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1.1. ¢éQUE ES EL OXIDO NIiTRICO?

El 6xido nitrico es un gas que es sintetizado en distintas células del
organismo y que tiene un papel crucial como molécula de sefializacién celular.
Los sistemas de transduccién de senales en los que interviene el 6xido nitrico
son especialmente relevantes en el cerebro y en el sistema cardiovascular.
Dicha molécula ha sido estudiada desde hace afios, en 1987 se descubrié que
el cuerpo humano produce pequeiias cantidades de 6xido nitrico a partir del
aminoacido arginina. Este descubrimiento ayud6 a entender el mecanismo de
actuacion de diversos nitratos organicos empleados como medicamentos en
ataques de “angor pectoris” que igualmente liberan 6xido nitrico en el cuerpo
humano. Incluso, el tratamiento de pacientes con arterosclerosis con arginina,
parece tener el mismo principio. Por todos estos estudios, en 1998, obtuvieron

el Premio Nobel Robert Furchgott, Ferit Murad y Lois Ignarro.

En cuanto a sus caracteristicas, el 6xido nitrico es una molécula gaseosa
liposoluble, membrana-penetrante y muy difusible. Se libera aparentemente
por difusiéon sobre células vecinas siendo capaz de activar cadenas
metabolicas intracelulares, mediante la sintesis de guanosina 5 monofosfato,
el GMPc (que actia como mensajero intracelular). En referencia a su
distribucion, el 6xido nitrico es una molécula ampliamente distribuida por
nuestro organismo. La sintesis de 6xido nitrico se realiza por accién de una

enzima, la 6xido nitrico sintasa (NOS). Por esta sintesis se pueden estudiar


http://es.wikipedia.org/wiki/1987
http://es.wikipedia.org/wiki/Aminoácido
http://es.wikipedia.org/wiki/Arginina
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Angina_péctoris&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Artierosclerosis&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
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sus variantes o isoformas en macrofagos, células endoteliales y células

neuronales.

1.1.1. La Oxido Nitrico Sintasa (NOS):

Como hemos comentado previamente, la Oxido Nitrico Sintasa (NOS) es
la enzima encargada de sintetizar 6xido nitrico a partir del aminoacido L-
arginina. Para ello, requiere la presencia de dos cofactores, el oxigeno y el
Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducida (NADPH). La
enzima NOS se encuentra distribuida en diferentes tejidos del organismo y
tiene varias isoformas (Werner-Felmayer, 1991). La isoforma NOS-
neuronal es la que se encuentra relacionada con la NADPH-d y esta
ampliamente distribuida por el Sistema Nervioso Central (SNC) (Saffirey MJ
1992; Schmidt, 1992). Dicha enzima fue caracterizada por Kuonen y cols.
en 1988; tiene una masa molecular de 150.000-170.000 Daltons con una
actividad maxima a 37°C y un amplio rango de pH, con valores 6ptimos entre

7y 9 (inhibiéndose s6lo, con valores por debajo de 3 y por encima de 11).

Por otro lado, se ha demostrado que existen tres isoformas distintas de
esta enzima: NOS-endotelial, NOS-neuronal y NOS-inducible (6
macrofagica) (Hope, 1991), lo que indica que esta enzima esta presente en
muy diversas poblaciones celulares como el cerebelo, hipocampo, cuerpo
estriado, cortex, hipotdlamo, cerebro medio y médula espinal, apareciendo
ademas en células endoteliales, astrocitos, células Kupfer, fibroblastos, células

mesangiales, musculo liso, neutroéfilos y macrofagos.


http://es.wikipedia.org/wiki/Aminoácido
http://es.wikipedia.org/wiki/L-arginina
http://es.wikipedia.org/wiki/L-arginina
http://es.wikipedia.org/wiki/Oxígeno
http://es.wikipedia.org/wiki/NADPH
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Estas tres isoformas tienen diferentes caracteristicas:

- NOS-Neuronal: Existe una NOS-neuronal de accidon rapida, Calcio-
calmodulin-dependiente, pero no se descarta que hayan otras
isoenzimas.

- NOS-Endotelial: también Calcio-calmodulin-dependiente.

- NOS-Inducible-Macroéfagica: los macréfagos no contienen
normalmente dicha enzima en su citoplasma sino que se sintetiza “de

novo” ante la aparicién de determinados agentes agresores.

En la actualidad es posible detectar indirectamente la presencia de NOS-

neuronal mediante dos tipos de procesos:

Anticuerpos especificos contra la NOS-neuronal purificada
(Bredt y cols., 1992). Cabe decir también que existen comercializados

anticuerpos especificos para las otras dos isoformas.

Deteccién mediante técnica histoquimica de la actividad de la
NADPH-diaforasa (Vincent SR y cols., 1992).

La isoforma NOS-neuronal fue localizada inmunocitoquimicamente en
diversas poblaciones neuronales del cerebro de la rata y en neuronas
distribuidas en diversos o6rganos de rata, mono y humano. Se conoce su
amplia distribucion en el cerebro de la rata y su correlacion con estructuras
celulares que contengan GMPc. Mediante técnicas de inmunohistoquimica, se

ha estudiado la evolucion y la localizacién de este enzima a nivel de cerebro de
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ratas; pudiéndose comprobar que la primera actividad de la enzima NOS en el
cerebro de la rata comienza en el dia 15 de vida embrionaria desarrollandose
ésta durante el periodo prenatal y perinatal (Terada y cols., 1996). Ademas,
en cerebros de ratas adultas se ha podido comprobar que las neuronas Oxido
Nitrico Sintasa Inmunoreactivas contienen varios neurotransmisores
(Somatostatina, neuropéptido Y, etc.) de manera que probablemente
contribuirian en la regulacion de sistemas de neurotransmisores

(Bredty cols., 1990).

En cuanto a su distribucién, existe una distribucion distinta de la enzima
a nivel regional, de manera que, los niveles més altos de dicha enzima se
encuentran a nivel de cerebelo, siendo en el hipotalamo, cuerpo estriado e
hipocampo donde se encuentra en niveles inferiores. Por tultimo, los niveles

mas bajos se dan en el troncoencéfalo (Forstermann y cols., 1999).

La actividad de la NOS neuronal depende mucho de la concentraciéon de
ion calcio. La enzima se encuentra inactiva a bajas concentraciones de ion
calcio libre y se activa al maximo cuando estos niveles estan alrededor de
imicroM (Mayer y cols., 1990). Segin estudios realizados por Rodrigo y
cols. en 1998, el glutamato es un aminoacido que tras su eliminacién en el
terminal presinaptico incrementa el flujo del ion calcio hacia el interior de la
neurona, el cual activa a la NOS. El glutamato actuaria en este caso sobre el
receptor especifico para activar este sistema, un subtipo de N-metil-D-

aspartato (NMDA), concretamente el NMDA Ri1. Por tanto, se ha
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demostrado que a nivel del SNC, las células que presentan actividad de

sintesis de 6xido nitrico también presentan dicho receptor.

Por otra parte, se ha podido comprobar que la NADPH-diaforasa y la
NOS se han localizado en las mismas poblaciones neuronales y que
su actividad es paralela a la produccion de 6xido nitrico y GMPec. La
identificacion de la NOS como la enzima responsable de la reaccién
histoquimica de la NADPH-diaforasa, ha hecho posible hacer un detallado
mapa de esta enzima a través del SNC. La enzima tiene una semejanza con el
citocromo P-450 y contiene secuencias para la uni6on del flavin-
mononuclebtido (FMN), del flavin-dinucleétido (FAD) y la NADPH (Bredt y

cols., 1991).
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1.1.2. ¢Qué funcién tiene el Oxido Nitrico?

En cuanto a su funcionalidad, el 6xido nitrico puede estar implicado en
una amplia gama de procesos biologicos. El 6xido nitrico participa tanto en
procesos de neuromodulacién como en la regulacién vascular. La salida
de 6xido nitrico comienza con una mayor concentraciéon de calcio intracelular
siendo las proteinas calcio-dependientes las que juegan un importante papel
en la regulaciéon del mismo y en la proteccion de la muerte celular por

toxicidad ( Park y cols., 1999 y 2000).

Por un lado, el oOxido nitrico actia en ocasiones como un

neurotransmisor que presenta unas caracteristicas especiales:

1. Penetra de forma lipofilica en la célula diana

2. No es almacenado en vesiculas

3. No tiene enzimas especificas para su metabolismo siendo degradado
espontaneamente por oxidaciéon

4. Tiene una vida media de segundos

El receptor natural para el 6xido nitrico es la Guanilil-ciclasa (GCs),
pero también puede tener otros mecanismos de accion como mediador en
otras vias de transmision de sehales o puede tener un efecto directo mediante
nitrosilacion sobre algunas proteinas, modificAndose la funcién natural de

las mismas.



Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Introduccion

Por otro lado, la via de sefnalizacién Oxido nitrico-GCs-GMPc media

numerosos procesos fisiolégicos (Rodrigo y cols., 1994 y 1997):

-  Relajacién musculo liso no vascular (regulacion de tono
bronquial, peristaltismo a nivel del sistema gastrointestinal,
contraccion de utero y corazon, regulacion de esfinteres)

- Relajaciéon del misculo liso vascular (regulacion de presion
sanguinea)

- Neurotransmision periférica y central

- Activacion plaquetaria

- Fototransducciéon

Cabe destacar que la importancia del 6xido nitrico no es s6lo mediar en
situaciones fisiolégicas sino que también tiene un papel relevante en
situaciones de tipo patologico. La GCs es una atractiva diana terapéutica en
situaciones patologicas como el angor, el infarto de miocardio, hipoxia,
glaucoma, trombosis o shock séptico donde la activacion de esta via esta

fuertemente implicada (Moncada y cols., 1991).

A nivel cerebral, entre las funciones que presenta el 6xido nitrico en el
Sistema Nervioso Central se pueden citar las siguientes (Rodrigo y cols.,

2000):
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e Autorregulacion del flujo vascular tanto central como
periférico (se produce un incremento del flujo sanguineo

cerebral durante la hipercapnia)

e Activacién de fibras parasimpaticas que inervan los vasos

cerebrales

e Participaciéon en los mecanismos de defensa cerebral ante las

infecciones mediante microglia

e Participacibn en procesos de plasticidad neuronal,
aprendizaje y memoria

e Participacién en fenémenos de envejecimiento neuronal

Para Schuman y Madison (1991), el 6xido nitrico en las neuronas de
axo6n corto, ha sido considerado como un mensajero retrégrado, producido en
respuesta a la activaciéon de la excitacién de los receptores. También han
sugerido varios autores como Ingram y cols. (1994); Vernet y cols.
(1998); Yamada y cols. (1998) y Calabrese y cols. (2000), que el
desequilibrio en su produccién podria ser un factor estructural en dafios
neuronales  produciéndose un deterioro funcional durante el

envejecimiento del cerebro.
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En el caso de la participacion en la plasticidad neuronal se atribuye la
particularidad que tiene esta molécula de realizar una transmisiéon sinaptica
de caracter retrogrado. Este gas puede viajar desde la membrana
postsinaptica a la presinaptica participando en el “fenémeno de
potenciacion de la actividad neuronal a largo plazo”. Por ello, se
encuentra relacionado en procesos tan importantes como la plasticidad
neuronal asociada a la memoria y el aprendizaje (Nathan C. y cols., 1994;

Rodrigo J. y cols., 1994y 1997).

A nivel de retina, el 6xido nitrico no solamente se ha visto implicado en
procesos de neurotransmision sino que asume un decisivo papel como
mediador en la regulacion del flujo vascular retiniano (Roufail E. y
cols., 1995). En otros estudios, se ha sugerido que la actividad local de la
6xido nitrico sintasa de las células amacrinas podria también influenciar en el
adecuado desarrollo vascular de la Capa Nuclear Interna (Patel J.I. y cols.,
1997). Asi pues, los autores citados no s6lo han implicado al 6xido nitrico en el
funcionamiento vascular y neuronal retiniano sino que incluso tendria ademés

un papel destacado en el adecuado desarrollo retiniano.

Asimismo, en la corteza visual se han realizado numerosos estudios sobre
el 6xido nitrico. Kara P. y Friedlander M.J. en 1999 estudiaron “in vivo”
los potenciales evocados de corteza cerebral visual en gatos. Para ello,
utilizaron analogos de la arginina y regulando al alza o a la baja la produccién

de 6xido nitrico. Analizaron las respuestas y observaron que cuando el 6xido
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nitrico se regulaba al alza, aumentaban el nimero de potenciales de accion
evocados por los estimulos visuales, se detectaba una sefial mejorada y se
producia una disminuciéon del coeficiente de variacién de las respuestas
evocadas visualmente (mientras que los protocolos de reducciéon de 6xido
nitrico tenian los efectos opuestos). De manera que los autores, concluyeron
en que el 6xido nitrico contribuye a la capacidad del SNC para distinguir las
seitales sensoriales de los ruidos de fondo y ademas se extrae

informacion sensorial con mas fiabilidad.

En el mismo afho, Cudeiro J. y Rivadulla C. analizaron el papel del
6xido nitrico en el sistema visual en gatos. Explicaron en su estudio que el
6xido nitrico era un mensajero muy especial, pues bajo ciertas
condiciones puede cambiar el rol para convertirse en “amigo” o
“enemigo” neuronal. Por otro lado, el 6xido nitrico difunde a través de
todas las barreras fisiologicas y puede actuar en células vecinas a través de un
extenso volumen. Por tanto, el 6xido nitrico interviene desde el nivel retiniano
hasta el nivel visual cerebral ya que por un lado actdia en el nivel mas bajo de
la vision, en la transduccion de la retina, y por otro lado, realiza un

control en la excitabilidad neuronal en la corteza visual.

Maés recientemente, en 2008, Garthwaite J., realiz6 una revision en la
que se exponia la importancia del 6xido nitrico como transmisor quimico en el
SNC de los mamiferos. El autor habla en su trabajo de las numerosas
funciones de 6xido nitrico y de la importancia de su actuacién tanto en area

postsinaptica como presindptica actuando sobre el sistema GMPc (de manera
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que se amplifica la seital neuronal marcadamente y se potencia la
comunicacion sinaptica). Ademas, el autor hace hincapié en que el 6xido
nitrico facilita la comunicacion entre células endoteliales y

neuronales.
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1.1.3. Oxido Nitrico y Envejecimiento:

El 6xido nitrico desempefia también un importante papel en el proceso
de envejecimiento. Con el paso del tiempo, las células sufren un deterioro
morfofuncional debido a un proceso involutivo que estd determinado tanto
por factores genéticos como ambientales. La presencia de radicales libres en
las células producen dafios oxidativos en el material genético, en los lipidos de
las membranas y en proteinas enzimaticas. Las células danadas
irreversiblemente acaban progresando hacia la muerte, bien por mecanismo
de apoptosis (fisiolégico) o bien mediante necrosis (en patologias). Esta
muerte celular acabara deteriorando el tejido y el 6rgano al que pertenezcan.
En el caso de la apoptosis, se trata de un proceso fisiolégico que puede ser de
vital importancia en los fendmenos de desarrollo evolutivo de o6rganos y
tejidos. Por otro lado, el 6xido nitrico actda como radical libre en los procesos
de envejecimiento celular cuando se encuentra en cantidades excesivas en el
citoplasma de dichas células (Rodrigo et al., 1998). Ademas de dicha
molécula, intervienen otros radicales libres a este estrés oxidativo como son el

superdxido, el per6xido de hidrégeno, el hidroxilo y también el peroxinitrito.
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1.1.4. El Oxido Nitrico y los Procesos Patolégicos

El 6xido nitrico aumenta en diversas situaciones patologicas. Los
niveles altos de 6xido nitrico estan asociados a una citotoxicidad celular (no
especifica) mediada por la activacion de procesos inmunes y relacionada con

ciertas afecciones cronicas.

Asi pues, se ha relacionado el 6xido nitrico con los procesos
fisiopatologicos de la migrana, epilepsia, enfermedades neurodegenerativas y
agresiones sufridas por el cerebro en las que se produce excitotoxicidad

(Rodrigo y cols., 2000).

En la enfermedad de Huntington, el 6xido nitrico liberado de la NOS
neuronal puede mediar en la muerte celular relacionada con la alta
producciéon de glutamato. Las interneuronas del cuerpo estriado, que
contienen neuropéptido Y, somatostatina y NOS neuronal, sobreviven durante
el desarrollo de la enfermedad aunque se encuentran seriamente dafiadas

(Norris P.J., 1996).

En la enfermedad de Parkinson, se produce un estrés oxidativo que
termina con la muerte neuronal de la sustancia negra, se produce un
aumento de los niveles de hierro y una disminuciéon del “glutation”
(antioxidante) lo cual dana la funci6én mitocondrial. El 6xido nitrico parece

estar implicado en la produccién de radicales hidroxilos. En estudios
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experimentales se indujo artificialmente el Parkinson en ratones con 1-metil-
4-fenilpiridinio. Se observé que tanto los ratones “knockout” que carecian de
NOS neuronal como en los tratados con un inhibidor de la NOS neuronal,

tenian una resistencia a este Parkinson inducido (Jenner P., 1998).

Hay estudios que relacionan alteraciones de la regulacion del 6xido
nitrico con la enfermedad de Alzheimer. En neuronas “enfermas” con
anormalidades en el citoesqueleto y sometidas a estrés oxidativo, la
dimetilarginasa, enzima que destruye los inhibidores endogenos de la NOS
neuronal esta elevada. Por tanto, no se inhibe la NOS neuronal y se produce
un exceso de oOxido nitrico. Estas alteraciones no fueron encontradas en

neuronas normales envejecidas (Smith MA, 1998; Yew DT, 1999).

En la Esclerosis Miltiple, Sherman y cols., postularon que la respuesta
inmune para la destrucciéon de melanina y oligodendrocitos estaba mediada
por el sistema del 6xido nitrico. Los macréfagos/microglia producen un
exceso de 6xido nitrico que media un exceso de produccion de citoquinas

(Sherman M.P. y cols., 1992).

En resumen, son multiples los estudios que coinciden en que el 6xido
nitrico puede intervenir en la citotoxidad celular cuando se encuentra en
cantidades excesivas por diversos mecanismos. El 6xido nitrico se
encuentra implicado en la nitrosilacién de acidos nucleicos, roturas de ADN,
formaciéon de radicales libres e inactivacion de enzimas ferrosulfurados que

alteraria los procesos energéticos celulares. El  6xido nitrico ademés,
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interacciona con el ani6on superéxido y se produce la formacién de
peroxinitrito. Finalmente, el peroxinitrito puede nitrar los residuos de tirosina

de las proteinas alterando la funcionalidad celular.
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1.1.5. Sistema Nervioso Central y Oxido Nitrico

El o6xido nitrico es un compuesto quimico que actha como
neurotransmisor sobre todo a nivel del Sistema Nervioso Central (SNC), su
mecanismo de accién parece ser que es el de participar como un mensajero
retrogrado intracelular como hemos comentado en apartados anteriores
(Vincent, 1992). Se ha demostrado en varias investigaciones que el 6xido
nitrico es capaz de liberar acetilcolina de las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal (Prast y Philippu, 2001) lo que indicaria su
participacion en las funciones cognitivas cerebrales. Por otra parte, se
encuentra implicado en procesos neurodegenerativos como se ha

explicado anteriormente.

El 6xido nitrico muestra por tanto una gran variedad de funciones que
han sido estudiadas a lo largo de los afios desde su descubrimiento, aqui se

exponen algunas de estos estudios:

1. Participaciéon en mecanismos de plasticidad sinaptica (Gally,
1990)

2. Refinamiento de conexiones neuronales (Edelman y Gally,
1992)

3. Participacién en mecanismos de muerte neuronal (Dawson, 1996)
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1.1.5.1. Sistema Nervioso Central y el Sistema Guanilil-ciclasa (GMPc):

Estd comprobado que el 6xido nitrico participa en varias funciones
fisiologicas a través de la activacion de un segundo mensajero denominado
GMPc (Schmidt y cols., 1994). Este 6xido nitrico parece ser el tinico, entre
los muchos neurotransmisores que existen, que no actia sobre el receptor de
superficie celular, sino que lo hace a través de un enzima intracelular que es
una isoforma soluble de la Guanilil-ciclasa siendo dicha forma la que hace
aumentar los niveles de GMPc en la célula. Mediante técnicas de
inmunohistoquimica se ha podido observar la localizacion del enzima guanilil-
ciclasa y del GMPc en el Sistema Nervioso Central; detectindose en algunos
estudios en sustancia negra y en estriado, corteza cerebelar y en hipocampo.
Distintos estudios pueden indicar que el GMPc actuaria de tres formas

diferentes:

- como fosfodiesterasa
- como proteina-quinasa

- como canales de iones

Las fosfodiesterasas son enzimas que catalizan la ruptura de un enlace
fosfodiéster como por ejemplo el que se establece en los 4cidos nucleicos entre
una pentosa y un fosfato, son también llamadas nucleasas. Ello conlleva la

regulaciéon del GMPc. Una proteina-quinasa es una enzima que modifica a
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otras proteinas (sustratos) mediante fosforilacion, y por tanto, activindolas o
desactivindolas. Ocupan, por tanto, un lugar central en la cascada de
respuesta ante una seflal quimica que llegue a la célula. Mientras que la
fosfodiesterasa y la proteina-quinasa se localizan en el cerebro ademas
de otros tejidos, los canales de iones no se localizan en el cerebro pero si en

epitelio olfatorio, corazon y rifion (Wolfy cols., 1997).
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1.2. LA NADPH-diaforasa:

1.2.1. ¢Qué es la Neurona NADPH-diaforasa?

Las neuronas NADPH-diaforasa 6 NADPH-d (Nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato-diaforasa) fueron descritas por primera
vez en el estriado por Thomas y Pearse en el afio 1961, dichos autores
observaron neuronas con alto contenido de la enzima Nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato reducida (NADPH) que en presencia de NADPH-
diaforasa, se producia la reduccién del colorante sal de tretazolium, a un

producto visible, los granulos de “formazan”.

NADPH-diaforasa

o) — > — ()

Originalmente, el método se hacia con material no fijado, posteriormente
se introdujeron modificaciones que permitieron trabajar con materiales

fijados con aldehidos (Schmidt, 1994).
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Las neuronas NADPH-d han sido estudiadas en relacion a diferentes
funciones metabdlicas especificas, parece ser que son neuronas resistentes
ala isquemia, a determinados neurotoxicos y en enfermedades como el
Huntington son neuronas que se mantienen indemnes (resisten a la muerte
celular aunque se encuentran dahadas), como hemos explicado en el apartado
anterior. Numerosos estudios han establecido una correlacion entre la sintesis
de 6xido nitrico a partir de la L-arginina en células que presentan NADPH,
con lo que identificando células positivas para la NADPH-d estariamos
identificando células productoras de éxido nitrico (Hope, 1991; Dawson,

1991).

La 6xido nitrico sintasa cataliza la formacion de 6xido nitrico a partir de
la L-arginina, esta reaccion es Ca2** y NADPH dependiente de manera que la
L-arginina pasa a L-citrulina mas 6xido nitrico y el NADPH pasa a

NADP.

Anadiendo a una muestra que tenga células positivas para NADPH el azul
de tretazolium y la NAPH-d, los granulos de tretazolium pasaran a formazan,
precipitando en forma de “granulos de color azul oscuro sobre un fondo
rosado”. Es muy interesante destacar que esta deshidrogenasa al tener la
peculiaridad de poder ser marcada histoquimicamente podremos
caracterizar subpoblaciones celulares que quedaran tefiidas en azul oscuro
por dicha reacci6on. Realizando la reaccion histoquimica de la NADPH-d
podremos localizar y estudiar qué células son las que intervienen

en la sintesis del 6xido nitrico.
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A

L-arginina--------------=----- - L-citrulina + Oxido Nitrico

NADPH NADP*

Sin embargo, estas neuronas positivas para NADPH-d no estan ligadas a
un determinado neurotransmisor sino que en base a métodos
inmunohistoquimicos combinados, se ha demostrado que a nivel de la
sustancia reticular pontina se encuentra selectivamente ligada a neuronas de
tipo colinérgico y por otro lado, a nivel de corteza y estriado estas neuronas
se encuentran ligadas a la somatostatina y al neuropéptido Y (Vincent

SR, 1983).
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1.2.2. Funcion de las células NADPH-diaforasa y
correlaciéon con el Oxido Nitrico

Se han publicado numerosos trabajos que correlacionan la
actividad NADPH-d con la sintesis de 6xido nitrico (Saffrey y cols.,
1992; Hope y Vincent, 1994). La NADPH-d es una enzima encargada de
producir el 6xido nitrico a partir de la L-arginina actuando como cofactor de la
6xido nitrico sintasa. Por tanto, su funcioén tltima principal dependera del

producto final de dicha reaccién quimica, del 6xido nitrico.

Asi pues, en el Sistema Nervioso Central el 6xido nitrico es sintetizado
por células de axén corto tras la activaciéon de receptores de aminoécidos
excitatorios (Southam ,1991). Sin embargo, también las células de
proyeccién larga a diferentes niveles del sistema nervioso central tienen

actividad NADPH-d (Wallace M.N., 1989; Meyer G. y cols., 1991).

Se ha hallado una correlacion entre la actividad de NADPH-d y
la Oxido Nitrico Sintasa neuronal (NOS-neuronal). Existen estudios
que establecen una buena relaciéon entre la distribucién de las neuronas
marcadas con anticuerpos especificos contra la NOS y la de las neuronas
marcadas con NADPH-d (Bredt y cols., 1991, Dawson y cols., 1991).
Ademas, Hope y cols. en 1991 y 1994 sefalaron que todas las neuronas que
contenian actividad NAPH-d, también fueron positivas para NOS-neuronal.

Por tanto, es posible que la actividad de NADPH-d estuviera presente
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en neuronas que producen 6xido nitrico “de manera activa”. Tanto
las técnicas histoquimicas como las inmunocitoquimicas dieron resultados

semejantes.

