Ennever,
2001) y el gato (Miyazaki, 1985), la localizacion sigue un patron muy similar, con el
siguiente esquema en sentido rostro-caudal: la poblacidn que inerva al recto inferior, seguida

de la del recto medial, oblicuo inferior y recto superior (Shaw y Alley, 1981).

También en este nucleo se encuentran, entremezcladas entre las motoneuronas y en
los bordes del mismo (de la Cruz y col., 1998), las neuronas internucleares del NMOC que
proyectan, entre otras estructuras, hacia el NMOE (de la Cruz y col., 1992; Blittner-Ennever
y col., 2003), cerebelo y médula espinal; asi como una poblacion de neuronas
preganglionares parasimpaticas (nucleo Edinger-Westphal) que inervan al ganglio ciliar
homolateral, y que son responsables de la constriccién de la pupila y acomodacion del

cristalino.
Nducleo troclear

También llamado nucleo patético, se encuentra a nivel de los tubérculos
cuadrigéminos inferiores, caudal al NMOC vy ventral al acueducto de Silvio. Los axones de
sus motoneuronas constituyen el cuarto par craneal, el menor de los nervios oculomotores y
el Unico que sale desde la zona dorsal del tronco del encéfalo. La gran mayoria de estos
axones inerva al musculo oblicuo superior contralateral, y en menor nimero al oblicuo
superior homolateral (Miyazaki, 1985; Murphy y col., 1986). También contiene
motoneuronas que inervan al musculo tensor del timpano homolateral (Shaw y Baker, 1983).

Nucleo motor ocular externo

Se encuentra a la altura de la formacion reticular pontina del tronco del encéfalo en
una posicion dorsal, bajo el suelo del cuarto ventriculo e inmediatamente ventral a la rodilla

del nervio facial.
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Los axones de sus motoneuronas proyectan a través del sexto par craneal inervando
el masculo recto lateral homolateral. Este nervio también contiene los axones que inervan el
musculo retractor bulbi homolateral (en anfibios y mamiferos) a partir de motoneuronas
localizadas en el ndcleo motor ocular accesorio, un pequefio nucleo situado

ventrolateralmente al NMOE (Spencer y Porter, 1981; Barbas-Henrry y Lohman, 1988).

El NMOE estd formado por motoneuronas y neuronas internucleares en una
proporcidn de 2:1, respectivamente. Ambos tipos presentan rangos de tamafos similares,
siendo la media de las motoneuronas ligeramente mayor, y se encuentran igualmente
distribuidas por el ndcleo independientemente del tamafio (Delgado-Garcia y col., 1986b).
Los axones de las interneuronas atraviesan la linea media a nivel del nlcleo y cursan a través
del fasciculo longitudinal medial, estableciendo sinapsis excitadoras con las motoneuronas
del recto medial en el NMOC contralateral (Highstein y Baker, 1978; McCrea y col., 1986).
Las interneuronas internucleares del NMOE juegan un papel fundamental en la generacion
de los movimientos conjugados en el plano horizontal (Delgado-Garcia y col., 1986b).

1.2.3. Aferencias al NMOE

Las entradas aferentes al NMOE son comunes a las motoneuronas e interneuronas de
este nucleo. Las aferencias desde areas premotoras constituyen un sistema de conexiones
reciprocas responsable de la generacion de los diferentes tipos de movimientos oculares. A
continuacion, se indican las tres principales aferencias al NMOE, nucleo objeto del presente

estudio:

1) Ndcleos vestibulares: forman un complejo formado por los nucleos superior
(Bechterew), lateral (Deiters), inferior y medial. Estan localizados en la protuberancia del
tronco del encéfalo, laterales al NMOE, y son las neuronas de segundo orden del llamado
arco trineuronal del reflejo vestibulo-ocular (Lorente de NG, 1933). Reciben entradas desde
las fibras aferentes primarias del aparato vestibular, cuyos cuerpos celulares se encuentran
en el ganglio de Scarpa, y llegan a las neuronas de segundo orden a través del octavo par

craneal.

Las aferencias primarias de los canales semicirculares horizontales tienen una tasa de
disparo constante en ausencia de estimulo (Blanks y col., 1975), y responden de manera
proporcional a la velocidad de la cabeza, aumentando la tasa de disparo cuando el

movimiento es homolateral y disminuyéndola cuando es contralateral (Lowestein y Sand,
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1940). Estas fibras contactan monosinapticamente con las neuronas vestibulares del nucleo
medial y ventrolateral (McCrea y col., 1987), desde las cuales la informacion llegara
monosinapticamente a las motoneuronas e interneuronas del NMOE, desde el nicleo medial,
y a las motoneuronas del recto medial en el NMOC, desde el nucleo ventrolateral; estas
ultimas motoneuronas también reciben informacion vestibular a través de las interneuronas
del NMOE (Highstein y Baker, 1978). Las neuronas vestibulares homolaterales al NMOE
son inhibidoras y sus contactos sinapticos se localizan sobra la membrana del soma y las
dendritas proximales de las motoneuronas del NMOE, mientras que las neuronas
vestibulares contralaterales son excitadoras y contactan, sobre todo, con el arbol dendritico
(Destombes y Rouviére, 1981). Este circuito neuronal conecta de un modo excitador al canal
horizontal con el recto interno homolateral y con el recto externo contralateral (Cohen y col.,
1964), permitiendo el movimiento conjugado de los ojos en el plano horizontal cuando hay

movimientos rotatorios de la cabeza.

Durante movimientos oculares espontaneos, las neuronas vestibulares aferentes al
NMOE, presentan un patron de disparo denominado de posicidén-pausa-velocidad, ya que
tienen una sefial de posicion ocular débil, y durante movimientos rapidos presentan pausas

en su actividad de disparo (Escudero y col., 1992).

El complejo de nicleos vestibulares mantiene conexiones intrinsecas y conexiones
con el complejo vestibular contralateral, asi como aferencias y eferencias con otros nlcleos
y estructuras implicadas en los movimientos oculares, como el nicleo prepositus hypoglossi,

la formacion reticular y el cerebelo (Carleton y Carpenter, 1983).

2) Formacion reticular: existen dos areas que proyectan sobre el NMOE, la FRPP y
la FRPB.

La FRPPP se encuentra inmediatamente rostral al NMOE (Langer y col., 1986).
Proyecta homolateralmente, y de forma excitadora, sobre la membrana somaética de las
motoneuronas del NMOE (Destombes y Rouviére, 1981; Langer y col., 1986). En ella
encontramos dos tipos de células en funcion de su patron de disparo: neuronas de brote
excitador (NBE) y neuronas reticulo-espinales. Las NBE producen un brote de potenciales
de accion cuando se produce un movimiento sacadico, o una fase rapida de algun reflejo, en
direccion homolateral, mientras que durante movimientos oculares lentos y fijaciones
permanecen silentes (Escudero y Delgado-Garcia, 1988). Las NBE proyectan
homolateralmente y de forma excitadora sobre las neuronas del NMOE, y también proyectan
homolateralmente sobre los nicleos vestibulares y el nucleo prepositus hypoglossi. Las
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neuronas reticulo-espinales proyectan principalmente al tronco del encéfalo, y escasamente
al NMOE. Tienen entradas monosinépticas desde los tubérculos cuadrigéminos superiores y
en su patron de disparo integra movimientos simultaneos de ojo y cabeza (Grantyn y Berthoz,
1987).

La FRPB tiene neuronas de brote inhibidor (NBI) que proyectan de forma inhibidora
sobre el soma de las motoneuronas del NMOE contralateral. Producen brotes de potenciales
de accion cuando se producen movimientos sacadicos y fases rapidas en direccidn
contralateral (en relacion al NMOE), y disminuyen la tasa de disparo de las motoneuronas
del NMOE dado que sinaptan inhibitoriamente (Escudero y Delgado-Garcia, 1988). Sus
proyecciones también abarcan los ndcleos vestibulares y el ndcleo prepositus hypoglossi
(Strassman y col., 1986b).

3) Nucleo prepositus hypoglossi: en este ndcleo se encuentran neuronas implicadas
en el control de los movimientos oculares que proyectan hacia los nucleos oculomotores,
hacia el NMOE lo hacen de forma bilateral, homolateralmente de forma excitadora y
contralateralmente de forma inhibidora (McCreay col., 1979; McCrea y Baker, 1985; Langer
y col., 1986). Segun su actividad electrofisioldgica respecto a los movimientos oculares, la
actividad de sus neuronas se puede clasificar como de ‘posicion’, ‘velocidad-posicion’ o
‘velocidad’ (Delgado-Garcia y col., 1989), al NMOE proyectarian aquellas neuronas con

sefial de posicion (Escudero y col. 1992).

Tiene conexiones entre sus propias células, con los nacleos vestibulares, la FRPP y
la FRPB, cerebelo, talamo y tubérculo cuadrigémino superior, entre otros (McCrea y Baker,
1985). Es por esta cantidad de informacidn que recibe y procesa, y lo variado en el patrén de
disparo de sus células, que es considerado un centro generador y distribuidor de una copia
eferente (McCrea y Baker, 1985), asi como un integrador neuronal que transforma la sefial
de velocidad de las neuronas de brote de la formacion reticular y la de las neuronas

vestibulares en sefial de posicion (Fuchs y col., 1985; Cannon y Robinson, 1987).

Por ultimo, es importante subrayar que cada una de estas tres aferencias al NMOE
seria mayormente responsable de las distintas sefiales presentes en las motoneuronas de
dicho ndcleo: i) las neuronas vestibulares son principalmente responsables de la sefal
presente en estas motoneuronas durante el reflejo vestibulo-ocular; ii) las neuronas de brote
excitador e inhibidor generan la sefial fasica presente en estas motoneuronas durante los

sacadicos ‘on’ y ‘off’, respectivamente; y iii) las neuronas del nticleo prepositus hypoglossi
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son principalmente responsables de la sefial tonica presente en las motoneuronas del NMOE

durante fijaciones oculares (Escudero y Delgado-Garcia, 1988).

RL

Mn

NMOC

Aparato

NMOEc Ganglio de
vestibular g

O [\Scarpa
U N

PHh

Linea media

Figura 3. Circuito neuronal generador de movimientos oculares en el plano horizontal. Las
principales aferencias del NMOE son las neuronas del nicleo prepositus hypoglossi (PH), neuronas
reticulares de brote inhibidor (NBI) y excitador (NBE), y neuronas del ndcleo vestibular medial
(VM). Las aferencias blancas son de tipo excitador, y las negras son inhibidoras. Las letras c y h
indican contralateral y homolateral, respectivamente. La excitacion de las motoneuronas (Mn) del
NMOE produce la contraccién del musculo recto lateral (RL) y a su vez, las motoneuronas del
NMOC contralateral también se excitardn gracias a las interneuronas (Int) que conectan ambos
nucleos a través del fasciculo longitudinal medial (FLM). Esto hard que el musculo recto medial
(RM) contralateral se contraiga, produciendo el movimiento coordinado de ambos ojos en el plano
horizontal. Modificado de la tesis doctoral de Gonzalez Forero, D., 2003.
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1.2.4. Axotomia periférica del NMOE

El NMOE constituye un buen modelo en el que estudiar los cambios inducidos por
distintos tipos de lesion, ya que se conoce bien el patron de disparo de sus motoneuronas, asi
como las distintas entradas aferentes al ntcleo y las sefiales que estas codifican.

Una lesion por axotomia produce cambios morfo- y electrofisiologicos en la propia
celula lesionada que se deben tanto a la desconexién de su blanco de inervacion (por lo que
cesa el aporte de moléculas neurotréficas derivadas de la diana), como al propio proceso de

lesion generado tras un dafio.

Estos cambios comienzan de 24 a 72 horas tras la lesion y pueden ser revertidos si la
neurona inerva de nuevo su diana original, o incluso un nuevo blanco (Benitez-Temifio y
col., 2003), recuperando asi su estado normal (Brannstrém y col., 1992). Esta capacidad
regeneradora del sistema nervioso periférico no se observa en el sistema nervioso central, en
el cual la lesién produce efectos nocivos permanentes, cuando no la muerte celular (Tetzlaff
y col., 1994).

De forma generalizada, la axotomia periférica produce una reduccion del arbol
dendritico (Brannstréom y col., 1992) y una reaccion cromatolitica a nivel del soma que
conlleva su redondeamiento, ademas de la hipertrofia del nicleo con desplazamiento
periférico, disgregacion del aparato de Golgi y dispersion de los granulos de Nissl (Tetzlaff
y col., 1994). Estos cambios morfoldgicos tras la axotomia no se han observado en las

motoneuronas axotomizadas del NMOE (Baker y col., 1981; Delgado-Garcia y col., 1988).

También se producen cambios metabolicos y de expresidon génica dirigidos a la
regeneracion axonal, aumentando asi la expresidn de genes presentes durante el desarrollo,
como GAP-43, factores de transcripcion para proteinas estructurales, y aumento de la
expresion de receptores de neurotrofinas, como p75 y TrkA y B (Agarwala y Kalil, 1998;
Hammarberg y col., 2000). Metabdlicamente aumentan las enzimas implicadas en el

catabolismo y consumo de glucosa (Lieberman, 1971).

A nivel del soma y arbol dendritico se produce una pérdida de contactos sinapticos
aferentes, tanto en la axotomia central como periférica (Delgado-Garcia y col., 1988; Pastor
y col., 2000), y el axdn sufre una degeneracion Walleriana en su zona mas distal, lo cual
produce su fragmentacion debido a la desorganizacion del citoesqueleto. Los macréfagos

fagocitan los restos de la degeneracion y en la zona proximal del axén se forma un cono de
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crecimiento en el cual las células de Schwann proporcionan el medio celular y molecular

apropiado para la regeneracion (Ide y Kato, 1990).

En el caso de la axotomia de las motoneuronas del NMOE, se ha observado en
registros extracelulares unitarios usando la preparacion cronica del animal alerta, una
disminucion en la frecuencia de los potenciales de accion durante ambos componentes del
disparo, tonico y fasico, con la consecuente bajada en los valores de k y r, asi como conductas
atipicas. Esta situacion, al igual que la perdida de las sinapsis aferentes (fenémeno conocido
como ‘synaptic stripping’), revierten cuando el axon reinerva al musculo (Baker y col., 1981,

Delgado-Garcia y col., 1988).

2. TEORIA TROFICA DE LAS CONEXIONES NEURALES

Durante el desarrollo, los axones en crecimiento deben encontrar una estructura diana
apropiada a la que inervar. En 1928, Ramon y Cajal propuso que podrian ser las propias
células diana las que liberaran sefiales que atrajesen selectivamente a estos axones en
crecimiento, y, ademas, que en el sistema nervioso no solo se daria esta quimioatraccion,
sino que también habria quimiorrepulsion para impedir que un axdn inervase una estructura
inapropiada (Ramon y Cajal, 1928). Sin embargo, debido a la pequefia cantidad de estos
factores que producen las células diana, y a la incapacidad para distinguir entre moléculas
tropicas (que guian los axones) y troficas (que sostienen la supervivencia y el crecimiento
de la neurona una vez alcanza su blanco), estos factores no pudieron ser descritos hasta

décadas mas tarde mediante técnicas de purificacion bioquimica y analisis genético.

Los primeros experimentos, que mas tarde darian lugar a la postulacion de la teoria
neurotrofica, fueron los desarrollados en el campo de la neuroembriologia por Viktor
Hamburger y Rita Levi-Montalcini. En un principio, se observo que, una semana después de
extirparse un primordio de extremidad en el embridn de pollo, se producia una gran pérdida
de las motoneuronas que lo inervaban; si, por el contrario, se implantaba un primordio de
extremidad extra, el nimero de motoneuronas en la médula espinal del lado del implante era
mayor que en el lado control, segin se observo en una fase tardia embrionaria. En otros
experimentos, en los que se realizaban implantes de tumores en ratones, se observd un
crecimiento axonal exuberante dirigido hacia el tumor. De estos resultados se concluyé que
debia haber alguna sustancia promotora de la supervivencia y el crecimiento de los axones.

Finalmente se determind que se trataba de una molécula de naturaleza proteica y se la llamé
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factor de crecimiento nervioso (‘nerve growth factor’ o NGF) (ver revision en Levi-

Montalcini, 1982).

La teoria tréfica de las conexiones neuronales, formulada afios mas tarde, pretende,
pues, explicar esta dependencia de las neuronas respecto al blanco celular que inervan. De
esta interaccion, mediada por sefiales moleculares intercelulares, dependen la propia
supervivencia de la neurona, el correcto desarrollo de la neurona inmadura, su posterior
diferenciacion y finalmente la adquisicion de las propiedades electrofisiologicas y
morfoldgicas del fenotipo adulto. Las moléculas que median estos procesos se denominan
factores neurotréficos, son segregados por la célula diana y tienen sus efectos a través de la
union a los receptores especificos situados en la membrana presinéptica de la aferencia

neuronal.

Segin Purves (1988) en su libro ‘Body and Brain. A Trophic Theory of Neural
Connections’, la plasticidad de las neuronas que componen el sistema nervioso de
vertebrados es mucho mas labil de lo que se habia creido hasta entonces, de manera que los
patrones de las conexiones neuronales estan sujetos a una continua regulacién quimica por
interacciones con las células diana que contactan, regulacion que se da de por vida (Figura
4),

A Muscle fibers B Parasympathetic ganglion cells

Neonatal

g {

(2
Adult Q :
Figura 4. Diagrama del proceso de pérdida de sinapsis durante el desarrollo en (A) musculo
esquelético y (B) ganglios parasimpaticos. La mayor parte de la inervacién multiple originada
durante la etapa embrionaria se elimina durante el desarrollo postnatal, sin embargo, aumenta el
tamafio y la complejidad de la arborizacion en cada célula diana madura. No hay una pérdida neta

de sinapsis, sino la eliminacion de contactos inmaduros y el crecimiento de la maquinaria
sinaptica de los axones que permanecen. Tomada de Purves y Lichtman, 1980.
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Durante el desarrollo en vertebrados hay un mayor nimero de neuronas que en el
estado adulto, la poblacién final se establece por la apoptosis de aquellas neuronas que no
reciben la cantidad suficiente de factores neurotréficos debido a un contacto inapropiado con
el blanco. De esta forma, las neuronas tienen que competir por concentraciones limitantes de

factores neurotroficos secretados por el tejido diana.

Estos factores neurotroficos no solo llegan a la neurona de forma retrégrada desde la
celula diana, sino que ademas pueden ejercer su funcion por mecanismos autocrinos y/o
paracrinos. En el primero es la propia neurona la que sintetiza los factores tréficos, y en el
segundo, lo es una célula cercana a la neurona, como podrian ser células gliales u otras
neuronas (Kokaia y col., 1993; Miranda y col., 1993; Davies, 1996). Incluso se ha descrito
un mecanismo anterogrado de accion, a través del cual la neurona recibe los factores

neurotroficos desde sus aferencias (von Bartheld y col., 1996; Conner y col., 1998).

Existe una gran variedad de familias de factores neurotroficos descritas, y cada una
ejerce sus efectos a través de receptores diferentes y especificos, generando distintos
procesos celulares. Se pueden clasificar en cuatro grupos: i) familia de las neurotrofinas
(también llamada NGF-superfamilia), la mas estudiada y a la que pertenecen, entre otros, el
NGF, el factor neurotrofico derivado del cerebro (‘Brain Derived Neurotrophic Factor’ o
BDNF), la neurotrofina 3 (NT-3) y la neurotrofina 4/5 (NT-4/5); ii) superfamilia del factor
neurotréfico derivado de la linea celular glial (‘glial cell line-derived neurotrophic factor’ o
GDNF); iii) factores de crecimiento no neuronales; y iv) la superfamilia de las neuroquinas
(Siegel y Chauhan, 2000). Esta ultima familia tiene un importante papel en la respuesta
inflamatoria e inmune, y a ella pertenece el VEGF que hemos utilizado como herramienta
clave del presente trabajo. Ya se ha demostrado previamente el papel neuroprotector que
juegan las neurotrofinas en el modelo de lesion del NMOE (Davis-Lo6pez de Carrizosa y col.,
2009, 2010), que es el modelo experimental del presente proyecto. En este sentido, es
importante indicar que a nivel de patron de disparo (mediante registros obtenidos en la
preparacion cronica del gato alerta) ni NGF, ni BDNF, ni NT-3, administrados
exdgenamente tras la axotomia de las motoneuronas del NMOE, consiguen recuperar
completamente el disparo de las motoneuronas axotomizadas, por el contrario, la
recuperacion o es parcial (Davis-Lopez de Carrizosa y col., 2009), o se acompafia de
anomalias respecto al control (Davis-Lopez de Carrizosa y col., 2010). Es por ello, junto a
las evidencias de que VEGF también tiene una importante funcion a nivel neuronal, que nos

propusimos estudiar el papel del VEGF en motoneuronas axotomizadas.
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2.1. Familia del factor de crecimiento del endotelio vascular

Esta familia esta formada por glicoproteinas homodiméricas con una estructura
molecular similar a la de otro miembro de la familia de las citoquinas, el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (‘platelet derived growth factor’ o PDGF), el cual tiene
un papel importante en la angiogénesis mediante el crecimiento de vasos sanguineos a partir
de tejido vascular existente, la misma funcion por la que fue descrito en un primer momento
el VEGF. A partir de experimentos con cultivos de lineas tumorales de cobaya, se identifico
y purificd una proteina con capacidad para aumentar la permeabilidad de los vasos
sanguineos de la piel, la cual se denomind factor de permeabilidad vascular (‘vascular
permeability factor’ o VPF) (Senger y col., 1983), y a partir de otra linea celular, la del
linfoma histiocitico humano U937, se describié el VPF humano (hVPF) (Conolly y col.,
1989). En otro trabajo se describid, a partir de un medio de células pituitarias de bovino, una
proteina con capacidad para estimular la proliferacion de células endoteliales y se le
denomind factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Ferrara y Henzel, 1989).
Ese mismo afio se clono y secuencid, tanto hVPF (Keck y col., 1989), como la molécula del
VEGF humano (Leung y col., 1989), y se determin6 que ambas secuencias de aminoacidos

eran muy similares, tratdndose finalmente de la misma proteina.

Por consenso cientifico a VEGF-A se le denomina VEGF, por ser el miembro de esta
familia de factores troficos mas estudiado y primeramente descrito. En el texto se usara
VEGF para referirse a VEGF-A. Sin embargo, en los Gltimos afios se han identificado
proteinas que comparten un alto grado de homologia con VEGF-A, creandose de este modo
esta familia de factores troficos compuesta por VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, y el
factor de crecimiento placentario (‘placental growth factor’ o PIGF) (Ruiz de Almoddvar y
col., 2009), ademas de VEGF-E, solo descrito en una cepa de parapoxvirus de tipo Orf
(Meyer y col., 1999) y svWEGF, encontrado en el veneno de una especie de vibora (Junqueira
de Azevedo y col., 2001). A pesar de que esta familia de factores troficos fue descrita a partir
de su papel angiogénico y su participacion en procesos vasculares, actualmente se sabe que
VEGF-A y VEGF-B tienen una accion directa en células neuronales, interviniendo en
procesos como la migracion, el crecimiento y la supervivencia neuronal (Li y col., 2009;
Llado y col., 2013).
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2.2 Receptores de VEGF (VEGFRYS)

Cada miembro de la familia del VEGF ejerce sus efectos a través de su union a tres
receptores de la superfamilia de receptores tirosina-quinasa: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2
(KDR/FIk-1) y VEGFR-3 (FIt-4). Esta union se da con distinta afinidad y selectividad, de
forma que VEGF se une a VEGFR-1 y VEGFR-2, VEGF-B y PIGF los hacen a VEGFR-1,
y VEGF-Cy -D a VEGFR-3 y VEGFR-2.

Estos receptores estdn formados por dos mondmeros, cada uno con un dominio
extracelular de aproximadamente 750 residuos de aminodcidos, organizados en siete
dominios de tipo inmunoglobulina, en el caso de VEGFR-3 son 6, ya que el quinto dominio
estd sustituido por un puente disulfuro. Este dominio es el lugar de union al ligando. El
dominio extracelular estda seguido por una sola region transmembrana, un dominio
juxtamembrana, un dominio tirosina-quinasa, que es la porcién efectora del receptor, y una
cola C-terminal. Los receptores suelen estar formados por el mismo tipo de monémeros, pero
en ocasiones se encuentran heterodimeros, cuyo papel no esta adn bien definido (Ferrara,
2004; QOlsson y col., 2006).

Ademas de esta familia de receptores con actividad tirosina-quinasa, los distintos
ligandos de la familia VEGF pueden unirse a otro tipo de receptores sin actividad enzimatica
denominados neuropilinas (NRP). Estos receptores interactian con los VEGF-Rs formando
complejos y modificando la afinidad y actividad de estos. Existen dos tipos de NRPs, NRP-
1y NRP-2, y en un principio fueron descritas como receptores de moléculas implicadas en
la guia axonal, las semaforinas. Los distintos receptores de la familia del VEGF, sus posibles

dimerizaciones y sus ligandos respectivos se ilustran en la Figura 5.
VEGFR-1

VEGFR-1, también llamado Flt-1 (‘Fms-like tyrosine kinasa’), €s una glicoproteina
con un peso molecular aproximado de 180 kDa y esta presente principalmente en células
endoteliales, células no endoteliales (como macréfagos y monocitos), células de origen
hematopoyético, neuronas, astrocitos y microglia reactiva (Takashashi y Shibuya, 2005;
Lladd y col., 2013). Este receptor, ademas de localizarse transmembrana, puede encontrarse
en una forma soluble, denominada sFlt-1, cuya funcién es secuestrar VEGF del medio

circundante.

La forma transmembrana de VEGFR-1 se caracteriza por una mayor afinidad por
VEGF que VEGFR-2, pero tiene una menor actividad quinasa. La eliminacion del dominio

33



Introduccion

tirosina-quinasa intracelular de VEGFR-1 no afecta al desarrollo vascular (Hiratsuka y col.,
1998; Ruiz de Almodovar y col., 2009), sin embargo, ratones que carecen de VEGFR-1
muestran un crecimiento excesivo de células endoteliales, asi como desorganizacion de los
vasos sanguineos, muriendo en etapas embrionarias tempranas (Fong y col., 1995). Es por
ello que se cree que este receptor actuaria como sefiuelo para el VEGF, atrapandolo y
previniendo asi la excesiva activacion de VEGFR-2, que seria el principal receptor implicado
en la sefializacion de la actividad angiogénica (Olsson y col., 2006). Ademas, se conoce que
la activacion de VEGFR-1, a traves de sus diferentes ligandos, promueve la angiogenesis en
células endoteliales (Fischer y col., 2008), ejerce un papel neuroprotector en modelos
animales de infarto cerebral (Li y col., 2008) y de degeneracion de motoneuronas (Poesen
y col., 2008), estimula la migracion de células microgliales in vitro (Forstreuter y col., 2002)
e interactUa con varias proteinas transductoras de sefiales generando diferentes respuestas

celulares (Maru y col., 1998; Autiero y col., 2003).

Processing
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Figura 5. Receptores de VEGF y sus ligandos. VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y PIGF
se unen con diferente afinidad a tres receptores de VEGF con actividad tirosina-quinasa
(VEGFRs) y dos co-receptores de tipo neuropilina (NRP). Estos receptores son transmembrana,
pero también existen solubles (SVEGFR) de VEGFR-1y VEGFR-2. Para que VEGF-C y VEGF-
D puedan unirse a VEGFR-2 deben ser procesados proteoliticamente. Los dominios extracelulares
de unién a VEGF estén indicados por circulos rayados. PIGF: factor de crecimiento placentario,
TMD: dominio transmembrana, JMD: dominio juxtamembrana, TKD: dominio de unién a ATP,
KID: dominio de insercion de quinasa, TKD2: dominio fosfotransferasa, CTD: domino carboxi-
terminal. Tomada de Koch y Claesson-Welsh, 2012.
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VEGFR-2

VEGFR-2, también denominado KDR (‘kinase insert domain receptor’) en humanos
y FIk-1 (“fetal liver kinase-1") en ratones, es el receptor mas descrito y estudiado dentro de
la familia de los VEGFRs. Tiene un peso molecular aproximado de 200 KDa y se expresa
en células endoteliales linfaticas y vasculares, células de origen hematopoyético, neuronas y
glia (Takashashi y Shibuya, 2005; Lange y col., 2016). Es el mayor mediador en los procesos
mitogénicos, angiogenicos y de permeabilidad en el sistema vascular (Olsson y col., 2006).
Su papel en el sistema vascular es imprescindible. Asi, en animales en los cuales no se
expresa este receptor se observa una falta de vasculogénesis y falla el desarrollo adecuado
de vasos sanguineos, lo cual resulta en la muerte a una etapa embrionaria temprana (Shalaby
y col., 1995). En el sistema nervioso estimula la migracion, proliferacion y supervivencia de
varios tipos celulares (Jin y col., 2002; Ogunshola y col., 2002). Todos estos procesos estan
mediados principalmente por su union a VEGF, por el que, en comparacion a VEGFR-1,
tiene una menor afinidad; sin embargo, la activacién de VEGFR-2 conlleva una actividad
tirosina-quinasa mucho mayor y la via de sefializacion intracelular a través de la cual realiza
sus funciones es, principalmente, la del fosfatidilinositol-3 quinasa-Akt (P13-K/Akt) (Gerber
y col., 1998).

También se ha encontrado en ratén y plasma de humano una forma soluble de
VEGFR-2 que, al igual que sVEGFR-1, mediaria en procesos regulatorios (Ebos y col.,
2004; Tovar-y-Romo y Tapia, 2010).

VEGFR-3

VEGFR-3, también llamado FIt-4, es una glicoproteina de aproximadamente 195
kDa. Se encuentra principalmente en las células endoteliales de los vasos linfaticos, y es el
principal responsable de la linfangiogénesis (Nagy y col., 2002). También modula la
angiogénesis e induce la proliferacion de precursores de oligodendrocitos y otros
progenitores neurales (Le Bras y col., 2006). Se ha observado que la sobreexpresion de una
forma soluble de VEGFR-3 en la piel de ratones inhibe la linfangiogénesis fetal e induce la

regresion de los vasos linfaticos ya formados.
Neuropilinas

Existen dos tipos de neuropilinas, NRP-1 y NRP-2. Son proteinas transmembrana

con una pequefia cola citoplasmatica sin funcion catalitica y un peso molecular de 130 kDa
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(Kawakami y col., 1996). No solo participan en el proceso de guiado axonal mediante su
union a semaforinas, sino que también estan implicadas en la modulacion del desarrollo de
los sistemas vascular y nervioso a través de la unién a miembros de la familia VEGF y a la
interaccion con sus receptores, actuando como co-receptores y ampliando asi la sefial del
VEGF. Mediante patrones de expresion y modelos genéticos se ha observado que NRP-1
parece actuar principalmente como co-receptor de VEGFR-1y -2, mientras que NRP-2 lo es
para VEGFR-3 (Fuh y col., 2000; Gluzman-Poltorak y col., 2001). Durante el desarrollo,
NRP-1 se expresa preferentemente en arterias y NRP-2 en venas y vasos linfaticos
(Eichmann y col., 2005); la sobrexpresion o la ausencia de NRP-1 es letal en estadios
embrionarios debido al exceso de formacién de vasos o anormalidades vasculares,
respectivamente (Fujisawa y Kitsukawa 1998). EI modelo de raton knockout de NRP-2 tiene
un desarrollo normal del sistema vascular, pero muestra alteraciones en el sistema linfatico
(Yuan vy col., 2002) y el doble knockout de NRP-1 y -2 muere al no desarrollar sistema
vascular en el saco vitelino (Takashimay col., 2002).

2.3. Acciones bioldgicas y regulacion del VEGF-A

El VEGF-A, o VEGF, es el miembro mas estudiado de la familia de los VEGFs v,
como se menciond anteriormente, es considerado el miembro prototipo. Es una glicoproteina
de aproximadamente 45 kDa y es homdloga al PDGF, con el cual comparte parte de su
estructura molecular (Keck y col., 1989). El gen que codifica la proteina VEGF en humanos
se localiza en el cromosoma 6p21.3 (Vicentini y col., 1996) y esta formado por ocho exones
y siete intrones, cuyo procesamiento alternativo dard lugar, principalmente, a cuatro
isoformas diferentes de VEGF en funcion del nimero de aminoacidos que los conformen
una vez eliminada la secuencia principal: VEGF121, VEGF165, VEGF189, VEGF206
(Tischer y col., 1991); cada una de ellas tendra diferente masa molecular, solubilidad,
funciones bioldgicas y afinidad de union a receptores. VEGF165 es la isoforma mas
abundante y la que media la mayoria de los procesos fisioldgicos descritos para el VEGF,
por lo que se considera la molécula candnica, y es la que ha sido la usada en los experimentos

de este trabajo.

Durante el desarrollo del sistema nervioso, el VEGF participa en varios procesos
estructurales como la regulacion de la formacion de vasos sanguineos, la migracion neuronal
y el guiado de axones en crecimiento (Mackenzie y Ruhrberg, 2012). Su secrecion por parte

de las células del tubo neural induce la formacion de plexos vasculares perineurales vy,
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posteriormente, el crecimiento de vasos dentro del tubo neural que daran lugar a la
vasculatura del cerebro (James y col., 2009). En el sistema nervioso adulto, VEGF regula la
densidad vascular, controla la permeabilidad de los vasos sanguineos y mantiene la
fenestracion de las células endoteliales del plexo coroideo (Licht y Keshet, 2013). También
estimula la proliferacion de células madre nerviosas y promueve la neurogenesis, induce la
extension axonal y su arborizacion, y promueve la plasticidad sinaptica. Ademas, facilita la
migracion de células precursoras de oligodendrocitos, aumenta la migracion y proliferacion
de células de Schwann, estimula la expresion de factores tréficos por parte de astrocitos, y
promueve la proliferacion, supervivencia y migracion de astrocitos y microglia (Figura 6;
Ruiz de Almoddvar y col., 2009).
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Figura 6. VEGF en el sistema nervioso central. El VEGF tiene multiples funciones en el
sistema nervioso, como el aumento de la neurogénesis, la promocién de la supervivencia en
neuronas adultas, proteccion frente a condiciones de estrés, regular la transmision sinaptica,
promover la extension de neuritas, mejorar la perfusion vascular o actuar sobre astrocitos y
celulas microgliales, entre otras. Tomada de Lange y col., 2016.
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El mantenimiento de bajos niveles de VEGF es necesario para la supervivencia de
las células endoteliales y la integridad de la barrera hematoencefalica, ya que, al ser un factor
de permeabilidad vascular, una elevada presencia de VEGF puede afectar a la homeostasis
del sistema nervioso central debido a trastornos a nivel de la barrera hematoencefalica (Licht
y keshet, 2013), lo cual puede provocar, entre otras consecuencias, el transporte deficiente
de nutrientes, la acumulacion de productos de desecho y la entrada de células inflamatorias

gue generan una respuesta inmune (Zhao y col., 2015).