Mas recientemente, otros autores, Serrano J. y cols. en 2006,
determinaron que en la corteza cerebral de ratas viejas o ratas sometidas a
hipoxia/isquemia-reperfusion, existian neuronas que so6lo mostraban la
inmunorreacién para NOS-neuronal y no la actividad de la NADPH-d. Este
hallazgo hacia suponer que algunas de éstas neuronas podrian ser
consideradas como neuronas silentes en cuanto a la produccién de o6xido
nitrico (contienen la enzima, marcada con el anticuerpo pero no se produce

la reaccién quimica, son NADPH-d negativas).
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1.2.3. Distribucion de las células NADPH-diaforasa:

Las células NADPH-d se encuentran distribuidas a lo largo del SNC,
segin Hope y Vincent (1994). Se encuentra por tanto, en regiones
neuronales que han sido objeto a estudio desde hace afios. Estudios
sisteméaticos de todo el SNC se han hecho en la rata por autores como
Vincent y Kimura en 1992. Otros estudios se centran en centros concretos
o en determinados niveles encefalicos. Son muchos los trabajos que han
utilizado la actividad de la NADPH-diaforasa para caracterizar de forma
selectiva poblaciones neuronales en varias areas cerebrales como son el
cuerpo estriado (Sandell JH, 1986), la corteza cerebral, tanto la sustancia
gris como la blanca (Sandell JH, 1986; Meyer G, 1991; Meyer G, 1993),
hipocampo (Mufson EJ, 1990), hipotalamo (Sangruchi T, 1991), el coliculo
superior (Gonzalez-Hernandez, 1992), la retina (Mitrofanis J, 1989;
Sagar SM, 1990), el prosencéfalo basal (Ellison DW, 1987) y la sustancia
reticular del troncoencéfalo (Vincent SR, 1983), a nivel de éste tltimo es
llamativa la gran actividad NADPH-d que se produce en el nicleo
pedunculopontino (Skinner RD, 1989). Estos fueron los primeros estudios
en que ya se localizaron las neuronas NADPH-d a nivel de SNC,
posteriormente, en otros apartados hablaremos de estudios mas recientes de

la NADPH-d en SNC.
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1.3. RECUERDO ANATOMICO EN HUMANOS

1.3.1. Corteza Visual Primaria (Area cerebral 17)

La corteza visual primaria, o estriada, es una estructura mucho mas
compleja y elaborada que el cuerpo geniculado lateral o la retina. En la corteza
encontraremos una mayor variedad de tipos celulares fisiol6gicamente
definidos y las células responden a estimulos mas elaborados que tienen que

ser adecuadamente especificados.

La corteza cerebral tiene la forma general de un plato cuyo espesor
aproximado es de 2 milimetros y cuya 4rea de superficie es algo mas de un
decimetro. De toda la corteza cerebral, la visual fue la primera que se
distingui6é del resto por su apariencia laminada o en franjas en una seccién
transversal, de ahi su nombre clisico de corteza estriada. Aunque esta
corteza ocupa la mayor parte de la superficie del 16bulo occipital, solo
podemos ver aproximadamente de un tercio de la mitad de ella, ya que el resto
se encuentra en una cisura calcarina, oculta a nuestra vista. El limite rostral
del 16bulo occipital es la cisura parietooccipital que se observa en la cara
medial del hemisferio. La superficie lateral del 1l6ébulo occipital esta
compuesta por las “circunvoluciones occipitales” laterales e irregulares que
estan separadas en grupos por una “cisura occipital lateral”. En la cara medial

del hemisferio, el 16bulo occipital esta dividido por la “cisura calcarina” en la
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cuna y la “circunvolucioén lingual”. La cisura calcarina se une rostralmente en

“Y” ala cisura parieto-occipital.

La corteza de ambos bordes de la cisura calcarina representa la
corteza visual primaria (estriada). En el sistema de numeraci6on
neuroanatémico, a la corteza estriada del area visual se le asign6 el nimero 17
de la nomenclatura de BRODMANN, en la actualidad se la denomina “area
visual 1” 6 V1. El area 17 envia gran parte de su informacién de salida a la
siguiente region cortical, el “area visual 2” 6 V2 también denominada area
18. El area 18 forma una banda de corteza de aproximadamente 6-8 mm que
rodea al area 17, en cuanto a su estructura es mucho menos compleja que el
area 18. El area 18, a su vez, proyecta al menos a tres regiones occipitales
denominadas MT (medial temporal), area “visual 3” y “area visual 4”
(V3 y V4) o 4rea 19. El sistema se complica atin mas si se tiene en cuenta que
estas areas proyectan a otras hacia delante pero ademas pueden volver a
proyectar hacia las areas de las que reciben informacién. En la figura inferior,
figura 1.1, podemos apreciar las areas coloreadas que pertenecen a la corteza

primaria con sus aferencias y eferencias. En la figura I.2. se aprecia como llega

la informacidn visual desde la retina.

La corteza visual de cada hemisferio recibe los impulsos de la mitad
temporal de la retina ipsilateral y la mitad nasal de retina
contralateral (esta relacionada con la percepciéon de la mitad contralateral

del campo visual).
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Fig. 1.1. Corteza visual primaria con areas eferentes nervio optico y ganglio geniculado
lateral (LNG) y areas corticales eferentes
Extraido de:astronomos.net23.net/imagenes_voltaire/ojolgn.jpg

CORTEZA VISUAL PRIMARIA (V1)

Fig. 1.2. Areas aferentes a la corteza visual primaria.
Extraido de: “Eye, Brain and Vision” (David H. Hubel.; 2005).
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Figura 1.3. Seccion transversal del 16bulo occipital tefiido con cresil violeta.
Extraido de: “Eye, Brain and Vision”. (David H. Hubel; 2005)

Region superficial:

a (proyeccion foveal de la corteza), b (6 grados hacia fuera de la fovea), d

(limite con el area 18).

Region interna (cisura calcarina):

c (80 6 90 grados desde la fovea) y d (limite interno con el area 18).

En la imagen previa (Fig. 1.3.) se muestra una seccion transversal del lado
derecho del area 17 6 V1. Esta seccién se encuentra tefiida con cresil violeta,
un colorante que tifie los cuerpos celulares pero no las dendritas ni los axones.
No se distinguen células individuales pero se puede observar una capa de
corteza expuesta mas densamente tefiida (constituye la sustancia gris) en la
que se encuentran los cuerpos celulares, y otra zona menos tefiida en el
interior en la que se encuentran los axones (se trata de la sustancia blanca).
Podemos observar que hay una parte méas tefiida y plegada, se trata de una
estructura compleja en forma de champifién, que en realidad es continua a la

parte expuesta. En el dibujo previo (Fig. I.2.) se divide el area en zonas:
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Region superficial: a (proyeccion foveal de la corteza), b (6 grados hacia

fuera de la fovea), d (limite con el area 18).

Regidn interna (cisura calcarina): ¢ (80 6 90 grados desde la fovea) y d

(limite interno con el 4rea 18).

Por lo tanto, debemos destacar que la riqueza anatémica del area 17
supera cualquier parte de la corteza. Pero ademds, posee una mayor

complejidad estructural pues tiene a su vez una delaminacién interna (ver Fig.

1.4.).

A continuacién detallamos las capas en las que se encuentra delaminada

la corteza visual:

- Capa 1: es bastante delgada y claramente identificable, contiene
poca cantidad de células entremezcladas con fibras.

- Capas 2 y 3: estas capas son muy poco diferenciables y se extienden
hasta cerca del 45% de la profundidad total de la corteza.

- Capa 4: se caracteriza por ser la capa de células pequenias, alcanza
hasta el 55% de la profundidad de la corteza.

- Capa 5: esta capa contiene cuerpos celulares de tamano medio y
grande.

- Capa 6: contiene cuerpos celulares pequefios
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Fig. 1.4. Seccidn transversal de la corteza estriada en humano que muestra las
células dispuestas en capas con tincion de Nissl.
Extraido de: “Eye, Brain and Vision”. (David H. Hubel; 2005)

La capa 4 estad subdividida a su vez en subcapas atendiendo a la
morfologia de sus células y a las conexiones de sus células con los axones
procedentes del ganglio geniculado lateral. Asi la capa 4 se subdivide en 4 A,
B, y C (segln sus conexiones) y la capa 4 C a su vez se divide en a y [3. Las
fibras que llegan a la corteza desde el ganglio geniculado, entran desde la
sustancia blanca, progresando diagonalmente y se extienden hasta la capa 4C,
ramificAndose multitud de veces para hacer sinapsis en las células estrelladas
que pueblan esta capa. Los axones que se originan en las dos capas ventrales

(magnocelulares) del geniculado terminan en la mitad superior de 4C,
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denominada 4Ca; de las cuatro capas dorsales (parvocelulares) terminan en la
mitad inferior de la 4C denominada 4Cp. Estas subdivisiones de la capa 4C
tienen diferentes proyecciones hacia las capas superiores: la 4Ca envia su
informacion a la 4B; la 4Cp a la parte mas profunda de la capa 3. La mayoria
de las células piramidales de las capas 2, 3, 4B, 5y 6, envian axones fuera de la
corteza, pero las ramas laterales de estos mismos axones descendientes
realizan conexiones locales y ayudan a distribuir la informacion a través de la

totalidad del espesor cortical.

En resumen, esta area tiene 6 capas, la capa 4 corresponde a las células
que hacen sinapsis con las células del cuerpo geniculado lateral. En la capa 5
se localizan las células binoculares de Hubel y Wiesel encargadas de fusionar
las dos sensaciones monoculares que han impresionado puntos retinianos
correspondientes y han llegado previamente a la capa 4, para obtener la vision
estereoscopica. La capa 5 proyecta para ello al coliculo superior. Por tltimo,
la capa 6 proyecta de vuelta al geniculado lateral. Esta area cerebral, también
posee una capa de fibras mielinizadas acelular, la estria de Gennari que le da
nombre (corteza estriada). En la Figura 1.5. se puede observar un esquema de

las principales conexiones efectuadas por los axones:
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Fig. 1.5. Esquema de las principales conexiones efectuadas por los axones desde el
cuerpo geniculado lateral a la corteza estriada y desde la corteza estriada a otras
conexiones cerebrales. A la derecha, el sombreado azul muestra la relativa densidad
de la tincién de Nissl para su comparacién con la Fig. 1.3.

Extraido de: “Eye, Brain and Vision” (David H. Hubel; 2005)

En cuanto a las conexiones las mas importantes son las que corren
hacia arriba y hacia abajo respecto a la superficie de la corteza cerebral visual
pero también existes de otro tipo como las diagonales y las de lado a lado,
éstas se extienden 1 o 2 milimetros. Si las aferencias se encuentran
organizadas topograficamente, lo mismo debe ser cierto para las eferencias;
por lo tanto, el andlisis tiene que ser local. La informacion de una pequena
parte del mundo visual llega a una pequenia porciéon de la corteza, se
transforma, analiza y se envia para su posterior procesamiento a otras

areas, sin referencia a lo que esta ocurriendo al lado.
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Por otro lado, morfolégicamente, los dos tipos de células principales
corticales son las células piramidales y las células estrelladas; ambas pueden
ser pequenias o grandes. Las estrelladas estdn presentes en todas las capas y
las piramidales en todas menos en la 1 y la 4. Esta clasificacion esta hecha
siguiendo su morfologia, pero funcionalmente, Hubel describi6 dos tipos
celulares, con independencia de su morfologia. Estas son: células simples y

células complejas. (“Eye, Brain and Vision”. David H. Hubel; 2005).
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1.4. RATA WISTAR COMO ANIMAL DE
EXPERIMENTACION

En primer lugar expondremos algunos comentarios sobre la rata Wistar,
utilizada como modelo experimental en nuestro trabajo de investigacién.
Hemos pensado en reflejar la historia de este animal y por qué ha sido

utilizada.

La rata Wistar (Fig. 1.6.) pertenece al orden de “rodentia” y a la familia
“muridae”, es la denominada “rata de laboratorio”, o “rattus norvegicus”, que
en realidad ha sido utilizada como modelo experimental en investigaciones
cientificas solamente desde hace unos cien afos, lo que se considera
relativamente poco tiempo si la comparamos con otras especies animales tales

como los conejos, pollos o gatos (Baker HJ, 2007).

En cuanto a sus caracteristicas como animal, cabe destacar que se trata
de un animal que no tiene una gran capacidad de vision teniendo incluso
incapacidad para distinguir los colores, son por tanto el oido y el olfato sus
sentidos mas desarrollados. Se trata de un animal que es muy activo durante
la noche. Puede vivir més de tres afnos aunque la media de vida es de dos anos.
Los machos llegan a pesar méas de 500 g. y las hembras aproximadamente 300
g. Sus oOrganos poseen caracteristicas particulares, por ejemplo, no tiene
vesicula biliar y posee un pliegue en el eséfago que le impide vomitar. El

pulmoén izquierdo tiene un solo l6bulo mientras que el derecho posee cuatro
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lébulos. Presenta unas pequenas glandulas lagrimales en la parte posterior
del globo ocular, cuya secrecion es rica en lipidos y porfirinas con lo que en
periodos de estrés el animal presenta una coloraciéon en parpados rojiza, lo
cual ocurre también en la nariz. El principal regulador de la temperatura es la

cola (Mills J., 1998).

El desarrollo de técnicas especiales para lograr ambientes asépticos
durante la crianza y mantenimiento de las colonias animales, los equipos y
materiales utilizados en la actualidad asi como las practicas en el buen manejo
de los animales han logrado la produccion en serie de ratas sanas, cuyo
bienestar tiene como consecuencia la reducciéon del estrés del animal y
también conlleva una reproduccion constante a lo largo de todo el afo. Todo
ello redunda en el abastecimiento de los laboratorios y una reduccion en el
numero de individuos utilizados o sacrificados en investigacion, ademas de
controlar un gran ntimero en las variables distorsionales para los resultados

obtenidos.

>

Fig. 1.6. Rata Wistar.
Obtenido de: cerebrodarwin.blogspot.com/
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A finales del siglo XIX, se creb el “Instituto Wistar” en memoria del
médico Caspar Wistar (1761-1818). Este Instituto Wistar ocupa un lugar
especial en la historia de las ciencias biomédicas, y es considerado la cuna de
la rata de laboratorio. Wistar naci6 en Filadelfia y fue Catedratico de
Anatomia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Pensilvania.
Escribi6 el primer libro de texto americano sobre Anatomia, expuso la utilidad
de las vacunaciones y trabajé para combatir la epidemia de la fiebre amarilla
de 1793. Fue gran amante de las ciencias, desarrollando trabajos no s6lo de

medicina sino también de boténica, paleontologia y geografia.

Afios maés tarde, Henry Donaldson (1857-1938), fundo6 la primera colonia
de ratas que mas tarde se llamarian Wistar. De hecho, la creacion de las ratas
Wistar como “animales estdndar de investigacion” puede ser atribuida al
trabajo de Helen Dean King, con la ayuda de Louise Duhring y bajo la
supervision de Henry Donaldson. La comunidad cientifica mundial debe el
uso de las ratas Wistar a los laboratorios Milton Greenman que fue el primero
en pensar en que esta especie era adecuada para servir a la ciencia. Se
documento, extrajo ideas de la uniformidad del producto, estindares de
calidad y eficiencia en la produccion, aplicAndolos a la practica cientifica, para

generar un modelo animal para los laboratorios (Clause B, 1993).

En nuestro trabajo experimental, se utilizan ratas Wistar estableciendo
un “patron de normalidad” que nos permita conocer las bases del
envejecimiento y cambios de plasticidad neuronal a nivel de corteza visual

investigando los cambios en la organizacién -citoarquitectural y en la
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plasticidad neuronal durante el envejecimiento. Estas neuronas relacionadas
con la sintesis del 6xido nitrico se han podido localizar mediante técnicas de
inmunohistoquimica, son las denominadas NADPH-diaforasa. Es importante
destacar por tultimo, que la actividad NADPH-d se presenta en poblaciones
celulares morfolégicamente bien definidas y son constantes en la escala

filogenética, de ahi su valor en la anatomia comparada.
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1.4.1. Anatomia comparada

La anatomia comparada es una de las aplicaciones de la histoquimica de
la NADPH-d con maés posibilidades. Se han realizado multiples trabajos con
dicho método en rata, gato y hombre siendo relativamente pocos los
realizados en no mamiferos. Asi pues, Meyer y Gonzalez-Hernandez
(1993) realizaron tinciones en diferentes especies, reptiles, aves y anfibios,
pudiendo comprobar que la NADPH-d se encuentra en poblaciones
neuronales muy constantes a lo largo de la escala filogenética.
Esto puede ayudar a establecer homologia y diferencias entre diferentes
centros y entre poblaciones neuronales. En su estudio constataron que
determinadas poblaciones neuronales como células intersticiales de la
sustancia blanca cortical, también se caracterizan por el contenido de la

enzima, tanto en el hombre como en la rata.
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1.5. ACTUALIZACION DEL TEMA

1.5.1. Actualizacion a nivel experimental con animales

1.5.1.1. NADPH-d en la Retina

En la retina de la rata, la técnica histoquimica NADPH-d revel6
principalmente una clase de células denominadas Tipo I y que se localizaban
en la capa nuclear interna de la retina (Mitrofanis, 1989; Roufail E., 1997;
Cheon, 2002). Existen otras células denominadas de Tipo II, no consideradas
amacrinas y descritas por Kim I.B. y cols. (2000) y Kim K.Y. y cols.
(2000). Estas células tipo II no habian sido descritas previamente por otros

autores (Mitrofanis, 1989).

En los mamiferos, algunos autores también han descrito tipos celulares
inmunorreactivos para la enzima Oxido Nitrico Sintetasa ( J.I. Patel, 1997;
E. Roufail, 1997; S.J. Oh, 1998; M.H. Chun, 1999; I.B. Kim, 1999;
E.Cheon, 2002). Algunas de las células relacionadas con dicha enzima se han
hallado concretamente en células amacrinas, en la capa plexiforme interna y
externa, en la capa de células ganglionares, en fotorreceptores, en células
bipolares y en grandes vasos de la coroides (Patel JI, 1997). Se ha encontrado
una asociacién entre células inmunorreactivas para la Oxido Nitrico Sintasa y

la tincion NAPH-diaforasa positiva. En un estudio realizado en retina de
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conejos se tefifan tanto cuerpos y procesos de células amacrinas como
también células en vasos sanguineos retinianos segin Rockhill R.L. y cols.
en el afio 2000. Dicha autora también refleja en su estudio que el Oxido
Nitrico de origen neuronal juega un importante papel en la actividad de
interrelacion neural a nivel de retina, en la regulacién del flujo sanguineo y
en el metabolismo retiniano. Esto sugiere que dicho papel puede
desempenarse también a nivel cerebral (haciendo referencia al trabajo
realizado por U. Dirnagl en 1994 en el que se relacionada el 6xido nitrico y

la adenosina con la regulacion del flujo sanguineo a nivel cerebral).

En cuanto al momento embrionario de apariciéon de estas células en la
retina, se ha documentado que las células NADPH-d-positivas amacrinas se
han encontrado en retina periférica méis tempranamente en el periodo
postnatal en ratas en el dia P 3 (es decir, el tercer dia postnatal) segin
Mitrofanis en 1989. Por otro lado, las células inmunorreactivas para la
Oxido Nitrico Sintasa (utilizando la técnica de deteccién con los anticuerpos
especificos) son detectadas maés tarde en el dia postnatal P 5 en retina central
(I.B. Kim, 2000; K.Y. Kim, 2000). Segin los autores de dichos estudios, las
células positivas para NADPH-d estan totalmente diferenciadas en la
segunda semana de vida de la rata, cuando los ojos estan abiertos.
Este hecho nos sugiere el importante papel que pueden representar en la

vision estas células.

Se considera pues, que el 6xido nitrico puede jugar un papel importante

como mediador en la maduracion de la retina. Se ha sugerido una implicacién
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del 6xido nitrico a nivel de retina en la regulacion de la proliferaciéon y
muerte neuronal. En el trabajo realizado por Kim K.Y. y cols (2002)
sobre la administraciéon de la L-arginina, sustrato de la NOS, se demostr6 que
se produjo un aumento en la proliferacion y muerte celular en el periodo
postnatal de retina de rata. Este efecto fue mayor a partir del dia quinto
postnatal, periodo en el que aparecian las células NADPH-d, con lo
que coincide con los autores anteriores en el probable importante papel del

6xido nitrico en la maduracion de la retina de la rata.

Por primera vez, Roufail y Rees en 1997, realizaron un estudio en
retina de ratas y humanos en el que analizaban los cambios en células
amacrinas que contenian la NOS y no se encontraron cambios
significativos en su distribucion y nuimero ‘en relacion al

envejecimiento” en la retina de la rata ni en humanos.

Mas recientemente, L. Palanza y cols. (2005) localizaron también las
células NADPH-diaforasa a nivel de la capa nuclear interna como células
amacrinas. Realizaron un estudio de su desarrollo y evolucion desde periodo
postnatal hasta la madurez en la retina de la rata, teniendo en cuenta® los
cambios que se producen en relacion a la edad” de la rata. En este
trabajo, realizaron un analisis cuantitativo y de la distribucién de las células
NADPH-d positivas. El objetivo era estudiar la regularidad o no de
distribuciéon y namero de estas células analizando si dicha distribucion se
mantenia desde los primeros estadios de vida o bien se producia mediante la

eliminacién/adicién de nuevos elementos celulares. Segin estos autores, el
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6xido nitrico difunde libremente a lo largo de las membranas celulares y acta
sobre células vecinas mediante la activacion del sistema de la GMPc (como se
ha detallado en apartados anteriores). Esta activacion se produce tanto en las
células amacrinas como en las células bipolares, favoreciendo ast los
contactos sinapticos en la capa plexiforme interna de la retina de la rata.
Por otra parte, en sus resultados la densidad de las neuronas amacrinas que
sintetizan el oxido nitrico, tienen un crecimiento en niumero con un pico
maximo de densidad celular en el dia P 14. Es precisamente en este
momento en el que se “abren los ojos de las ratas” con lo que la
sintesis de 6xido nitrico alcanza su madurez completa en este
momento de la vida de la rata. Posteriormente se “mantienen” en
nimero, lo cual concuerda con el trabajo previo de Roufail y Rees. En cuanto a
la distribucién de las células NADPH-d también se tiende a la regularidad
pero sin embargo hay una mayor homogeneidad en los campos estudiados en
las zonas centrales que en las zonas periféricas de la retina en donde hay
mayor dispersion. Los autores resaltaron por otro lado, que el estudio de la
distribucion de las células NADPH-d puede representar un sustrato celular
para analizar patrones de conectividad neuronal y concluyen en que la
alteraciéon en su distribuciéon podria ser la base de algunas de las
patologias de la retina. Esta alteracion contribuirfa a un deterioro
funcional y ademaés a una alteracién en la regulacion del flujo sanguineo local

en la retina de la rata.
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Un ultimo articulo publicado en Diciembre de 2012 por May C.A.
estudi6 también los cambios que se producian en relaciéon a la edad en células
amacrinas NADPH-d en la retina de ratones desde un dia de vida hasta los
treinta meses de vida. Los resultados coincidieron tanto con L. Palanza ya que
se objetivd un pico maximo de estas células en el dia 14 postnatal y
posteriormente no se prodweron cambios en relacion con el

envejecimiento (en esto tltimo coincidian también con Roufail).

1.5.1.2. NADPH-d en el Nervio Optico

En el nervio dptico, en los trabajos mas recientes, se intenta investigar
mecanismos de neuroprotecciéon que pudieran revolucionar los tratamientos
en el glaucoma. Su estudio ha experimentado una evolucién que analizaremos

a continuacion.

El papel del 6xido nitrico es complejo. El 6xido nitrico es una molécula
que en modelos animales ha sido implicada tanto en procesos de
neuroproteccion como en neurodestruccion pudiendo actuar como
regulador del flujo vascular provocando vasodilatacién en situaciones de

isquemia o bien como radical libre neurotoxico (Dawson VL, 1996).

En 1999, Shareef y cols., publicaron un trabajo en el que se
estudiaban las tres isoformas de la NOS a nivel de nervio 6ptico de ratas y en

relaciéon a presiones intraoculares moderadamente elevadas. Estos autores
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querian establecer un modelo experimental con rata Wistar. Se provoco el
glaucoma en uno de los ojos de cada rata mediante cauterio de venas
epiesclerales utilizando el ojo contralateral a modo de control. De esta
manera, se objetivo la aparicion de la isoforma NOS-inducible en el ojo que
tenia la presion intraocular elevada en los cuatro dias posteriores y persistio
durante tres meses. La NOS-inducible no estaba presente en los ojos normales
contralaterales. Estos autores concluyeron en su estudio que las células
positivas para la isoforma inducible, eran astrocitos reactivos al aumento de la
presiéon intraocular y que participaban en la destruccién neuronal. Estos
hallazgos indicaron que la isoforma inducible producia un 6xido nitrico que

podria participar en los fen6menos de neurotoxicidad.

En el mismo afio, 1999, Neufeld y cols. realizaron un estudio
experimental con ratas, en el que se producia una inhibicién de manera
selectiva de la NOS-inducible con aminoguanidina (utilizada en modelos de
diabetes previamente pues inhibe la glicosilacién; Corbett, 1992). Querian
observar si se producia una neuroproteccion en el glaucoma. Un grupo de
ratas en las que se habia inducido el glaucoma, fue tratado mientras que otro
grupo, también con glaucoma inducido, no fue tratado. Los resultados fueron
que en el grupo no tratado la pérdida de células ganglionares fue de un 36%
mientras que, en el grupo tratado se produjo s6lo una pérdida de un 10%
sugiriendo que el tratamiento podria actuar como neuroprotector. Es decir, si

inhibimos la isoforma inducible selectivamente (y no las otras
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isoformas) podriamos proteger la pérdida de células ganglionares

en el glaucoma.

En el aho 2000, Sugiyama y cols., realizaron un estudio en papila de
nervio Optico con un modelo experimental con conejos albinos. Se les
administr6 intravenosamente L-NAME (inhibiendo la NOS a diferentes
dosis) o solucion salina fisioldgica y se evalu6 el flujo sanguineo a nivel de
papila de nervio 6ptico, la presiéon intraocular y la presiéon arterial. Veinte
minutos después de la administracion de L-NAME, se les administré L-
arginina. También se administr6 Acetilcolina a todos los conejos
independientemente de haber sido tratados o no con el inhibidor. Los
resultados de Sugiyama fueron que por un lado, la administracion del
inhibidor de la NOS, L-NAME, produjo un descenso en los parametros del
flujo vascular de manera dosis-dependiente. Es decir, si inhibimos la NOS
disminuye el flujo vascular a nivel de papila de manera dosis-dependiente. Por
otro lado, dosis altas de L-NAME producian incluso un aumento de la presi6on

intraocular (dosis de mas de 100 mg/Kg).

En cuanto a la administracion posterior al inhibidor de L-arginina, se
observo que los pardmetros de flujo vascular ascendian a niveles normales
basales, pues se bloqueaba al propio inhibidor. Sin embargo, en el caso de la
Acetilcolina, cuando se habia administrado previamente el inhibidor de la
6xido nitrico sintetasa, no se producia el ascenso a niveles basales de flujo
vascular (pues continuaba actuando el inhibidor), pero si aumentaban los

parametros en los conejos placebo. Por tanto, concluian en que el o6xido
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nitrico regula basalmente el flujo vascular en papila de nervio
optico y que la Acetilcolina promueve la sintesis del 6xido nitrico mejorando
la el flujo vascular. Sugiyama afirmaba en su estudio que inhibir la NOS
alteraba el flujo vascular, disminuyéndolo, es decir, la NOS en
condiciones basales puede ser neuroprotectora. Hay que tener en cuenta que
en este estudio se estaban inhibiendo la NOS en todas sus isoformas , lo cual
podria indicar que el efecto general mas importante seria el de regulacion del

flujo vascular que conllevaria una neuroproteccion.