El importante papel que desempefia el VEGF, tanto en el sistema vascular, como en
el sistema nervioso, se refleja en la fuerte regulacion de su expresion a través de varios
mecanismos. El principal factor que induce la expresion de VEGF es la bajada en los niveles
de oxigeno que se da durante una situacion de hipoxia, ya que es necesaria la formacion de
nuevos vasos que provean de oxigeno y glucosa a la zona donde la perfusién vascular se ha
visto disminuida o interrumpida. En estas condiciones, la vida media del ARNm del VEGF
es mayor que en situaciones de normoxia, donde su vida media es de 30-45 minutos
aproximadamente (Stein y col., 1995). Durante hipoxia las células aumentan la produccién
del factor de transcripcion inducido por hipoxia (HIF-1), un heterodimero constituido
principalmente por las subunidades HIF-1a y HIF-1B. HIF-1p es de expresion constitutiva,
mientras que la activacion de HIF-1a esta regulada por los niveles de oxigeno. No obstante,
es necesaria la actuacién conjunta de ambas subunidades para activar la trascripcion de genes
inducibles por hipoxia. HIF-1a es 1abil en presencia de oxigeno y se degrada en condiciones
aerdbicas mediante la enzima prolina hidroxilasa, la cual requiere como co-sustrato al
oxigeno para llevar a cabo su funcion. Es por ello que, durante condiciones de hipoxia, HIF1-
a no se degrada y se trasloca al nticleo celular, donde se asocia a HIF-1f, formando el
complejo HIF-10/HIF-1p. Este complejo se une al elemento de respuesta a hipoxia (HRE)
presente en el promotor del gen VEGF, y tras la union de proteinas co-activadoras (Arany y
col., 1996), se produce su transcripcion promoviéndose asi la angiogénesis (Liu y col., 1995;
Storkebaum y col., 2004). Ademas, la transactivacion de HRE por el complejo HIF-10/HIF-
1B también estimula la expresion génica de eritropoyetina, transportadores de glucosa y

enzimas glucoliticas (Semenza, 2000).

El ARNm de VEGF y su expresion proteica también estan regulados por diversos
factores, entre los que se encuentran citoquinas, el factor de necrosis tumoral (TGB-b), las

inteleuquinas (IL-1B y 6) y el factor de crecimiento de queratinocitos (Dor y col., 2001).
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Ciertas hormonas, como la hormona estimulante del tiroides y los estrégenos, también estan

implicadas en la regulacion (Soh y col., 1996; Ferrara y col., 1998).

La supervivencia celular promovida por el VEGF estd mediada por VEGFR-2: a
través de la ruta PI3K/AKt induce la expresion de proteinas anti-apoptdticas, Bcl-2 y Al, asi
como proteinas IAP (‘inhibitor of apoptosis’) que inhiben a enzimas caspasas, bloqueando
asi el proceso de muerte celular, o apoptosis (Koch y col., 2011). A través de este receptor,
el VEGF también regula la neurogenesis en adultos actuando directamente en células madre
neurales, y/o indirectamente afectando al nicho vascular de estas (Quaegebeu y col., 2011).
La administracion de VEGF incrementa la proliferacion de células madre neuronales tanto
in vitro como in vivo, asi como la generacion de nuevas neuronas (Jin y col., 2002). EI VEGF
también regula el crecimiento de nervios periféricos dafiados, ayudando a recuperar la
funcién motora y sensorial tras la lesion, y su administracion facilita la regeneracién axonal.
Todas estas caracteristicas convierten a este factor tréfico en un atractivo candidato para el
estudio de la neurodegeneracién en diversas patologias, al ser uno de los factores

neurotroficos con mas propiedades neuroprotectoras.

Es importante destacar que el VEGF surgi6 evolutivamente a lo largo de la filogenia
animal como un factor neurotréfico, ya que se ha demostrado que es esencial en el desarrollo
del sistema nervioso en invertebrados carentes de sistema vascular (como Caenorhabditis
elegans) o con un sistema vascular muy rudimentario (Drosophila melanogaster). En
vertebrados, dotados de un sistema vascular mas elaborado, el VEGF actia como un factor
pleiotropico con actividad tanto en la vasculatura, como en el desarrollo, mantenimiento y

regulacién de numerosas funciones en el sistema nervioso (Figura 7; Zacchigna y col., 2008).

2.4. VEGF vy esclerosis lateral amiotréfica (ELA)

La ELA es una enfermedad neurodegenerativa de las motoneuronas que empieza de
forma focalizada y termina expandiéndose, generando debilidad de los musculos de las
extremidades y, en general, de toda la musculatura del cuerpo, incluidos los musculos
respiratorios. Este proceso acaba con la muerte de las motoneuronas de la médula espinal,
del tronco del encéfalo y de neuronas de la corteza motora provocando una pérdida casi total
de la movilidad de las extremidades, la capacidad de masticar, tragar y hablar, y la funcion

respiratoria. Finalmente, esta degeneracion motora conlleva una paralisis general, y tras 4-5
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afios del comienzo de sus sintomas, la muerte de quien la padece por incapacidad respiratoria
(Robberecht y Philips, 2013).

Role of VEGF in the development of

Organism Nerves mm= Vessels mum
Caenorhabditis elegans Yes -
Drosophila melanogaster Yes No (?)
Homo sapiens Yes Yes

D. melanogaster

Figura 7. Evolucién del VEGF como factor neuronal con multiples efectos. En el nematodo
Caenorhabditis elegans el VEGF actuaria como sefial neuronal, ya que carece de vasculatura,
pero no de sistema nervioso (trazo azul), Algo similar ocurre con el insecto Drosophila
melanogaster, el cual posee un sistema vascular primitivo (trazo amarillo). En ambos
invertebrados, con sistema vascular nulo o rudimentario, sin embargo, el VEGF es un factor
esencial para el desarrollo adecuado del sistema nervioso. En cambio, en vertebrados, cuyo
sistema vascular es mucho més desarrollado (trazo rojo en Homo sapiens) y relativamente reciente
en la evolucion, el VEGF controla el desarrollo tanto del sistema vascular como del nervioso.
Tomado de Zacchignay col., 2008.

Solo el 10% de casos de esta enfermedad son hereditarios (ELA familiar); y se hereda
generalmente con caracter autosomico dominante. Han sido descritos mas de 40 genes
relacionados con la ELA, pero las mutaciones genéticas mas cominmente encontradas
afectan a los genes C9orf72, SOD1, TARDBP o FUS. Estas mutaciones explican la mayoria
de los casos de ELA familiar, pero también estan implicados en una pequefia fraccién de

ELA esporadica, cuya etiologia no es bien conocida (Leblond y col., 2014).
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Los mecanismos moleculares que subyacen a la ELA no estan claramente definidos,
pero entre ellos se encuentran: sefial neurotrofica deficiente, excitotoxicidad celular,
alteraciones proteicas y perturbaciones en el citoesqueleto y mitocondrias. Asi mismo, la
alteracion en tipos celulares adyacentes a las motoneuronas, como astrocitos, microglia,
oligodendrocitos y células endoteliales, también juega un importante papel en el curso de la

enfermedad (Garbuzova-Davis y col., 2011; Leblond y col., 2014; Peters y col., 2015).

La primera vez que se relacion6 VEGF y ELA fue en los ratones mutantes VEGFY,

Estos animales tienen eliminado el elemento de respuesta a hipoxia de la regién promotora

del gen del VEGF, por lo que son incapaces de producir VEGF en situacion de hipoxia. Esto
conlleva, con el tiempo, a ratones VEGF®? adultos que presentan niveles bajos de VEGF, y

en los cuales se produce debilidad muscular y una degeneracion progresiva de las
motoneuronas similar a la observada en enfermos de ELA (Oosthuyse y col., 2001). Estos
experimentos pusieron claramente de manifiesto la relacion existente entre déficit de VEGF

y degeneracion motoneuronal.

En el caso de la linea genética de ratones SOD1%%A (con mutacion en el gen de la

superoxido dismutasa de cobre/cinc antioxidante o0 SOD1), modelo animal clasico de la ELA
familiar, el proceso post-transcripcional del gen del VEGF esta desregulado. La
estabilizacion del ARN es un importante punto de control post-transcripcional para la
regulacién de la expresion del VEGF y de otros factores de crecimiento, pudiendo funcionar
incluso como una via de supervivencia en respuesta al estrés celular. La hipoxia, las
citoquinas inflamatorias y el estrés oxidativo, por ejemplo, los cuales estan relacionados con
la muerte de motoneuronas en la ELA, son fuertes activadores de la estabilizacion del ARN.

Una disfuncion en este proceso podria dafiar esta defensa intrinseca de la célula. Es lo que
ocurre en la linea SOD1%%A la proteina mutante SOD1 desestabiliza el ARNm del VEGF

produciendo una fuerte bajada en la sintesis de la proteina VEGF (Lu y col., 2007). De esta

1G93A

manera, en los ratones mutantes SOD se observa una reduccién de los niveles de

VEGF, lo que podria explicar en estos animales la aparicion de la enfermedad

neurodegenerativa similar a la ELA humana y una esperanza de vida corta (Figura 8). En los
animales resultantes del cruce entre ratones SOD1%%A y VEGFY? la degeneracion de

motoneuronas es mas temprana, mucho mas severa y la muerte del individuo se produce

1693A

antes (Lambrechts y col., 2003). En cambio, el cruce entre ratones SOD y ratones que

+/+

sobreexpresan VEGF en las neuronas (VEGF™") produce dobles transgénicos que muestran
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un retraso en la aparicion de la parlisis y una mayor supervivencia neuronal (Carmeliet y
Ruiz de Almoddvar, 2013). En los seres humanos, el polimorfismo de un solo nucle6tido
(—2578AA) en el gen del VEGF esta asociado a niveles bajos de VEGF y aumenta la
susceptibilidad a la ELA (Lambrechts y col., 2009). Todos estos resultados sugieren que el
VEGF es un factor especialmente importante para la supervivencia de las motoneuronas, y

que un déficit en su aporte puede producir degeneracion motoneuronal.

A | wild-Type Mouse B | vecraramouse C | 50016934 Mouse

HIF1 transcription factor complexes drive  Deletion of the HRE element in the VEGF promoter Mutant SOD1 destabilizes VEGF mRNA and

VEGF expression causes late-onset motor neuron degeneration downregulates VEGF protein production
. lmpalirefi mSOD1
BP translation
HIF1 0300 HIF1 SF
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SUTR VEGFmMRNA  3UTR
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Figura 8. VEGF en enfermedades neurodegenerativas. A: en condiciones normales, HIF-1
junto a CBP/p300, se une al elemento de respuesta a hipoxia (HRE) y se produce la expresion de
VEGF. B: en ratones VEGF %%, HRE esta delecionado, no se puede unir el complejo HIF-
1/CBP/p300 y como consecuencia hay una reduccion en la expresion de VEGF que conlleva la
muerte de las motoneuronas. C: en ratones SOD1%%A, la proteina mutada SOD1 (mSOD1)
desestabiliza el ARNm del VEGF, produciéndose una menor expresion de la proteina. Tomada
de Carmeliet y Ruiz de Almodévar, 2013.
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Se ha propuesto que la degeneracidn de las motoneuronas producida por los bajos
niveles de VEGF en los ratones VEGFY' puede ocurrir mediante dos mecanismos diferentes:

i) uno de ellos basado en la actividad del VEGF sobre los vasos sanguineos; su baja expresion
en estos animales llevaria progresivamente a una reduccion de la perfusion del sistema
nervioso central, la falta de respuesta a la hipoxia mediante angiogénesis y/o incremento de
la permeabilidad vascular, podria provocar un cierto grado de isquemia cronica, con la
consecuente reduccion en el aporte de oxigeno y nutrientes a las neuronas (Storkebaum y
col., 2011); o bien, bajos niveles de VEGF podrian producir la disfuncion de las células
endoteliales de la barrera hematoencefalica y con ello la alteracion de la homeostasis del
sistema nervioso central (Garbuzova-Davis y col., 2011; Sasaki 2015); y ii) el otro

mecanismo de accion apunta a que el VEGF ejerceria sus efectos neuroprotectores actuando
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directamente sobre las neuronas y, por tanto, como un verdadero factor neurotréfico. Estos
efectos directos se observaron en experimentos in vitro, donde la administracién de VEGF

promovid la supervivencia de las motoneuronas en condiciones normales y de estres.

Estos efectos se producen a través de VEGFR-2, activandose la via del PI3K—-Akt
que inhibe la apoptosis (Oosthuyse y col., 2001), e induciendo la expresion de la subunidad
GIuR2 del receptor de AMPA, reduciéndose asi la vulnerabilidad de la motoneurona a la

excitotoxicidad al impedir la entrada de calcio en la célula (Bogaert y col., 2010).

En animales SOD1%%3A diferentes estrategias de administracion de VEGF retrasaron

la aparicion de los sintomas de la ELA, reduciendo y retrasando la degeneracion de las
motoneuronas. Entre estas estrategias se encuentran: la administracion de vectores
lentivirales retrégrados y virus adenoasociados que expresan VEGF, inyecciones
intracerebroventriculares de VEGF, sobrexpresion neuronal de VEGF e implantacion de
células madre neurales con sobrexpresion de VEGF (Storkebaum y col., 2005; Dodge y col.,
2010). Tambien la sobreexpresion de VEGFR-2, produjo un retraso en el comienzo de los
sintomas de la ELA. Estos resultados evidencian el efecto neurotréfico directo que ejerce el

VEGF en las motoneuronas (Storkebaum y col., 2005).

2.5. Biologia del VEGF-B

El VEGF-B fue descubierto como proteina homéloga de VEGF, PIGF y PDGF, es
por ello que en un primer momento se pensd que jugaba un importante papel en la
vascularizacion de tejidos adultos y embrionarios, particularmente en el musculo (Olofsson
y col., 1996b). Sin embargo, estudios posteriores demostraron que la actividad angiogénica
desencadenada por el VEGF-B es minima, excepto en el tejido miocardico (Li y col., 2008).

En contraste con el VEGF, poco se sabe sobre el papel del VEGF-B (Nash y col., 2006).

La secuencia de aminoacidos del dominio homélogo a VEGF tiene un 47% y un 37%
de similitud con la secuencia de aminoacidos de VEGF165 y PIGF, respectivamente (Li y
col., 2012). Se expresa en todos los tejidos excepto el higado, y sus niveles mas altos se dan

en corazon, musculo esquelético y pancreas (Nash y col., 2006).

El gen que codifica VEGF-B en humanos se encuentra en el cromosoma 11, contiene
ocho exones y seis intrones (Grimmond y col., 1996) vy, a diferencia de VEGF, no esta

regulado por hipoxia, ya que no contiene el elemento de respuesta a hipoxia (HRE) en su
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region promotora y su expresion no se encuentra regulada por moléculas como los factores
de crecimiento o las hormonas esteroideas (Ristimaki y col., 1998). El procesamiento
alternativo de su ARNm da lugar a dos isoformas, VEGF-B186 (la isoforma utilizada en el
presente trabajo) y VEGF-B167 (Olofsson y col., 1996a; Aase y col., 1999). Las proteinas
maduras de ambas isoformas tienen la misma region N-terminal, homdloga a la de VEGF y
PDGF, pero diferentes regiones C-terminal con diferentes propiedades, lo que influye en su
distribucion en los tejidos. Al igual que la proteina VEGF, VEGF-B también puede formar
heterodimeros con otros miembros de la familia VEGF, aunque su funcion se desconoce
(Olofsson y col., 1996b).

El VEGF-B se une principalmente a VEGFR-1 y NRP-1. La union a ambos
receptores promueve la supervivencia celular mediante reduccion de la expresion de genes
apoptoticos a través de la activacion de la via PI3/Akt (Li y col., 2008). También se ha
descrito que la union a VEGFR-1 media efectos antioxidativos promoviendo la expresion de
genes antioxidativos e inhibiendo la de genes oxidativos, y regula el metabolismo de células
del miocardio a través de la supresion de la ruta de senalizacion AMPK (‘AMP-activated

protein kinase’) (Chen y col., 2019).

Hay estudios que sugieren que, aunque el VEGF-B se descubrié como un supuesto
factor angiogénico, podria haber surgido en la evolucién como un factor neuronal (Poesen y
col., 2008), al igual que se coment6 anteriormente para el VEGF-A. Mediante estudios
genéticos en la especie C. elegans, organismo carente de sistema vascular, se describieron
cuatro genes semejantes a los de receptores de VEGF, denominados ver-1, -2, -3y -4, y un
solo ligando VEGF/PDGF (Popovici y col., 2002). Ademas, se observd que estos receptores
se expresaban en células de origen neural, como células gliales de soporte y neuronas
quimiosensoriales. Dado que los vasos sanguineos se desarrollaron evolutivamente més
tarde que los nervios, estos estudios sugieren que la familia VEGF/PDGF podria estar
involucrada, en su origen, exclusivamente en procesos neurales y que secundariamente se
convirtiera en un regulador de la formacién del sistema vascular, manteniendo tanto el

VEGF-A como el VEGF-B su funcidn original en el sistema nervioso.

Se conoce que el VEGF-B ejerce un papel neuroprotector en condiciones patologicas.
En experimentos con ratones que no expresan VEGF-B se observan comportamientos
motores normales (Bellomo y col., 2000), sefial de que el VEGF-B no es necesario para la
supervivencia de las motoneuronas en condiciones normales. Sin embargo, en modelos de

enfermedades neurodegenerativas, los individuos deficientes en VEGF-B, o carentes del
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dominio tirosina-quinasa del receptor VEGFR-1, muestran una degeneracion motoneuronal

mas severa (Poesen y col., 2008).

En el modelo animal de ELA (SOD1%%%4), la administracion intracerebroventricular
de VEGF-B retrasa el comienzo de los déficits motores, promueve la supervivencia de las
motoneuronas y alarga la esperanza de vida. Sin embargo, ratones SOD1%%* que no

expresan VEGF-B desarrollan una degeneracién motora mayor (Poesen y col., 2008).