Mas recientemente, en 2002, Okuno y cols. realizaron otro estudio
experimental con conejos sobre la autorregulaciéon vascular del 6xido nitrico
en papila de nervio 6ptico en relacién con altas presiones intraoculares..
Crearon primero un modelo experimental de glaucoma. Introducian en
camara anterior de conejos una perfusiéon de suero salino con una cénula de
manera que, subian la presion intraocular a 50 mmHg. Se inyect6 en un grupo
la L-NAME o inhibidor de la NOS. Otro grupo fue utilizado como control. Se
observd que el tiempo de los Potenciales Evocados Visuales se prolongd en los
conejos en los que se habia inyectado el inhibidor de manera dosis-
dependiente. El flujo de sangre en la papila no se redujo en principio sélo con
el aumento de la presion intraocular, pero si se redujo significativamente por
L-NAME. Estos resultados, segin estos autores, sugieren que el 6xido nitrico
desempenia un papel en la autorregulacion de la circulacion de la

papila cuando se eleva la presiéon intraocular, es decir representaria
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una neuroproteccion en la fase aguda de la isquemia del nervio

optico.

En 2006, Vidal y cols. realizaron un estudio en el que se cre6 un
modelo experimental con ratas Wistar a cuales se les provocaba glaucoma en
un ojo y se estudiaba el efecto sobre la NOS segtn si se administraba o no el
maleato de timolol (farmaco utilizado como hipotensor ocular). Se estudiaron
las tres isoformas de la enzima NOS tanto en papila como en retina, en el
grupo control con glaucoma y en el grupo tratado con maleato de timolol. Los
autores observaron que en las ratas que habian sido tratadas con maleato de
timolol se producia una disminucién de la expresion de la NOS-neuronal
tanto en retina como en nervio optico. Por otro lado, la NOS-inducible sélo
se expresaba en un pequeio grupo de astrocitos reactivos y la NOS-
endotelial se mantenia estable. Estos resultados sugerian que el timolol podia
producir una neuroprotecciéon gracias una reduccién del exceso de 6xido
nitrico, que se produce reactivamente tras el aumento de presion intraocular,
sin alterar la NOS-endotelial considerada por estos autores como

neuroprotectora.

Tras el andlisis de los articulos publicados sobre el tema, no hemos
encontrado en la bibliografia ningin estudio que detecte la NADPH-d en el
nervio optico de la rata pero si en otros animales. En marzo de 2008,
Clemente y cols., publicaron un trabajo en el que se caracterizaron células
positivas para NADPH-d en el nervio optico de la tenca. En estos animales se

puede dar regeneracién de la via visual tras una lesién en cualquiera de sus
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partes. Se estudi6 en condiciones normales y tras seccionar el nervio en
diferentes periodos de supervivencia del animal. Se utilizaron marcadores de
astrocitos (S100 y glutamina sintetasa) y marcadores de microglia (lectina).
Tanto astrocitos como oligodendrocitos fueron positivos para NADPH-d. Tras
la seccion del nervio Optico, se observo la aparicion de nuevas células
NADPH-d que se consideraron astrocitos (pues todas eran positivas para
S100). Es decir, las células NADPH-d intervienen en los procesos de

degeneracion y regeneraciéon neuronal a nivel de nervio éptico.

En enero de 2009, Petropoulos y cols. , publicaron su investigacion
sobre el efecto del inhibidor de la NOS, L-NAME, en la presi6n parcial de
oxigeno a nivel de disco 6ptico en condiciones de normales y en hipercapnia
(inhalando CO.) en cerdos. Se realiz6 la medicion mediante electrodos
sensibles al oxigeno colocados a menos de cincuenta micras de la papila. Se
observd que antes de la inyeccion del inhibidor, durante la hipercapnia, se
produjo un aumento de la presion parcial de oxigeno a nivel de la papila. Tras
la inyeccion del inhibidor, la presién parcial de oxigeno en papila disminuy6 y
este efecto fue reversible con L-arginina. Por otro lado, en condiciones
normales la presiéon parcial de oxigeno se mantuvo estable durante 30
minutos tras la inyeccién de L-NAME a pesar de un 21% de aumento de la
presion media arterial. Los autores concluyeron que en condiciones de
normales, un inhibidor sistémico de la NOS no afectaba a la presion parcial de
oxigeno. Sin embargo, en condiciones de hipercapnia, si se producia una

franca afectacion en la presién parcial de oxigeno de papila. Por tanto, el 6xido
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nitrico se consideraria un mediador del aumento de la presiéon parcial
de oxigeno de papila en condiciones de hipercapnia, es decir, se

consideraria neuroprotector.

En marzo de 2009, Balaratnasingam y cols. , estudiaron el efecto
neuroprotector de la NOS sobre el nervio 6ptico en condiciones de elevacion
de la presion intracraneal en cerdos. En el estudio se observo que tras la
elevacion de la presién intracraneal, se produjo un aumento de la isoforma
NOS-endotelial, sugiriendo que se trata de una respuesta compensatoria que
se inicia por el esfuerzo de preservar la funcién neuronal. Se sugiere que
cambios en los niveles de NOS-endotelial pueden ser un importante
SJactor en las primeras etapas de tolerancia neuronal a un
aumento de la presion intracraneal. Actuaria por tanto, como factor
neuroprotector y este hallazgo podria ser de especial importancia en

enfermedades como la hidrocefalia.

Por dltimo, la mayoria de estudios realizados se han centrado en el
analizar la funcionalidad de la NOS en el nervio optico. No se han
documentado estudios en nervio Optico que relacionen la NOS con el
envejecimiento de manera que, podamos saber si existe o no regularidad de
distribuciéon o bien, un cambio en el nimero de células positivas para la

enzima.
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1.5.1.3. NADPH-d en el Ganglio Geniculado Lateral

Varios estudios previos han descrito la presencia de la NOS neuronal a
nivel del Ganglio Geniculado Lateral (Mitrofanis, 1993;Vincent y
Kimura, 1992; Gonzalez-Hernandez y cols., 1993 y 1994; Gabbott y

Bacon, 1994; Rodrigo y cols., 1994).

Sin embargo, no es hasta 2003, cuando Villena A. y cols. publican un
estudio en el que se analizan las neuronas NADPH-d en relacién a la edad de
la rata Wistar en esta drea. Para ello, utilizaron ratas de 3, 24 y 26 meses de
vida y en las que se realizé un analisis cuantitativo por mm?2 y un analisis de
los cambios en el tamafio del soma. También estudiaron los cambios en la
orientacion dendritica de estas neuronas con la edad, comparando ratas
jovenes con viejas. En los resultados de su trabajo, se observd que se
producian dos tipos de tinciones en dichas neuronas con regiones marcadas,
bien definidas en bandas. Esta distribuciéon se mantuvo estable en las
diferentes edades de la rata aunque se pudo observar que la tincién fue mas
deébil en ratas viejas y que ademas se detecté un menor niumero de
neuronas NADPH-d aunque las bandas se mantuvieron bien definidas. En
los alrededores del Ganglio Geniculado también se observo una banda ancha
correspondiente a la cinta 6ptica, lo cual indica que también presentan células
NADPH-d. Se pudieron diferenciar ademas, diferentes tipos de neuronas,
segin la intensidad de la tincién, el tamafio y la morfologia, y las clasificaron

en neuronas tipo A, fuertemente tenidas, con variabilidad de tamano y
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morfologia, consideradas “neuronas de proyecciéon”. Por otra parte, se
hallaron células clasificadas como de tipo B, consideradas dentro de
“circuitos locales”, también fuertemente tenidas y de tamafo pequefio. Las de
tipo B tenian normalmente forma de huso, con dos dendritas que salian de
polos opuestos. Este patron se observo en las tres edades de las ratas de
manera similar con lo que no se pudieron establecer diferencias
estadisticamente significativas en relacion a las variaciones

morfolégicas de las neuronas NADPH-d.

Por otro lado, en el analisis cuantitativo se observé que se produjo
entre las ratas de 3 meses de edad y las de 24 meses un descenso del 36%
de neuronas NADPH-d (aunque se mantenian estables en las ratas de 26
meses de edad, es decir, no seguian disminuyendo) . Estos autores afirman en
su estudio que piensan que este descenso en el nimero de neuronas NADPH -
d puede significar un descenso en la produccién de éxido nitrico en las ratas
de edad en comparaciéon con ratas jovenes, lo cual podria afectar al

funcionamiento del cerebro en ratas viejas.
4. NADPH-d y Sistema Nervioso Central

En cuanto a su localizacion en el cerebro, cabe destacar que no existe una
correlacion entre las determinaciones bioquimicas y los estudios

histoquimicos. Bioquimicamente, el cerebelo es el que mayor actividad

diaforasa tiene, debido probablemente a su neuropilo (el neuropilo es el 4rea
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compuesta de un ovillo denso de terminales axénicos, dendritas y células
gliales comprendiendo ademaés las conexiones sinpticas de las ramificaciones
de axones y dendritas). Sin embargo, en el cerebelo histoquimicamente sélo se
tiflen algunas neuronas de axon corto. Por otro lado, la protuberancia
contiene gran cantidad de neuronas positivas para la NADPH-d, pero por
electroforesis tiene menos de la mitad de la actividad diaforasa que el

cerebelo.

Ademaés, como ocurre en la via visual, existen neuronas que se tifien de
manera muy marcada, oscuras, cuyas dendritas se tifien més intensamente y
que probablemente esté relacionado con una mayor concentracién de la
enzima, mientras que otras neuronas son menos teflidas, de manera que
segun diversos autores se han clasificado de manera diferente utilizando
diferentes simbolos a la hora de interpretar los resultados. El neuropilo
presenta estas mismas caracteristicas, de manera que en los nticleos medial y
cortical de la amigdala se encuentran muy oscuro mientras que en otras
zonas cerebrales muy claro, como en el nicleo central lateral talamico. En
general, se debe tener en cuenta que la mayor actividad de células
NADPH-d se encuentra en neuronas, no en células gliales (Meyer

y Gonzalez-Hernandez, 1993).

De todos los trabajos revisados con referencia al SNC y la NADPH-d, que
son miltiples, hemos considerado destacar los que relacionan este tipo de
neuronas con el envejecimiento. En algunas areas cerebrales se produce

con la edad una disminucién de las células NADPH-d, esto es en “nicleo
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tegmental y laterodorsal pedunculopontino (Lolova y cols., 1996) y en el
“estriado” (Kuo y cols., 1997). En otras areas, como son el “cortex cerebral”
(Huh y cols., 1997) y el “hipocampo” (Yamada y Nabeshima, 1998) no se
detectaron diferencias significativas con la edad respecto al grupo control
(todos estos estudios fueron realizados con ratas). En otras areas cerebrales,
sin embargo, se detectd6 con la edad un aumento del nimero de células
NADPH-d como en el prosencéfalo basal en humanos (Haug y cols.,1983;

Coleman, 1987).

Diaz F. y A. Villena, en 2006 realizaron un trabajo sobre la actividad
de neuronas NADPH-d en las capas superficiales del Coliculo Superior de
ratas “en relacion con la edad”. En el estudio se analizaron las capas
superficiales del coliculo superior relacionadas con vias reflejas de la vision.
Para ello, se utilizaron ratas albinas Wistar, seis de cada edad, 3 meses, 24 y
26 meses de vida. El andlisis cuantitativo y morfolgico se hizo teniendo en
cuenta la orientaciéon de los procesos dendriticos, el tamano del soma y el
numero de células NADPH-d., Se estimaron los cambios en el tamano del
soma neuronal realizando cinco secciones de cada rata y se proyectaron los
somas en un monitor de manera que se traz6 con el cursor los somas, siendo

trazados 700 perfiles en total. El nimero de neuronas fue estimado por mmz2.

En los resultados, los autores encontraron que las ratas presentaban un
alto namero de neuronas NADPH-d en las capas superficiales del coliculo

sobre todo en la capa zonal superficial y en la capa gris externa , siendo

55



Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Introduccion

mucho menos numerosas en la capa 6ptica. Esto se observo tanto en las ratas

consideradas adultas como en las ratas viejas.

En cuanto al tamafo del soma neuronal hubo diferencias cuando fueron
comparadas las ratas de 26 meses de edad con las de 3 meses produciéndose

una disminucion del tamaito del soma con la edad.

En el niimero de neuronas NADDPH-d no se produjo ningun
cambio significativo con la edad en todos los tipos morfolégicos
manteniendo en las tres edades los mismos porcentajes en cada tipo. En
cuanto a la orientacién dendritica, si se produjeron cambios con la edad
disminuyendo produciéndose un aumento de las orientaciones dendriticas
dorsoventrales en detrimento de las lateromediales (estos cambios se
produjeron en neuronas de orientaci6on vertical pero en las piriformes y

horizontales).

En las conclusiones, los autores hacen referencia a trabajos realizados
por otros investigadores (Coleman y Flood, 1986 y 1987) en los que
también quedaba patente una reorganizacion del arbol dendritico con
la edad probablemente se postulé que se producia para mantener
la eficacia de las conexiones neuronales. Se podria decir, segin estos
autores, que se producen fenémenos morfolégicos de plasticidad
sinaptica. Estos hechos se han relacionado con una reaccion

compensatoria a los cambios relacionados con atrofia de neuronas
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vecinas (Arendt y cols., 1994; Lolova y cols., 2000; Villena y cols.,

2003).

Sanchez-Zuriaga y cols., en 2007, del grupo de investigaciéon de la
Dra. Rosa Peris de la Facultad de Medicina de Valencia, analizaron los
cambios en la edad de las NADPH-d en el Coliculo Inferior y en el Cortex
Auditivo de ratas Wistar. En sus resultados, observaron una
disminucion del tamaito del soma de las neuronas NADPH-d en el
Coliculo Inferior sobre todo a nivel de corteza dorsal del mismo.
Probablemente, segin los autores, estos hallazgos se relacionan con una
disminuciéon con la edad de la sintesis de 6xido nitrico en las vias de
comunicacién cortico-coliculares (sin poder comparar sus resultados con
otros autores al no haberse publicado ningin trabajo en relacion a la edad en
el coliculo inferior previamente). En el caso del Coértex Auditivo, y
coincidiendo en este caso con los resultados de Ouda y cols. (2003),
también se produjo una disminucion del niimero de células NADPH-
d. Observaron también un aumento del miimero de dendritas en éstas
probablemente, segun estos autores, como mecanismo compensatorio

sinaptico.

Sin embargo, recientemente, en Diciembre del 2012 , Junyang Jung y
cols., publicaron un estudio en el que se produjo un aumento en el ntimero de
neuronas NADPH-d en Coliculo Inferior en relaciéon a la edad con lo que se
requieren estudios posteriores que puedan aportar mas datos sobre estas

neuronas en esta region cerebral.
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1.5.1.4.1. NADPH-d en la Corteza Visual

Yan X. X . y cols. en 1995, publicaron un trabajo en el que se analizaba
los cambios en el nimero de neuronas NADPH-d en los centros visuales tras
la seccion del nervio Optico contralateral en la rata Wistar. Tras realizar la
seccion, se observd un aumento de neuronas NADPH-d en las capas 6pticas
del coliculo superior, el ndcleo ventral del cuerpo geniculado lateral y la
corteza visual primaria de la rata. El maximo nimero de neuronas se observd
a los 30 dias (con un rango entre 4-60 dias). El trabajo sugeria, segiin estos
autores, que en centros denervados del area visual se produce un
aumento de neuronas que producen 6xido nitrico, lo cual le confiere

probablemente un efecto neuroprotector.

Yousef T. y cols., en abril de 2004, publicaron un estudio en el que se
identific6 la distribucién de dos isoformas de la NOS, la neuronal y la
endotelial en la corteza visual de ratas Wistar. Ambas isoformas estaban
presentes a nivel cortical. Utilizaron tanto anticuerpos especificos para NOS
como el método inmunohistoquimico de la NADPH-d. En sus resultados,
encontraron células positivas para NADPH-d, y ademéas una amplia red de
fibras débilmente positivas que se consideraron presumiblemente axones. La
isoforma endotelial fue encontrada en vasos sanguineos pero
también en neuronas pudiendo diferenciarse de la isoforma neuronal
gracias al método de anticuerpos. En su trabajo, las neuronas con la isoforma

endotelial y neuronal fueron mas numerosas que las que sblo tenian NOS-
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neuronal, representaron un 60% de las células corticales. Sin embargo, no se
encontraron neuronas especificas que sé6lo tuvieran la isoforma

endotelial, sino que eran células que contenian “ambas isoformas”.

Zhang Y. y cols., en noviembre de 2004, estudiaron las células
NADPH-d y su implicacion en el desarrollo del sistema visual en el hAmster
recién nacido. Durante el desarrollo postnatal de la corteza visual del hamster
observaron un aumento transitorio de la actividad de la NOS, que coincidia
temporalmente con la formacién de la retina ipsilateral y de las proyecciones
coliculares y retina-geniculado, lo que sugiere la participaciéon de NOS en la
maduracién de la corteza visual. Ademas, utilizaron un inhibidor de la
NOS y examinaron sus efectos. Tras administrarse el inhibidor, aumento la
mortalidad y ademéas se produjo una disminucién del peso corporal y una
supresion del crecimiento de neuronas NADPH-d corticales. Por otro lado, se
estudi6 el ntimero de apoptosis celular en los animales control produciéndose
ésta sobre todo en las capas II y III corticales durante la maduracién normal
del cerebro. Cuando se administr6 el inhibidor de la NOS el ntmero de
apoptosis disminuy6é y se alter6 ésta maduraciéon cerebral. Concluyeron
finalmente, que el 6xido nitrico puede servir como una seiial de
activacion de apoptosis durante el proceso de desarrollo del cortex
visual. Desempefiaria pues, un importante papel en la maduraciéon de la

corteza visual en el hamster.

Por otro lado, Lee J. y Chang-Jin Jeon, publicaron en ese mismo afio,

2004, un trabajo en el cerebro del hidmster y ademas, en 2005 realizaron un
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trabajo en la corteza de la rata y el conejo, en los que se analizaba una
localizacién inmunohistoquimica de neuronas que contenian la enzima NOS,
co-localizandola en relacién con proteinas calcio-dependientes. Como otros
autores, en el cortex visual de la rata, diferenciaron los dos tipos de
coloracién, y apuntaron que las débilmente tefiidas fueron 8-9 veces méas
numerosas que las fuertemente tefiidas. En el cortex visual del conejo, la tinica
diferencia con la rata fue que el nimero de las menos tenidas, era 6-5 mayor
que las mas tenidas. En la distribucion por capas, también coincidieron con
los autores citados anteriormente en las dos especies de animales, las mas
teiiidas o Tipo 1 se localizaban en la capa VI mientras que la menos
tefiidas y mas abundantes, las Tipo 2 se localizaban sobre todo en
las capas corticales II/III. En cuanto a la descripcion de la morfologia de
las neuronas, se basaron en el estudio solamente de aquellas que estaban
intensamente tefiidas (6 Tipo 1) ya que asi se podian diferenciar claramente
tanto el soma como las dendritas. En la rata, se encontraron células
redondeadas u ovales, células estrelladas de gran tamano (ambas con
dendritas en todas las direcciones), y células pequefias fusiformes con

dendritas solamente en disposicion horizontal o vertical. El porcentaje fue:

- 64.8% redondas u ovales
- 26.3% estrelladas
- 10.8% horizontales

- 4.1% verticales
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En el conejo, los resultados fueron también similares.

Asi como en otras areas de la via Optica como la retina y el ganglio
geniculado se han realizado estudios de las neuronas NADPH-d en relacion
con el envejecimiento, no hemos hallado ningtn trabajo que se realice en

cortex visual con células NADPH-d en relacién con la edad.

1.5.2. Actualizacion experimental en primates y en
humanos (consideraciones de aplicacion clinica)

1.5.2.1. NADPH-d en Retina y Nervio Optico

A nivel de retina en humanos, Provis y Mitrofanis (1990) revelaron
varias clases de células morfolégicamente diferenciables NAPH-diaforasa
positivas. Se trataba de células amacrinas y se diferenciaban por la forma y el
tamafo de su soma. Posteriormente, Roufail and Rees en 1997, realizaron
un estudio en retina de ratas y en humanos en el que analizaban los cambios
en células amacrinas que contenian la NOS y no se encontraron cambios
significativos en su distribucion y ntimero en relaciéon a la edad. Mas
recientemente, Shengxiu Li y cols. en 2006, realizaron un estudio de la
Oxido Nitrico Sintasa endotelial (en anteriores estudios nos referimos a la
neuronal) a nivel de retinas de fetos humanos de 8 a 28 semanas de
gestacion. Concluye dicho estudio en que dicha enzima no sélo interviene
como reguladora del flujo vascular, sino que ademas tiene un

papel en el desarrollo retiniano en humanos.

61



Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Introduccion

En el afio 1997, Neufeld y cols., realizaron un trabajo en humanos
estudiando secciones histologicas de la papila del nervio 6ptico en sujetos
normales y en pacientes con glaucoma. Mediante anticuerpos identificaron
las tres isoformas (neuronal, endotelial e inducible) de la NOS. En sus
resultados, en ojos normales, la NOS-neuronal estaba escasamente presente
en los astrocitos de la papila de nervio 6ptico. Sin embargo, en ojos con
glaucoma casi todos los astrocitos eran positivos para la enzima. Por otro
lado, la NOS-endotelial se encontraba presente en el ojo normal en el
endotelio vascular. En los ojos con glaucoma, estaba presente también en
astrocitos y en endotelio vascular de vasos grandes y pequefios. El hallazgo
mas importante fue que la isoforma NOS-inducible, no se encontré en ojos
normales pero si estaba presente en astrocitos en la lamina cribosa de ojos
con glaucoma. Finalmente, concluyeron su estudio afirmando que se habia
encontrado una mayor presencia de NOS-neuronal y una sintesis “de novo” de
la NOS-inducible en astrocitos de la lamina cribosa. Esto sugeria, segiin estos
autores, que la papila estaria expuesta a niveles excesivos de 6xido nitrico,
siendo localmente neurotéxico y afectando a los axones de las células
ganglionares de la retina. Por el contrario, seglin estos autores, la mayor
presencia de la NOS-endotelial podria considerarse neuroprotectora,

causando un mayor aporte de flujo sanguineo en el tejido.

Posteriormente, en el afio 2000, Luksch y cols., publicaron un trabajo
en el que se realizaba una evaluacion de los efectos de la inhibicién sistémica

de la NOS en la regulacién vascular a nivel de coroides y nervio éptico en
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humanos. Para ello, utilizaron dos grupos de varones (a doble ciego,
aleatorizado y controlado con placebo) en el que se trataba a uno de ellos con
de NG-nitro-Larginine (L-NAME), un inhibidor competitivo de la arginina,
con lo que se inhibia a la NOS. Después, se media con flujometria laser
Doppler, el flujo sanguineo coroideo y en papila de nervio 6ptico en ambos
grupos. El resultado fue que, efectivamente, la L-NAME reducia todos los
pardmetros de flujo vascular tanto a nivel de coroides como en la papila del
nervio 6ptico y ademaés, era dosis-dependiente. Este fue el primer estudio que
demostr6 que el 6xido nitrico es liberado continuamente a nivel de papila de

nervio 6ptico y que se trata de un importante regulador vascular a este nivel.

Por primera vez en 2007, se realiza “in vivo”, en pacientes con
glaucoma primario de angulo abierto un estudio utilizando la L-NAME,
inhibiendo la NOS de manera sistémica. Utilizaron un grupo de doce
pacientes con glaucoma y un grupo de doce pacientes sin glaucoma de edades
similares. El estudio objetivé una respuesta anormal del flujo vascular a la
inhibiciéon de la NOS, tanto en papila como en coroides. Esto indic6 una
alteracion del sistema L-arginina/6xido nitrico en el glaucoma. Se observd que
los pacientes con glaucoma tenian una disminucién de la respuesta al
inhibidor, lo cual puede indicar que hay un aumento de la actividad basal de
la NOS en tejidos oculares glaucomatosos. En ellos seria necesario aumentar
la dosis de L-NAME para alcanzar reducciones en el flujo vascular ocular,

comparables a los sujetos sanos. Estos resultados concuerdan con los
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hallazgos de Luksch y Neufeld, en los que se encontraba un aumento de la

expresion de la NOS en ojos con glaucoma.

1.5.2.2. NADPH-d y Sistema Nervioso Central

En 1986, Sandell fue el primero en describir en cerebros de monos dos
tipos de células positivas para la NADPH-d, unas con una fuerte tinciéon y
otras mas débilmente tenidas. Para Wolf y cols. 1992, este tipo de marcado
mas débil se debe a que se trata de células en donde se detecta la actividad en
las mitocondrias pero, no son positivas para la NADPH-d en el citoplasma. A
la misma conclusion llegaron Aoki y cols. en un trabajo realizado en monos
en 1993. Estos dos tipos de positividad neuronal en la tincién también se
describieron en 1994 por Liith y cols., en cerebro humano. Encontraron
neuronas positivas para NADPH-d en intima relaciéon con los
vasos sanguineos. Estos autores, afirmaron que la funcionalidad del 6xido
nitrico se encontraba relacionada con los vasos sanguineos a nivel cortical.
Esta correlacion la explican en que si hay areas con mayor actividad
metabdlica, también se producirA mayor necesidad de oxigeno.
Posteriormente, Yan y cols. en 1996 en monos confirmaron los resultados de

estos autores.

En 1995, Faro R.L. y cols., publicaron un estudio en el que se describia
la actividad de la NADPH-d en la corteza visual primaria de humanos (cuatro
autopsias cerebrales de individuos normales, de 4 a 8 horas tras la muerte). El

estudio tuvo como resultados que la predominancia de estas neuronas era en
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la capa VI, aunque también se observaron en el resto de las capas (excepto la
capa 4c). El 85% de las células NADPH-d se localizaban en la sustancia
blanca. Sin embargo, los autores no establecen cambios en el patrén NADPH-
d en funcién de la edad de los individuos pues no se utiliz6 como pardmetro

en el estudio.

Posteriormente, Aoki y cols. en 1997, realizaron un trabajo en el area
V1 de los macacos con el receptor postsinaptico NMDA (N-metilico-D-
aspartico, relacionado con fenémenos de plasticidad neuronal)
correlacionandolo con un anticuerpo para la NOS. Cuando dicho receptor es
activado, se producen altas concentraciones de calcio y asi se produce sintesis
de 6xido nitrico. Este 6xido nitrico podria modular esta potenciacion sinaptica
excitandola o inhibiéndola. Por tanto, el 6xido nitrico podria estar relacionado
con la modulacion de las vias de plasticidad neuronal durante el
proceso visual, como propusieron también Harsany y Friedlander en

el mismo afo en su trabajo.

Wong-Riley y cols., en 1998, realizaron un estudio en el que se hacia
una colocalizacién de la citocromo oxidasa (marcadora de actividad
metabolica) con anticuerpos para NOS y NADPH-d en monos. Estos autores
concluyeron en que dichas células son probablemente interneuronas.
Observaron que algunos procesos dendriticos de las células fuertemente
tefiidas, se veian intimamente relacionados con vasos sanguineos,
como habian observado previamente otros autores (Liith y cols., en 1994;

Yan y cols. 1996; Gonchar y cols., 1997). Esta relaciéon, segin estos
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autores, puede tener implicaciones con la funcionalidad del 6xido nitrico, que
es un potente vasodilatador. Asi pues, estas neuronas podrian tener un

papel en la regulacién local del flujo vascular a nivel cortical.

Wiencken y Casagrande, en 1999 y 2000, efectuando un estudio en
cortex visual de diferentes tipos de primates, confirmaron los dos tipos de
coloracion en las neuronas NADPH-d, que habian sido descritos
anteriormente por los autores ya citados. Estudiaron la distribucion y
correlacion de las células NADPH-d con los anticuerpos para la NOS.
Realizaron ademés una correlaciéon entre estas células con la citocromo
oxidasa y el receptor de membrana NMDA. De esta manera, estos autores
pensaban que identificando los diferentes tipos celulares y sus
compartimentos funcionales con marcadores neuronales, se
puede intentar comprender la organizacion funcional del sistema
visual. En cuanto a la coloracién, a las células mas tefidas (tanto el axén
como las dendritas estaban fuertemente tefiidos) y menos abundantes, las
denominaron células Tipo 1. Las menos tefidas (por lo tanto, méas dificil de
determinar su morfologia) y mas abundantes las denominaron Tipo 2. En la
distribucién, estos autores, observaron que las células Tipo 1 se encontraban,
en V1 (area 17), en la sustancia blanca, por debajo de la capa VI y en
menos cantidad en las capas II, III y V (los resultados concuerdan con
Aoki, 1993). Esta situacion celular en la sustancia blanca sugeria, segtin estos
autores, que eran células antiguas del cortex cerebral. Por otro lado, en el caso

del area V2 (area 18) observaron que estas células Tipo 1 fueron maés
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abundantes en la capa IV. Sin embargo, las células Tipo2, mis abundantes
pero menos tefiidas, no estaban presentes en la sustancia blanca por debajo de
la capa VI (en ningin tipo de primate estudiado), pero si que se veian en
todas las capas tanto en Vi como en V2, sobre todo en la capas
supragranulares. En cuanto a la organizacion funcional, el estudio revel6 que
las neuronas NADPH-d tenian una correlacion con dreas de alta actividad
metabolica relacionandola con la citocromo oxidasa. Concluyen, como los
autores mencionados anteriormente, que al ser areas de mayor actividad
requieren una adecuada regulaciéon del flujo vascular donde
probablemente intervienen neuronas que sinteticen 6xido nitrico. Por otro
lado, existe una fuerte asociaciéon de neuronas positivas para NOS con el
receptor NMDA, lo cual sugiere de nuevo, el papel que podria tener el 6xido
nitrico en fenémenos de plasticidad neuronal (como sugeria Aoki en

1997).
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2.1. JUSTIFICACION

El 6xido nitrico es un gas que es sintetizado en distintas células del
organismo y que tiene un papel crucial como molécula de senalizaciéon celular.
Los sistemas de transduccién de senales en los que interviene el 6xido nitrico
son especialmente relevantes en el cerebro. Ademas, se ha observado que el
o6xido nitrico facilita la comunicacién entre células endoteliales y neuronales,
encontrandose implicado en la regulacion del flujo sanguineo a nivel cerebral.
Por ello, cuanto mejor estudiada esté esta importante molécula y las células
encargadas de su sintesis mejor comprenderemos los mecanismos fisioldgicos
de envejecimiento neuronal y los mecanismos patologicos de las

enfermedades neurodegenerativas.

Para su estudio, se deben localizar las células que lo sintetizan. La
enzima encargada de sintetizarlo a partir de la L-arginina es la Oxido Nitrico
Sintasa (NOS). Para ello, requiere la presencia de dos cofactores, el i6n calcio
y el fosfato dinucle6tido adenina nicotinamida reducida (NADPH). Esta
enzima tiene tres isoformas que se encuentran distribuidas en numerosos
tejidos. Las isoformas son: isoforma endotelial, la isoforma macrofgica y la
isoforma neuronal. La técnica de inmunohistoquimica de la NADPH-d se
encuentra relacionada con la NOS-neuronal. Gracias a esta técnica se pueden
tefiir selectivamente las neuronas que son productoras “activamente” de 6xido

nitrico y realizar un mapa detallado del tejido neural estudiado.
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En cuanto a su funcionalidad, esta molécula tiene la particularidad de
actuar como neuroprotector o como neurotoxico, segin diferentes condiciones
que han sido estudiadas por numerosos autores de manera que puede cambiar
el rol de amigo a enemigo neuronal. Por ejemplo, en concentraciones elevadas
puede actuar como radical libre implicado en el deterioro neuronal, pero
también se ha visto implicado en fenémenos de mejora del flujo vascular por
ejemplo en modelos experimentales en el glaucoma con lo que actuaria en

determinadas circunstancias como neuroprotector.

El 6xido nitrico es un neurotransmisor-neuromodulador y tiene la
capacidad de realizar una transmisién sindptica de carécter retrégrado. Por
tanto, este gas puede viajar desde la membrana postsinaptica a la presinaptica
participando en “fenémenos de potenciacion de la actividad neuronal a largo
plazo”. Por ello, se encuentra relacionado en procesos tan importantes como
la plasticidad neuronal asociada a la memoria y el aprendizaje. También se le
ha asociado a la regulaciéon de la actividad sinaptica estando implicado tanto
en los procesos madurativos neuronales como en procesos de envejecimiento
cerebral y neurodegenerativos. Por tanto el estudio de las neuronas NADPH-
d puede representar un sustrato celular para analizar patrones de
conectividad neuronal y entender mejor tanto el envejecimiento neuronal

como las enfermedades neurodegenerativas.

En enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson se ha observado

que si se bloqueaba la NOS-neuronal en modelos experimentales los animales
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tenian resistencia al Parkinson inducido con lo que estos autores lo
consideraban neurotoxico. En el Alzheimer se ha demostrado que la NOS-
neuronal se encontraba también elevada con lo que se producia un exceso de
6xido nitrico que actuaba como neurotoéxico. Y finalmente, en la Esclerosis
Multiple se han hecho estudios que han demostrado un exceso de producciéon
de 6xido nitrico por la microglia. Por tanto, un desequilibrio en su producciéon
podria ser un factor estructural en dafos neuronales produciéndose un

deterioro funcional en las enfermedades neurodegenerativas.

Por otro lado, el 6xido nitrico participa en procesos de protecciéon
neuronal. Por ejemplo, el 6xido nitrico juega un papel importante como
mediador en la maduracion de la retina estando implicado en regulacién de la
proliferacion y muerte neuronal durante su maduracién. Asi se ha visto en
varios estudios que se produce un pico en el nimero de células NADPH-d
positivas en el momento en que la rata abre los ojos, que es el dia 14 postnatal.
También en el nervio Optico se ha puesto de manifiesto en estudios
experimentales en animales, que gracias al 6xido nitrico se produce una
vasodilatacion que favorece el aporte de flujo vascular a la papila en

condiciones de hipertensién ocular.

A nivel de corteza cerebral visual primaria se ha observado en varios
estudios que el 6xido nitrico actiia como una sefial de activaciéon de apoptosis
durante el proceso de desarrollo del cortex visual. Desempefiaria pues, un

importante papel en la maduracién de la corteza cerebral visual ademés de
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estar implicado en la regulacion del flujo vascular a nivel de la misma. Por
dltimo, segin algunos trabajos en ratas cuando se denervaba el nervio 6ptico
contralateral se producia un aumento del nimero de neuronas NADPH-d en
la corteza visual primaria como un efecto probablemente compensatorio con

lo que los autores sugerian también un efecto neuroprotector a este nivel.

Se ha relacionado también al 6xido nitrico con el envejecimiento. Se sabe
que el estrés oxidativo es un factor critico en la patogénesis de envejecimiento.
Existe una evidencia creciente que sugiere que el 6xido nitrico excesivo
contribuye al proceso de envejecimiento. Sin embargo, todavia no esta claro
como el 6xido nitrico desempefia un papel en el proceso de envejecimiento
debido a la dualidad en el comportamiento de esta molécula, ya que no hay
relaciéon con el déficit de la misma. Por ello, se han realizado numerosos
estudios que tratan de analizar los cambios de las neuronas NADPH-d en
condiciones fisioldgicas durante el envejecimiento en diferentes regiones
cerebrales. Por ejemplo, a nivel de corteza primaria auditiva se ha visto una
disminuciéon de neuronas NADPH-d en relaciéon a la edad y de manera
probablemente compensatoria un aumento del arbol dendritico de la mismas
(postularon los autores que podria deberse a un intento de aumentar la

potencialidad sin4ptica como fen6meno compensatorio).

En el sistema visual los cambios en el nimero de neuronas NADPH-d en
relacion con el envejecimiento han sido diferentes segiin el area estudiada en

ratas Wistar. A nivel de retina no se han objetivado cambios en el nimero de

74



Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Justificacion, hipdtesis y objetivos

células NADPH-d (amacrinas) en relacion con la edad segtin diversos autores.
En el ganglio geniculado lateral los resultados han sido diferentes segtin
diversos estudios, unos autores no han encontrado cambios significativos en
este tipo de neuronas en relaciéon con la edad (aunque si un aumento en la
intensidad de la tincion) mientras que otros si han puesto de manifiesto una
disminucién del nimero de neuronas. Por dltimo, en el coliculo superior
tampoco se han encontrado cambios en el niimero de neuronas en relaciéon a
la edad segiin un estudio reciente, aunque si se han observado cambios en el
patréon dendritico probablemente segin los autores del estudio como
plasticidad sinaptica. Sin embargo, no hemos encontrado ningtn trabajo que
analizara los cambios cuantitativos y distributivos a nivel de corteza visual

primaria de las neuronas NADPH-d.
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2.2. HIPOTESIS

Una vez expuesto el papel de las neuronas NADHP-d en la produccion del
oxido nitrico, y la implicacién de esta molécula en los procesos madurativos e
involutivos cerebrales, nos planteamos realizar un trabajo de investigaciéon
experimental en rata albina Wistar, para verificar la siguiente hipodtesis de

trabajo:

“Deben existir cambios cuantitativos y cualitativos de las neuronas

NADHP-d a nivel de la corteza visual primaria en relacién al envejecimiento”

Para ello sera prioritario identificar dichas neuronas en las diferentes
capas de la corteza visual primaria y constatar sus modificaciones a lo largo de
la vida. Consideramos que deben producirse cambios que supongan una

adaptaci6n a la pérdida de neuronas.

Asi pues, ésta fue la finalidad de nuestro estudio, analizar los cambios
evolutivos que deben existir en estas neuronas NADPH-d productoras de
6xido nitrico en V1 en relacion a la edad en la rata Wistar. Por lo que mas que
las cantidades de 6xido nitrico, seran las neuronas NADPH-d las que se

modificaran en la corteza visual de la rata Wistar en el envejecimiento.
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2.3. OBJETIVOS

Con la realizacion del estudio propuesto se pretende alcanzar los

siguientes objetivos:

1. Localizar neuronas productoras de o6xido nitrico en la
corteza visual primaria o V1 en ratas de una semana de vida
(consideradas jovenes), ratas de tres meses de vida
(consideradas adultas) y ratas de un afio de vida (consideradas

viejas).

2. Analizar la densidad poblacional de neuronas NADPH-d en V1y

sus cambios en relacién a la edad de la rata.

3. Estudiar la distribuciéon en las capas corticales en V1 de las

neuronas NADHP-d y sus cambios en relacion a la edad de la rata.

4. Determinar la orientacion de estas neuronas respecto a la
superficie de la corteza visual primaria y si se producen cambios de
plasticidad neuronal en relacién al envejecimiento cerebral en este

tipo de neuronas.

77



78



3. Material y
Metodologia

79



80



Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Material y Metodologia

3.1. MATERIAL

3.1.1. SELECCION DE RATAS WISTAR

Este trabajo lo hemos realizado en la “Unidad de Investigacion
Oftalmoloégica Santiago Grisolia”, adscrito a la Fundaciéon de la Generalitat

Valenciana para la Investigacion del Hospital Dr. Peset de Valencia.

Hemos utilizado como material en la investigacion, la rata Wistar cuyo
nombre cientifico es Ico: WI (IOPS AF/Han). La rata Wistar pertenece al
orden de “rodentia” y a la familia “muridae”, es la denominada “rata de
laboratorio”, o “Rattus norvegicus”. Esta rata ha sido utilizada como animal de
experimentaciéon desde hace afios, fue seleccionada por HH Donaldson en el
Instituto Wistar de Estados Unidos a principio de siglo. Se trata de un animal
polivalente desde el punto de vista experimental con una vida media de
aproximadamente un ano y medio que la hace especialmente til en estudios
de envejecimiento y de supervivencia, con lo que podemos ver los cambios
evolutivos que se producen en su sistema neurolégico desde el nacimiento
hasta la vejez de la misma. Es un animal cuyo cerebro esti perfectamente
sistematizado en el mapa de Paxinos y cols. (1999) lo que nos permite

localizar con bastante precision las areas cerebrales de interés.
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Los animales utilizados en nuestro estudio se obtuvieron del animalario
del Instituto de Biomedicina del Consejo Superior de Investigaciones

Cientificas de Valencia, en condiciones estandar.

Todos los experimentos se han realizado de acuerdo con las leyes de la
Comunidad Europea para la investigacion animal (86/609/EC; 24 Nov 1986)
y con la aprobacion de los responsables del centro donde se realizo el trabajo,

asi como del comité de investigacién de dicho centro.

Se utilizaron pues, tres grupos de ratas albinas Wistar hembras en las que se
estudiaron la corteza visual primaria en animales de una semana, tres meses y
un afo de vida. Dichas edades corresponden al periodo postnatal, edad adulta
y vejez de la rata. Fueron estudiadas una serie de ratas en cada uno de los
grupos consideradas aptas para el estudio, es decir, hubo ratas que no se
consideraron aptas por diferentes motivos. Uno de ellos fue que hubieron
cortes histologicos que no se fijaron adecuadamente en los portas y las
tinciones no eran aptas para nuestro estudio. Por otro lado, en ratas viejas de
un afo de vida se detectaron en dos casos tumores cerebrales con lo que
tampoco las utilizamos en nuestro estudio, en la imagen siguiente (Fig. III. 1.)

se aprecia una tumoracion que desplaza las estructuras cerebrales:
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Fig. 111.1. Corte histoldgico de cerebro de rata Wistar tefiido con Nissl de un afio de
edad en el que se aprecian tumoraciones que desplazan estructuras cerebrales
(flechas)

A continuacion exponemos los datos de las ratas utilizadas en nuestra
investigacion especificando el peso de cada una de ellas y el tamafio del

cerebro:
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3.1.1.1. Ratas de una semana de vida

Rata1 1 semana 11 gramos 12 mm
Rata 2 1 semana 12 gramos 13 mm
Rata 3 1 semana 11 gramos 11 mm
Rata 4 1 semana 13 gramos 14 mm
Rata 5 1 semana 12 gramos 13 mm
Rata 6 1 semana 10 gramos 11 mm
Rata 7 1 semana 12 gramos 11 mm
Rata 8 1 semana 15 gramos 13 mm
Ratao9 1 semana 10 gramos 12 mm
Rata 10 1 semana 12 gramos 11 mm
Rata 11 1 semana 13 gramos 12 mm
Rata 12 1 semana 12 gramos 10 mm
Rata 13 1 semana 14 gramos 14 mm
Rata 14 1 semana 14 gramos 13 mm
Rata 15 1 semana 12 gramos 10 mm
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3.1.1.2. Ratas de tres meses de vida:

Rata 1 3 meses 183 gramos 19 mm
Rata 2 3 meses 198 gramos 23 mm
Rata 3 3 meses 205 gramos 22 mm
Rata 4 3 meses 215 gramos 25 mm
Rata 5 3 meses 173 gramos 20 mm
Rata 6 3 meses 167 gramos 21 mm
Rata 3 meses 171 gramos 20 mm
Rata 8 3 meses 212 gramos 22 mm
Rataog 3 meses 214 gramos 22 mm
Rata 10 3 meses 165 gramos 20 mm
Rata 11 3 meses 184 gramos 21 mm
Rata 12 3 meses 211 gramos 23 mm

M.C.L.: Medida cerebral longitudinal
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3.1.1.3. Ratas de un ano de vida:

Rata 1 1 aho 303 gramos 18 mm
Rata 2 1 aflo 310 gramos 17 mm
Rata 3 1 aho 295 gramos 19 mm
Ratag4 1 ano 310 gramos 16 mm
Rata 5 1 ano 308 gramos 19 mm
Rata 6 1 aino 310 gramos 19 mm
Rata 7y 1 ano 2097 gramos 17 mm
Rata 8 1 afio 344 gramos 18 mm
Rataog 1 aflo 295 gramos 16 mm

M.C.L.: Medida cerebral longitudinal
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3.1.2.-Sacrificio del animal

Para el sacrificio del animal efectuamos de manera sistematizada en

todos los animales los siguientes pasos:

1. Cada rata a estudio fue anestesiada con cloroformo en un principio y
cuando estuvo dormida se inyect6 via intraperitoneal en la mesa de

estereotaxis dos anestésicos (0.5mL de ketamina y 0.5 mL diazepam).

2. Con la rata completamente dormida, se realizaba toracotomia y
apertura de la auricula derecha. Posteriormente se procedia a realizar una
perfusién con fosfato buffer 0.1 M, pH 7.4, a través del ventriculo izquierdo ya
que de esta manera se sangraba al animal limpiando el arbol circulatorio hasta
que por la auricula salia la perfusién sin sangre (nuestro objetivo era obtener

las muestras lo mas exangiies posibles para su adecuado procesamiento).

3. Posteriormente, por la misma via se perfundia paraformaldehido al 4%
para realizar la fijacion del cerebro. Es importante en este paso que se
produjeran movimientos tonicos de la cabeza del animal “pseudoconvulsivos”
puesto que ello nos aseguraba que el paraforlmadehido llegaba a la cabeza y
por lo tanto que la fijacion del tejido era la correcta. Una vez fijada, la rata era
decapitada extrayendo cuidadosamente el cerebro con material quirargico
adecuado. Se introducia el cerebro en el liquido fijador (paraformaldehido) y

se anadia sacarosa al 30% durante 24h-48h a 4°C en nevera.
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4. Pasado este tiempo, se retiraba el cerebro del liquido fijador y se
cortaba el polo frontal cerebral (el procedimiento se detalla posteriormente)
para comenzar con los cortes en un 4rea mas cercana a la corteza visual

primaria.

5. Se situaba posteriormente el cerebro ya sin la regién frontal cerebral
en un molde orientado longitudinalmente (como se aprecia en la Fig. II.2.) y
se rellenaba con gel congelante (“Freeze Gel“ Cola para cortes de congelacion
referencia 071 11245) para crear un bloque con el cerebro y poderlo congelar a

-80°C en un congelador “Haier ult freezer”.

Fig. II1.2. Cerebro de rata Wistar adulta en el molde preparado para
utilizar el gel congelante. Este procedimiento se llevaba a cabo de manera
sistematizada en todos los animales estudiados.
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3.1.3.-Obtencion de los cortes histolégicos

En la obtencion de los cortes histolégicos también se utilizaba una
sistematica que se realizaba en cada uno de los animales a estudio. Para ello,

tuvimos en cuenta las siguientes consideraciones:

En el atlas de Paxinos y cols. (1999) el cerebro estandar mide 20mm,
como en nuestro estudio los cerebros tenian medidas diferentes segin la edad
y caracteristicas del animal, se realizaba una regla de tres para llegar al
Bregma 5.6 (que es donde empieza a aparecer la V1) en cada cerebro y asi
empezar los cortes lo més cerca posible de este Bregma. Un ejemplo de ello
seria, si en el cerebro estandar de Paxinos el punto que nos interesa esta a
diez mm de la parte anterior del polo frontal, en un cerebro de 12mm de una
rata de una semana de vida el punto que nos interesa estara a “X” mm de

dicha érea.

Asi pues:

20mm ——m— 10 mm

12mm —— 3 Xmm X=6 mm

89



Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Material y Metodologia

Sin embargo, en realidad retirdibamos un milimetro menos del
calculado (en este caso seria 5 mm) es decir, comenzabamos los cortes
seriados un poco antes de llegar al Bregma deseado para asi asegurarnos de
que en todos los casos se estudiaba toda el area visual primaria en su total
extension. La seccion la efectudbamos como mostramos en la figura siguiente

(Fig. I11.3.):

Fig. I11.3. Cerebro de rata Wistar adulta en el que se ha seccionado el polo frontal
(flecha)
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Una vez ya teniamos el cerebro congelado y preparado adecuadamente se
colocaba en el molde del micr6tomo Microm HM 550 para proceder a realizar
los cortes seriados como se aprecia en las siguientes figuras (Fig. III.4a. y Fig.

IIL.4b):

Fig. IIT.4a Microtomo de Fig. II1.4b. Cerebro de rata

congelacién Microm HM 550 Wistar congelado preparado para
realizar los cortes histologicos

seriados (flecha)

Se hicieron secciones coronales cerebrales longitudinales , en sentido

anteroposterior cerebral, de 50 micras de espesor de manera seriada.

Se disponian de manera seriada un primer corte histolégico en un
portaobjetos y los cuatro siguientes seriados correspondientes en placas de

Petri con tamp6n fosfato (como se aprecia en la Fig. ITI1.5.). De manera que se
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procedia a la tincién con la Técnica de Nissl para el corte del portaobjetos y la
tincion con la Técnica de NAPDH-d para los cuatro cortes del pocillo. Asi
pues, posteriormente se realizaba la localizacion anatémica gracias a la tincién
de Nissl y de esta manera en esta misma localizacién anatémica se situaban

los cortes con NADPH-d que le correspondian.

Fig. I11.5. Criostato que en la parte superior se observan los portaobjetos para la
tincidn de Nissl y las placas de Petri correspondientes (con cuatro cortes
histoldgicos en cada de una de ellas en tampén fosfato previo a la tincion de
NADPH-d)
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3.1.4.-Atlas de estereotaxis y quimioarquitectonico del

cerebro de rata de Paxinos

Hemos utilizado estos atlas para la localizacion de las areas a estudio, ya
que los esquemas y las tinciones estan referenciados con respecto al punto

Bregma craneal, situdndonos en la zona adecuada.

A continuacion se exponen tres esquemas de Bregmas del atlas de
estereotaxis de Paxinos y cols. (1999) en los que se aprecia en el primero de
ellos: Bregma 5.6 (Fig. II1.6.) que es donde empieza el area visual primaria y
Bregmas de regiones posteriores cerebrales (Fig. I11.7. y Fig. II1.8.) en donde

se aprecian los cambios evolutivos de dicha area:
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Fig. I11.6. Bregma 5.60

L
Fig. II1.7. Bregma 7.64
Fig. I11.8. Bregma 8.80
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3.2. METODOLOGIA
3.2.1. TECNICAS DE TINCION HISTOQUIMICA

3.2.1.1. Técnica histoquimica para optimizar la localizacion del area
visual primaria en el cerebro de la rata Wistar: Tincion de Nissl

La tincién de Nissl es una técnica gracias a la cual se observan estructuras
de nicleos y areas cerebrales con bastante precision, asi pues, dicha tincién
nos permitia cotejar cada corte tefiido con Nissl con el mapa de Paxinos y asi
se localizaba el area a estudio con mayor exactitud. De esta manera,
localizdbamos el Bregma en el que nos encontrdbamos con la tincién de Nissl
y a éste Bregma le correspondia también los cuatro cortes siguientes seriados

que se habian tefiido con NADPH-d.

Para la tincion de Nissl el protocolo utilizado fue el siguiente:
1. 3 minutos en alcohol 70°
2. 15 segundos en H,O destilada

3. 2-10 minutos en violeta de cresilo en solucién acuosa al 1% (en nuestras

tinciones: 3-4 minutos)

4. 30 segundos en H,O destilada—2 repeticiones
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5. 1 minuto en alcohol 50°

6. 1 minuto en alcohol 70°

7. Un bafio en alcohol 96° + 4cido acético 1% (unas gotas), durante un
tiempo variable (a 0jo), con lo que se consigue diferenciar los somas

neuronales.

8. 2 minutos en alcohol 100°

9. Un bafio de cloroformo, durante un tiempo variable (a ojo), para

diferenciar la sustancia blanca.

En las figuras siguientes (Fig. III.g. y Fig. II.10.) se aprecia la
comparativa entre el corte histologico de cerebro de rata Wistar tefiido con
Nissl en el que se pueden localizar diferentes areas cerebrales y el esquema de
Paxinos en donde también las encontramos, de esta manera se ha localizado el

Bregma 6.04 en este caso:
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vl 2.96 mm* Bregma «6.04 mirr

Fig. II1.9. (arriba) y Fig. II1.10. (debajo) Corte histolégico de cerebro
de rata Wistar adulta teniido con Nissl en el que se aprecia el Bregma 6.04 y
esquema de Paxinos en los que se aprecian las areas cerebrales:

1. Nucleo geniculado medial
2. Gyrus dentado

3. Hipocampo

4. Corteza visual primaria
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3.2.1.2. Técnica histoquimica para optimizar la localizacién de las
células NADPH-diaforasa a estudio: Tinci6on de la NADPH-diaforasa

Una vez obtuvimos los cortes de cerebro y se procedié a localizar las
zonas de interés con la técnica anterior, comenzamos con el proceso de tinci6on
para la NADPH-diaforasa y asi pudimos localizar las células que contenian
dicha enzima. Se utilizo6 la técnica de tincién de Ellison y cols. (1987) que a su
vez es una modificacién de la utilizada por Scherer-Singler y cols. (1983).
Dicha técnica consiste en incubar los cortes obtenidos en una soluci6on de
NADPH durante aproximadamente 1 hora a 37° y agitaciéon continua. La
soluciéon de NADPH contiene Trix6n x-100 al 0.5%, Tetrazolio nitroblue 0.08
mM y B-NADPH 1mg/ml. Tras la incubacién se observa un color azulado.
Posteriormente se procede al lavado con tampo6n fosfato hasta que el liquido

esté transparente. A continuacion se detalla el proceso:

Técnica histoquimica de NADPH-diaforasa: Segin método Ellison y cols.

(1987).

1. Secciones incubadas 2h a 37°C en un medio con Tamp6n Tris-HCI pH: 8
0,1M con 0,8% Triton X-100, Malato monosédico 8mM, NADPH 1mM y

NTB 0,8mM.
2, Lavar con Tampoén Fosfato1, 125M --- repetir 3 veces.

3. Montar en portas gelatinizados y dejar secar.
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En las im4genes adjuntas se aprecia el area a estudio con las neuronas y
axones NADPH-diaforasa en la Fig. IIl.11. y en la Fig. III.12. se aprecian dos

neuronas NADPH-diaforasa y su sinapsis:

Fig. III.11 Area visual primaria de cerebro de rata Wistar teiiido con
NADPH-d con la zona rectangular marcada en zona central de V1.Se realizo
el contaje de neuronas y axones NADPH-d del interior de dicha area

(flechas)
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Fig. II1.12. Dos neuronas NADPH-diaforasa en cerebro de rata Wistar
adulta tefiido con NADHP-d y su sinapsis (flecha)

Una vez obtenidos los cortes histologicos tefiidos con NADPH-d se
enumeraron de manera seriada con la correspondencia con su portaobjetos de
tincibn de Nissl. Todos los cortes se codificaron de manera que cada
portaobjetos podia localizarse tanto en Nissl como en NADPH-d y con el

numero correspondiente de la rata a la que pertenecian.