Si bien el VEGF-B podria ejercer sus efectos neuroprotectores indirectamente
actuando via vasculatura, varios hallazgos experimentales hacen suponer que actua
directamente sobre las neuronas: i) la administracion de VEGF-B no causa defectos
vasculares o anormalidades en el sistema vascular; ii) las motoneuronas expresan VEGFR-
1, por lo que pueden responder a VEGF-B; iii) VEGF-B186 estimula la supervivencia en
cultivos de motoneuronas, de forma similar a como lo hacen el VEGF u otros factores
neurotroficos; y iv) la sefializacion de VEGFR-1 a través del dominio de tirosina-quinasa es
fundamental para proteger estas neuronas contra la degeneracién (Poesen y col., 2008).
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OBJETIVOS

Los trabajos de investigacion realizados en los ultimos afios evidencian el importante
papel neuroprotector que juega el VEGF en determinados traumas neuronales. Son de
especial importancia para el presente trabajo los estudios realizados en modelos animales de
esclerosis lateral amiotrdfica, en los cuales se correlaciona la baja expresion de VEGF con
la degeneracion de motoneuronas. No obstante, si bien se conoce que la administracion y/o
sobrexpresion de VEGF en estos modelos animales reduce la muerte neuronal, actualmente
se desconoce el estado funcional en el que se encuentran estas motoneuronas; algo que
resulta esencial dado el potencial clinico que podria tener la administracion de este factor en
enfermedades neurodegenerativas. Es por ello que nos propusimos estudiar in vivo la
respuesta fisioldgica de motoneuronas axotomizadas y posteriormente tratadas con este

factor, asi como un andlisis de su sinaptologia.

La hipdtesis de este trabajo es que la administracion de VEGF (A y B) en
motoneuronas axotomizadas del NMOE preserva y/o restaura (en funcién del protocolo de
administracién) su fisiologia normal, conservando asi las propiedades de disparo y los
contactos sinapticos aferentes previos a la lesion. Para validar esta hipétesis se establecieron

los siguientes objetivos:

1. Estudiar la expresién de VEGFR-1y VEGFR-2 como principales receptores de
la accion neuronal de VEGF-A y VEGF-B. Dado que son los receptores a traves
de los cuales ejercen sus funciones VEGF-A (VEGFR-1y -2) y VEGF-B (VEGFR-

1), el primer paso fue confirmar su presencia en las motoneuronas del NMOE.

2. Evaluar la capacidad neuroprotectora de VEGF-A y VEGF-B mediante un
protocolo de administracion inmediata. La aplicacién inmediata de estos factores
tras la axotomia puede ser un claro indicador del papel que juega el VEGF en la
preservacion de las funciones fisioldgicas y morfoldgicas de las motoneuronas

axotomizadas.

3. Evaluar la capacidad terapéutica de VEGF-A mediante un protocolo de
administracion tardia. En este protocolo la administracion del factor se realizo
pasado un tiempo tras la axotomia, lo que implica que las motoneuronas
axotomizadas muestran claros signos de lesion a nivel fisiologico y morfologico. De
manera que este abordaje podria revelar la capacidad de este factor para restaurar las
propiedades fisiologicas y morfologicas alteradas como consecuencia de la axotomia.
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4. Estudiar los efectos de la administracion intracerebroventricular de VEGF-A
en un protocolo de administracion tardia. Al contrario que los anteriores
protocolos, en los cuales la administracion del factor se realiza directamente en el
extremo proximal del nervio axotomizado, la via de administracion
intracerebroventricular constituye un método menos invasivo y, por tanto, con mayor

interés terapéutico.

5. Caracterizar funcional y sindpticamente las motoneuronas MIF y SIF del
NMOE, para comprobar si ambos tipos de motoneuronas sufren alglin tipo de
segregacion en su distribucion dentro del ndcleo y/o segregacion en el tipo de
movimiento ocular que generan, asi como comprobar si sus propiedades fisiologicas

se ven alteradas en los diferentes protocolos de administracion de VEGF-A.

50



51

AIMS OF THE
PRESENT PROJECT



52



Aims of the present project

AIMS OF THE PRESENT PROJECT

Previous works have shown the importance of the neuroprotective role that VEGF
plays in some neuronal diseases. Studies carried out in animal models of amyotrophic lateral
sclerosis, in which low VEGF expression is correlated with motoneuron degeneration, are
of special importance for the present work. However, although it is known that the
administration and/or overexpression of VEGF in these animal models reduces neuronal
death, the functional state of these motoneurons remains unknown, something that is
essential given the clinical potential that the administration of this factor could have in
neurodegenerative diseases. For this reason, we decided to study in in vivo experiments the
physiological response and the synaptology of axotomized motoneurons that were treated

with this factor.

The main hypothesis of this work was that the administration of VEGF (A and B) in
axotomized motoneurons of the abducens nucleus preserves and/or restores (depending on
the administration protocol) their normal physiology, i.e., the discharge pattern and afferent
synaptology previous to injury, using unitary extracellular recordings in the chronic
preparation of the alert animal. To validate this hypothesis, the following objectives were
established:

1. To study the expression of VEGFR-1 and VEGFR-2 as the main receptors of
the neuronal actions of VEGF-A and VEGF-B, given that VEGF-A (which binds
to both VEGFR-1 and VEGF-2) and VEGF-B (which binds only to VEGFR-1) are
the receptors through which these factors exert their functions.

2. To evaluate the neuroprotective capacity of VEGF-A and VEGF-B using an

immediate (after lesion) administration protocol.

3. Toassess the ability of VEGF-A to physiologically recover axotomized abducens
motoneurons using a delayed administration protocol (VEGF administration 21

days after lesion).

4. To study the effects of intracerebroventricular administration of VEGF-A in a
delayed administration protocol, as a less invasive way of administration and with

therapeutic applicability.

5. To characterize functional and synaptically MIF and SIF motoneurons of the

abducens nucleus, to test if both types of motoneurons exhibit morphophysiological
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differences, especially concerning their selective participation in certain types of eye
movement, and also to study whether their physiological properties were altered in

the different VEGF-A administration protocols in response to axotomy.
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MATERIALES, METODOS Y RESULTADOS

Capitulo I.

Calvo P. M., de la Cruz R. R., Pastor A. M. Synaptic loss and firing alterations in
Axotomized Motoneurons are restored by vascular endothelial growth factor (VEGF)
and VEGF-B. Exp. Neurol. 304: 67-81, 2018.
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ARTICLEINFO ABSTRACT
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Vascular endothelial growth factor (VEGF), also known as VEGF-A, was discovered due to its vasculogenic and
angiogenic activity, but a neuroprotective role for VEGF was later proven for lesions and disorders. In different
models of motoneuronal degeneration, VEGF administration leads to a significant reduction of motoneuronal
death. However, there is no information about the physiological state of spared motoneurons. We examined the
trophic role of VEGF on axotomized motoneurons with recordings in alert animals using the oculomotor system
as the experimental model, complemented with a synaptic study at the confocal microscopy level. Axotomy leads

Axotom!
SynapliZ stripping to drastic alterations in the discharge characteristics of abducens motoneurons, as well as to a substantial loss of
Astrogliosis their synaptic inputs. Retrograde delivery of VEGF completely restored the discharge activity and synaptically-

driven signals in injured motoneurons, as demonstrated by correlating motoneuronal firing rate with motor
performance. Moreover, VEGF-treated motoneurons recovered a normal density of synaptic boutons around
motoneuronal somata and in the neuropil, in contrast to the low levels of synaptic terminals found after ax-
otomy. VEGF also reduced the astrogliosis induced by axotomy in the abducens nucleus to control values. The
administration of VEGF-B produced results similar to those of VEGF. This is the first work demonstrating that
VEGF and VEGF-B restore the normal operating mode and synaptic inputs on injured motoneurons. Altogether
these data indicate that these molecules are relevant synaptotrophic factors for motoneurons and support their
clinical potential for the treatment of motoneuronal disorders.

1. Introduction

The vascular endothelial growth factor (VEGF) was initially char-
acterized by its vasculogenic, angiogenic properties and capacity to
increase the permeability of blood vessels (Ferrara and Henzel, 1989;
Senger et al., 1983; Yancopoulos et al., 2000). However, recent evi-
dence indicates that VEGF likely exerts direct effects on neurons so that,
at present, VEGF is also considered a neuroprotective factor
(Lambrechts and Carmeliet, 2006; Lange et al., 2016; Storkebaum et al.,
2004).

Interestingly, a causal link between low levels of VEGF and amyo-
trophic lateral sclerosis (ALS) has been established (Sathasivam, 2008).
In particular, the design and investigation of the VEGF®’® mutant mice
(characterized by low levels of VEGF) have shown that these animals
develop an adult-onset motoneuron disease resembling ALS (Oosthuyse
etal., 2001). Also in humans, post-mortem studies in ALS patients have
demonstrated low levels of VEGF and its receptor VEGFR-2 in the spinal
cord (Brockington et al., 2006; Sathasivam, 2008). Moreover, when
mice that overexpress VEGF (VEGF*/*) are crossed with the mutant

mice G93A superoxide dismutase 1 (SOD19°**), a classical model of
ALS, the double-transgenic mice show delayed motoneuron loss and
prolonged survival as compared to the SOD19?** single-transgenic mice
(Wang et al., 2007). It has been also demonstrated that the viral de-
livery of VEGF to SOD1%?** mice delays the onset of the disease, slows
the progression of motoneuronal degeneration and increases life ex-
pectancy (Azzouz et al., 2004; Wang et al., 2016). Similarly, the chronic
administration of VEGF in the spinal cord prevents paralysis and mo-
toneuronal death in rats exposed to excitotoxic motoneuron degenera-
tion (Tovar-y-Romo et al., 2007). In addition to motoneurons, neuro-
protective effects of VEGF have also been described in other neuronal
types and following different types of injury, such as ischemia, epileptic
stages, or neurological diseases (Carmeliet and Storkebaum, 2002;
Lange et al.,, 2016; Matsuzaki et al., 2001; Nicoletti et al., 2008;
Storkebaum et al., 2004).

VEGEF is also known as VEGF-A and is the prototypical member of a
related group of trophic factors, that also includes VEGF-B. VEGF-B
shares a high degree of homology with VEGF, but, in contrast to VEGF,
has low angiogenic activity and is not pro-inflammatory (Ruiz de
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Vascular endothelial growth factor:
an essential neurotrophic factor for
motoneurons?

Vascular endothelial growth factor (VEGF), an angiogenic factor with
neuroprotective effects: The VEGF was initially characterized by its vas-
culogenic and angiogenic activities and its capacity to promote vascular
permeability (Yancopoulos et al., 2000). VEGF is also known as VEGF-A
and is the prototype member of a related group of five trophic factors,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D and placental growth factor (PIGF; Lange
et al,, 2016). Interestingly, VEGF-B shares a high degree of homology
with VEGF but, in contrast to VEGE, has low angiogenic activity and is
not pro-inflammatory. VEGF-A binds to two tyrosine quinase receptors,
named VEGFR-1 and VEGFR-2, and also to the coreceptor neuropilin-1.
By contrast, VEGF-B only binds to the tyrosine kinase receptor VEGFR-1
and also to the coreceptor neuropilin-1 (Lange et al., 2016).

Nowadays, it is emerging that, in addition to its vascular actions, VEGF
also has a significant impact on neurons by protecting them from trauma
or disease. Thus, the administration of VEGF, both in vitro and in vivo
through different delivery procedures, prevents or delays the death of
neurons exposed to different types of insult (Lange et al., 2016). Since
the knockout mice for VEGF is not viable, leading to embryonic lethality
due to insufficient development of the vascular system, cardiovascular
researchers designed a mutant mice with low levels of VEGF by delet-
ing the hypoxia response element in the promoter region of the VEGF
gene. Unexpectedly, these mutant mice developed an adult-onset muscle
weakness accompanied by motoneuron degeneration that resembled the
human disease amyotrophic lateral sclerosis (Oosthuyse et al., 2001). This
work provided a novel insight to explain motoneuron degeneration in
amyotrophic lateral sclerosis, since it established, for the first time, a link
between low levels of VEGF and motoneuron atrophy or death. Studies of
cerebrospinal fluid samples obtained from patients suffering amyotrophic
lateral sclerosis, or post-mortem investigation of human spinal cord have
also confirmed a correlation between low levels of VEGF and/or its recep-
tors and amyotrophic lateral sclerosis (Sathasivam, 2008).

In this line, it was expected that the administration of VEGF in animal
models of motoneuron degeneration might lead to neuroprotective effects.
Several experiments indeed confirmed this possibility. When mice that
overexpress VEGF (VEGF ") were crossed with the mutant mice G93A su-
peroxide dismutase 1 (SOD1°"), a classical model of amyotrophic lateral
sclerosis, the double-transgenic mice showed delayed motoneuron loss and
prolonged survival as compared to the SOD1%** single-transgenic mice.
Similar results were obtained when VEGF was injected intrathecally using
an adeno-associated virus vector (Wang et al., 2016). Moreover, VEGF
delivery with retrogradely transported lentivector to SOD1“"** mice also
delayed the onset of the disease, slowed the progression of motoneuronal
degeneration and increased life expectancy (Azzouz et al,, 2004). Using a
different model of motoneuron degeneration, it has also been shown that
the chronic administration of VEGF in the spinal cord through a minios-
motic pump prevents the paralysis and motoneuronal death in rats ex-
posed to excitotoxic motoneuron damage (Tovar-y-Romo et al., 2007). It is
important to emphasize that VEGF can also exert neuroprotective roles in
other neuronal types following different types of insult, such as ischemia,
seizures, or neurological diseases (Lange et al., 2016).

VEGF neurophysiological effects on motoneurons: All these inves-
tigations have led to the statement that VEGF can be considered as a
neurotrophic factor, especially for motoneurons, and have promising
implications for the use of VEGF in the treatment of motoneuron disease.
However, although it seems clear that VEGF can rescue vulnerable moto-
neurons from cell death, nothing is known about the physiological state in
which these “rescued” motoneurons remain, for example, do they receive
the same synaptic inputs or, on the contrary, do they lose afferent boutons
as happens in severed motoneurons? Do these VEGF-treated motoneurons
retain normal discharge characteristics or, rather, do they exhibit an altered
firing? Damaged motoneurons not only need to be protected from cell
death or atrophy, but should also maintain a normal synaptic complement
and firing properties if VEGF treatment is expected to lead to functional
recovery. We have pursued these questions recently (Calvo et al., 2018) in
the chronic alert animal preparation, using the abducens motoneurons as

the experimental model. It should be mentioned that although extraocular
motoneurons, located in the abducens, trochlear and oculomotor nuclei,
are more resistant to anglotrophic lateral sclerosis, they also exhibit some
signs of degeneration and cell death at later stages of the disease.

Abducens motoneurons innervate the extraocular lateral rectus muscle.
Their discharge correlates with eye movements in the horizontal plane.
These motoneurons show a typical tonic-phasic firing pattern, thus hav-
ing eye position and eye velocity sensitivities. Following axotomy, the
discharge of abducens motoneurons shows several alterations such as an
overall reduction in firing rate and a significant reduction in eye position
and velocity sensitivities. Moreover, axotomy is followed by the withdrawal
of synaptic boutons and a reduction in the efficacy of synaptically-driven
signals (Davis-Lopez de Carrizosa et al., 2009, 2010). Our recent study
(Calvo et al., 2018) indicates that VEGF administration at the time of axo-
tomy completely prevents the lesion-induced alterations in the discharge
pattern as well as the synaptic stripping. If VEGF is administered after a
delayed period of axotomy, this factor is able to recover the physiological
activity of abducens motoneurons (both the tonic and the phasic compo-
nents) and their synaptic inputs. To the best of our knowledge, this is the
first study demonstrating that a single neurotrophic factor is able to recov-
er lesion-induced alterations in the discharge pattern and synaptic com-
plement of motoneurons from a multidisciplinary approach that includes
physiological and morphological experiments.

Previous studies in our research group have also supplied axotomized
abducens motoneurons with different neurotrophic factors, i.e., nerve
growth factor (NGF), brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and
neurotrophic-3 (NT-3). Interestingly, neither of these factors yielded a
complete recovery in firing and synaptic inputs after lesion. Thus, BDNF
recovered only the tonic component of the discharge, whereas NT-3 recov-
ered only the phasic firing (Davis-Lopez de Carrizosa et al., 2009). These
findings indicate that these two factors produced only a partial recovery.
NGF administration yielded very peculiar results in axotomized abducens
motoneurons, yielding to high eye position and velocity sensitivities and
an irregular firing rate (Davis-Lopez de Carrizosa et al., 2010) (Figure
1). Although the administration of neurotrophins (NGE, BDNF or NT-3)
or other neurotrophic factors stimulates motoneuron survival in amyo-
trophic lateral sclerosis mouse models, the loss of these factors does not
cause adult-onset motoneuron degeneration resembling the disease, so
that muscle paralysis and motoneuron degeneration are not induced in
mice lacking these factors (Lange et al., 2016). In contrast, VEGF deficit
leads to the development of amyotrophic lateral sclerosis-like motoneuron
degeneration and paralysis. Altogether, these findings strongly suggest that
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In each panel, from top
to bottom: experimental
situation, eye position,
and associated firing rate.
(A) Control motoneurons
show a typical tonic-phasic
discharge proportional to
eye position and velocity.
(B) Axotomy decreases the
discharge, affecting both
the tonic and the phasic
components. (C) Brain-de-
rived neurotrophic factor
(BDNF) administration re-
covers essentially the tonic
firing. (D) Neurotrophic-3
(NT-3) treatment restores
basically the phasic activi-
ty. (E) Nerve growth factor
(NGF) increases both
the tonic and the phasic
components as well as
discharge variability over
control values. (F) Vas-
cular endothelial growth
factor (VEGF) treatment
completely recovers the fir-
ing pattern of axotomized
motoneurons to control
values.
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Figure 1 Schematic diagram comparing the results obtained after different
neurotrophic factor administration on a ized abducens ons.
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Calvo P. M. de la Cruz R. R., Pastor A. M. A SINGLE
INTRAVENTRICULAR INJECTION OF VEGF LEADS TO LONG-TERM
NEUROTHROPHIC EFFECTS IN AXOTOMIZED MOTONEURONS.
eNeuro. 7: ENEURO.0467-19, 2020.
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Abstract

Vascular endothelial growth factor (VEGF) has been recently demonstrated to induce neuroprotective and synap-
totrophic effects on lesioned neurons. Hitherto, the administration of VEGF in different animal models of lesion
or disease has been conducted following a chronic protocol of administration. We questioned whether a single
dose of VEGF, administered intraventricularly, could induce long-term neurotrophic effects on injured motoneur-
ons. For this purpose, we performed in cats the axotomy of abducens motoneurons and the injection of VEGF
into the fourth ventricle in the same surgical session and investigated the discharge characteristics of axotom-
ized and treated motoneurons by single-unit extracellular recordings in the chronic alert preparation. We found
that injured motoneurons treated with a single VEGF application discharged with normal characteristics, showing
neuronal eye position (EP) and velocity sensitivities similar to control, thereby preventing the axotomy-induced
alterations. These effects were present for a prolonged period of time (50 d) after VEGF administration. By confo-
cal immunofluorescence we also showed that the synaptic stripping that ensues lesion was not present, rather
motoneurons showed a normal synaptic coverage. Moreover, we demonstrated that VEGF did not lead to any
angiogenic response pointing to a direct action of the factor on neurons. In summary, a single dose of VEFG ad-
ministered just after motoneuron axotomy is able to prevent for a long time the axotomy-induced firing and syn-
aptic alterations without any associated vascular sprouting. We consider that these data are of great relevance
due to the potentiality of VEGF as a therapeutic agent in neuronal lesions and diseases.