En la imagen adjunta (Fig. III.13.) se observan portaobjetos que
corresponden al mismo Bregma, en el superior se observa la tincion de Nissl y
en el inferior la tincibn con NADPH-d con los cuatro cortes seriados

consecutivos correspondientes:
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Fig. II1.13. Portaobjetos en imagen superior con tinciéon de Nissl y
portaobjetos inferior con los cortes de cerebro de rata Wistar adulta, son

cortes seriados consecutivos correspondientes a ese Bregma tefiidos con
NADPH-d

Asi pues, en la imagen inferior (Fig. III.14.) se muestran en los
portaobjetos las tinciones con NADPH-d desde el Bregma 5.6 hasta el area

final cerebral en el que se aprecia la V1 de una rata Wistar:

|

Fig. IIl.14. Cortes histolégicos

seriados de cerebros de Rata
Wistar  adulta

NADPH-d

L DL

tefiidos  con

:
ﬁ

——
:
(TN
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3.2.2. OBTENCION DE LAS IMAGENES

Para la localizacién del corte tenido, utilizAbamos un microscopio
NIKON SMZ 1500 (Fig. I11.15. y Fig. I11.18) mediante el cual podiamos ver
el corte histolégico en su totalidad y ubicarnos gracias a las estructuras
cerebrales tefiidas con Nissl en el Bregma 5.6. A partir de dicho Bregma
seguiamos con los siguientes de manera seriada hasta el final de V1. Una vez
garantizada la localizacion, identificamos las células NADPH-d con los cortes
correspondientes a cada Bregma. Asi pues, mediante este microscopio
teniamos una imagen macroscopica del corte y pudimos ir codificando cada

corte con cada Bregma.

Fig. I11.15. Microscopio NIKON SMZ 1500
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La imagen siguiente superior (Fig. II1.16.) corresponde a un esquema a
nivel del Bregma 5.6 donde empieza el area visual primaria; la inferior (Fig.
III.17.), mediante la técnica de Nissl, al area sefialada en el mapa de manera
que tenemos localizada anatémicamente el area de nuestro corte histologico a

estudiar.

L J

Fig. II1.16. Bregma 5.60 del mapa cerebral de rata de Paxinos donde
comienza el drea visual primaria (1)

Fig. II1.17. Tinciéon de Nissl de corte histolégico de cerebro de rata Wistar
adulta con el Grea visual primaria destacada (1) en el Bregma 5.60 del mapa
de cerebro de rata de Paxinos
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Una vez ya teniamos todos los cortes codificados con su Bregma
correspondiente utilizdbamos otro microscopio de mayor aumento para ir
obteniendo las imagenes histologicas donde realizar el estudio de las neuronas

NADPH-d.

Para la obtencién de dichas imégenes, se utiliz6 el microscopio LEICA
DMLB (Fig. I11.19.) mediante el cual se obtuvieron fotografias con aumento
de x 10 de la zona central del 4rea V1 de manera sistematizada en todos los
cortes analizados. Una vez obtuvimos las imagenes procedimos a su

procesamiento y analisis.

Fig. II1.18. Microscopio NIKON SMZ 1500 y localizacion del Bregma del
corte histolégico teitido con Nissl con el mapa de cerebro de rata de Paxinos
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Fig. II1.19. Microscopio LEICA DMLB en el que se obtenian las imdgenes del
area visual primaria del cerebro de rata Wistar con la tincion de NADPH-d
(aumento X 10)

Con el microscopio Leica DMLB obteniamos las imagenes que
correspondian al 4rea visual primaria, se localizaba dicha area cerebral y se
hacia una foto con aumento de x10 de la zona central de dicha 4rea en cada
corte histolégico (siempre del lado derecho cerebral para que las muestras
fuesen comparativas entre ellas). En las imégenes siguientes se observan
diferentes ampliaciones de un mismo corte histolégico de cerebro de rata

Wistar adulta tefiido con NADPH-d (Fig. I11.20.; Fig. III.21. y Fig. IT11.21.):

105



Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Material y Metodologia

Fig. I11.20. Fig. I11.21.

Fig. I11.22.

Fig. I11.20.; Fig. II1.21. y Fig. II1.22. Diferentes ampliaciones del mismo
corte cerebral de rata Wistar adulta tefiido con NADPH-d obtenidos con el
microscopio LEICA DMLB. En las figuras II1.20. y II1.21. se ha marcado el

area que corresponde al area visual primaria. En la figura inferior Fig.
II1.22. el aumento es X 10 y corresponde al area visual primaria
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3.2.3. ANALISIS DE LAS IMAGENES

Todas las imégenes se obtuvieron también de manera seriada y fueron
codificadas con sus portaobjetos correspondientes. Como cada uno de los
portaobjetos de NADPH-d ya estaban identificados con el Bregma
correspondiente, nos apoyadbamos con copias de las laminas del atlas

estereotaxico de Paxinos.

Se localizaba el 4rea V1 en cada corte y se fotografiaba la zona central de la

misma con un microscopio Leica DMLB con un aumento de x 10.

Como los limites de la V1 en la rata no son precisos, para hacer el
recuento de las neuronas NADPH-d , se marc6 un area constante rectangular
(Fig. I11.23.) en todos los cortes que media 480 micras X 540 micras, con una
superficie constante de 259.000 micras al cuadrado, o sea, una superficie de
0.259 milimetros cuadrados, para llegar a todas las capas de la corticales
dentro de Vi, independientemente del tamano del cerebro (ya que
utilizabamos ratas de diferentes edades y los cerebros tienen diferentes
tamafios) y del tamafio del area V1 en cada corte (el tamafio de V1 varia a lo

largo de la corteza cerebral en una misma rata, ver Fig. III.24. y Fig. III.25.).

De esta manera, se podia posteriormente hacer un contaje neuronal en el
interior de dicha area rectangular marcada (480 x 540 micras) en el que los

resultados fueran comparables entre todas las muestras. Asi pues, las
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densidades poblacionales neuronales que se obtuvieron fueron

comparables.

Fig. II1.23. Area rectangular constante de 480 x 540 micras marcada en
cada imagen obtenida con el microscopio LEICA DMLB (aumento x 10), en la
zona central del area Vi1 de corte histologico cerebro de rata Wistar adulta
tefiido con NADPH-d
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El contaje se realizd siempre en el mismo hemisferio cerebral (en el
derecho) y en el mismo punto (zona central del area V1) para evitar posibles

efectos de laterizacion que pudiesen sesgar los resultados.

En las imagenes siguientes (Fig. I11.24. y Fig. II1.25) se aprecian cortes de
diferentes tamafios de la misma rata Wistar adulta segtin el nivel de la
seccion coronal realizada , por ello se midi6 un area constante en todos los
cortes para evitar el sesgo de diferentes tamafios del 4rea V1 en una misma
rata. Son cortes histologicos cerebrales seriados en sentido anteroposterior
que muestran el diferente tamafo de V1 segtn la seccion, siendo mayor el 4rea
V1 en las secciones finales en sentido anteroposterior cerebral. Asi pues, se
midi6 el area constante central rectangular de 480 x 540 micras en el area
central de V1 de cada corte, para poder tener muestras comparables entre

ellas.
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Fig. II1.24. Corte cerebral de rata Wistar adulta teniido con NADPH-d
correspondiente al Bregma 5.60 donde comienza el area visual primaria 6 V1
(rectangulo) en sentido anteroposterior cerebral coronal longitudinal

Fig. II1.25. Corte cerebral de rata Wistar adulta tefiido con NADPH-d
correspondiente al Bregma 7.30 en areas finales del Grea visual primaria 6 Vi
(rectangulo) segiin cortes seriados cerebrales en sentido anteroposterior coronal
longitudinal. Este corte es de la misma rata que el corte de la Fig. I11.24. Se
aprecian las diferentes dimensiones del area V1 segun el nivel de corte histologico
si comparamos ambas figuras
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Las neuronas fueron contabilizadas y ubicadas en cada capa de la
corteza visual y ademas se detall6 la orientacién de cada neurona segin si
eran verticales u horizontales dentro del area estudiada respecto a la
superficie de la corteza cerebral. Para ello, utilizamos un esquema para cada
corte (Fig. II1.26.), en el que a manera de grafico se marcaba la situacion y la
posicion de cada neurona. Aprovechdbamos este mismo esquema para
representar también los axones neuronales, tanto la situacién y posicion de los

mismos.

G
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Fig. II1.26. Esquema de un corte para contabilizar neuronas NADPH-d
siendo coloreadas de azul las horizontales y de rojo las verticales. Los axones
NADPH-d también se contabilizaron y se colorearon de amarillo los
verticales y de marroén los horizontales. Se contabilizaron sélo los que se
encontraron dentro del drea rectangular de medicién constante de 480 x 540
micras, en la zona central de V1 de todos los cortes histologicos de cerebro de
rata Wistar tefiidos con NADPH-d
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En el sistema de recuento de perfiles neuronales se consider6 aquella
neurona que tuviera todo el soma en la capa correspondiente desechando
aquellos elementos que no siguieran este criterio. Los axones que hemos
contado, los identificamos siguiendo los criterios de la definicién de axdén. Se
consideraron la capa I y la capa II por un lado como un primer grupo, un
segundo grupo con las capas III y IV; por tltimo, el tercer grupo eran las capas
V y VI como se aprecia en las im4genes inferiores (Fig. IT11.27.Superior. y Fig.
III.27.Inferior). De esta manera, se contabilizaron las neuronas que

pertenecian a cada grupo y se especifico su orientacion.

Cuando se tenia el recuento de todos los cortes de una rata, contdbamos
el total de neuronas y axones horizontales por grupo de capas; lo mismo
haciamos con las neuronas y axones verticales. Este recuento total lo
transcribiamos a una hoja de calculo Excell para el estudio estadistico (ver

Tablas de recuentos absolutos en Resultados).
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CapasVy Vi

Fig. IIl.27.Superior y Fig. IIL.27.Inferior Zona
central del area Vi marcada con el drea rectangular
constante de contaje con neuronas y axones NADPH-d. Se
aprecia la clasificacion de las capas de la corteza cerebral
en tres grupos para facilitar el contaje de los elementos

Capalyll
Capas llly IV
CapasVy VI
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Breve introduccion a los resultados generales del estudio

Con la metodologia expuesta en el capitulo correspondiente hemos
localizado todos los cortes cerebrales obtenidos con el atlas topografico del
cerebro de rata de Paxinos. En este atlas hemos estudiado el area visual
primaria que comienza en el Bregma 5.60 (Fig. IV.1.) y continua hasta el final
de la corteza, es decir comienza en este bregma y luego el area visual nos
aparece en todos los cortes histoldgicos hasta que termina el area occipital. Asi
pues, a cada corte histologico le hemos asignado un esquema del atlas de
Paxinos (Fig. IV.2a., Fig. IV.2b. y Fig. IV.3.) de manera que hemos realizado el
contaje de neuronas y axones de toda el area visual en cada cerebro

localizando en todo momento el Bregma en el que nos encontrabamos.

&

Fig. IV.1. Bregma 5.60 del mapa topogrdfico del cerebro de rata de Paxinos. Se
aprecia el area Vi coloreada
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Fig. IV.2a. Bregma 5.60 de corte histologico de cerebro de rata Wistar
adulta teniido con la técnica de Nissl para la localizacion anatémica. Se
aprecia el area Vi marcada con dos lineas y una flecha

Fig. IV.2b. Bregma 5.60 en corte histolégico de cerebro de rata Wistar
adulta teniido con la técnica histoquimica NADHP-d. Se marca el area Vi en
el rectangulo
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Fig. IV.3. Ampliacién del corte histolégico de cerebro de rata Wistar adulta tefiido
con NADPH-d en el que se aprecia el area visual primaria (V1) entre las dos lineas
marcadas en el Bregma 5.60

En cada corte histologico, tras localizar el area visual y el Bregma, hemos
utilizado un area constante en todas las muestras de 480 x 540 micras que
hemos marcado en la zona central del area visual de cada uno.
Posteriormente, hemos realizado el contaje de neuronas y axones que estan en
el interior de dicha 4rea, por tanto, nuestros resultados son de “densidad
neuronal o axonal”. Esta area constante nos permitié que los resultados
que obtuvimos en las muestras de diferentes tamafios cerebrales y en
diferentes Bregmas de un mismo cerebro fueran comparables entre si. En

cada esquema hemos marcado simboélicamente las neuronas y axones
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encontrados asi como la orientacion y su posicién la corteza, de modo que esta
metodologia nos facilit6 el recuento total y el estudio de la distribucién

de los elementos encontrados (Fig. IV.4.).

T

Fig. IV.4. Esquema para el marcado de los elementos encontrados en el Grea de
recuento: neuronas horizontales en azul, neuronas verticales en rojo, axones
verticales en amarillo y axones horizontales en marrén

En cuanto al analisis de los datos hallados, en cada corte histolégico
hemos observado el hecho de que las neuronas NADPH-d las encontrabamos
dispuestas segiin su soma, unas en posiciéon vertical y otras en posicion
horizontal respecto a la superficie de la corteza. De igual forma, en los axones
hemos observado también que se encontraban en disposicion vertical o en

horizontal respecto a la corteza. Por tanto, se diferenci6 el contaje de neuronas
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y axones segln si su orientacion era vertical u horizontal (“V” son verticales y

“H” horizontales).

Como hemos comentado en el apartado de “Material y Métodos” las
capas se han dividido en tres bloques para facilitar su estudio por capas
corticales. Asi pues, por una lado estan las “Capas 1 y 2” de la corteza con su
contaje en comun configurando el primer bloque de capas corticales méas
superficiales, por otro lado, las “Capas 3 y 4” (configurando el segundo
bloque de capas corticales medias) y finalmente, el altimo bloque estudiado

es el de las “Capas 5y 6” de la corteza visual, que son las méas profundas.

En cuanto a la edad de las ratas para ver los cambios evolutivos en el
tiempo, hemos hecho el estudio en tres estadios de edad de manera que, “T1”
corresponde a las ratas de una semana de vida (periodo postnatal), “T2”
corresponde a ratas de tres meses de vida (que podemos considerar adultas) y
“T3” son las ratas de un ano de vida (consideradas viejas). De esta manera
hemos analizado en primer lugar cada estadio por separado y posteriormente
hemos cruzado los datos para ver las diferencias entre ellos y poder ver los

cambios evolutivos de la densidad neuronal y axonal NADPH-d con la edad.

Una vez realizado el recuento de las preparaciones histolégicas hemos
obtenido una serie de datos que hemos dispuesto en tres tablas (una por cada
estadio de edad) y en cada una de ellas se ha efectuado el estudio cuantitativo
y distributivo de densidad neuronal y axonal en las diferentes capas de la

corteza visual V1. Con los datos obtenidos se ha hecho el recuento total de
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cada elemento (neurona o axén vertical u horizontal) en términos absolutos
en cada bloque de capas corticales y posteriormente se ha calculado la media

con su desviacion estandar.

Para facilitar la exposicion de los datos obtenidos hemos utilizado dos

tipos de tablas que explicamos a continuacioén:

- Tablas de frecuencias absolutas:

Son tablas que recogen el ntimero de veces que se ha observado un
namero determinado de neuronas o axones (son el encabezado de
columna) en cada uno de los estadios temporales. Los datos aparecen
desglosados por orientacion (neuronas o axones horizontales y verticales)
y el recuento total. La tltima columna de estas tablas corresponde al
numero observado total de neuronas o axones en cada caso, no a la suma

de frecuencias.

- Tabla de frecuencias relativas (%):

Son tablas que recogen los datos que se obtienen en referencia al
conjunto global de neuronas o axones observados. En cada caso se ha
dividido el nimero de neuronas o axones observados por el total de
neuronas o axones correspondiente. La dltima columna de estas tablas

corresponde a la media y desviacion estandar de los datos.
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Ademaés, en el segundo apartado de Resultados en el que se analizan los
elementos estudiados en los tres estadios de edad se describen los datos

utilizando graficas de diagramas de barras y densidades:

- Diagramas de Barras:

En estos diagramas el eje de abscisas corresponde al nimero de
neuronas o axones que se observany el eje de ordenadas corresponde al

numero de individuos (ratas).

- Diagramas de lineas de densidad:

En estos diagramas se representan las medias de densidad (tasa

porcentual) estimada del recuento de neuronas o axones

En resumen, en la primera parte de Resultados se analizan los datos
obtenidos en cada estadio seglin los recuentos totales y las medias con sus
desviaciones estindar encontradas. En la segunda parte, hemos analizado los
resultados obtenidos teniendo en cuenta cada elemento por separado,
neuronas o axones, en los tres estadios de edad. Y posteriormente, en la
tercera parte, hemos utilizado el “Test de Wilcoxon” en los datos del
estudio evolutivo para comparar a pares los diferentes estadios de edad de la
rata. De esta manera hemos comparado neuronas y axones por diferentes
capas entre dos edades distintas para ver los cambios que existian en
relacion a la edad y su significancia estadistica (es decir, la

confianza que tenemos en que las diferencias encontradas sean
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ciertas). Por ltimo, en el cuarto apartado de Resultados, hemos querido
explicar el estudio morfolégico que hemos observado en las muestras

obtenidas.
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4.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS EN CADA ESTADIO DE EDAD

4.1.1. Resultados en ratas Wistar de una semana de vida o
T1:

En las ratas de una semana de vida hemos realizado el contaje de
neuronas y axones en los tres bloques de capas corticales y a continuacion
expondremos los resultados de la densidad de ambos elementos en el area

estudiada.

En el contaje total en términos absolutos de neuronas hemos hallado 544,
de las cuales 235 eran neuronas horizontales y 309 eran verticales en su
orientacion respecto a la superficie de la corteza cerebral (ver Tabla IV.1., en el
encabezado se recoge el nimero de veces que se observa un ndmero
determinado de neuronas y en la columna final el recuento total en términos

absolutos).

Neuronas T1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL
Horizontales 3 8 12 9 17 6 4 4 1 2 0 235
Verticales 1 3 2 1B 13 12 10 4 4 2 1309

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15TOTAL
Rec.TOTAL 0 0 1 2 8 12 6 9 8 6 5 3 2 2 2 54

Tabla IV.1. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas en global en T1
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Ademés, hemos calculado las medias con sus desviaciones estindar de
los datos obtenidos de manera que, la media de neuronas horizontales en V1
fue de 3.56 + 2.11 y la media con su desviaciéon de las verticales fue de 4.68 +
2.05. Por tltimo, en el contaje global de neuronas tanto de verticales como

horizontales la media fue de 8.24 + 2.84 (ver Tabla IV.2.).

Neuronas Horizontales (%)

0 1 2 3 4 5 6 i 8 9 i#+s
T 45 121 182 136 258 91 61 61 15 3 356211

Neuronas Verticales {%)

0 1 2 3 & S & 7 8 9 W Fbi
M 15 45 3 712 197 182 152 &1 61

TOTAL Neuronas {%)

=
=

1 2 3 4 5 6 7 8 8% W n p B U 15 Fh
T 0 0 15 3 11 182 91 B6F 121 41 76 45 3 3 3 MM

Tabla IV.2. Tabla de frecuencias relativas de neuronas en global en T1
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Asi pues, podemos afirmar que segin nuestras observaciones,
globalmente, en las ratas de una semana de vida existe una mayor
densidad poblacional neuronal de neuronas verticales NADPH-d

que de neuronas horizontales (Fig. IV.5. y Fig. IV.6).

A continuacion analizaremos qué distribucién tienen estas neuronas
NADPH-d en las diferentes capas de la corteza visual V1 diferenciando entre

neuronas horizontales y verticales.

En primer lugar hablaremos de las neuronas horizontales en T1.

Segin nuestras muestras histoldgicas hemos encontrado un total de 42
neuronas horizontales NADPH-d en T1 en las capas superficiales de la
corteza 1y 2. En las capas 3 y 4 hemos hallado un total de 110 neuronas, y
finalmente, en las capas profundas 5 y 6 hemos encontrado 83 (ver Tabla
IV.3.). Posteriormente hemos calculado las medias con su desviacién estandar
de los datos encontrados obteniendo los siguientes resultados (ver Tabla

1vV.4.):

- Enlas capas 1y 2 se encontr6 de media 0.64 + 1.03

En las capas 3 y 4 la media fue de 1.67 +1.88

- Enlas capas profundas 5y 6 la media fue de 1.26 + 1.35
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Neuronas Horizontales T1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa1/2 42 12 8 3 0 1 0 0 0 0 42
Capa 3/4 24 11 14 8 5 2 0 0 1 1 110
Capa 5/6 25 16 13 10 1 0 0 1 0 0 83

Tabla IV.3. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas horizontales en T1 por
capas corticales en V1

Neuronas Horizontales (%) - Capa 1/2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 iI+3
T 63.6 182 121 45 0 15 0 0 0 0 0.641+1.03

Neuronas Horizontales (%) - Capa 3/4

0 1 2 3 4 5 6 7 3 g £+3
T 364 167 212 121 7.6 3 0 0 15 15 167+1238

Neuronas Horizontales (%) - Capa 5/6

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 E43
T 379 242 197 152 15 0 0 15 0 0 1261135

Tabla IV.4. Tabla de frecuencias relativas de neuronas horizontales en T1 por
capas corticales en V1
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Por tanto, segin nuestros resultados podemos decir que las neuronas
NADPH-d horizontales en T1 son mas numerosas en las capas

medias y profundas de Vi1 (Fig. IV.7.y Fig. IV.8.).

En segundo lugar, exponemos los datos obtenidos en las neuronas

verticales en T1.

Asi pues, en el estudio de la distribucion por capas de la corteza visual en
el caso de las neuronas verticales NADPH-d en Ti1 los resultados han
sido distintos. En términos absolutos hemos encontrado en las capas 1y 2 de
la corteza un total de 140 neuronas verticales. En las capas 3 y 4 el total fue de
124 neuronas mientras que descendi6 en las capas profundas 5y 6 a un total

de 45 neuronas verticales (ver Tabla IV.5.).

A continuaciéon se hizo el cdlculo de las medias con sus desviaciones

estandar de los datos obtenidos (ver Tabla IV.6.):

- Enlascapasiy2fuede 2.12 + 1.7
- Enlas capas 3y 4 fue de 1.88 £ 1.36

- Enlascapas 5y 6 fuede 0.68 + 0.91
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Neuronas Verticales T1

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capal/2 11 15 18 10 6 3 20 1 0 140
Capa 3/4 10 19 19 8 7 3 o 0 0 0 124
Capa5/6 3% 19 8 2 1 0 0 0 o0 O 45

Tabla IV.5. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas verticales en T1 por
capas corticales en V1

Neuronas Verticales (%) - Capa 1/2

Bl
H
kit

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T 16.7 227 273 152 91 45 3 0 15 0 21217

Neuronas Verticales (%) - Capa 3/4

6 1 2 3 a4 s 6 7 8 9 £EX&
m 152 288 288 121 106 45 ¢ ¢ G O 188+136

Neuronas Verticales (%) - Capa 5/6

¢ 1 2 3 4 s 6 71 8 9 gtk
T 545 288 121 3 15 0 © O O O 068:091

Tabla IV.6. Tabla de frecuencias relativas de neuronas verticales en T1 por
capas corticales en V1
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Por tanto, podemos afirmar que segin nuestros datos las neuronas
verticales NADPH-d en Ti tienen una mayor densidad en su
poblacion en las capas mas superficiales de la corteza mientras
que descienden en capas medias para practicamente existir muy

pocas en las capas profundas de la corteza V1 (ver Fig. IV.5.).

Fig. IV.5. Corte histologico de cerebro de rata Wistar en T1 marcado con el
area de contaje en el que se aprecia la mayor densidad de neuronas
verticales NADPH-d en V1 (flecha) y se distribuyen sobre todo en las capas
corticales superficiales
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Fig. IV.6. Corte histologico de cerebro de rata Wistar en T1 marcado con el area
de contaje en el que se aprecia la mayor densidad de neuronas verticales (flecha)
NADPH-d en V1

Fig. IV.7. Corte histolégico de cerebro de rata Wistar en T1 marcado con el drea
de contaje en el que se aprecian neuronas NADHP-d horizontales (flecha) en las
capas medias y profundas de V1
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Fig. IV.8. Corte histolégico de cerebro de rata Wistar en T1 marcado con el area
de contaje en el que se aprecian neuronas NADHP-d horizontales (flecha) en las
capas medias y profundas de V1

En segunda instancia, se ha hecho un estudio de la densidad de
elementos axonales NADPH-d positivos de manera que se ha realizado un
contaje en términos absolutos de su densidad globalmente y posteriormente
hemos analizado su distribucion por capas de la corteza (realizando la misma

sistemética que hemos descrito anteriormente en neuronas).

Asi pues, hemos hallado un total de axones horizontales de 204 mientras
que de axones verticales se han hallado 790 siendo el contaje global de los

mismos de 994 axones (ver Tabla IV.7.).
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En el calculo de las medias globales los resultados fueron en el caso de
axones horizontales una media de 3.09 + 2.93 mientras que en axones
verticales se la media resulté 11.97 + 3.52 siendo la media global de los

mismos conjuntamente de 15.06 + 4.58 (ver Tabla IV.8.).

Axones T1

0 1 2 3 4 5 § 71 8 An 0 TOA
Horizontales 16 4

Verticales 00 0 0 0 2 2 1 1

©
s
s
=
=
o)
=S
=5
~
=

oo
=
<

- o

5 -

(=

ENN
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- o

~ o
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- o

- o

- o

- o

- o

= o

s =

01 2 3 4 5 6 9 10 11 2 B W 15 WK 7 1B 19 20 2 2 B3 ¥ B 29 T
TOAL o0 0 0 0 0 1 0 3 6 4 5 7 9 5 7 5 1 2 2 2 2 1 1 1 1 9%

Tabla IV.7. Tabla de frecuencias absolutas de axones en global en T1

Aones Horizontales {%)

001 2 3 4 5 6 1 0 p B it
T M2 6l DIA2W I6 3 315 3 15 MM

Axones Verticales {%)

P01 7 31 ¢ 5 § 7 %8 % WU UB WG 6T B @ n on i
T 0 0 0 0 0 3 0} OL oMWW MM 365 R 1515 15 15 Lam

I 11 3 &# 5 6 3 10 1102 B MIEJEIJEHIHHEBHHEE-&S

n 0 0 0 0 015 0 & 91 61 76 W6 BF 76 W6 74 15 3 3 3 3 3 15 15 15 DSGEHS

Tabla IV.8. Tabla de frecuencias relativas de axones en global en T1
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Por tanto, podemos afirmar segin nuestros datos que se encuentran
numerosos elementos axonales en las muestras estudiadas pues
son practicamente el doble que las neuronas en la media de su
densidad de poblacion en Ti. Por otro lado, globalmente son mas
numerosos los axones verticales que los horizontales a los cuales

practicamente los cuadruplican en T1.

A continuacién analizamos la distribucién por capas de los elementos

axonales segun su orientacion.

En el caso de los axones horizontales NADPH-d en Ti la
distribucién encontrada es la siguiente. En las capas 1 y 2 no se han
encontrado axones horizontales en las muestras observadas en nuestro
estudio. Por otro lado si hemos encontrados en las capas medias 3 y 4 siendo
un total de axones de 107 mientras que en las capas 5y 6 el total fue de 97 (ver

Tabla IV.9.).

En el calculo de la media de densidad axonal los resultados fueron (ver

Tabla IV.10.):

- Enlas capas 1y 2 no se encontraron axones horizontales
- Enlas capas 3y 4 la media con su desviacion estandar fue 1.62 + 2.89

- Encapas 5y 6 la media fue de 1.47 + 2.02
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Axones Horizontales T1

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 U 1 B W B WK 7T B WY 2 A N TA
Capa 1/ ) 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Capa 3/4 s 1 5 3 6 3 1 1 0 0 0 1t 10 0 0 0 0 0 0 0 0 107
(apa 5/ b ¥ o5 10 10 5 2 0 0 0 0 o0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 97

Tabla IV.9. Tabla de frecuencias absolutas de axones horizontales en T1
por capas corticales en V1

Axones Horizontales (%) - Capa 12

801 2 3 4 5 6 7 8 910 H 2B M B %YV BE N nniH
m w o ¢ 0 ¢ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O

Rxones Horizontales (%) - Capa 3/4

0012 3 4 567 8% 30 HNDBH S EY BN N i
M 62 15 76 45 91 45 15 15 0 0 15 15 0 0 0 0 0 0 0 0 018249

Ruones Horizontales (%) - Capa 5/6

b1 o203 4 5 6 7 8§y Uon B WS %y B8N noniH
o966 3 0 00 0 0 D0 o0 0 0 D00 ) dignR

=

Tabla IV.10. Tabla de frecuencias relativas de axones horizontales en T1
por capas corticales en V1
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Por tanto, se puede afirmar que segin nuestro estudio no se observan
axones horizontales NADPH-d en las capas superficiales de la
corteza en Vi en Ti. Sin embargo, los axones horizontales si se
encuentran en las capas medias y profundas de la corteza visual
primaria aunque la media de densidad de poblacién es pequeita

en estas capas.

En el estudio de la distribuciéon por capas de la corteza de los axones

verticales NADPH-d en T1 los resultados hallados son los siguientes.

En términos absolutos, hemos hallado un total de 562 axones verticales
en las capas 1y 2, es decir, existe una poblacién muy numerosa de los mismos
en estas capas. Por otro lado, el contaje total en las capas 3 y 4 descendib a 195
axones y finalmente, en las capas profundas 5 y 6 el resultado que hallamos

fue de 33 axones en total (ver Tabla IV.11.).

Avones Verticales T1

01 23 4 5 6 7T 8 9 10U n B WL 8NN NN 0L
(apaf2 ¢c 000228 0T 0000000 T
Gpadfd 2 1 5 8 9 8 9 2 2 0 0 0 0 0 0 0 00 0 00 00 1
Goa¥6 % 2 23 220 0 0 0 0 0 0 0 0000000 00 B

Tabla IV.11. Tabla de frecuencias absolutas de axones verticales en T1
por capas corticales en V1.
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En el célculo de las medias con sus desviaciones estandar encontramos
que (ver Tabla IV.12.):

- Enlas capas 1y 2 la media fue de 8.52 + 3.01

- Enlas capas medias 3y 4 fue de 2.95 + 2.51

- Enlascapas5y6 fuedeo.5+ 1.26

Avones Verticales %) - Capa1/2

01 2 3 4 5 6 7 8 90 H NN M5 %Ky 8w nn i
1 0 0 0 015 3182 182 152 167 82 3 15 0 0 0 0 15 0 0 15 0 158434

Reones VerGcales {¥) - Capa3fd

0012 1 45 § 7 88w NnRB® s KU B BN nn i
M B3 15 BRIBEINBE 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0258

Ruones Vertcales %)- Capa5 b

0012 3 45 § 71 890N DB WS KD ®D A NDIH
m 81 1 148 13 00000000000 0 0 0 0 0 005

Tabla IV.10. Tabla de frecuencias relativas de axones verticales en T1 por
capas corticales en V1
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Por todo ello, se puede afirmar que segin los resultados que hemos
obtenido, los axones verticales NADPH-d tienen una gran densidad
de poblacion en las capas superficiales de la corteza siendo los
elementos mas numerosos en ellas mientras que desciende su
densidad a la mitad aproximadamente en capas medias para casi

desaparecer en capas profundas de la corteza de Vi en T1.

En las imagenes siguientes se puede observar los resultados que hemos

encontrado (Fig. IV.9., Fig. IV.10., Fig. IV.11. y Fig. IV.12.):

Fig. IV.9. Corte histolégico de cerebro de rata Wistar en Tt marcado con
el area de contaje en el que se aprecian numerosos elementos axonales
(flecha) NADHP-d verticales predominando en las capas corticales
superficiales de V1
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Fig. IV.10. Corte histolégico de cerebro de rata Wistar en T1 marcado con el area
de contaje en el que se aprecian axones NADHP-d verticales (flecha) en las capas
mas superficiales de V1

Fig. IV.11. Corte histologico de cerebro de rata Wistar en T1 marcado con el area
de contaje en el que se aprecian axones NADHP-d horizontales (flecha) en las capas
medias y profundas de V1
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Fig. IV.12. Corte histolégico de cerebro de rata Wistar en T1 marcado con el area
de contaje en el que se aprecian axones NADHP-d verticales en capas superficiales
(flecha horizontal) y axones horizontales en las capas medias y profundas de
Vi(flecha vertical)
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4.1.2. Resultados en ratas Wistar de tres meses de vida o
T2:

En las ratas de tres meses de vida consideradas adultas, hemos realizado
el contaje de neuronas y axones en el area estudiada de Vi con la misma
sistemaética expuesta en el apartado anterior de manera que, a continuacién se

detallaran los resultados obtenidos.

Se ha realizado el contaje total de neuronas en términos absolutos en
todas las capas obteniendo un total de 286 neuronas de las cuales 161
neuronas fueron horizontales respecto a la superficie de la corteza y 125

neuronas se orientaron verticalmente (ver Tabla IV.11.).

Neuronas T2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL
Horizontales 7 13 23 15 8 5 0 0 0 0 0 161
Verticales 10 15 33 8 5 0 0 0 0 0 0 125

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15TOTAL
Rec.TOTAL 0 9 19 2 1 5 3 2 0 0 0 0 0 0 0 28

Tabla IV.11. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas en global en T2

Ademaés, se calcularon las medias con sus desviaciones estandar como en
el apartado anterior de manera que con los siguientes resultados la media de
neuronas totales en este estadio fue de 4.03 + 1.44. Si las diferenciamos segiin
su orientacion la media de densidad de neuronas horizontales fue de 2.27 +

1.35 mientras que en las verticales fue de 1.76 + 1.06 (ver Tabla IV.12.).
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Neuronas Horizontales [%)

0 1 2 3 4 9 E&i
n 99 183 34 N1 M3 7 0 0 0 0 2%

Wi
[-al
-
(==}

Neuronas Verticales (%)

0 1 2 3 4 5 § 71 8§ 9 u T
7 M1 N1 &5 U3 7

.=
-
-
-
-
-
o
=

TOTAL Neuronas (%)

1 2 3 4 5 & 71 8% 9 0 u 12 B U 15 i
7 0 27 %8 26 19 7 42 28 0 0 0 0 0 0 0 ABM

Tabla IV.12. Tabla de frecuencias relativas de neuronas en global en T2

Asi pues, segin estos datos se puede afirmar que se produce una
disminucion del nimero global de neuronas NADPH-d en ratas
adultas respecto a las de una semana de vida siendo la media
global de neuronas aproximadamente la mitad de las observadas

en el periodo postnatal.

Por otro lado, en ratas adultas las neuronas horizontales tienen
una mayor densidad poblacional que las verticales (en los siguientes
apartados de Resultados se compararan los diferentes estadios entre si
ademas de calcular la significacién estadistica de los cambios evolutivos

observados).
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Posteriormente, se estudiaron las neuronas verticales y las horizontales

por separado analizando las diferencias entre las capas de la corteza.

En el caso de las neuronas horizontales NADPH-d en T2 se
encontr6 en términos absolutos en las capas 1y 2 de la corteza un total de 22
neuronas , en las capas 3 y 4 de la corteza se encontraron 42 neuronas
horizontales mientras que en las capas 5y 6 se encontraron 97 neuronas (ver

Tabla IV.13.).

Neuronas Horizontales T2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capal/2 54 12 5 0 0 0 0 0 0 o0 22
Capa3/4 44 16 7 4 0 0 0 0 0 0 42
Capa5/6 9 210 19 10 2 0 0 0 0 0 97

Tabla IV.13. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas
horizontales en T2 por capas corticales en V1

Se calcularon posteriormente las medias con sus desviaciones estandar

teniendo los siguientes resultados (ver Tabla IV.14.):

- Enlas capas 1y 2 la media de densidad de neuronas horizontales fue
de 0.31+ 0.6
- Enlas capas 3 y 4 la media fue de 0.59 + 0.89

- Enlascapas5y6fuede1.37 + 1.11
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Neuronas Horizontales (%) - Capa 1/2

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 E43
n 761 169 7 0 0 0 0 0 0 0 031106

Neuronas Horizontales (%) - Capa 3/4

¢ 1 2 3 4 5 6 71 8 9 #+i
n 62 225 99 56 0 O O O 0 0 059:089

Neuronas Horizontales (%) - Capa 5/6

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 E+%
T2 268 296 268 141 28 © © 0 0 © 137+111

Tabla IV.14. Tabla de frecuencias relativas de neuronas horizontales en T2
por capas corticales en V1

Asi pues, segin nuestros datos podemos afirmar que las neuronas
horizontales NADPH-d en las ratas adultas tienen una densidad
de poblacion mayor en las capas medias y profundas de Vi,

siendo mas abundantes en éstas ultimas.

Se estudiaron por otro lado las neuronas verticales NADPH-d en
T2 en términos absolutos, de manera que, en las capas 1y 2 se encontraron un

total de 40 neuronas, en las capas 3 y 4 se hallaron un total de 62 neuronas
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mientras que en las capas 5y 6 el contaje total fue de 23 neuronas (ver Tabla

IV.15.).

Neuronas Verticales T2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capal/2 40 23 7 1 0 0 0 0 0 0 40
Capa 3/4 280 26 15 2 0 0 0 0 0 0 62
Capa5/6 54 12 4 1 0 0 0 0 0 0 23

Tabla IV.15. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas verticales en T2
por capas corticales en V1

Al calcular las medias con sus desviaciones estandar se encontro(ver

Tabla IV.16.):

- Enlas capas 1y 2 la media con su desviaciéon fue de 0.56 + 0.73
- Enlas capas medias 3 y 4 se obtuvo una media de 0.87 + 0.84

- Enlas capas 5y 6 fuede 0.32 + 0.65

146



Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Resultados

Neuronas Verticales (%} - Capa 1/2

1] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 E44%
™ 563 324 99 14 0 o o o 0 0 056073
Neuronas Verticales (%) - Capa 3/4

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 EX£
7 394 366 211 28 o 0 087084
Neuronas Verticales (%) - Capa 5/6

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 EXE
7 761 169 56 14 o 0 032+065

Tabla IV.16. Tabla de frecuencias relativas de neuronas verticales en T2
por capas corticales en V1

Por todo ello, podemos afirmar que las neuronas verticales en ratas
adultas NADPH-d son mas numerosas en las capas medias y
capas superficiales. En donde hemos encontrado una menor densidad de

neuronas verticales ha sido en las capas 5y 6 de la corteza visual primaria.

Estos resultados observados en ratas adultas los podemos observar en las

imagenes siguientes (Fig. IV.13, Fig. IV.14. y Fig. IV.15.).
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Fig. IV.13. Corte histolégico de cerebro de rata Wistar en T2 marcado con el area de
contaje en el que se aprecian neuronas NADHP-d. Se observa una menor densidad
poblacional global de neuronas NADPH-d (flecha) respecto a T1.

Fig. IV.14. Corte histolégico de cerebro de rata Wistar en T2 marcado con el area
de contaje en el que se aprecian neuronas NADHP-d verticales (flechas) en capas
medias y superficiales de V1
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Fig. IV.15. Corte histolégico de cerebro de rata Wistar en T2 marcado con
el area de contaje en el que se aprecian neuronas NADHP-d verticales en
capas medias de V1 (flecha horizontal) y se observan neuronas NADH-d

horizontales en capas profundas de V1 (flecha vertical)

Por dltimo, en las ratas adultas, se realiz6 el estudio de los axones

globalmente y por capas.

De esta manera obtuvimos un total de 226 axones todos ellos verticales,
es decir, no se encontraron axones horizontales NADPH-d en T2.
Por tanto, la media total se calcul6 de los axones verticales NADPH-d en
T2 encontrados pudiendo decir que la media de la densidad
poblacional fue 3.18 + 1.58 axones verticales (y totales) en el area

estudiada (ver Tabla IV.17.y Tabla IV.18.).
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Axones T2

01t 2 3 4 5 6 1 8

s
=
ey
=
&
IS

7 18 20 2 2 TOTAL

Horizontales 70 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Verticales 5 2 18 19 9 B3 5 0 0 0 0 0 0 0 0 O

9 20 210 2 B ¥ 28 29 TOA

TOTAL 5.2 18 19 9 B 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0

60 0 0 0 0 0 0 226

Tabla IV.17. Tabla de frecuencias absolutas de axones en global en T2

Axones Horizontales (%)

0 1 2 3 a4 s 6 7 mwm 1m 13 Z4i
T 100 0 0 0 0 0 o o o 0 0 00
Axones Verticales (%)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1. L 1B 14 15 1 17 18 2 2 2 ith
n 7 28 254 268 127 183 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 318188
TOTAL Axones (%)

Tabla 1V.18. Tabla de frecuencias relativas de axones en global en T2
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En axones verticales NADPH-d en T2 (y totales) la distribucion

fue la siguiente:

En las capas 1y 2 el total de axones verticales encontrados fue de 156, en
las capas 3 y 4 fue de 69 axones mientras que solo se encontr6 un axoén vertical

en las capas 5y 6 (ver Tabla IV.19.).

Axones Verticales T2

2 1 2 3 4 5 B 7 & 5 10 11 1z 13 14 15 1s 17 18 1% 20 21 22 TOTAL
Capa 1/2 7 4 32 24 4 0 © O© O© O© O O © 0 © O O © © 0 © O O 156
Capa3/4 32 11 23 4 0 0 0 O O O 0 0o 0 0 0o O O O O 0 © O O 65
Capa5/6 706 1 0o © 0 © © © 0 © © © © 0 © 0 0 0 © 0 O 0 O 1

Tabla IV.19. Tabla de frecuencias absolutas de axones verticales (y totales
ya que no se observaron horizontales) en T2 por capas corticales en V1

En cuanto a las medias calculadas de los axones verticales (y totales) en

T2 (ver Tabla IV.20.):

- Enlascapas1y2fuede2.2 + 0.99

- Enlas capas medias 3 y 4 la media con su desviacion estandar fue de

0.97 + 1.01

- Enlas capas 5y 6 la media fue de 0.01 + 0.12
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Axones Verticales %) - Capa 12

01 1 3 4 35 5 1011 2 B3 W K5 K BN
M 99 56 #%1 38 5% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O

o
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=]
=
= | k2
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Avones Verticals %) - Capa 3f4

RN EEEEE RN NN
T oSS 8 0 0 00 0 0 O0 OO0 000 0 019

huones Verticakes (%)- Capa 5f6

001 2 3 &5 &1 8 3w nnnu w5 5 u 8w nnn il
T % ¥ o0 0 0 0 0 O 0 0 00 OO0 0 O O 0 0 O 0 0 00MR

Tabla IV.20. Tabla de frecuencias relativas de axones verticales (y totales ya
que no se observaron horizontales) en T2 por capas corticales en V1

Segin todos estos datos, podemos afirmar que no se observan axones
NADPH-d horizontales en V1 en T2 en ninguna de las capas corticales y
que los axones NADPH-d verticales se distribuyeron en mayor
densidad a nivel de capas superficiales para descender en capas
medias y practicamente desaparecer en las capas profundas de la

corteza visual.

A continuacién exponemos imagenes de las muestras en las que se

observan axones en ratas de tres meses de vida (Fig. IV.16. y fig. IV.17.).
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Fig. IV.16. Corte histolégico de cerebro de rata Wistar en T2 marcado con el drea
de contaje en el que se aprecian axones NADHP-d verticales (flecha) en mayor
densidad en capas superficiales de V1. Se observa el endotelio teftido con tincion
NADPH-d en dos vasos (V) sanguineos verticales a la superficie de la corteza

Fig. IV.17. Corte histologico de cerebro de rata Wistar en T2 en el que se aprecian
axones NADHP-d verticales (flecha) en mayor densidad en capas superficiales de
V1. Se observa el endotelio teiiido de tres vasos sanguineos (V) verticales a la
superficie de la corteza.
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4.1.3. Resultados en ratas Wistar de un aino de vida o T3:

En las ratas de un afio de vida hemos realizado el contaje de neuronas y
axones en el area estudiada de la misma manera que en los estadios de edad
anteriores. En principio se ha realizado el contaje global en términos
absolutos de neuronas y axones; posteriormente se han calculado las medias
con su desviaciéon estdndar y se ha analizado la distribucién de ambos

elementos por capas en V1.

En términos absolutos, en el caso de las neuronas, hemos encontrado un
total de 188 neuronas en T3, de las cuales, 118 son neuronas horizontales y 70

neuronas son verticales (ver Tabla IV.21.).

Neuronas T3

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL
Horizontales 8 14 16 10 8 2 0 0 0 0 0 118
Verticales 19 16 16 6 1 0 0 0 0 0 0o 70

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15TOTAL
Rec.TOTAL 4 14 17 13 8 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 188

Tabla IV.21. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas en global en T3

Asi pues, en el célculo de las medias con sus desviaciones estdndar hemos
encontrado una media total de neuronas en T3 de 3.24 + 1.3, siendo la media
en el caso de las horizontales de 2.03 + 1.36 y en las verticales la media es de

1.21 + 1.07 (ver Tabla IV.22.).
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Neuronas Horizontales (%)

o 1 2 3 4 5 & 1 8 9 gk
T3 138 241 276 1712 138 34 0 0 0 0 2031136

Neuronas Verticales (%)

0 1 2 3 4 5 6 1 8 9 1w 2i
B 228 276 276 103 17 0 0 0 0 0 0 121i10

TOTAL Neuronas (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0D U 12 B w15 T
M 69 M1 ®3 24 B8 17 17 0 0 0 0 0 0 0 0 3M13

Tabla IV.21. Tabla de frecuencias relativas de neuronas en global en T3

Por todo ello, podemos decir que seglin nuestros datos observados, en
ratas viejas se encuentra un menor numero de neuronas NADPH-
d en global que en ratas adultas (1a media global de neuronas en T2 era
de 4.03 + 1.44 ). Aunque esta disminucién no es tan llamativa como sucedia
de ratas de una semana de vida a adultas (cuya media global de neuronas en

T1erade 8.24 + 2.84).

Ademas, es importante destacar que son mas numerosas también

en T3 las neuronas horizontales NADPH-d que las verticales, en
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T3 se observaron practicamente el doble de neuronas horizontales

que verticales.

En resumen, globalmente, en ratas de una semana de vida hay mas
neuronas que en ratas adultas y en ratas viejas, siendo en éstas tltimas donde
menos neuronas hemos encontrado. Hemos observado una disminucién en
la densidad poblacional de neuronas NADPH-d con la edad

(Fig.IV.18.).

Por otro lado, hemos observado un eambio en la orientacion de las
neuronas NADPH-d, mientras que en ratas en T1 eran las verticales las
mas numerosas, hemos encontrado en el caso de T2 y T3 una mayor densidad
poblacional de neuronas horizontales (Figura IV.19.). Todos estos cambios

evolutivos se estudiaran posteriormente en el dltimo apartado de Resultados.
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Fig. IV.18. Corte histolégico de cerebro de rata Wistar en T3 marcado con el area
de contaje en el que se aprecia una menor densidad poblacional de neuronas
NADPH-d en global (flecha)

Fig. IV.19. Corte histolégico de cerebro de rata Wistar en T3 marcado con el area
de contaje en el que se aprecia una mayor densidad poblacional de neuronas
horizontales NADPH-d (flecha) en las capas medias y profundas de V1
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En el estudio por distribucién en las capas de la corteza hemos
encontrado en las neuronas horizontales NADPH-d en T3 globalmente
en términos absolutos se han hallado 24 neuronas en las capas 1y 2, 52
neuronas en las capas 3 y 4 medias y finalmente en las capas 5 y 6 més

profundas se han encontrado 42 neuronas horizontales (Tabla IV.22.).

Neuronas Horizontales T3

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capal/2 2 10 5 0 1 0 0 0 0 0 2
Capa 3/4 24 20 10 4 0 0 0 0 0 0 52
Capa5/6 %6 2 10 0 0 0 0 0 0 0 42

Tabla IV.22. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas en horizontales
en T3 por capas corticales en V1

En cuanto a las medias calculadas de neuronas horizontales en T3 con

sus desviaciones estandar los resultados han sido (Tabla IV.23.):

- Enlas capas 1y 2 la media con su desviacion fue de 0.41 + 0.8
- Enlas capas 3y 4 se ha calculado una media de 0.9 + 0.93

- Enlas capas profundas 5y 6 la media fue de 0.72 + 0.74
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Neuronas Horizontales (%) - Capa 1/2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 g 43
K} 724 172 86 o 17 0 0 0 0 0 041108

Neuronas Horizontales (%) - Capa 3/4

0 1 2 3 a 5 6 7 8 g EXS£
T3 414 345 172 69 0 0 0 0 0 0 09x093
Neuronas Horizontales (%) - Capa 5/6

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 F43R
A E 448 379 172 0 0 0 0 0 0 0 072x0.74

Tabla IV.23. Tabla de frecuencias relativas de neuronas horizontales en
T3 por capas corticales en V1

Por todos estos datos observados, podemos decir que segin las muestras
observadas las mneuronas horizontales NADPH-d son mas
abundantes en capas medias y profundas de la corteza visual que
en capas superficiales. Este comportamiento se repite en las tres

edades analizadas.

En el caso de las neuronas verticales NADPH-d en T3 también
hemos hecho el contaje de distribucién por capas. De manera que, hemos
encontrado un total de 29 neuronas verticales en las capas 1y 2 de la corteza,
un total de 32 neuronas en las capas medias 3 y 4 siendo finalmente el total en

las capas profundas 5y 6 de tan solo 9 neuronas (ver Tabla IV.24.).
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Neuronas Verticales T3

0 1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 TOTAL
Capa1/2 35 17 6 0 0 0 0 0 0 0 29
Capa 3/4 33 18 7 0 0 0 0 0 0 0 32
Capa5/6 5.5 2 0 0 0 0 0 0 0 9

Tabla IV.24. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas en verticales en
T3 por capas corticales en V1

En el cilculo de las medias con sus desviaciones estandar hemos

encontrado (ver Tabla.IV.25.):

- Enlas capas 1y 2 la media fue 0.5 + 0.68
- Enlas capas 3 y 4 la media fue 0.55 + 0.71

- En capas profundas 5 y 6 1a media fue de 0.16 + 0.45
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Neuronas Verticales (%) - Capa 1/2

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 43
iE] 603 2932 103 0 0 0 0 0 0 0 051068
Neuronas Verticales (%) - Capa 3/4
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 43
3 569 31 121 0 0 0 0 0 0 0 D55:0.71
Neuronas Verticales (%) - Capa 5/6
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 =43
L E] 879 86 34 0 0 0 0 0 0 0 0.16:045

Tabla IV.25. Tabla de frecuencias relativas de neuronas verticales en T3 por
capas corticales en V1

En resumen, podemos afirmar segin nuestros datos, que las
neuronas verticales NADPH-d en T3 son mas abundantes en
capas superficiales y medias de V1 (practicamente no se observan en

capas profundas de la corteza visual)(ver Fig. IV. 20.).
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Fig. IV.20. Corte histologico de cerebro de rata Wistar en T3 marcado con
el area de contaje en el que se aprecia una mayor densidad poblacional de
neuronas verticales en las capas superficiales y medias de V1 (flechas)

Por otro lado, se realiz6 en estudio de los elementos axonales.

En el caso de los axones horizontales NADHP-d en T3 ocurri6 lo
mismo que en T2. No se encontré ningin axén horizontal en las muestras
estudiadas en T3. Por tanto, se podria decir que segin lo observado, los
axones horizontales NADPH-d se encuentran solamente en Ti,

desapareciendo éstosen T2 y en T3.

Por tanto, el contaje global de axones fue solamente de axones
verticales siendo en términos absolutos un total 99 elementos hallados. La
media de axones global fue de 1.71 + 1.01 en el area estudiada (que
logicamente coincide con la de axones verticales al ser éstos los tnicos

hallados)( ver Tabla IV.26. y Tabla IV.27.).
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Axones T3

01 2 3

w©

Horizontales 58 0 0 0
Verticales 10

=
~
=
=

0 TOTAL
0 0
0 99

B W 8 9 TOTAL

TOTAL 0 9 8 10

00 0 0 9

Tabla IV.26. Tabla de frecuencias absolutas de axones verticales en global
(y totales ya que no se observaron horizontales) en T3

Axones Horizontales (%)

1 £if

1]
5] 100 0 1} D

D D 0t0

Axones Verticales {%)

0 1 2 3 4

T3 172 155 483 172 17

o (R
o (R
(5]
B 4
E [

TOTAL Axones (%)

0 1 2 3 4 5

B Ir LS4 10

Tabla IV.27. Tabla de frecuencias relativas de axones verticales en global

(y totales ya que no se observaron horizontales) en T3

163



Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Resultados

Se puede afirmar ademas, que la densidad poblacional global de
axones NADPH-d disminuye de manera progresiva con la edad
siendo muy numerosos en T1 (la media global era de 15.06 + 4.58) para
disminuir notablemente en T2 (la media global fue de 3.18 + 1.51) y ser ain

menos numerosos en T3 (media global de 1.71 + 1.01).

Estos resultados se pueden observar en la imagen que exponemos a

continuaci6n (Fig. IV. 21.):

Fig. IV.21. Corte histolégico de cerebro de rata Wistar en T3 marcado con
el area de contaje en el que se aprecia una menor densidad poblacional de
axones verticales NADPH-d (flecha) y no se observan horizontales
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Por otro lado, se estudiaron los axones verticales NADPH-d en T3

segun su distribucion por capas en la corteza.

Los resultados obtenidos en términos absolutos fueron en las capas 1y 2
un total de 82 axones verticales mientras que en capas medias 3 y 4 los axones
descendieron a un total de 17 y no se encontr6 ningin axén vertical en

nuestras muestras en las capas 5y 6 de la corteza visual (ver Tabla IV. 28.).