Key words: angiogenesis; injured motoneurons; neurotrophic factors; oculomotor system; synaptic stripping

fie )

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a novel neurotrophic factor whose chronic administration pro-
tects motoneurons from cell death in animal models of lesion or disease. Because of the promising thera-
peutic perspectives of this factor, it would be interesting to know whether a single dose could produce
long-lasting effects on injured motoneurons. We pursued this issue by using a behaving chronic preparation
showing that single intraventricular administration of VEGF prevented the firing and synaptic alterations in-
duced by axotomy in abducens motoneurons without provoking an angiogenic response. These data dem-
onstrate that VEGF administration does not require a continuous supply to obtain physiological
\improvements, data of great value due to its potential therapeutic use. /
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Extraocular muscles contain two types of musde fibers according to
their innervation pattern: singly innervated muscle fibers (SIFs),
similar to most skeletal muscle fibers, and multiply innervated muscle
fibers (MIFs). Morphological studies have revealed that SIF and MIF
motoneurons are segregated anatomically and receive different
proportions of certain afferents, suggesting that while SIF motoneu-
rons would participate in the whole repertoire of eye movements,
MIF motoneurons would contribute only to slow eye movements
and fixations. We have tested that proposal by performing single-
unit recordings, in alert behaving cats, of electrophysiologically
identified MIF and SIF motoneurons in the abducens nucleus. Our
results show that both types of motoneuron discharge in relation to
eye position and velocity, displaying a tonic-phasic firing pattern for
different types of eye movement (saccades, vestibulo-ocular reflex,
vergence) and gaze-holding. However, MIF motoneurons presented
an overall reduced firing rate compared with SIF motoneurons, and
had significantly lower recruitment threshold and also lower eye
position and velocity sensitivities. Accordingly, MIF motoneurons
could control mainly gaze in the off-direction, when less force is
needed, whereas SIF motoneurons would contribute to increase mus-
cle tension progressively toward the on-direction as more force is
required. Anatomically, MIF and SIF motoneurons distributed inter-
mingled within the abducens nucleus, with MIF motoneurons being
smaller and having a lesser somatic synaptic coverage. Our data
demonstrate the functional participation of both MIF and SIF moto-
neurons in fixations and slow and phasic eye movements, although
their discharge properties indicate a functional segregation.

motoneuron | eye movements | oculomotor | abducens | vestibular

xtraocular muscles contain two types of muscle fiber according

to the pattern of innervation of their parent motor axons. The
most frequent corresponds to the singly innervated fiber (SIF),
which is contacted by a large-diameter axon that forms the classic
en plaque neuromuscular junction, similar to other mammalian
skeletal muscles (1-3). SIFs produce, upon single-pulse excita-
tion, a typical twitch response (1, 4, 5). The second class of extra-
ocular muscle fiber is less numerous and corresponds to the
multiply innervated fiber (MIF). These fibers are innervated by
thinner axons, which establish multiple synaptic boutons en grappe
extending along the whole length of the fiber (1-3, 6). In contrast to
SIFs, single-pulse excitation of MIFs is not followed by a strong
twitch but by a slow tension that builds up upon repetitive stimu-
lation (1, 7-9). The presence of MIFs in mammals is extremely rare
(10). Electrophysiological, histochemical, and ultrastructural
features of these two types of muscle fibers correlate well with
their different contractile properties (11-13).

Extraocular muscle SIFs and MIFs are innervated by motoneu-
rons located in three brainstem nuclei: the abducens, the trochlear,
and the oculomotor nuclei. The proportion of MIF motoneurons is
close to 20% with respect to the total population of motoneurons in
each extraocular motoneuronal pool, as has been reported in
monkeys (14) and rats (15). Retrograde tracer injections in pri-
mates into the distal portion of the muscle, aimed to label only
MIF axons, have shown an anatomic segregation between MIF
and SIF motoneurons, with MIF motoneurons located peripherally,

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas. 1818524116

whereas SIF motoneurons are distributed within the boundaries of
the extraoculomotor nuclei (16, 17). Similar findings have been
obtained in humans (18). In the rat, there is also some segregation,
although less conspicuous (15). In the cat, the anatomical location
of MIF vs. SIF motoneurons has been studied only for medial
rectus motoneurons, which also show certain differences in their
distribution pattern (19).

Experiments using retrograde transneuronal rabies virus or an-
terograde tracers have revealed some differences in the origin of
afferents impinging upon MIF or SIF extraocular motoneurons. In
particular, the anterograde labeling in monkeys of the lateral ves-
tibular complex labels projections only to SIF motoneurons of the
oculomotor nucleus, whereas pretectal injections label terminals
only over MIF motoneurons of the oculomotor nucleus. Antero-
grade injections into either the abducens nucleus or the parvocel-
lular medial vestibular nucleus, or Y group, label terminals in both
MIF and SIF motoneurons of the oculomotor nucleus (20). More
recently, the retrograde transneuronal transfer of rabies virus in-
jected into the distal portion of the lateral rectus muscle of primates
(containing the en grappe terminals of MIF motoneurons) have
revealed some monosynaptic inputs to MIF abducens motoneu-
rons: the supraoculomotor area, the central mesencephalic reticular
formation, and portions of the medial vestibular and prepositus
nuclei (21). In summary, MIF motoneurons have been shown to
receive preferentially inputs from nuclei encoding eye position or
slow eye movements, whereas SIF motoneurons are innervated by
all known synaptic inputs to these motoneurons (20-23). These
findings suggest that MIF and SIF motoneurons could be func-
tionally segregated depending on the type of eye movement. Thus,
it has been suggested that MIF motoneurons would contribute

Significance

Extraocular muscles have multiply innervated muscle fibers (MIFs,
slow or nontwitch fibers) in addition to the classic singly in-
nervated muscle fibers (SIF). Based on anatomical studies, it has
been suggested that MIF motoneurons would assist in gaze
holding and slow eye movements, whereas SIF motoneurons
would participate in the whole repertoire of eye movements. We
have tested that proposal in alert, behaving cats with electro-
physiological identification of MIF and SIF motoneurons. Our re-
sults indicate that both motoneuronal types present a tonic-
phasic discharge, and fire during all types of eye movements.
However, MIF motoneurons show lower thresholds, lower eye-
related sensitivities, and a reduced firing level as compared with
SIF motoneurons, suggesting a role in the fine alignment of gaze.
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discriminate MIF and SIF motoneurons.

ANNEX 2. Neurotrophins and VEGF somatic expression in MIF and SIF

motoneurons
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Annex |. Eye position sensitivity and recruitment threshold relationship as a tool to

discriminate MIF and SIF motoneurons.

The objective of this annex is to link the experimental data obtained about MIF and
SIF motoneurons described in chapter 4 of the present work with those obtained in chapters
1, 2 and 3 on the physiological restoration in axotomized motoneurons after VEGF
administration. Thereby, we could study whether the treatments selectively affected the two

types of motoneurons.

The results from chapter 4 showed that MIF and SIF motoneurons, identified through
the collision test in the abducens nucleus, served to demonstrate that these motoneurons have
different electrophysiological characteristics in discharge pattern, mainly in neuronal
sensitivity to eye position and recruitment threshold, with MIF motoneurons showing lower

values of both parameters than SIF motoneurons.

With the aim of studying whether the experimental VEGF treatments affected MIF
and/or SIF motoneurons differentially, we developed a method for identifying which
subgroup was constituted by MIF motoneurons, with lower recruitment thresholds, and
which by SIF motoneurons, with higher recruitment thresholds. So the problem of
identifying MIF and SIF motoneurons from the ocular orbit in axotomized animals would be
solved. These percentiles in the control group were 84 for MIF motoneurons and 13 for SIF
motoneurons (Fig. Al, A). We assumed that every motoneuron above percentile 84 in its
corresponding experimental group would be considered SIF, and every motoneuron below
percentile 13 in its corresponding experimental group would be considered MIF (Fig. Al, B-

E; grey areas).

Once we distinguish between MIF (Fig. Al; red dots) and SIF motoneurons (Fig. Al,
blue dots) for each experimental group, we studied whether the treatment produced distinct
effects in each group of motoneuron. The results are shown in Fig. Al, F. It can be observed
that the different treatments with VEGF always resulted in a functional recovery of the
motoneurons, producing values that were similar to their respective controls, for both MIF
and SIF motoneuronal populations (two way ANOVA; F3,1)=0,866; P=0.461; n between 6
and 31).
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Fig. Al. (A) Plot of eye position sensitivity (k) versus recruitment threshold (Th) for control MIF
(red dots) and SIF (blue dots) motoneurons. The red arrow points to the MIF motoneuron with
higher recruitment threshold (percentile 84; p.84%) and the blue arrow to the SIF motoneuron with
lower recruitment threshold corresponding to the percentile 13 (p.13%). (B-E) Same type of plot
as in A but with electrophysiologically unidentified MIF and SIF motoneurons in different
experimental situations from chapter | (B-D) and Il (B, E), where left and right vertical dotted lines
determine the percentile 13 and 84, respectively. Blue dots are considered SIF motoneurons (dots
above percentile 84) and red dots MIF motoneurons (dots below percentile 13). (F) Bar chart
comparing k values of the so determined MIF (red bars) and SIF (blue bars) motoneurons in the
different experimental situations. There were no significant differences between groups within the
same class of motoneuron. The asterisk means significant differences (P<0.001) between MIF and
SIF motoneurons irrespective of the treatment. Data represent mean and SEM.
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Annex I1. Neurotrophins and VEGF somatic expression in MIF and SIF motoneurons.

The objective of this annex is to explore the possible molecular bases of the
differences in the electrophysiological characteristics of MIF and SIF motoneurons

described in chapter 4.

Previous results in this laboratory (Davis-Lopez de Carrizosa et al., 2009) showed
that the recovery of the firing pattern in axotomized motoneurons is different depending on
the neurotrophin that is applied. It was shown that each neurotrophin (BDNF and NT-3)
behaved in a complementary fashion when applied separately after the axotomy; in
particular, BDNF restores the tonic firing pattern and NT-3 the bursting firing of axotomized
motoneurons. The neurotrophin NGF was then used and it was found, after axotomy, that
NGF administration produced a higher recruitment threshold and discharge variability

(Davis-Lopez de Carrizosa et al., 2010).

After neurotrophins, the interest of the group turned to other neurotrophic factors that
could contribute to the recovery of axotomized motoneurons and, in view of data recently
published in the literature, VEGF appeared as a good candidate. The results of the present
work (chapters 1, 2 and 3) has shown that both VEGF-A and VEGF-B produced the absolute
restoration of the firing pattern of axotomized motoneurons when applied trough the
proximal stump of the cut nerve, and that VEGF-A, administered intraventricularly, also

recovered the firing of injured motoneurons.

Taking all together, our aim was to check whether the different electrophysiological
characteristics of both types of motoneurons (MIF and SIF) could correlate with different
amounts of neurotrophic factors, in particular, NGF, BDNF, NT-3 and VEGF-A. As can be
seen in the right column of figure All, there were no differences in the neurotrophic factor
soma expression between control MIF and SIF motoneurons (student t-tests: n=39 MIF and
n=41 SIF motoneurons, tg=-0.707, P=0.482, for VEGF; n=42 MIF and n=45 SIF
motoneurons, tes=1.827, P=0.071, for BDNF; n=35 MIF and n=34 SIF motoneurons,
t67=0.559, P=0.578, for NT-3; and n=35 MIF and n=37 SIF motoneurons, tz0=1.352,
P=0.181, for NGF). These data suggest that the electrophysiological results obtained after
neurotrophic factor application in our axotomy model could be the result of a target

dependence of the motoneurons after lesion rather than the somatic content of each factor.
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Fig. All. (A-L) Immunolabeling against VEGF (A), BDNF (D), NT-3 (G) and NGF (J) in single
confocal sections showing control SIF and MIF motoneurons (green). (B, E, H, K) Retrogradely-
labeled rhodamine cells (red) correspond to MIF motoneurons; the blue staining corresponds to
immunolabeling against ChAT. Therefore, doubly-labeled cells (red and blue) correspond to MIF
motoneurons, whereas those cells positive only for ChAT (blue alone) were SIF motoneurons. (C,
F, I, L) Merged images of the first two columns. (M-P) Bar charts comparing the cytoplasmic
optical density of VEGF and each neurotrophin between MIF (red) and SIF (blue) motoneurons.
No differences were found for each neurotrophic factor tested. Data are mean + SEM. Scale bars:

20 pm.
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RESUMEN DE RESULTADOS

Capitulo I. ‘Synaptic loss and firing alterations in Axotomized Motoneurons are

restored by vascular endothelial growth factor (VEGF) and VEGF-B’

En este articulo se demostrd, en primer lugar, que los receptores de VEGF-A
(VEGFR-1y VEGFR-2) y VEGF-B (VEGFR-1) estan presentes tanto en las motoneuronas
del nucleo abducens como en sus axones, y en la sinapsis neuromuscular que forman con el
musculo extraocular recto lateral. Por otra parte, en el musculo recto lateral se comprobo que
hay presencia del factor VEGF, apoyando la hipotesis de que el mdsculo actuaria como

fuente de este factor y que podria transportarse retrégradamente hacia el nucleo abducens.

Tras la seccion del nervio abducens (VI par craneal) tuvo lugar una fuerte caida en
ambos componentes del patron tonico-fasico de la tasa de disparo de las motoneuronas, tanto
durante movimientos oculares espontaneos como en los inducidos vestibularmente. Del
mismo modo, se redujeron las sensibilidades a la posicion y a la velocidad ocular en ambas
situaciones experimentales (i.e., ks, Ky, Is, Iy), Y se demostro una pérdida de botones
sinapticos excitadores e inhibidores, tanto en los somas de las motoneuronas, como en el

neuropilo que las rodea, asi como una reaccion glial en el nucleo en respuesta a la lesion.

Con la administracion exdgena cada dos dias de VEGF-A, a través del cabo proximal
del nervio seccionado introducido en un dispositivo intraorbital (DIO), se comprob6 una
recuperacion del patron de disparo hasta niveles similares al control, tanto durante
movimientos oculares espontaneos como en aquellos inducidos por estimulacion vestibular,
esto es, las sensibilidades a la posicion (ks y ky) y a la velocidad (rs y ry) se recuperaron, y lo
mismo ocurrié cuando se administro6 VEGF-B tras la lesion. Del mismo modo, se
recuperaron las entradas sinapticas a nivel de soma y neuropilo, y la reaccion glial regreso a
niveles control. Esta recuperacion del patron de disparo ocurrié en ambos tipos de protocolos
de administracion de VEGF-A: 1) el protocolo inmediato (IAP), en el que el VEGF-A se
aplico desde el momento mismo de la lesion, y 2) el protocolo tardio (DAP), en el que la

administracion se inicié pasadas tres semanas desde la axotomia.

Cuando entre dos periodos de tratamiento de VEGF (VEGF Trl IAP y VEGF Tr2
IAP) se administrd6 VEGF junto a un inhibidor de su receptor VEGFR-2 (Inh+VEGF), se

observaron resultados intermedios. Esto es, los valores de sensibilidad a la posicion (ks) y a

la velocidad (rs) obtenidos en los registros neurofisiologicos durante movimientos

83



Resumen de resultados

espontaneos fueron significativamente mayores que los obtenidos durante axotomia, pero no
llegaron a ser significativamente similares a los datos control ni a los obtenidos durante el
tratamiento inicial con VEGF (VEGF Trl IAP). Al administrar de nuevo VEGF, pero esta
vez sin el inhibidor (VEGF Tr2 IAP), ks y rs volvieron a ser similares a las sensibilidades
obtenidas durante control y VEGF Trl IAP, siendo significativamente diferentes a los
valores de axotomia. Respecto a las sensibilidades durante estimulacion vestibular (ky y rv),
se pudo observar que la administracion del inhibidor junto a VEGF (Inh+VEGF) no produjo
ningun cambio en estos parametros respecto a los controles ni a las sensibilidades obtenidas
durante ambos periodos, previo y posterior, de VEGF (VEGF Trl IAP y VEGF Tr2 IAP,
respectivamente), pero todas ellas si fueron significativamente mayores que las obtenidas
durante axotomia. Es decir, que el efecto del inhibidor del VEGFR-2 tuvo lugar solo sobre
las entradas sinapticas responsables de los movimientos oculares espontaneos, y no en

aquellas implicadas en la generacién de los movimientos oculares de origen vestibular.
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Capitulo I1. ‘Vascular endothelial growth factor: an essential neurotrophic factor for

motoneurons?’