Axones Verticales T3

9 1 2 3 4 5 & 7 2 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1% 20 21 22 TOTAL
Capal/2 12 17 22 7 0 © © © © © © © © © O © O © O ©O O O @ a2
Capa3/4 4 7 5 0 0 0 0 © 0 © 0 © O © O O O O O O O O O 17
Capa5/6 58 0 0 0 0 O O O O O O O O 0O O O O O O O O O O 1)

Tabla IV.28. Tabla de frecuencias absolutas de axones verticales (y totales
ya que no se observaron horizontales) en T3 por capas corticales en V1

Las medias con sus desviaciones estandar de los axones verticales en T3

fueron (ver Tabla IV.29.):

- Enlas capas 1y 2 fuede1.41+ 0.96
- Enlas capas medias 3y 4 fue de 0.29 + 0.62.
- Al no encontrarse axones en las capas 5y 6 la media es légicamente

cero
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Tabla IV.29. Tabla de frecuencias relativas de axones verticales (y totales
ya que no se observaron horizontales) en T3 por capas corticales en V1

Segin nuestros datos observados, no existen axones horizontales

en T3 al igual que ocurria en T2 y en el caso de los axones

verticales el comportamiento es el mismo en los tres estadios, son

mas numerosos en capas superficiales para luego descender su

densidad en capas medias y no se observan practicamente en las

capas mas profundas de la corteza visual.

Estos resultados se pueden observan en la imagen que exponemos a

continuacién (Fig. IV.22.):
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Fig. IV.22. Corte histolégico de cerebro de rata Wistar en T3 marcado con el drea
de contaje en el que se aprecian axones verticales NADPH-d en capas superficiales
(flechas) y medias de V1 (no observdndose en capas profundas corticales)
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4.2. ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL RECUENTO DE
NEURONAS Y AXONES EN LOS TRES ESTADIOS DE EDAD

4.2.1. Recuento general de neuronas en los tres estadios de

edad:

En el cuadro siguiente (Tabla IV.30.) se exponen los datos del recuento

neuronal total de la corteza cerebral en términos absolutos sobre el area

estudiada en los tres estadios de edad.

Neuronas Horizontales

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
T1 3 8 12 9 17 6 4 4 1 2 235
T2 7 13 23 15 8 5 0 0 0 0 161
T3 8 14 16 10 8 2 0 0 0 0 118
Neuronas Verticales
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL
T1 1 3 2 14 13 12 10 4 4 2 1 309
T2 10 15 33 8 5 0 0 0 0 0 0 125
T3 19 16 16 6 1 0 0 0 0 0 0 70
TOTAL Neuronas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 TOTAL
T1 0 0 1 2 8 12 6 9 8 6 5 3 2 2 2 544
T2 0 9 19 21 12 5 3 2 0 0 0 0 0 0 0 286
T3 4 14 17 13 8 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 188

Tabla IV.30. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas en global y segiin
su orientacién en los tres estadios
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En la Tabla IV.31. de frecuencias relativas que se expone a continuaciéon
hemos estudiado los datos observados en términos porcentuales respecto al
nimero de observaciones en cada estadio temporal calculando las medias con
sus desviaciones estandar. En esta tabla se recogen los resultados en los tres

estadios de edad para poder compararlos.

Neuronas Horizontales (%)

0 1 2 3 4 5 & 1 8 9 E&i
T 45 121 182 BF 258 91 &1 A1 15 3 3561211
v 99 183 4 M1 13 7 0 0 0 0 227#135
i} BE M1 6 772 133 34 0 0 0 0 203:13
Neuronas Verticales [%)

0 1 2 3 4 5 & 7 8 9 w @kf
il 15 45 3 M2 197 182 152 &1 61 3 15 468#208
v M1 211 45 M3 7 0 0 0 0 0 0 L6106
i} PR ¥E ¥F6 W3 17 0 0 0 0 0 0 17107

TOTAL Neuronas (%]

1 2 3 4 5 6 7 8 % W N 17 B H 15 H&i
i 0 0 15 3 121 187 91 1B 121 91 76 45 3 3 3 8Mi2m
v} 0 127 268 M6 169 7 42 28 0 0 0 0 0 0 0 4m3:1M
ik} 69 41 23 24 BF 17 17 0 0 0 0 0 0 0 0 3AN3

Tabla IV.31. Tabla de frecuencias relativas de neuronas en global y segtin
su orientacién en los tres estadios
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En la Tabla IV.31. observamos que en el caso de las neuronas

horizontales NADPH-d las medias con sus desviaciones estandar fueron:

En T1 fue 3.56 + 2.11
En T2 fue 2.27 +1.35

En T3 fue 2.03 + 1.36

Es decir, segin nuestros datos observados, disminuye la densidad
poblacional de neuronas horizontales NADPH-d de T1 a T2 pero luego se
mantiene en las neuronas horizontales en global pues las medias en T2 y T3

son similares.

Por tanto, de ratas jovenes a adultas st hay una disminucién
de neuronas horizontales NADPH-d pero luego se mantiene
practicamente su densidad global poblacional de ratas adultas a

ratas viejas.

El resumen esquemético global de estas neuronas horizontales

NADPH-d seria:

T1 >T2 = T3

170



Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Resultados

En el caso de las neuronas verticales NADPH-d se observ) en los

tres estadios las siguientes medias con sus desviaciones estandar:

En T1 fue 4.68 + 2.05
En T2 fue 1.76 + 1.06

En T3 fue 1.21 £ 1.07

Por tanto, podemos afirmar segin lo observado, que la media de
densidad poblacional de neuronas verticales disminuye notablemente de T1 a

T2 para luego tener una disminucién discreta de T2 a T3.

Asi pues, hay una disminucion densidad poblacional de
neuronas verticales NADHP-d marcada de ratas jovenes a
adultas, sin embargo, la disminuciéon de esta poblaciéon neuronal

de ratas adultas a viejas es discreta.

El resumen esquemaético global de estas meuronas verticales

NADPH-A seria:

T1 >>> T2 > T3
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Consideramos que es importante destacar en el cuadro anterior que en
T1 son las neuronas verticales NADPH-d las que tienen una mayor
densidad poblacional mientras que tanto en T2 como en T3 la
mayor densidad poblacional corresponde a las neuronas

horizontales NADPH-d.

La disminucién poblacional global se debe por tanto en mayor porcentaje
por pérdida de neuronas verticales (aunque los cambios evolutivos con su

significacion estadistica se estudiaran en apartados posteriores).

Por otro lado, en cuanto al recuento global tanto de neuronas
verticales como horizontales conjuntamente se produce una
disminucién de la densidad neuronal global a medida que avanzamos en los
estadios de edades de las ratas estudiadas. De manera que las medias con sus

desviaciones estandar en el contaje global de neuronas fueron:

En T1 fue 8.24 +2.84
En T2 fue 4.03 + 1.4

EnT3 fue3.24 + 1.3
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Segtn estos datos, afirmamos que la disminucion es progresiva en
la densidad poblacional global de neuronas NADPH-d de la rata
Wistar conforme avanzamos en edad aunque cabe destacar que
existe una importante disminucion neuronal global de ratas
Jjovenes a adultas (de adultas a viejas esta disminucion

poblacional es bastante discreta).

Un resumen esquematico seria:

NEURONAS EN GLOBAL
T1 >>> T2 > T3

A continuaciéon podemos ver la frecuencia con que aparecen tanto las
neuronas horizontales como las verticales en total en los tres estadios de edad
mediante los diagramas de barras y lineas de manera separada (ver Grafica
IV.1.). Posteriormente, se representan graficamente también en conjunto los
cambios que se producen en los tres estadios, tanto neuronas NADPH-d
horizontales como verticales (ver Grafica IV.2). Los cambios observados entre
estadios se observan graficamente y concuerdan con lo descrito
anteriormente. El mayor niimero de neuronas verticales se observa
en T1 mientras que en T2 y en T3 aumenta la densidad de
neuronas horizontales respecto a las verticales. Ademés, se observa
graficamente la disminucién global de densidad neuronal que existe

conforme avanzamos en las tres edades de la rata Wistar estudiadas.
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Neuronas
Horizontal Vertical
m T - m T
7 = T2 = T2
o T3 “ o T3
9
w |
2 o |
~
o © 4
o
o
1L i
o e B ) LLLL
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
count count
(=3
8 7
° © |
o
o |
o =Tl A =T
31 m T2 <« m T2
o T3 S o T3
©
\ 3
3 V
= o~
o S (
\ - /) A
8 : o
S ; ; , > S ; . -
4 6 8 10 0 5 10
count count

Grafica IV.1. Distribuciones de las neuronas NADPH-d segiin su
orientacion en V1 en los tres estadios de edad de la rata Wistar
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Grafica IV.2. Distribuciones de las neuronas NADPH-d globalmente en
V1 en los tres estadios de edad de la rata Wistar
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4.2.2. Recuento de neuronas segun la orientacion
horizontal o vertical por capas de la corteza visual en los
tres estadios de edad:

Neuronas Horizontales:

En la Tabla IV.32. se expone el recuento de neuronas horizontales
NADPH-d por capas de la corteza visual en términos absolutos en los tres
estadios de edad. En la Tabla IV.33. Podemos observar en términos
porcentuales (se observan las medias y su desviaciones estandar de los datos
hallados) los cambios por capas entre los tres estadios. Al final de este
apartado se exponen estas tablas y una grafica (Grafica IV.3.) en las que se

observan los resultados obtenidos.

A continuacién analizaremos por capas los cambios que se producen en

los tres estadios teniendo en cuenta las medias con sus desviaciones estandar:

En las capas 1 y 2 de la corteza visual las medias de densidad de

neuronas horizontales observadas fueron:

En T1 fue 0.64 + 1.03
EnT2 fuede 0.31+ 0.6

EnT3 fue0.41+ 0.8
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Por tanto, podemos afirmar segin lo observado que las neuronas
horizontales NADPH-d disminuyen en las capas 1 y 2 su densidad
de poblacion a la mitad de ratas jovenes a adultas pero
practicamente se mantiene su densidad de poblacion de rata

adulta a vieja en estas capas superficiales de la corteza.

En las capas 3 y 4 de la corteza visual se produjo un cambio llamativo

que se observo en las siguientes medias con sus desviaciones estandar:

EnT1 fue1.67 +1.88
En T2 fue 0.59 + 0.89

En T3 fue 0.9 + 0.93

Se observa en estos datos un cambio en la evoluciéon de las horizontales
en las capas 3 y 4 muy llamativo pues, hay una disminucion de su
poblacion de neuronas horizontales NADHP-d de rata joven a

adulta a mas de la mitad.

En las capas 5 y 6 las medias con sus desviaciones estindar en

neuronas horizontales fueron:

En T1 fue 1.26 + 1.35
En T2 fue 1.37 + 1.11

En T3 fue 0.72 +0.74
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Asi pues, podemos afirmar segin lo observado que las neuronas
NADPH-d horizontales en las capas 5 y 6 de la corteza visual
mantienen su poblacion de rata joven a adulta para
posteriormente descender aproximadamente a la mitad densidad

de poblacion en ratas viejas.

Un resumen esquematico de lo comentado previamente seria:

NEURONAS HORIZONTALES NADPH-d
CAPAS 1Y2: Ti1>> T2 =T3
CAPAS 3Y4: T1 >>T2 y T3>T2

CAPAS 5Y6: Ti1=T2 y T2 >> T3
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A continuacién se exponen las tablas en donde se observan los
datos analizados en las neuronas horizontales NADPH por capas

corticales en los tres estadios:

Neuronas Horizontales - Capa 1/2

o] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
T1 42 12 8 3 0 1 0 0 0 0 42
il 54 12 5 0 0 0 0 0 0 0 22
T3 42 10 5 0 1 0 0 0 0 0 24
Neuronas Horizontales - Capa 3/4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
T1 24 11 14 8 5 2 0 0 1 1 110
T 44 16 7 4 0 0 0 0 0 0 42
T3 24 20 10 4 0 0 0 0 0 0 52
Neuronas Horizontales - Capa 5/6

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
T1 25 16 13 10 1 0 0 1 0 0 83
il 19 21 19 10 2 0 0 0 0 0 97
T3 26 22 10 0 0 0 0 0 0 0 42

Tabla IV.32. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas NADPH-d
horizontales por capas corticales en V1 en los tres estadios de edad
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Neuronas Horizontales (%) - Capa 1/2

0 1 2 3 4 6 7 8 9 xt&
T1 63.6 182 12.1 4.5 o] 1.5 [o] o] (0] 0 0.64+1.03
T2 76.1 16.9 7 0 (o] 0] 0 0 031%*0.6
T3 724 17.2 8.6 [o] 1.7 0 [o] o] 0 0 041*038
Neuronas Horizontales (%) - Capa 3/4

0 1 2 3 4 5 6 7 I+ §
T1 36.4 16.7 21.2 121 7.6 3 [o] o] 1.5 1.5 1.67£1.88
T2 62 225 9.9 5.6 0 o] (0] 0.59 +0.89
T3 414 345 172 6.9 o] 0 o] o] 0 [o] 0.9+0.93
Neuronas Horizontales (%) - Capa 5/6

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Xk3F
T1 379 242 197 15.2 1.5 0 [o] 1.5 0 0 1.26+1.35
T2 26.8 29.6 26.8 14.1 2.8 (0] 0 (0] (0] 0 137*1.11
T3 448 379 17.2 [o] o] 0 [o] o] 0 0 0.72+0.74

Tabla IV.33. Tabla de frecuencias relativas de neuronas NADPH-d
horizontales por capas corticales en V1 en los tres estadios de edad
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Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Resultados
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Grafica IV.3. Distribuciones de las neuronas NADPH-d horizontales por capas
en V1 en los tres estadios de edad de la rata Wistar
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Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Resultados

Neuronas Verticales

En la Tabla IV.34. se expone el recuento de neuronas verticales NADPH -
d por capas de la corteza visual primaria en términos absolutos en los tres
estadios de edad y en la Tabla IV.35. Se observan las medias con sus
desviaciones estandar en también en los tres estadios. Al final de este
apartado se exponen estas tablas y una grafica (Grafica IV.4.) en las que se

observan los resultados obtenidos.

A continuacién analizaremos por capas los cambios en las neuronas
NADPH-d verticales que se producen en los tres estadios teniendo en cuenta

las medias con sus desviaciones:

En las capas 1y 2 de la corteza las medias de densidad de neuronas

verticales observadas fueron:

EnTi fue2.12 £ 1.7
En T2 fue 0.56 £ 0.73

En T3 fue 0.5 + 0.68

Por tanto, podemos afirmar segin lo observado que las neuronas
verticales NADPH-d disminuyen en las capas 1 y 2 su densidad de
poblacion muy marcadamente de ratas jovenes a adultas (en las

adultas son aproximadamente menos de la cuarta parte la poblacién que se
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observaba en jovenes) pero se mantiene su densidad de poblacion de

rata adulta a vieja en estas capas superficiales de la corteza.

En las capas 3 y 4 las medias de densidad de neuronas verticales

observadas fueron:

EnT1 fue1.88 +1.36
En T2 fue 0.87 £ 0.84

En T3 fue 0.55 + 0.71

Asi pues, segtn los datos observados, la disminucion es progresiva
en la densidad poblacional de neuronas NADPH-d verticales
conforme avanzamos en edad en las capas medias de Vi. Cabe
destacar que se observa a una importante disminuciéon de neuronas
verticales de ratas jovenes a adultas pues, aproximadamente se
reducen a la mitad de la poblaciéon (de adultas a viejas esta disminucion

poblacional es bastante discreta).

En las capas 5 y 6 las medias de densidad de neuronas verticales

observadas fueron:

En T1 fue 0.68 + 0.91
En T2 fue 0.32 + 0.65

En T3 fue 0.16 + 0.45

182



Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Resultados

Por tanto, segin nuestros datos observados la disminucion es
progresiva en la densidad poblacional de neuronas NADPH-d
verticales conforme avanzamos en los tres estadios de edad en las
capas profundas de la corteza (se observa que a cada estadio de edad las
neuronas verticales disminuyen aproximadamente a la mitad en estas capas
con densidades de poblacion muy bajas). Es decir, este tipo de neuronas

apenas las observamos en las capas profundas de la corteza visual.

Un resumen esquematico de lo comentado previamente seria:

NEURONAS VERTICALES NADPH-d
CAPAS1Y2: T1 >>>>T2 =T3
CAPAS 3Y4: Ti1>>T2 > T3

CAPAS5Y6: Ti1i > T2 >T3g
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A continuacion se exponen las tablas en donde se observan los datos
analizados en las neuronas verticales NADPH por capas corticales en

los tres estadios:

Neuronas Verticales - Capa 1/2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
T1 11 15 18 10 6 3 2 0 1 0 140
T2 40 23 0 0 0 0 0 0 40
T3 35 17 6 0 0 0 0 0 0 0 29
Neuronas Verticales - Capa 3/4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
T1 10 19 19 8 7 3 0 0 0 0 124
T2 28 26 15 2 0 0 0 0 0 0 62
T3 33 18 7 0 0 0 0 0 0 0 32
Neuronas Verticales - Capa 5/6

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
T1 36 19 8 2 1 0 0 0 0 0 a5
T2 54 12 4 1 0 0 0 0 0 0 23
T3 51 5 2 0 0 0 0 0 0 0 9

Tabla 1V.34. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas NADPH-d verticales
por capas corticales en V1 en los tres estadios de edad
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Neuronas Verticales (%) - Capa 1/2

[ 1 2 3 a 5 6 7 8 9 E43
§N 167 227 273 152 91 45 3 0 15 0 212+17
= 563 324 99 14 0 0 0 0 0 0 0.56+0.73
3 603 293 103 0 0 0 0 0 0 0 D5:068
Neuronas Verticales (%) - Capa 3/4

[ 1 2 3 a 5 6 7 8 9 F-431
§N 152 288 288 121 106 45 0 0 0 0 188+136
= 394 366 211 2.8 0 0 0 0 0 0 0871034
3 569 31 121 0 0 0 0 0 0 0 055+071
Neuronas Verticales (%) - Capa 5/6

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 EF-4%
§N 545 288 121 3 15 0 0 0 0 0 068+091
= 761 169 56 14 0 0 0 0 0 0 0321065
3 879 86 34 0 0 0 0 0 0 0 0161045

Tabla 1V.35. Tabla de frecuencias relativas de neuronas NADPH-d
verticales por capas corticales en V1 en los tres estadios de edad
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neuronas verticales
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Grafica IV.4. Distribuciones de las neuronas NADPH-d verticales por capas en Vi1
en los tres estadios de edad de la rata Wistar

186



Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Resultados

4.2.3. Recuento general de axones en los tres estadios de
edad:

En el cuadro siguiente (Tabla 1V.36.) se exponen los datos del recuento
axonal global de la corteza cerebral en términos absolutos sobre el area
estudiada en los tres estadios de edad. Los totales corresponden al niimero
total de axones observados y se han clasificado segin su orientacion
horizontal o vertical respecto a la superficie de la corteza cerebral al igual que

se ha hecho en el caso de las neuronas.

Axones Horizontales

O 1 2 3 ) 5 =1 7 10 1z i3 TOTAL
T1 16 4 8 14 11 =1 2 2 1 2 1 2049
T2 71 o o o O O o O n] o O o
T3 58 o o o O 0] o O 0] o ] o
Axones Verticales
i 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 15 17 18 20 21 22 TOTAL
T1 o oo oo o o 2 2 1 1 6561311 58 5 &8 2 3 4 1 1 1 1 790
T2 21819 913 5= o o o o0 O O O O O O O O O O O 226
T2 1o 92810 12 O 0O O O O O O OOOWDODOOUODODOWUOOTO o9
TOTAL Axones
o 1 2 3 4 5 6 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 28 29 TOTAL
T1 o oooo0 1036 45 7 95 7% 5 1 2 2 2 22111 994
T2 5 21819 913 5 0 0O o o 0o O O O O O O OOOODOOUOOTU®O 22
T3 10 92810 1 O O OOOOOOOOOOOOOODOOODUOD 99

Tabla IV.36. Tabla de frecuencias absolutas de axones en global y segun su
orientacion en los tres estadios
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A continuacién exponemos la Tabla IV.37. en la que se observan las

medias con sus desviaciones estandar y la analizaremos a continuacion:

Axones Horizontales (24)

o 1 2 3 4 5 & T 10 12 135
T1 242 6.1 121 212 16.7 7.6 3 3 1.5 3 1.5 3.09 = 2.93
T2 10 o o o o o o o o o o o=0
T3 10 o o o o o o o o o o o=0

Axones Verticales (%)

c 1 2 3 4 5 6 7 8B 8% 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22
T1 0 0 0 0 0 3 3 15 15 981197167 91 76 91 3 45 61 15 15 15 15 1197£3.52
T2 7 282542%8127183 7 0 0 O O O O O O O O O O O O O 3.18 2158
T3 172155485172 17y ¢ 0 O O© © O O ©0 O O O © O O O O O 171101

TOTAL Axones (%)

0 1 2 3 4 5
T1 0o 0 O 0O 015
T2 7 281254 268 127 183
T3 172155483172 17 0O

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 28 29

45 91 61 76106136 76106 76 15 3 3 3 3 3151515 15.06 = 4.58
o o 0 o o0 0 O O O OO OCOTOTOTOTOO 3.18 £ 1.58
c o 0 o o0 O O O O OOOOOTOTOTOO L1101

Tabla IV.37. Tabla de frecuencias relativas de axones en global y seguin su
orientacién en los tres estadios
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En el recuento total de axones en global (tanto verticales como
horizontales) se observé que eran los elementos méis numerosos en T1 con
una media y su desviacién estdndar que fue de 15.06 + 4.58, en T2 la media
descendié a 3.18 + 1.58 que es una disminucibn muy marcada ya que
disminuyeron a una quinta parte aproximadamente de lo que eran y

posteriormente en T3 se observé una media de 1.71 + 1.01.

Podemos afirmar segiin los datos previos que, globalmente, los axones
son los elementos observados con mayor densidad poblacional en
T1 (ya que la media global de neuronas era de 8.24 + 2.84), pero luego su
disminuciéon es muy marcada ya que disminuyeron su densidad
poblacional en ratas adultas a una quinta parte
aproximadamente de la poblacion inicial. Y posteriormente, en
las ratas viejas la poblaciéon descendié también a la mitad que en

adultas.

Un resumen esquematico global de axones seria:

AXONES EN GLOBAL

T1 >>>>> T2 >> T3
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En los axones horizontales observamos que s6lo aparecian en ratas
de una semana de vida con una semana de vida en las cuales la media fue de

3.09 + 2.93 y luego desaparecen en ratas adultas y ratas viejas.

En los axones verticales las medias observadas por estadios con sus

desviaciones estandar fueron:

T1 fue 11.97 + 3.52
T2 fue 3.18 +1.58

T3 fue 1.71 +1.01

Un resumen esquematico seria:

T1 >>>> T2 >> T3

Con lo que segun estos datos, podemos afirmar que los elementos con
mayor densidad poblacional observados fueron los axones en T1
siendo la media de densidad poblacional cuatro veces mayor al de
los axones verticales observada que la de los horizontales.
Posteriormente, en T2 y T3 no se observaron los axones
horizontales. Los axones verticales disminuyeron a la tercera
parte de su poblacion en ratas adultas para luego disminuir a la

mitad de su poblaciéon de ratas adultas a viejas.

En las graficas que se muestran a continuaciéon se pueden ver los

resultados observados (Grafica IV.5. y Gréfica IV.6.):
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Grafica IV.5. Distribuciones de los axones NADPH-d globalmente en Vi1 en
los tres estadios de edad de la rata Wistar
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Grafica IV.6. Distribuciones de los axones NADPH-d segin su orientacién en
V1 en los tres estadios de edad de la rata Wistar
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4.2.4. Recuento de axones segun la orientacion horizontal o

vertical por capas de la corteza visual en los tres estadios
de edad:

Segtn lo observado en nuestro estudio los axones muestras diferentes
comportamientos segin su orientacién en los tres estadios y estas diferencias

las analizamos segtin lo que ocurre en las capas cerebrales.

Axones Horizontales

En la Tabla IV.38. se expone el recuento de axones horizontales por capas
de la corteza visual en términos absolutos. En la Tabla IV.39. podemos
observar en términos porcentuales los cambios que se producen en cada
estadio en las diferentes capas de manera que se exponen las medias y sus

desviaciones estandar.

Axones Horizontales - Capa 1/2

0 1 2 3 4 5 & 7 8 910 11 12 13 14 15 15 17 18 1% 20 21 22 TOTAL
T1 6 0 0 0 0 0 O 0O O O 0O OO0 OOOTOTG O OT®OOO O 0
T2 71 0 0 0 0 OOOGOO0OO 0GOSO GO0O OO OO O O 0
T2 5 0 0 00 OO OGOO0O0OOGOOOGO0OO0O0OO0 0 0 0
Axones Horizontales - Capa 3/4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 TOTAL
T 43 1 5 3 6 3 1 1 0 010110000 O0TOCTO0O0 0 107
T2 71 00 00 0O0O0GOO0O0OGO0O®©©OO©@O0O0O0O0®OO0O0 O 0
T2 58 0 0O 00O OO OGOO0OOOG®OO GO0 O 0O OO0 0 0 0
Axones Horizontales - Capa 5/6

0 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 TOTAL
TT 33 51010 5 2 0 0 O O OO 10 0O0GOGO0GOOO0 OO0 97
T2 71 00 00 0O0O0GOO0O0OGO0O®©©OO©@O0O0O0O0®OO0O0 O 0
T2 58 0 0O 00O OO OGOO0OOOG®OO GO0 O 0O OO0 0 0 0

Tabla IV.38. Tabla de frecuencias absolutas de axones
horizontales por capas corticales en los tres estadios
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Axones Horizontales (%) - Capa 1/2

0 1 2 3 4 5 5 7 B 910111213 14151617 1813 202132 IS
T1 i o 0 o O 0 O O 0 0 0O O O O O0OCO0O0COCOODODOO ox0
T2 i»® o o 0O 0 O 0 0 0 O O O O OO0 O0COCOOODOO oo
T3 0 0 0O O O 0 O O O 0 O O O O O O 0O O O O O O O L1 k4 1]

Axones Horizontales (%) - Capa 3/4

0 1 2 3 4 5 6 7 & 51011 12 13 14 15 16 17 18 13 20 21 22 i £5
T1 65215764591451515 ¢ 015 01515 0 0 0 O ©¢ ¢ O O O 162289
T2 0 0 0O O O 0 O O O 0 O O O O O O 0O O O O O O O L1 k4 1]
T3 i o 0 o O 0 O O 0 0 0O O O O O0OCO0O0COCOODODOO oxo

Axones Horizontales (%) - Capa 5/6

0 1 2 3 4 5 & 7 B 91011 12 13 14 15 15 17 18 19 20 21 22 i +%
Tl 5076525276 3 0 0 O O O 015 © 0 0O O O O O O O O 1471202
T2 i»® o o 0O 0 O O 0 0 0O O O OCOCO0OO0COCOOODOO oo
T3 i»» o o o 0O 0 O O O 0O 0O O O OCOOO0OOODODOODOO [1E41]

Tabla IV.39. Tabla de frecuencias relativas de axones
horizontales por capas corticales en los tres estadios

Asi pues si analizamos las tablas de frecuencias relativas de

axones horizontales observamos que:

e Enlas capas 1y 2 de la corteza visual no se observaron axones
horizontales en ninguna de las edades estudiadas de
manera que podriamos afirmar, segin nuestros datos, que no se
encuentran este tipo de axones en estas capas en la corteza cerebral
de la rata Wistar en ningiin momento de la vida de la rata. Tampoco
encontramos estos axones en ninguna capa en la edad adulta y un
afio de vida.

e Enlascapas3y4
T1 fue 1.62 + 2.89 y no se observaron en T2 ni en T3

e Enlascapas5y6

T1 fue 1.47 + 2.02 y no se observaron ni en T2 ni en T3
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Por tanto, podemos afirmar como resumen esquematico :

AXONES HORIZONTALES NADPH-d:

CAPAS 1Y 2: NO SE OBSERVARON EN NINGUN ESTADIO

CAPAS 3Y 4: SOLO SE OBSERVARON EN T1

CAPAS 5 Y 6: SOLO SE OBSERVARON EN T1
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Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Resultados

En la Grafica IV.7. se puede observar la distribuciéon de los axones
por tiempo en cada capa. En el primer diagrama de barras y lineas
vemos que el contaje en todos los estadios de edad en las capas 1y 2 es
cero. En los diagramas de las capas 3 y 4 solamente encontramos
axones horizontales en el estadio T1 como también ocurre en las capas
5y 6 de la corteza visual de la rata Wistar segin nuestros datos

observados.

axones horizontales
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Grafica IV.7. Distribuciones de los axones NADPH-d horizontales por capas
en V1 en los tres estadios de edad de la rata Wistar
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Axones Verticales

En la Tabla IV.40. se expone el recuento de axones horizontales por capas
de la corteza visual en términos absolutos. En la Tabla IV.41. podemos
observar en términos porcentuales los cambios que se producen en cada
estadio en las diferentes capas de manera que se exponen las medias y sus

desviaciones estandar.