Los trabajos pioneros sobre el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF),
y especificamente el VEGF-A, determinaron principalmente su actividad angiogénica o de
formacion de nuevos vasos sanguineos. Estudios posteriores demostraron que no solo posee
esa actividad relacionada con el sistema vascular, sino que, ademas, el VEGF-A posee un
importante papel en la proteccion de las neuronas frente a la lesion o el trauma causados por

diferentes situaciones adversas, como derrames cerebrales o enfermedades degenerativas.

A partir de estos trabajos se comenz6 a considerar al VEGF como un factor
neurotréfico y se empezo a estudiar su papel en el sistema nervioso. Lo que se desconocia
hasta entonces era el estado funcional en el que quedaban las neuronas dafiadas que habian
sido protegidas de la degeneracion o muerte celular tras la administracion del VEGF, y este
fue el motivo que nos propusimos en nuestro trabajo: el estudio electrofisiologico y
morfolégico de motoneuronas del nucleo abducens lesionadas y tratadas con VEGF-A
siguiendo diferentes protocolos de administracion. Los resultados ya tratados en los capitulos
anteriores del presente trabajo nos permitieron postular al VEFG como un factor neurotrofico
de las motoneuronas mucho maés eficaz que las neurotrofinas, las cuales ya habian sido
administradas a motoneurons axotomizadas en nuestro modelo experimental, pero no
produjeron una recuperacion completa hasta los valores controles en los pardmetros
morfofisioldgicos medidos (Davis-Lo6pez de Carrizosa et al., 2009, 2010), como si se obtuvo

con el VEGF (presente trabajo).
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Capitulo I11. ‘A Single Intraventricular Injection of VEGF Leads to Long-Term

Neurotrophic Effects in Axotomized Motoneurons’

En este trabajo se mostraron los efectos, inmediatamente tras la lesion, de una sola
dosis de VEGF-A administrada a través del cuarto ventriculo, en una localizacion 1 mm
rostral respecto al nucleo abducens. Como se comprobd en estudios previos, el patron de
disparo de las motoneuronas del nicleo abducens, el cual sigue un esquema ténico-fasico
que correlaciona con la posicién y la velocidad del ojo, respectivamente, muestra una
disminucion significativa en frecuencia tras la axotomia del nervio abducens. Los datos de
este trabajo mostraron como la administracion intracerebroventricular de VEGF-A
inmediatamente tras la lesion recuperé la frecuencia de disparo de las células lesionadas, y
sus valores de sensibilidad a la posicion (k) y a la velocidad (r), tanto durante movimientos
oculares espontaneos (ks y rs) como inducidos por estimulacion vestibular (ky Yy ry), siendo
similares a los valores obtenidos en las células del grupo control. Cabe resaltar que estos
efectos sobre la actividad electrofisioldgica se observaron a largo plazo tras la axotomia, sin
que se evidenciaran signos de lesion durante el tiempo que sigui6 a la administracion de una

dosis Unica de VEGF-A (50 dias, tiempo méaximo del estudio).

Otra caracteristica conocida de las motoneuronas axotomizadas del nucleo abducens
es una pérdida de parte de su cobertura sinaptica, lo cual no solo ocurre a nivel del soma
celular, sino que también se puede observar en el tejido adyacente o neuropilo. El presente
trabajo demostré que la administracion de una sola dosis de VEGF-A tras la lesion a través
del cuarto ventriculo, y pasadas 3 semanas, condujo a una recuperacion de botones
sinapticos, tanto a nivel del soma de las motoneuronas, como en el neuropilo, obteniéndose
valores similares a los controles. Este estudio también demostré que la bien conocida
respuesta astroglial que tiene lugar en el ndcleo tras la lesion se evitd tras esta forma de
administracion de VEGF-A.

Por Gltimo, dado que el VEGF-A es un factor angiogénico, se procedio a realizar un
estudio de la densidad de vasos sanguineos (%), su diametro (um) y su nimero por cada
2500 pum2 en el tejido del nucleo abducens de animales control, axotomizados y aquellos
que recibieron una sola dosis intraventricular de VEGF-A (administrada justo tras la lesidn).
De este estudio se confirmé que los tres parametros morfométricos fueron similares entre las
tres situaciones experimentales y, por tanto, indican que no se produjeron nuevos vasos
sanguineos tras la administracion del VEGF-A, con lo que la recuperacion obtenida en las

motoneuronas axotomizadas no pudo explicarse por la accion angiogénica del VEGF-A (que
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podria aportar mas oxigeno y nutrientes a las neuronas dafiadas y facilitar la recuperacion),
proponiendose que se debid a la actividad neurotrofica de este factor actuando directamente
sobre las motoneuronas. Ademas, al ser la administracion a través del cuarto ventriculo, se
reprodujo el estudio morfométrico en una estructura no lesionada, como fue el nicleo
vestibular medial, obteniéndose resultados idénticos, esto es, no hubo angiogénesis asociada
a la administracion de VEGF-A a través del cuarto ventriculo en este nucleo vestibular a la

dosis que se empleo en este trabajo.
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Capitulo IV. ‘Functional diversity of motoneurons in the oculomotor system’

En este trabajo se desarroll6 un método para la identificacion electrofisioldgica de
motoneuronas MIF y SIF que habia sido eludido hasta la fecha tras 50 afios de la era
neurofisiologica oculomotora moderna. Se denominan motoneuronas SIF (singly innervated
muscle fiber) a aquellas que forman una gran placa neuromuscular por cada fibra muscular
con la que contactan. Del mismo modo se denominan motoneuronas MIF (multiply
innervated muscle fiber) a aquellas que forman una cadena de pequefios contactos sinapticos
a todo lo largo de una misma fibra muscular. Para la identificacion de los distintos tipos de
motoneuronas se implant6 un electrodo de estimulacion a nivel del nervio abducens, el cual
sirvio para activar antidromicamente a todas las motoneuronas de este nucleo (i.e., MIF y
SIF), y un segundo electrodo de estimulacion en la unién miotendinosa del madsculo recto
lateral, con el fin de activar antidromicamente solo a las motoneuronas MIF. Cuando se aislo
electrofisiol6gicamente una motoneurona, se procedio a realizar el test de colision entre la
espiga ortodromica (espontanea) y la espiga antidromica (inducida tras la estimulacién
eléctrica) para determinar el tipo de motoneurona aislada. Las motoneuronas SIF se activaron
antidromicamente y colisionaron solo desde el electrodo situado en el nervio, mientras que
las motoneuronas MIF se activaron y colisionaron tanto desde el electrodo del nervio como
desde el situado en la union miotendinosa. Un primer resultado que se observé entre los dos
tipos de motoneuronas fue la diferente latencia de activacion antidromica entre MIF y SIF,
que se midié como el tiempo que transcurre entre el comienzo del estimulo antidrémico y el
pico negativo de la espiga antidromica, con valores mayores para las motoneuronas MIF que

para las SIF, indicativo de una menor velocidad de conduccion axonal en las primeras.

Tras la identificacion de cada tipo de motoneurona se pudo comprobar que ambos
tipos presentaron un patron de disparo tonico-fasico, aumentando su frecuencia de disparo
para movimientos dirigidos hacia el lado homolateral al sitio de registro. No obstante, se
encontraron importantes diferencias entre ambos tipos de motoneuronas. En general, la
frecuencia de disparo de las motoneuronas MIF fue menor que la de las SIF, y exhibieron
una fase fasica de menor frecuencia. En definitiva, las motoneuronas MIF tuvieron una
menor sensibilidad a la posicion (k) y a la velocidad (r) ocular, asi como un menor umbral
de reclutamiento (Th) y una menor tasa de disparo en la posicion central del ojo en la orbita
(Fo) respecto a las SIF. Otra diferencia electrofisiologica entre ambos tipos de células fue la

latencia entre la tasa de disparo méxima durante un movimiento sacadico y el pico maximo

de velocidad de este, que resultd ser mayor en las motoneuronas SIF respecto de las MIF.
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Este resultado indico que las motoneuronas MIF influirian mas durante la fase terminal del
sacadico, mientras que las motoneuronas SIF jugarian un papel méas importante en generar

el pulso necesario para iniciar el movimiento.

La relacion entre los parametros obtenidos a partir del analisis conjunto de la sefial
electrofisiologica y de la posicion/velocidad ocular mostraron una fuerte correlacion positiva
entre la sensibilidad a la posicion del ojo (k) y el umbral de reclutamiento (Th), vy la
sensibilidad a la posicion (k) y la sensibilidad a la velocidad del ojo (r), para ambos tipos de
motoneuronas, no existiendo correlacion cuando se compararon ‘r vs. Th’ para MIF y SIF
por separado, pero si para el conjunto en completo (MIF+SIF). De manera que cuando se
representaron todos estos parametros juntos en una grafica 3D se pudieron distinguir dos
grupos de datos separados entre si, con algo de solapamiento entre ellos: el grupo de las
motoneuronas MIF, con menor k, ry Th, y el grupo de las SIF, con mayor Kk, r, y Th. Otra
relacion que se demostro, cuando los datos de ambos tipos de neuronas se trataron como uno
solo, es la que existio entre k y la latencia de activacion antidrémica, y Th y latencia
antidromica, pero en este caso la relacion fue inversa, es decir, a mayor sensibilidad y umbral

de reclutamiento, menor latencia de activacién antidromica.

Lo descrito hasta ahora se corresponde con lo que ocurre durante movimientos
oculares conjugados en el plano horizontal, pero durante movimientos oculares disyuntivos
de vergencia se observo que tanto las motoneuronas MIF como las SIF pueden actuar
siguiendo cuatro perfiles diferentes: apropiado, inapropiado, variable y sin respuesta. Las
motoneuronas MIF tienen un perfil mayormente ‘apropiado’ durante los movimientos de
vergencia, mientras que las SIF lo tienen °‘variable’; las motoneuronas con perfil
‘inapropiado’ o ‘sin respuesta’ constituyeron ser un numero bajo que no distingui6 entre MIF

y SIF.

Durante movimientos oculares inducidos por estimulacién vestibular, ambos tipos
mostraron un patron de disparo que se correspondid con las fases lentas y rapidas del
nistagmo, siempre que el movimiento del ojo fuera en el sentido homolateral. En este caso,
las sensibilidades a la posicion (ky) y a la velocidad (ry) se calcularon mediante un analisis
de regresion multiple, que reflej6 valores menores de ambos parametros para las
motoneuronas MIF respecto a las SIF; no obstante, los coeficientes de determinacion (R?)

de los analisis de MIF y SIF fueron altos y no mostraron diferencias entre ellos.
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Respecto a la distribucion de las motoneuronas MIF y SIF dentro del nucleo
abducens, se pudo comprobar, gracias al marcaje retrégrado especifico de las motoneuronas
MIF con rodamina (inyectada en la region miotendinosa del musculo recto lateral) y al
inmunomarcaje contra ChAT (acetilcolina transferasa) de SIF y MIF, que ambos tipos de
celulas se encontraron distribuidas entremezcladas y sin seguir ningun patron especifico
dentro del nucleo. Asi mismo, con este marcaje se pudo observar que las motoneuronas MIF
tuvieron un tamafio significativamente menor que el de las SIF, en congruencia con los datos
fisiologicos que mostraron mayor latencia de activacion antidromica en la poblacién de
motoneuronas MIF. Las motoneuronas MIF representaron el 19% del total de motoneuronas
de ndcleo abducens. En relacion a la cobertura sinaptica, analizada a nivel de microscopia
confocal, las motoneuronas MIF mostraron un porcentaje menor de su perimetro somatico
contactado por botones sinapticos, identificados como sinaptofisina-inmunorreactivos
(sinapsis excitadoras e inhibidoras) y también por botones sinapticos de naturaleza
inhibidora, identificados como VGAT-inmunorreactivos (sinapsis inhibidoras), en
comparacion con las motoneuronas SIF, pero el balance de entradas inhibitorias respecto al

total de sinapsis fue similar para ambos tipos motoneuronales.
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SUMMARY OF RESULTS

Chapter I. ‘Synaptic loss and firing alterations in Axotomized Motoneurons are

restored by vascular endothelial growth factor (VEGF) and VEGF-B’

In this article, it was first demonstrated that the receptors for VEGF-A (VEGFR-1
and VEGFR-2) and VEGF-B (VEGFR-1) are present both in the motoneurons of the
abducens nucleus and their axons, and in the neuromuscular synapse that they form with the
extraocular lateral rectus muscle. On the other hand, the presence of VEGF was found in the
lateral rectus muscle, supporting the hypothesis that the muscle would act as a source of this

factor and that it could be transported retrogradely to the abducens nucleus.

After the section of the abducens nerve (VIth cranial nerve), there was a sharp fall in
both components of the tonic-phasic pattern of the firing rate of motoneurons, during both
spontaneous eye movements and those induced vestibularly. In the same way, sensitivities
to eye position and velocity were reduced in both experimental situations (i.e., Ks, ky, rs, Iv).
Finally, a loss of excitatory and inhibitory synaptic boutons was demonstrated, both in the
cell body of the motoneurons and in the neuropil that surrounds them, as well as an astroglial

reaction in the nucleus in response to injury.

With the exogenous administration of VEGF-A every two days, through the proximal
stump of the sectioned nerve introduced in to an intraorbital device (IOD), a recovery of the

firing pattern to levels similar to control was found, during both spontaneous eye movements

and those induced by vestibular stimulation, that is, neuronal sensitivities to eye position (ks

and ky) and to eye velocity (rs and ry) recovered, and the same occurred when VEGF-B was
administered after injury. Similarly, synaptic inputs at the soma and neuropil levels were
recovered, and the glial reaction returned to control levels. This recovery of the firing pattern
occurred in both types of VEGF-A administration protocols: 1) the immediate administration
protocol (IAP), in which VEGF-A was applied from the moment of injury, and 2) the delayed
administration protocol (DAP), in which the VEGF delivery began three weeks after

axotomy.

We observed intermediate results between two periods of VEGF treatment (namely
VEGF Trl IAP and VEGF Tr2 IAP) when VEGF was administered together with an
inhibitor of its VEGFR-2 receptor (Inh + VEGF). That is, the neuronal sensitivity values to

eye position (ks) and eye velocity (rs) obtained in the neurophysiological recordings during
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spontaneous movements were significantly higher than those obtained during axotomy, but
they did not become significantly similar to the control data or to those obtained during the
initial treatment with VEGF (VEGF Trl IAP). When VEGF was administered again, but this
time without the inhibitor (VEGF Tr2 1AP), ks and rs were again similar to the sensitivities
obtained during control and VEGF Trl IAP, being significantly different from the axotomy
values. Regarding the neuronal sensitivities during vestibular stimulation (ky and ry), it was
observed that the administration of the inhibitor together with VEGF (Inh + VEGF) did not
produce any change in these parameters with respect to control or during both periods, prior
and later, of VEGF (VEGF Trl IAP and VEGF Tr2 1AP, respectively), but all of them were
significantly higher than those obtained during axotomy. Therefore, the effect of the
VEGFR-2 inhibitor took place only on the synaptic inputs responsible for spontaneous eye

movements, and not on those involved in the generation of vestibular eye movements.
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Chapter II. ‘Vascular endothelial growth factor: an essential neurotrophic factor for

motoneurons?’

The pioneering work on vascular endothelial growth factor (VEGF), and specifically VEGF-
A, mainly determined its angiogenic activity. Later studies showed that VEGF-A not only
has this activity related to the vascular system, but also exerts an important role in protecting
neurons against injury or trauma caused by different adverse situations, such as strokes or

degenerative diseases.

From these works, VEGF began to be considered as a neurotrophic factor and its role in the
nervous system started to be studied. What was unknown until then was the functional state
in which the damaged neurons remained after protection from degeneration or cell death due
to the administration of VEGF, and this was the purpose we pursued in our work: the
electrophysiological and morphological study of injured abducens nucleus motoneurons
treated with VEGF-A following different administration protocols. The results already
discussed in the previous chapters of this work allowed us to postulate VEFG as a much
more efficient neurotrophic factor of motoneurons than neurotrophins, which had already
been administered to axotomized motoneurons in our experimental model, but did not
produce a complete recovery up to control values in the morphophysiological parameters
measured (Davis-LOpez de Carrizosa et al., 2009, 2010), as it was obtained with VEGF

(present work).
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Chapter III. ‘A Single Intraventricular Injection of VEGF Leads to Long-Term

Neurotrophic Effects in Axotomized Motoneurons’

In this work, we showed the effects after injury of a single dose of VEGF-A, applied
on the same surgical session as the lesion, through the fourth ventricle, in a location 1 mm
rostral with respect to the abducens nucleus. As confirmed in previous studies, the firing
pattern of the motoneurons of the abducens nucleus, which follows a tonic-phasic profile
that correlates with the position and velocity of the eye, respectively, shows a significant
decrease in frequency after axotomy of the abducens nerve. This work showed how the
intracerebroventricular administration of VEGF-A, immediately after injury, recovered the

firing frequency of the injured cells, and their sensitivity values to position (k) and velocity

(r), during both spontaneous eye movements (ks and rs) and those induced by vestibular

stimulation (ky and ry), being similar to the values obtained from cells of the control group.
It should be noted that these effects on electrophysiological activity were observed in the
long term after axotomy, with no evidence of alterations in the discharge pattern of
motoneurons during the time that followed the administration of a single dose of VEGF-A

(50 days, maximum study time).

Another known characteristic of axotomized motoneurons of the abducens nucleus
is a loss of part of their synaptic coverage, which not only occurs at the level of the cell soma
but can also be observed in the adjacent tissue or neuropil. The present work demonstrated
that the administration of a single dose of VEGF-A after injury through the fourth ventricle,
and after 3 weeks, led to a recovery of synaptic boutons, both at the level of the motoneuron
soma and in the neuropil, obtaining values that were similar to controls. This study also
demonstrated that the well-known astroglial response that occurs in the nucleus after injury
was avoided after this form of VEGF-A administration.

Finally, since VEGF-A is an angiogenic factor, a study was carried out of the density
of blood vessels (%), their diameter (um) and their number per 2500 pm?, in the tissue of
the abducens nucleus of control, axotomized, and those who received a single
intraventricular dose of VEGF-A (administered just after injury) animals. From this study it
was confirmed that the three morphometric parameters were similar between the three
experimental situations and, therefore, indicated that no new blood vessels were produced
after the administration of VEGF-A. These data revealed that the recovery obtained in the

axotomized motoneurons could not be explained by the angiogenic action of VEGF-A
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(which could provide more oxygen and nutrients to damaged neurons and thus facilitate
recovery), and, in consequence, we proposed that it was due to the neurotrophic activity of
this factor acting directly on motoneurons. In addition, since the administration was
intraventricular, the morphometric study was reproduced in an undamaged structure, such as
the medial vestibular nucleus, obtaining identical results, that is, there was no angiogenesis
associated with the administration of VEGF-A through of the fourth ventricle in this

vestibular nucleus at the dose used in this study.
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Chapter 1V. ‘Functional diversity of motoneurons in the oculomotor system’

In this work, we developed a method for the electrophysiological identification of
MIF and SIF motoneurons that had been eluded to date after 50 years of the modern
oculomotor neurophysiological era. SIF (singly innervated muscle fiber) motoneurons are
those that form a large neuromuscular endplate in each muscle fiber with which they contact.
Similarly, MIF (multiply innervated muscle fiber) motoneurons are those that form a chain
of small synaptic contacts along the whole extension of the same muscle fiber. For the
identification of the different types of motoneurons, a stimulation electrode was implanted
at the level of the abducens nerve, which served to antidromically activate all the
motoneurons of this nucleus (i.e., MIF and SIF), and a second stimulation electrode in the
myotendinous junction of the lateral rectus muscle, in order to antidromically activate
exclusively the MIF motoneurons. When a motoneuron was isolated electrophysiologically,
a collision test was performed between the orthodromic spike (spontaneous) and the
antidromic spike (induced after electrical stimulation) to determine the type of isolated
motoneuron. SIF motoneurons were antidromically activated and collided only from the
nerve electrode, whereas MIF motoneurons were activated and collided from both the nerve
electrode and the one at the myotendinous junction. A first result that was observed between
the two types of motoneurons was the different antidromic activation latency between MIF
and SIF, which was measured as the time between the onset of the antidromic stimulus and
the negative peak of the antidromic spike. Antidromic latencies showed higher values for
MIF motor neurons than for SIF, indicative of a lower axonal conduction velocity in the

former.

After the identification of each type of motoneuron, it was found that both types
presented a tonic-phasic firing pattern, increasing their firing frequency for movements
directed towards the recording site. However, important differences were found between
both types of motoneurons. In general, the firing frequency of the MIF motoneurons was
lower than that of the SIF, and they exhibited a lower frequency phasic signal. In short, MIF
motoneurons had a lower sensitivity to ocular position (k) and velocity (r), as well as a lower

recruitment threshold (Th), and a lower firing rate at straight ahead gaze, that is, when eye
position = 0 degrees (Fo) with respect to SIF. Another electrophysiological difference

between both types of cells was the latency between the maximum firing rate of the
motoneuron during a saccadic movement and the maximum speed of the saccade, which

turned out to be higher in SIF motoneurons compared to MIF. This result indicated that MIF
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motoneurons would be more influential during the terminal phase of the saccade, while SIF
motoneurons would play a more important role in generating the necessary force to initiate

the eye movement.

The relationship between the parameters obtained from the combined analysis of the
electrophysiological signal and the ocular position or velocity showed a strong significant
positive correlation between the sensitivity to the position of the eye (k) and the recruitment
threshold (Th). It also showed a significant positive correlation between the cell sensitivity
to eye position (k) and sensitivity to eye velocity (r), for both MIF and SIF motoneurons.
Last, we failed to find a correlation between r and Th for MIF or SIF motoneurons but the
corelation was significant when both types of motoneurons were merged into a single group.
So when all these parameters were represented together in a 3D graph, two separate groups
of data could be readily distinguished from each other, although with some overlap between
them: the group of MIF motoneurons, with lower k, r and Th, and the group of SIF, with
higher k, r, and Th. Finally, when data from MIF and SIF motoneurons was considered as a
single group it was demonstrated an inverse relationship between k and the antidromic
activation latency, and between Th and the antidromic latency, that is, the higher the

sensitivity and the recruitment threshold, the lower the antidromic activation latency.

All results described so far correspond to MIF and SIF motoneurons recorded during
conjugated eye movements in the horizontal plane, but during disjunctive vergence eye
movements it was observed that both MIF and SIF motoneurons can fire following four
different profiles: appropriate, inappropriate, variable and nonresponding. MIF motoneurons
mostly had an "appropriate’ profile during vergence movements, whereas SIF motoneurons
had a ‘variable’ profile; motoneurons with ‘inappropiate’ or ‘nonresponding’ profile were

usually a low number which did not distinguish between MIF and SIF motoneurons.

During eye movements induced by vestibular stimulation, both types showed a firing
pattern that corresponded to the slow and fast phases of nystagmus, as long as the eye
movement was in the ipsilateral direction. In this case, the sensitivities to position (ky) and
velocity (ry) were calculated by means of a multiple regression analysis, which reflected
lower values of both parameters for MIF motoneurons compared to SIF. However, the
coefficients of determination (R?) for ky and ry of MIF and SIF motoneurons were high and

did not show differences between them.
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For the study of the distribution of MIF and SIF motoneurons within the
abducens nucleus, we specifically labeled retrogradely MIF motoneurons with
rhodamine (injected into the myotendinous region of the lateral rectus muscle), and
combined the retrograde labeling with the immunostaining against ChAT
(acetylcholine transferase) that labels both SIF and MIF motoneurons. It was found
that both types of cells distributed intermixed and without following any specific
pattern within the nucleus. Likewise, with this labeling technique it could be observed
that the MIF motoneurons had a significantly smaller size than that of the SIF, in
congruence with the physiological data that showed higher latency of antidromic
activation in the population of MIF motoneurons. Moreover, we quantified that MIF
motoneurons represented 19% of the total number of motoneurons of the abducens
nucleus. In relation to synaptic coverage, analyzed at the confocal microscopy level,
MIF motoneurons showed a lower percentage of their somatic perimeter contacted
by synaptic boutons, identified as synaptophysin-immunoreactive (excitatory and
inhibitory synapses), and also by synaptic boutons of inhibitory nature, identified as
VGAT-immunoreactive (inhibitory synapses), in comparison with SIF motoneurons,
but the balance of inhibitory inputs with respect to total synapses was similar for both

motoneuronal types.
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Son muchos los trabajos de investigacion que evidencian el importante papel
neuroprotector que tiene el VEGF en diferentes tipos de dafios neuronales (Azzouz y col.,
2004; Tovar-y-Romo y col., 2010; Lange y col., 2016; Wang y col., 2016). Por esta razon
nos propusimos profundizar en el conocimiento de los mecanismos que subyacen a este
proceso de neuroproteccion frente a la degeneracion. En concreto, nos centramos en el
estudio del estado funcional y morfolégico en el que se encuentran las motoneuronas
axotomizadas del NMOE que han sido tratadas con VEGF y VEGF-B. Creemos que nuestro
estudio resulta de especial interés dado que no existen resultados previos descritos en
relacion a la fisiologia de motoneuronas lesionadas y tratadas con VEGF. Para ello, se
realizaron registros electrofisiolégicos cronicos a diferentes tiempos: antes de la lesion
(periodo control), durante la lesion y a lo largo del tratamiento de administracion de VEGF
o VEGF-B. Posteriormente, para el estudio morfologico, el tejido de animales que habian
seguido los mismos protocolos experimentales, pero que no habian tenido registro
electrofisioldgico, se traté con técnicas de inmunocitoquimica a nivel de microscopia
confocal, obteniéndose las iméagenes con el marcaje especifico para cada estudio (i.e.,
sinaptologia, reaccion astrocitica, vasculatura), que tras su analisis permitié la comparacion

de los resultados para cada situacion experimental.

La presencia de los receptores de VEGF (VEGFR-1 y VEGFR-2) y de VEGF-B
(VEGFR-1) ha sido demostrada previamente en motoneuronas espinales (Poesen y col.,
2008; Tovar-y-Romo y col., 2010). Asi que, esta fue la primera cuestién que nos planteamos
en el primer articulo de este trabajo, ‘Synaptic loss and firing alterations in axotomized
motoneurons are restored by vascular endothelial growth factor (VEGF) and VEGF-B’, ;las
motoneuronas del NMOE expresan VEGFR-1 y VEGFR-2? Tras el procesamiento de tejido
control (i.e., sin ningun tipo de procedimiento de lesion), mediante técnicas de microscopia
confocal y electrdnica, se comproboé la presencia de los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2
en el soma de las motoneuronas del NMOE, confirmando asi su susceptibilidad a la union
de VEGF y VEGF-B y, consecuentemente, a sus efectos. También se demostré la presencia
de ambos receptores en los axones de estas motoneuronas, y en la parte del axon de la union
neuromuscular del musculo al que inervan (i.e., el recto lateral). Finalmente se comprobo,
como estaba descrito previamente en musculo (Hoier y Hellsten, 2014), que las fibras del
musculo recto lateral contienen VEGF, lo que significa que puede ser transportado

retrogradamente desde el muasculo (Storkebaum y col., 2005) y actuar como molécula de
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sefializacion entre este y las motoneuronas del NMOE. Es importante indicar que, en este
primer articulo, el VEGF fue administrado a las motoneuronas axotomizadas de forma

cronica a través del cabo proximal del nervio seccionado.

Respecto al papel que juega cada receptor, son interesantes los resultados fisiologicos
obtenidos durante el periodo de administracion del inhibidor de VEGFR-2 (SU1498).
Trabajos previos atribuyen la mayoria de los efectos descritos para VEGF a su receptor
VEGFR-2 (Storkebaum y col., 2005; Lambrechts y Carmeliet, 2006; Olsson y col., 2006), y
aunque aun no se conoce bien el papel de VEGFR-1, si se ha demostrado que también tiene
funciones neuroprotectoras (Olsson y col., 2006; Poesen y col., 2008; Dhondt y col., 2011,
Carmeliet y Ruiz de Almodovar, 2013). En este trabajo también se demuestra el papel de
VEGFR-1 en la prevencion de los efectos provocados por la axotomia en las motoneuronas
del NMOE a traveés de su union a VEGF-B. La administracion de VEGF y VEGF-B siempre
preservo el patron de disparo de las motoneuronas lesionadas durante movimientos oculares
espontaneos y vestibulares. Sin embargo, cuando se administré VEGF junto al inhibidor de
VEGFR-2, se observaron alteraciones en el patron de disparo durante movimientos oculares
espontaneos, pero no durante los de origen vestibular. En este caso, VEGF estaba actuando
a través de su union a VEGFR-1. Estos resultados sugieren que cada tipo de receptor podria
contribuir de diferente manera en el mantenimiento de las diferentes sinapsis aferentes (que
son principalmente las neuronas reticulares de brote, las vestibulares y las del nucleo
prepositus hypoglossi), teniendo mayor importancia VEGFR-1 en las aferencias procedentes
del nucleo vestibular medial (que llevan la informacién para los movimientos oculares
durante estimulacion vestibular), pero siendo ambos receptores equivalentes en el
mantenimiento de las aferencias que Ilevan la informacién para los movimientos oculares
espontaneos (i.e., neuronas del nicleo prepositus hypoglossi y neuronas reticulares de brote).
El papel de los distintos receptores del VEGF en la recuperacion de las distintas entradas a

las motoneuronas del NMOE axotomizadas se ilustra en la Figura 9.

Respecto a la fisiologia de las motoneuronas del NMOE, estas muestran un patrén de
disparo tonico-fasico que se corresponde con la posicién y la velocidad ocular,
respectivamente (Delgado-Garcia y col., 1986). Estudios previos han descrito el
comportamiento fisiologico de las motoneuronas axotomizadas del NMOE durante
diferentes movimientos oculares, describiendo una caida en la tasa general de disparo que
afecta a ambos componentes, durante movimientos oculares espontaneos y aquellos

inducidos por estimulacion vestibular. Ademas, las motoneuronas del NMOE axotomizadas
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presentan un patron de disparo irregular que no se mantiene durante fijaciones oculares
prolongadas, mostrando bajos coeficientes de correlacion en el calculo de las sensibilidades
alaposicion y ala velocidad del ojo (Delgado-Garcia y col., 1988; Davis-Lopez de Carrizosa
y col., 2009). Los datos del presente trabajo obtenidos en las motoneuronas del NMOE
axotomizadas (no tratadas con VEGF) resultaron totalmente congruentes con estos trabajos

previos (Delgado-Garcia y col., 1988; Davis-L0pez de Carrizosa y col., 2009).
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Figura 9. Esquema de las aferencias sinapticas de motoneuronas axotomizadas del NMOE tras
la administracion de VEGF. Las principales aferencias del NMOE son: (i) las neuronas del
prepositus hypoglossi (PH), las cuales muestran un disparo ténico; (ii) las neuronas reticulares de
brote inhibidor (IBN) y excitador (EBN), que disparan durante sacadicos; y (iii) las neuronas del
nlcleo vestibular medial (MV), que llevan la sefal vestibular durante movimientos oculares
inducidos por estimulacion vestibular. EI papel que juega cada receptor, VEGFR-1 (R1) y VEGFR-
2 (R2), en el mantenimiento de cada entrada sinptica se encuentra esquematizado en forma de
balanza. E= posicion ocular, FR= frecuencia de disparo, i= ipsilateral (i.e., homolateral), c=
contralateral. Tomada de Calvo y col., 2018a.

En este primer articulo, ‘Synaptic loss and firing alterations in axotomized
motoneurons are restored by vascular endothelial growth factor (VEGF) and VEGF-B’, se
constata la prevencién o la completa recuperacion, en funcién del protocolo de

administracion, del patron de disparo de las motoneuronas lesionadas tras la administracion
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de VEGF o VEGF-B, sin que se observe ninguna de las alteraciones inducidas por la
axotomia. En estudios previos de nuestro grupo de investigacion se administraron diferentes
factores neurotréficos en este mismo modelo de axotomia (i.e., NGF, BDNF y NT-3), sin
embargo, ninguno de ellos produjo una completa y/o correcta recuperacion del patron del
disparo, asi como de las aferencias sinapticas, en motoneuronas axotomizadas del NMOE
(Davis-Lopez de Carrizosa y col., 2009, 2010). Asi, la administracion de BDNF recuperd el
componente tonico del disparo durante fijaciones oculares, pero no el fasico, mientras que
NT-3 produjo efectos complementarios al BDNF, ya que recupero el disparo fasico durante
sacadicos, pero no el disparo tonico (Davis-Lépez de Carrizosa y col., 2009). Por otro lado,
la administracion de NGF a las motoneuronas del NMOE axotomizadas recuperé el patron
de descarga tonico-fasico de estas células, pero indujo significativamente una mayor
irregularidad en el disparo tonico, asi como sensibilidades a la posicion y a la velocidad
ocular mayores que en las motoneuronas controles (Davis-L6pez de Carrizosa y col., 2010).
De entre los factores probados en nuestro modelo, por tanto, solo VEGF fue capaz de
recuperar el disparo tonico-fasico de estas motoneuronas tras su axotomia hasta valores

similares a los de las células control (véase Figura 10).

En cuestion de morfologia, se ha demostrado que la axotomia produce una pérdida
de contactos sinapticos, tanto alrededor del soma de las motoneuronas como en el neuropilo
(i.e., compartimento dendritico del ndcleo) (Pastor y col., 2000; Navarro y col., 2007). Tras
la administracion de VEGF su pudo observar una recuperacion de los contactos sinapticos
excitadores e inhibidores en las motoneuronas axotomizadas y en el neuropilo, manteniendo
un balance excitacion/inhibicién similar a la situacion control. La axotomia también genera
una reaccion astrocitica alrededor de las motoneuronas (Ridet y col., 1997), esta hipertrofia
glial generada esta asociada a la pérdida de contactos sinapticos, de hecho, se ha constatado
que las lamelas gliales se interponen entre los botones retraidos y la membrana postsinaptica
(Pastor y col., 2000). La administracion de VEGF (Tovar-y-Romo y col., 2007), los
implantes celulares (Benitez-Temifio y col., 2003) o la aplicacion de otros factores
neurotréficos (Davis-LOpez de Carrizosa y col., 2009) ya demostraron previamente su
capacidad para reducir la respuesta astrocitica tras la lesion, resultados que también se han

obtenido en nuestro modelo de administracion de VEGF.
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Figura 10. Esquema de los resultados obtenidos en el patron de disparo tonico-fasico de
motoneuronas axotomizadas del NMOE tras la administracion de diferentes factores
neurotroficos. La axotomia (B) produce una caida en ambos componentes del patron de disparo
respecto a la situacion control (A). La administracion de BDNF (C) recupera el disparo tonico,
mientras que la de NT-3 (D) recupera el fasico. NGF (E) aumenta la tasa de disparo de ambos
componentes y hace que el disparo sea mas irregular. Solo la administracion de VEGF (F) produce
una recuperacion del componente ténico-fasico y restituye los valores control. Tomada de Calvo y
col., 2018b.

Dados los prometedores resultados obtenidos en la aplicacion cronica de VEGF tras
la lesion, nos propusimos usar un abordaje de administracion del VEGF que resultara mas
facilmente aplicable en el dmbito clinico. Con este objeto, en el trabajo: ‘A single
intraventricular injection of VEGF leads to long-term neurotrophic effects in axotomized
motoneurons’, procedimos a realizar la administracion de VEGF en una tnica dosis a través
del cuarto ventriculo. Tras esta unica inyeccion, realizada en el mismo acto quirdargico que
la axotomia, se pudo observar que el patron de disparo de las motoneuronas axotomizadas
no sufria las alteraciones inducidas por la lesion, y que, ademas, este efecto preventivo en la

fisiologia se producia a largo plazo, al contrario de lo que se muestra en trabajos previos
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llevados a cabo en este mismo modelo experimental, donde el cese de la administracion
cronica de diversos factores troficos (BDNF, NT-3 y NGF), revierte los efectos de estos
sobre el patrén de disparo y las motoneuronas vuelven a mostrar claros signos de lesion
(Davis-L6pez de Carrizosa y col., 2009, 2010). No obstante, existen trabajos donde con una
Unica inyeccion de diferentes factores neurotréficos, como el factor neurotréfico derivado
de la linea celular glial (‘glial cell line-derived neurotrophin factor’ o GDNF) (Yue y col.,
2014), o el factor neurotréfico cerebral dopaminérgico (‘cerebral dopamine neurotrophic
factor” o CDNF) y el factor neurotréfico mesencefalico derivado de astrocitos
(‘mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor’ o MANF) (Voutilainen y col., 2009;
Airavaara y col., 2012), se ha observado que se induce neuroproteccion a largo plazo en
modelos de rata con sindrome hemiparkinsoniano, e incluso en trabajos experimentales
donde la administracion de BDNF es transitoria se ha comprobado que es suficiente para
mantener durante un largo plazo los axones regenerados en modelos de lesion espinal
(Blesch y Tuszynski, 2007).

Respecto a la morfologia, los resultados son parejos a los obtenidos en la
administracion crénica y, al igual que las propiedades fisioldgicas no se ven alteradas en el
protocolo de axotomia méas dosis Unica de VEGF intracerebroventricular, la densidad de
contactos sinapticos y astrocitica se mantiene similar a la situacion control, no mostrando
signos de lesion a largo plazo. Una posible explicacion para los efectos prolongados en el
tiempo descritos podria encontrarse en la capacidad de unién a heparina que tiene el VEGF,
lo que le permite unirse facilmente a la matriz extracelular durante largos periodos de tiempo,

alargando asi su actividad bioldgica (Krilleke y col., 2009).

Por altimo, en el articulo indicado, se realiz6 un estudio de la vasculatura del NMOE
para comprobar si la dosis de VEGF usada en este experimento producia angiogénesis o
alteraciones en la morfologia de los vasos sanguineos. Para ello se realizd un estudio
morfométrico midiendo la densidad de vasos, su nimero y diametro. En ninguno de estos
parametros se encontraron diferencias con respecto al tejido control. Asi mismo, se observo
que la axotomia tampoco afect6 a la vasculatura del nacleo. Ademas, nacleos proximos al
NMOE, como los nucleos vestibulares, tampoco sufrieron alteraciones tras la administracion
intracerebroventricular de VEGF en relacion a sus vasos sanguineos. Estos resultados
sugieren que el VEGF ejerceria sus funciones neuroprotectoras directamente sobre las

motoneuronas activando determinadas rutas de sefializacion intracelulares, y no a través del
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crecimiento de vasos que suplan de oxigeno y nutrientes a las células lesionadas, como

también se ha propuesto.

Las motoneuronas del NMOE son de dos tipos, MIF o SIF, descritas en un principio
segun el tipo de fibra muscular que inervan y su patron de inervacion (Buttner-Ennever y
col., 2001). En el trabajo ‘Functional diversity of motoneurons in the oculomotor system’,
nos propusimos realizar una caracterizacion morfo-funcional de estas motoneuronas, con el
fin de poder estudiar, mas adelante, como se comportan ambos tipos frente a la axotomia y

administracion de VEGF.

Estudios previos, basados en las aferencias premotoras que recibe cada tipo de
motoneurona, sugirieron que existiria una segregacion funcional en el tipo de movimiento
ocular que generan, estando las MIF involucradas en los movimientos oculares de fijacion,
y las SIF en los movimientos oculares rapidos, como los sacadicos o el reflejo vestibulo-
ocular (Wasicky y col., 2004; Ugolini y col., 2006). Sin embargo, los resultados fisiol6gicos
del presente trabajo (en el que se ha llevado a cabo por primera vez la identificacion
electrofisioldgica diferencial de motoneuronas MIF o SIF), han demostrado que ambos tipos
de motoneuronas participan en la generacion de diversos tipos de movimientos oculares (i.e.,
fijaciones, sacadicos, reflejo vestibulo-ocular, vergencia), no existiendo tal diferenciacion
entre motoneuronas ‘tonicas’ y ‘fasicas’, de acuerdo con otros estudios fisiologicos previos
de las motoneuronas del NMOE (Robinson, 1970; Delgado y col., 1986; Pastor y Gonzalez-
Forero, 2003).

Sin embargo, las diferencias encontradas en el patrén de disparo de las motoneuronas
MIF y SIF si podrian estar en concordancia con los estudios morfoldgicos arriba citados.
Ambas motoneuronas presentaron un patron de disparo tonico-fasico, pero las MIF
dispararon a tasas menores durante los distintos tipos de movimientos oculares, y presentaron
brotes de potenciales de accion durante los sacadicos ‘on’ de mucha menor frecuencia que
las motoneuronas SIF. Por tanto, los valores de sensibilidad a la posicion y a la velocidad
ocular de las motoneuronas MIF fueron signficativamente menores que los de las
motoneuronas SIF. Lo mismo paso con los valores de umbral de reclutamiento y de Fg. Estos
resultados sugieren que las MIF estarian implicadas en movimientos oculares que requieran
pequefios cambios de tension en el musculo, mientras que aquellos movimientos que
requirieran grandes incrementos de tension que, por otra parte, precisan de mayor fuerza,
serian generados por motoneuronas SIF. De hecho, las motoneuronas MIF inervan fibras

musculares que solo se contraen cuanto la estimulacion es repetitiva, por lo que la tension
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generada dependera de la frecuencia de estimulacion (Meredith y Goldberg, 1986). Este dato

justificaria su participacion en el ajuste fino de los movimientos oculares.

El estudio morfoldgico realizado en este trabajo muestra, en concordancia con otros
autores y especies usadas (Blttner-Ennever y col., 2001; Eberhorn y col., 2005; Bohlen y
col., 2017), que las motoneuronas MIF tienen menor tamario que las SIF, lo que explicaria
su mayor latencia de activacion antidromica y su bajo umbral de reclutamiento, en
comparacion con las motoneuronas SIF. Un menor tamafio celular implicaria una mayor
resistencia de membrana y, por tanto, mayor seria la excitabilidad ante una determinada
cantidad de corriente sinaptica dada. Esto podria explicar los valores bajos de umbral de
reclutamiento que se encontraron en las motoneuronas MIF frente a las SIF. Respecto a los
contactos sinapticos, la densidad de aferencias a las motoneuronas SIF fue
significativamente mayor que a las motoneuronas MIF, lo que podria explicar su mayor tasa
de disparo y mayores sensibilidades oculares, ya que recibirian mas impulsos sinapticos. En
el presente trabajo se ha mostrado que el tipo de aferencias (excitadoras versus inhibidoras)
que recibe cada tipo de motoneurona fue cualitativamente el mismo, si bien lo reciben en
diferente proporcién, pero mostrando un balance de botones inhibidores/excitadores similar
entre ambos tipos motoneuronales. Por Gltimo, se estudié la distribucion de las motoneuronas
MIF y SIF dentro del nicleo NMOE y no se encontrd segregacion anatdmica, esto es, ambos
tipos de motoneuronas aparecieron entremezcladas, al contrario de lo que muestran otros
trabajos en otras especies distintas al gato, en los que se sitian a las motoneuronas MIF en
zonas periféricas del ndcleo, aunque en la rata no es tan evidente como en primates (Buttner-
Ennever y col., 2001; Eberhorn y col., 2005; Erichsen y col., 2014). En la Figura 11 se
presenta una ilustracién, a modo de resumen, comparando las propiedades morfofuncionales

de las motoneuronas MIF con las de las SIF obtenidas en el presente trabajo.

Con el fin de determinar si ambos tipos de motoneuronas respondieron de forma
similar o diferencial al tratamiento con VEGF tras la axotomia, utilizamos un criterio
matematico para poderlas diferenciar, dado que en los experimentos de axotomia y
administracion del factor, el procedimiento de lesion del sexto par craneal en la oOrbita
implico necesariamente la extirpacion del musculo recto lateral. Por tanto, nos fue imposible
identificar mediante métodos electrofisioldgicos a las motoneuronas MIF frente a las SIF.
Sin embargo, dado que los valores de sensibilidad a la posicion ocular (k, en
espigas/segundo/grado) y los valores de umbral de reclutamiento (Th, en grados) fueron

significativamente menores en las motoneuronas MIF que en las SIF, separamos los
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extremos de las poblaciones motoneuronales registradas en los distintos procedimientos de
administracion de VEGF en base a estas propiedades fisiologicas (anexo Al). Los resultados
gue se obtuvieron mostraron que las (posibles) motoneuronas MIF axotomizadas y tratadas
con VEGF presentaron valores de k similares al control. Los mismos resultados se
obtuvieron con las (posibles) motoneuronas SIF, esto es, que los valores de k tras la
axotomia+VEGF fueron similares a los controles. Con lo que estos datos indicaron que
ambos tipos motoneuronales se recuperaron de los efectos de la axotomia tras la
administracion del VEGF en los distintos procedimientos usados. También hay que destacar
que, comparando todos los distintos grupos experimentales entre si (incluyendo las
motoneuronas controles y las tratadas), las Unicas diferencias significativas que se
obtuvieron fueron en relacion a los valores de k de las motoneuronas MIF, frente a los de las
SIF (independientemente del tratamiento), siendo menores en las primeras, en congruencia

con nuestro trabajo ‘Functional diversity of motoneurons in the oculomotor system’.

End-plate region

Proximal tendon

_,_I_’_|—EP
Distal tendon V <{ _ABD | h
SIFMH\" FR
\MIF Mn s
g B R

—d Excitatory boutons A
—< Inhibitory boutons -4 MIF Mn

Figura 11. Esquema de las propiedades morfofuncionales de las motoneuronas MIF y SIF. Las
motoneuronas MIF (MIF Mn) tienen menor (i) frecuencia de disparo (FR), (ii) sensibilidad a la
posicion (EP) y la velocidad ocular, (iii) frecuencia en los brotes de disparo durante sacadicos en la
direccion de activacion, (iv) umbral de reclutamiento, (v) tamafio de soma y (vi) cantidad de
contactos sinapticos que las motoneuronas SIF (SIF Mn). Ambas participan en todos los tipos de
movimientos oculares estudiados y muestran similar ratio de botones sinapticos
excitatorios/inhibitorios. SIF Mn inervan fibras SIF, con uniones neuromusculares en plaque en la
zona ‘end-plate’, mientras que MIF Mn lo hacen a lo largo de las fibras MIF con uniones en grappe.
Adaptada de Hernandez y col., 2019.

Finalmente, quisimos comprobar si existian diferencias entre las motoneuronas MIF
y SIF del NMOE en relacion a su contenido en factores neurotroficos, en concreto, los 4
factores utilizados en nuestro modelo experimental: BDNF y NT-3 (Davis-Lopez de
Carrizosa y col., 2009), NGF (Davis-Lépez de Carrizosa y col., 2010) y VEGF (presente
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trabajo) que pudieran, de alguna manera, correlacionar con las diferencias fisiologicas que
se encontraron entre ambos tipos motoneuronales en el trabajo ‘Functional diversity of
motoneurons in the oculomotor system’. Las motoneuronas MIF se identificaron
retrégradamente tras la inyeccion de rodamina en la union miotendinosa del masculo recto
lateral. EI marcaje retrogrado se combind con inmunocitoquimica doble frente a ChAT y
frente a cada uno de los 4 factores neurotroficos mencionados. Las motoneuronas MIF se
identificaron porque fueron la Unicas en presentar el doble marcaje rodamina+ChAT. Tal y
como se presenta en el anexo 1, no se encontraron diferencias significativas en la densidad
Optica para ninguno de los 4 factores neurotréficos entre las motoneuronas MIF y SIF. Por
lo tanto, los datos obtenidos sugieren que las diferencias morfofisiologicas entre ambos tipos
motoneuronales no tienen como base un diferente soporte neurotrofico desde las fibras

musculares MIF o SIF.
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CONCLUSIONES FINALES

A partir de los resultados obtenidos en los trabajos presentados, se exponen las

siguientes conclusiones sobre las motoneuronas del nacleo del motor ocular externo:

PRIMERA. La administracion exdgena de VEGF y VEGF-B en el momento de la axotomia
(protocolo de administracion inmediata), y realizada de forma continuada a través del nervio
seccionado, previene completamente las alteraciones, tanto en el patron de disparo como en

la sinaptologia aferente, de las motoneuronas lesionadas.

SEGUNDA. Tras un periodo de axotomia (protocolo de administracion tardia), la
administracion exogena continuada de VEGF a través del nervio seccionado, conduce a la
recuperacion de la actividad fisioldgica y de los contactos sinépticos de las motoneuronas

lesionadas, a la vez que no se observa la reaccion astrocitica inducida por la axotomia.

TERCERA. La administracion exdgena de una sola dosis de VEGF, realizada a través del
cuarto ventriculo en el momento en que se produce la seccién del nervio, previene a largo
plazo, tanto las alteraciones fisioldgicas y sinapticas de las motoneuronas lesionadas, asi

como la respuesta astrocitica inducida por la lesion.

CUARTA. EIl tratamiento con una sola dosis intracerebroventricular de VEGF no induce
alteraciones en el sistema vascular del nicleo del motor ocular externo, ni en nucleos
cercanos, lo que significa que el VEGF ejerce sus efectos en las motoneuronas lesionadas de

forma directa.

QUINTA. Los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 estdn presentes en el soma de las
motoneuronas, en sus axones y en el axdn presinaptico de la union neuromuscular. Ademas,
las fibras musculares del recto lateral expresan VEGF. Todo ello evidencia la existencia de

un transporte retrogrado tréfico de VEGF desde el musculo.

SEXTA. El blogueo de VEGFR-2, junto con la administracion de VEGF a las motoneuronas
lesionadas, evita la completa recuperacion de las propiedades fisiologicas durante
movimientos oculares espontaneos, pero no afecta a la recuperacion en el patrén de disparo
durante el reflejo vestibulo-ocular. Se demuestra asi la accion tréfica diferencial de ambos

receptores sobre distintos tipos de aferencias sinapticas.
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SEPTIMA. Las motoneuronas MIF y SIF presentan un patron de disparo similar, sin que
exista segregacion fisiologica basada en el tipo de movimiento ocular. Su distribucion

topografica en el nucleo indica que tampoco existe segregacion anatomica.

OCTAVA. Las motoneuronas MIF representan una clase motoneuronal que se diferencia de
las motoneuronas SIF por su menor frecuencia de disparo, sensibilidades neuronales, umbral

de reclutamiento, tamafio somético y densidad de contactos sinapticos.

NOVENA. Tanto las motoneuronas MIF como SIF presentan una inmunorreactividad
somatica similar de BDNF, NT-3, NGF y VEGF en el cerebro adulto. Por tanto, el contenido
en cualquiera de estos factores no puede explicar las diferencias morfofisioldgicas entre

ambos tipos de motoneurona.

DECIMA Y ULTIMA. Las conclusiones aqui expuestas permiten formular la siguiente
tesis: ‘el VEGF es el unico factor demostrado hasta el momento que previene y rescata a las
motoneuronas oculomotoras axotomizadas de los cambios morfofisiol6gicos inducidos por

la lesion’.
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FINAL CONCLUSIONS

From the results obtained in the papers of the present work, the following conclusions

are formulated about the motoneurons of the abducens nucleus:

FIRST. The exogenous administration of VEGF and VEGF-B at the time of axotomy
(immediate administration protocol), carried out chronically through the sectioned nerve,
completely prevents the alterations, both in the firing pattern and in the afferent synaptology,

of the injured motoneurons.

SECOND. After a period of axotomy (delayed administration protocol), the chronic
exogenous administration of VEGF through the sectioned nerve leads to the recovery of the
physiological activity and synaptic contacts of injured motoneurons. Furthermore, the

astrocytic reaction induced by the axotomy is not observed.

THIRD. The exogenous administration of a single dose of VEGF performed through the
fourth ventricle at the time of the nerve section prevents, in the long term, both the
physiological and synaptic alterations of the axotomized motoneurons, as well as the

astrocytic response induced by injury.

FOURTH. The treatment with a single intracerebroventricular dose of VEGF does not
induce alterations in the vascular system of abducens nucleus, or in nearby nuclei, which

means that VEGF acts directly on injured motoneurons.

FIFTH. VEGFR-1 and VEGFR-2 receptors are present in the motoneuron soma, their axons,
and their presynaptic terminals at the neuromuscular junction. In addition, the muscle fibers
of the lateral rectus muscle express VEGF. These results evidence the existence of a trophic

retrograde transport of VEGF from the muscle.

SIXTH. VEGFR-2 blockade simultaneously with VEGF delivery to injured motoneurons,
prevents the recovery of the firing pattern of axotomized motoneurons during spontaneous
eye movements, but not during the vestibulo-ocular reflex. Thus, it is demonstrated the

distinct trophic action of each receptor on different types of synaptic afferents.

SEVENTH. MIF and SIF motoneurons show a similar firing pattern, with no physiological
segregation based on the type of eye movement. Their topographic distribution within the

nucleus also indicates that there is no anatomical segregation.
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EIGHTH. MIF motoneurons represent a motoneuronal class that differs from SIF
motoneurons by their lower firing frequency, neuronal sensitivities, recruitment threshold,

somatic size, and density of synaptic contacts.

NINTH. Both MIF and SIF motoneurons exhibit similar somatic immunoreactivity to
BDNF, NT-3, NGF, and VEGF in the adult brain. Therefore, the relative content of any of
these factors cannot explain the morphophysiological differences between both types of

motoneuron.

TENTH AND LAST. The conclusions exposed here allow the formulation of the following
thesis: “VEGF is the only factor demonstrated to date that prevents and rescues axotomized

oculomotor motoneurons from the morphophysiological changes induced by injury’.
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