Axones Verticales - Capa 1/2

o 1 2 3 4 5 & 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 TOTAL
Ti o ¢ 0 0 1 212 12 1 1112 2 1 O O O O 1 O O 1 O 1 562
T2 7 432224 4 0 0 0 0 O0CO0COCOC 0T OO 0O OO0 DO O O 15
T3 12 1y 22 7 ¢ 0 ¢ O &0 © O O O O O O O © O O © O O 32

Axones Verticales - Capa 3/4

O 1 2 3 4 5 § 7 B 9510 11 12 13 14 15 16 17 18 15 20 21 22 TOTAL
TT 22 1 5 8 % 8 9 2 2 0 0 00O OOCOO0CO O O O 0 195
T2 331123 4 0 0 0 O O ©0 O O O O O O O © O O O O O &9
T3 4 7 5 0 0 0 0O ODOCOOOCOOOOCOGOCOO0 O 0 0 17
Axones Verticales - Capa 5/6

0 1 2 3 4 5 & 7 2 910 11 12 13 14 15 18 17 18 15 20 21 22 TOTAL
TT 5 2 2 3 2 2 0 O OCOOOCOOOOCOOOD O O O O 33
T2 70 1 0 00O OCOGOO©O0O0COOO0OGO0O0O 0 OO0 0 1
T3 5% 0 00 O0OGOCOO OO O0O0O0 0 000000 000 0

Tabla IV.40. Tabla de frecuencias absolutas de axones verticales por capas
corticales en los tres estadios
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Axones Verticales (%) - Capa 1/2

[+] 1 2 3 4 5 = 7 2 5 10 11 12 13 14 15 1§ 17 13 19 20 21 22 IS
T1 L) a (1] 0 15 3 182 182 152 167 182 3 15 L) L) L) 0 15 0 0 15 0 15 8.52+3.01
T2 992 56451 33.8 56 @ [+] Q @ @ @ [+] Q @ @ @ [+] ol a a @ 2 ol 2,210,939

T3 207 29.3 379 121 (1] (1] o 0 (1] (1] (1] o o (1] (1] (1] o o (1] (1] (1] o o 1.41+0.96

Axones Verticales (%) - Capa 3/4

[+] 1 2 El 4 5 6 7 g 3 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1% 20 21 22 YIS

T1 323 15 7.6 121 136 121 1386 [ [ [ a [t] 2951251

E}
T2 46.5 15.5 324 5.6 @ @ [+] Q @ 0571101
o

(=T =T =]
=]
(=]
[=]
=]
=]
=]
5 o c
[T =T =]
=]
=]
=]
(=]
[=]

T3 733 121 86 (1] (1] (1] o (1] (1] (1] o o 0.23£0.62

Axones Verticales (%) - Capa 5/6

[+] 1 2 El 4 5 6 7 g 3 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1% 20 21 22 Tt §
Tl 833 2 3 45 2 2 o 1] 0 0 0 o 0 0 0 0 o 1] 0 0 0 o 0 0.5+1.26
T2z 886 14 0 (1] (1] (1] o 1] o o o o 1] o (1] o o 1] o o o o 1] 0.01£0.12
T3 100 o 0 (1] (1] (1] o 1] o o o o o o (1] o o 1] (1] (1] (1] o o 0t0

Tabla IV.41. Tabla de frecuencias relativas de axones verticales por capas
corticales en los tres estadios
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Los axones verticales presentaron las siguientes medias de

densidad poblacional con sus desviaciones estandar:

En las capas 1y 2 se observo:
T1 fue 8.52 + 3.01
T2 fue 2.2 +0.99

T3 fue 1.41+ 0.96

Por tanto, podemos afirmar que segin nuestros datos se observa un
descenso en la densidad de axones verticales en las capas 1y 2 de la
corteza conforme avanza la edad de la rata de manera progresiva. La
poblacion de axones verticales disminuyé a la cuarta parte
aproximadamente de ratas jovenes a adultas y después

disminuyo discretamente de ratas adultas a viejas.

En las capas 3 y 4 las medias fueron:
T1 fue 2.95 + 2.51
T2 fue 0.97 +1.01

T3 fue 0.29 + 0.62

Asi pues, podemos afirmar que los axones verticales en ratas jévenes se
observan en las capas medias corticales para luego disminuir su
poblacién a la tercera parte aproximadamente en ratas adultas y
también a la tercera parte de rata adultas a viejas. Es decir, hay una
disminucién progresiva de la poblacion de axones verticales
en capas conforme avanzamos en las edades de la rata. Es
importante destacar que practicamente casi no hay poblaciéon de
axones verticales en capas medias sobre todo en adultas y
viejas pues las medias observadas son muy pequenas en comparaciéon

con capas superficiales corticales.
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En las capas 5y 6 de la corteza apenas observamos axones verticales
(en ratas de un afio de vida el contaje es cero) pero si se observaron
algunos en ratas de una semana de vida

T1 fue 0.5+ 1.26

T2 fue 0.010.12

T3 fue o

Es decir, en las capas profundas de la corteza apenas se
observan axones verticales siendo la media muy pequena

incluso en las ratas de una semana de vida.

Por tanto, podemos afirmar como resumen esquematico :

AXONES VERTICALES NADPH-d:
CAPAS1Y2: T1>>>>T2>>T3
CAPAS3Y4: Ti1>>T2>Tsg

Se observan muy pocos axones en T1 y la media tiende a cero en
ratas adultas y viejas, asi pues, practicamente no se observan axones en

estos dos estadios
CAPAS5Y6:

La media tiende a cero con lo que practicamente no se observaron

axones en ningn estadio
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Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Resultados

En la Grafica IV.8. podemos observar en las figuras de diagramas de
barras y diagramas de lineas lo descrito anteriormente numéricamente. De
manera que, se observa claramente que el contaje de axones verticales fue
cero en las capas 5 y 6 de ratas de un afio de vida y practicamente no se

observaron en ratas adultas tampoco.

Por otro lado, como deciamos al principio del apartado la mayor
densidad de axones verticales se encuentra en las capas 1 y 2 de todas las
edades pero llamativamente son mucho mas abundantes en estas capas en las

ratas de una semana de vida.
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Grafica IV.8. Distribuciones de los axones NADPH-d verticales por capas en
V1 en los tres estadios de edad de la rata Wistar
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4.3. ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS CAMBIOS EN LAS
NEURONAS NADPH-D EN LAS CAPAS DE LA CORTEZA
VISUAL DE LA RATA WiSTAR EN LOS TRES ESTADIOS DE
EDAD

A continuacion iremos por apartados analizando detenidamente la Tabla
IV.42. con los p-valores que nos dan la comparaciéon de los cambios evolutivos
entre capas, comparando a pares los estadios. Asi pues, podemos afirmar qué
confianza estadistica tenemos en los cambios que se observan en los

resultados obtenidos.

Esta Tabla IV.42. se ha extraido de analizar los datos a pares con el test
de Wilcoxon. En dicha tabla se comparan los diferentes estadios entre ellos y
las diferentes capas en funcion de la significancia estadistica. De manera que,
cuando aparece el simbolo *** significa que el p-valor de la comparaciéon es
menor de 0.001 lo cual nos indica que se trata de un dato “muy significativo”
estadisticamente, es decir, existe una gran seguridad en afirmar que el cambio
observado entre los estadios tiene una evidencia estadistica muy llamativa.
Por otro lado, el simbolo ** significa que los p-valores son menores de 0.01
que nos indica que el dato es “bastante significativo”. Y por ltimo, cuando
aparece el simbolo * significa que el p-valor es menor de 0.05 con lo cual nos

indica que el dato es “suficientemente significativo” estadisticamente.
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Neuronas Horizontales

Layer 1/2 Layer 3/4 Layer 5/6
T1vs T2 0,067189 0.00010765 *** 0.35202
T2vs T3 0,58513 0.029186 * 0.00091582 ***
T3vsT1 0,23358 0.034967 * 0.040224 *
Neuronas Verticales

Layer 1/2 Layer 3/4 Layer 5/6
T1vs T2 2.9843e-10 *** 5.742e-06 *** 0.0070954 **
T2vs T3 0.65096 0.027925 * 0.086019
T3vsT1 4.5553e-10 *** 4.0395e-09 *** 5.1845e-05 ***
Neuronas

Neur. Horizontales Neur. Verticales TOTAL Neuronas
T1vs T2 0.00018537 *** 1.1263e-16 *** 9.6755e-18 ***
T2 vs T3 0.3331 0.0042349 ** 0.0030769 **
T3vs T1 2.5271e-05 *** 2.1192e-17 *** 3.2045e-19 ***

Tabla IV.42. Tabla de significancia estadistica (* p<0.05, ** p<0.005, ***
Pp<0.001) como resultado de comparar los datos de neuronas entre estadios

temporales.
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4.3.1. Neuronas horizontales

Neuronas horizontales en las capas 1y 2 de la corteza visual:

Asi pues, en el cuadro evolutivo (Tabla 13) que analiza la significancia
estadistica de la muestra vimos que no se observan cambios evolutivos entre
los estadios, los p-valores no dan una evidencia significativa para decir que
existen cambios entre los tres estadios tanto si comparamos T1 con T2, T2 con
T3 o T1 con T3, aparecen p-valores mayores 0.05. Es decir, en todas las
edades ocurre lo mismo, las capas 1 y 2 se observo la misma
distribucion de densidad neuronal (es decir, observamos pocas
neuronas horizontales en las capas superficiales corticales de V1

en todas la edades).

Neuronas horizontales en las capas 3 y 4 de la corteza visual:

En las capas 3 y 4 de la corteza visual existian cambios muy significativos
entre los estadios T1 y T2 con un p-valor menor de 0.001 si comparamos
ambas capas. Es decir, en las capas 3y 4 en el estadio T1 la media de densidad
neuronal con su desviacién estandar es 1.67 + 1.88 mientras que en T2 la
media cambia a 0.59 + 0.89. Se observ6 por tanto una disminucion muy
marcada de neuronas horizontales desde T1 a T2 con una
evidencia estadistica muy significativa en las capas medias

corticales.
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Sin embargo, si comparamos por otro lado el estadio T2 con T3 también
se produjo un cambio evolutivo suficientemente significativo con un p-valor
menor de 0.05, pero en este caso la media de T3 con su desviacion estandar

(0.9+0.93) es mayor que la media de T2 (0.59 + 0.89).

Por otro lado, también existe un cambio significativo estadisticamente
con las ratas de un afio de vida pero en este caso lo que ocurre es un aumento
de la densidad de neuronas horizontales en el estadio T3 (media y desviaciéon

estandar: 0.9 + 0.93) respecto a T2 (media y desviacién estandar 0.59 + 0.89).

Es decir, las ratas de un aito de vida aumentan su densidad de
neuronas horizontales en las capas 3 y 4 respecto a las adultas de

manera suficientemente significativa.

Neuronas horizontales en las capas 5 y 6 de la corteza visual:

En las capas 5y 6 de la corteza visual de la rata Wistar hemos observado
que no existen cambios estadisticamente significativos entre los estadios de
edad T1 y T2, podria decirse por tanto que estas capas se comportan igual
tanto en ratas de una semana de vida como en las adultas.

Sin embargo, si comparamos el estadio T2 con T3 las diferencias son
muy significativas con un p-valor menor de 0.001. Asi pues, podemos decir
que existe un cambio muy llamativo entre estos estadios evolutivos. Se

observo una disminucién de densidad neuronal de ratas adultas
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(media y desviacion estandar: 1.37 + 1.11) a ratas de un aito de
vida (media y desviacion estandar: 0.72 + 0.74) de manera muy
significativa estadisticamente en estas capas profundas corticales

de V1.
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4.3.2. Neuronas verticales

Neuronas verticales en las capas 1y 2 de la corteza visual:

En las capas 1y 2 de la corteza visual de la rata Wistar existen cambios
muy significativos estadisticamente (p-valor menor de 0.001) si comparamos
el estadio T1 con T2. En T1 la media con su desviacion estdndar de densidad
neuronal fue 2.12 + 1.7 mientras que en T2 la media con su desviaci6on
estandar de densidad neuronal fue 0.56 + 0.73.

De manera que podemos afirmar que se observo una disminucion de
neuronas verticales en las capas 1 y 2 muy significativa de ratas

de una semana de vida a ratas adultas.

Por otro lado, si comparamos T2 con T3 se puede afirmar que no existen
cambios significativos estadisticamente con un p-valor mayor de 0.05 (en este
caso es incluso p-valor =0.65096). El comportamiento es por tanto similar en
estas capas entre T2 y T3, no se hallaron cambios de rata adulta a

rata vieja.

Por tltimo, al comportarse igual T2 que T3 es l6gico que si comparamos

T3 con T1 también salga estadisticamente muy significativas las diferencias.

En resumen, segiin nuestros datos podemos afirmar que las neuronas
verticales disminuyen mucho en las capas 1 y 2 de la corteza de ratas

de una semana de vida a ratas adultas pero luego se estabiliza y
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no existen cambios de ratas adultas respecto a ratas de un aiio de

vida.

Neuronas verticales en las capas 3 y 4 de la corteza visual

Al igual que hemos observado en las capas 1y 2, en las capas 3 y 4 existe
un cambio con una evidencia muy significativa si comparamos T1 con T2.

En el caso de T1 la media con su desviaciéon estindar de densidad
neuronal es 1.88 + 1.36 y en T2 se produce una disminucién muy llamativa de
media de densidad neuronal a 0.87 + 0.84. Es decir, segin los datos
observados se puede afirmar que existe una disminucion muy
significativa estadisticamente de neuronas verticales en las capas

3 Y 4 de la corteza de ratas de una semana de vida a ratas adultas.

Por otro lado, si comparamos el estadio T2 con T3 también existe un
cambio suficientemente significativo con p-valor menor de 0.05 de manera
que se produce una disminucién (aunque menos llamativa) de neuronas

verticales en las capas 3 y 4 de rata adulta a rata de un afio de vida.

La disminuciéon de densidad neuronal de neuronas verticales es

progresiva en estas capas en la rata desde una semana a un ano de vida.
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Neuronas verticales en las capas 5y 6 de la corteza visual :

En estas capas se produce en los estadios evolutivos un comportamiento
similar a lo que ocurre en las capas 1y 2 de la corteza.

Si comparamos la media de T1 con su desviacién estandar, 0.68 + 0.91,
con la media de densidad en T2, 0.32 + 0.65, observamos que practicamente
estas neuronas se reducen a la mitad, con lo que el cambio tiene una evidencia
significativa muy llamativa. Es decir, de ratas jovenes a adultas se
observo que la poblacion se reducia a la mitad y estos datos

Jueron muy significativos.

Por otro lado, si comparamos los cambios evolutivos de T2 a T3 aparece
un p-valor = 0.086019, es decir, mayor de 0.05 con lo cual podemos afirmar
que estas capas en estos estadios, tienen un comportamiento de distribucién
de densidad neuronal similar. Es decir, no existen cambios
significativos en la densidad de neuronas verticales en las capas 5

Y 6 si comparamos ratas adultas con ratas de un aito de vida.

Por ltimo, si T2 se comporta como T3, es l6gico que si comparamos T1
con T3 el cambio sea también muy significativo con un p-valor menor de

0.001.
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4.3.3. Estudio Global Neuronal segiin su orientacion

En las neuronas horizontales globalmente (en el recuento total de
todas las capas) se produce una disminucién muy significativa con un p-valor
menor de 0.001 si comparamos el estadio T1 con el T2.

De manera que podemos afirmar que, segin nuestros datos, se produce
una disminucion muy lamativa de neuronas horizontales de
ratas de una semana de vida con las adultas (con un p-valor de

0.00018537).

Sin embargo, es llamativo también que no existen cambios en el
comportamiento de la distribucién de los datos entre T2 y T3 (p-valor mayor
de 0.05, en este caso es 0.3331). Con lo cual, podemos afirmar que no
existen cambios en global de densidad de neuronas horizontales
de ratas adultas a ratas viejas, es decir, su densidad poblacional

“se mantiene”.

Un esquema resumen del comportamiento de las neuronas

horizontales en global seria: T1 >> T2 = T3

Es importante destacar que, aunque esta densidad de neuronas
horizontales disminuya, proporcionalmente, las neuronas
horizontales pasan de ser las de menor densidad poblacional en
T1 para pasar a ser las de mayor densidad poblacional en T2 y T3

respecto a las verticales.
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Por otro lado, en las neuronas verticales globalmente los cambios son
incluso mucho maés llamativos que en las horizontales con unos p-valores muy

pequeiios lo cual nos da una gran evidencia significativa en los resultados.

Se produce una disminucién muy marcada de densidad neuronal de T1 a
T2 con un p-valor de 1.1263e-16 (muy significativo). Por otro lado, también se
produce un cambio de densidad neuronal bastante significativo si
comparamos globalmente T1i con T2 (p-valor es 0.0042349) en donde
también se produce una disminuciéon de densidad neuronal. Por tdltimo, al

comparar T1 con T3 encontramos diferencias muy significativas.

Por tanto, en las neuronas verticales se produce una
disminucioén progresiva de densidad neuronal con la edad muy
significativa, (pasando de ser las de mayor densidad poblacional
en T1 a tener menor densidad poblacional que las horizontales en

T2y T3).

En resumen, un esquema del comportamiento de las neuronas

verticales en global seria el siguiente: T1>>> T2 >> T3

Globalmente, segtin la densidad de todas las neuronas, se produce una
disminucion progresiva de las medias con sus desviaciones estandar teniendo
estos cambios una llamativa evidencia significativa. El comportamiento global
de las neuronas conjuntamente verticales y horizontales se parece al

comportamiento de las verticales.
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El resumen global de neuronas tanto horizontales como

verticales seria: T1 >>> T2 >>T3g
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4.4. ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS CAMBIOS EN LOS
AXONES NADPH-D EN LAS CAPAS DE LA CORTEZA
VISUAL DE LA RATA WiSTAR EN LOS TRES ESTADIOS DE
EDAD

En la Tabla IV.43. podemos apreciar los cambios en los p-valores
estadisticos que existen tanto en los axones verticales como en los
horizontales comparando las tres capas entre los diferentes estadios (T1 con
T2, T2 con T3 y finalmente se comparan T1 con T3) de la misma manera que
anteriormente se ha descrito con las neuronas. Los datos se han comparado,

también a pares, utilizando el test de Wilcoxon.

Axones Horizontales

Layer 1/2 Layer 3/4 Layer 5/6
Tl vs T2 NA 6.6547e-08 *** 1.6889e-11 ***
T2 vs T3 NA NA NA
T3 vs T1 NA 8.4707e-07 *** 7.0349e-10 ***

Axones Verticales

Layer 1/2 Layer 3/4 Layer 5/6
Tl vs T2 2.1773e-24 *** 5.1614e-06 *** 0.0014932 **
T2 vs T3 1.0761e-05 *** 4.2448e-05 *** 0.37441
T3 vs T1 5.1086e-22 *** 7.3245e-10 *** 0.0012196 **

Axones

Axon. Horizontales Axon. Verticales TOTAL Axones
T1 vs T2 7.0809e-19 *** 1.3458e-23 *** 6.9452e-24 ***
T2vs T3 NaN 2.7238e-08 *** 2.7238e-08 ***
T3 vs T1 2.5516e-16 *** 4.6291e-22 *** 4.9013e-22 ***

Tabla 1V.43. Tabla de significancia estadistica (* p<0.05, ** p<0.0035,
*¥¥ p<0.001) como resultado de comparar los datos de axones entre estadios

temporales.
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4.4.1. Axones horizontales

Axones horizontales en las capas 1y 2 de la corteza visual

En las capas 1y 2 de la corteza visual de las muestras analizadas no se
han observado axones horizontales de manera que en la tabla no

se hace el test comparativo entre los diferentes estadios.

Axones horizontales en las capas 3 y 4 de la corteza visual

En las capas 3 y 4 de la corteza visual hay axones horizontales solamente
en el estadio T1 (media y desviacion estandar: 1.62 + 2.89) pero no se

encuentran en las capas T2 y T3.

Por ello, podemos decir que segin nuestros datos solamente se
observaron axones horizontales en las capas 3 y 4 de la
corteza visual de la rata Wistar de una semana de vida
desapareciendo en estas capas en la edad adulta y en un aiio

de vida de la rata.

Axones horizontales en las capas 5y 6 de la corteza visual

En las capas 5y 6 de la corteza visual ocurre lo mismo que en las capas 3

Y 4.

Asi pues, segin nuestras muestras solamente se observaron

axones horizontales en las capas 5 y 6 de la corteza visual de
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la rata Wistar cuando ésta tiene una semana de vida (media y
desviacion estandar: 1.47 + 2.02), desapareciendo en edades posteriores.
Por ello, aparecen en estos dos bloques de capas un p-valor muy
significativo estadisticamente si comparamos T1 con T2 o bien T1 con T3,
de manera que podemos decir que estos datos tiene una evidencia

estadistica muy significativa (p-valor < 0.001).
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4.4.2. Axones verticales

Axones verticales en las capas 1y 2 de la corteza visual

En los datos observados se aprecia que existe un p-valor muy
significativo si comparamos los estadios T1 con T2. Es decir la media de
axones verticales en T1 es con su desviacion estandar de 8.52 + 3.01y
disminuye con una evidencia muy significativa a T2 cuya media y

desviacion estandar es de 2.2 + 0.99.

Por otro lado, si comparamos las ratas adultas de T2 con las de un ano
de vida en T3 también tiene un p-valor menor de 0.001 con lo que los
cambios son también muy llamativos existiendo una disminucién de
axones verticales, siendo en T3 la media con su desviacién estandar de

1.41 + 0.96.

Podemos finalmente afirmar que existe una disminucién con una
gran evidencia estadistica de axones verticales de manera
progresiva (sobre todo de rata de una semana de vida a rata

adulta) desde T1 a T3.

Axones verticales en las capas 3 y 4 de la corteza visual

Ocurre lo mismo que en las capas 1 y 2, el comportamiento de

distribuciéon de la densidad de axones es similar de manera que, podemos
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afirmar que existen unos p-valores muy significativos estadisticamente

entre los tres estadios.

Se producen diferencias muy llamativas de manera que hay una
disminucién progresiva en la densidad de axones en las capas 1y 2 desde
T1 a T3 (siendo las medias con sus desviaciones estandar en T1 fue 2.95 +

2.51, en T2 fue 0.97 + 1.01 y finalmente en T3 fue 0.29 + 0.62).

Podemos finalmente afirmar que existe también en estas capas medias,
una disminucién con una gran evidencia estadistica de axones
verticales de manera progresiva (sobre todo de rata de una

semana de vida a rata adulta) desde T1 a T3.

Axones verticales en las capas 5y 6 de la corteza visual

Se produce un cambio muy significativo si comparamos los tres estadios
porque existen axones verticales en T1 (media y desviacién estandar de
0.5 + 1.26) aunque son muy escasos y después desaparecen en T2 y en
T3. Es decir, existen muy pocos axones verticales en ratas de una
semana de vida y ya desaparecen cuando éstas se hacen

adultas en capas profundas corticales de V1.
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4.4.3. Estudio global axonal segiin su orientacion

En resumen, podemos afirmar que los axones horizontales desaparecen
todos segin nuestros datos en T2 y T3, de manera que solo se observaron

axones horizontales en las ratas de una semana de vida.

Por otro lado, los axones verticales existen en todos los estadios de la
edad de la rata pero se produce una disminuciéon de la densidad de los
mismos muy significativa y progresiva en las tres edades. Por
tanto, se observé menos axones verticales en ratas adultas que en ratas de una
semana de vida y también menos axones verticales en ratas de un afio de vida
si las comparamos con las adultas. Estas diferencias entre estadios son muy
Ilamativas con una p-valor menor de 0.001 lo cual nos indica que hay una

gran evidencia estadistica en los datos.

Finalmente, en términos globales los p-valores apoyan lo datos
anteriores ya que, los p-valores de comparar conjuntamente axones verticales
y horizontales entre los estadios nos da una significacion estadistica muy
llamativa. En este caso, pasa también lo mismo que ocurria con las neuronas
ya que al casi no observar axones horizontales, son los verticales los que

tienen mas significancia en nuestros datos.
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4.5. ESTUDIO MORFOLOGICO DE NEURONAS NADPH-D
EN NUESTRO ESTUDIO

En el estudio morfolégico de las neuronas NADPH-d hemos observado
que existen neuronas con una mayor o menor intensidad de tincién, como se
observa en la imagen siguiente (Fig. IV.23.). Las neuronas de mayor
intensidad de tincion tienen una morfologia mas completa en cuanto a soma y
prolongaciones, sin embargo, las de menor intensidad de tincién son mas
pequefias y no se aprecian sus prolongaciones. Ademas, entre las de mayor
intensidad de tincion, que podriamos denominar por su forma, verdaderas
neuronas, las hay més grandes y son de diferentes formas y las hay mas

pequeiias, las cuales son mayoritariamente fusiformes.

Fig. IV.23. Corte histologico del area cerebral V1 de rata Wistar donde se
observan neuronas NADPH-d mas tenidas (flechas negras) y menos teniidas
(flechas azules). Las mds neuronas de mayor tincién son grandes y pequenas, las
de menor tincién son pequenas
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Por otro lado, también se observé en nuestras muestras numerosas
neuronas NADPH-d en las que se veian claramente sus relaciones sindpticas

entre ellas (Fig. IV.24., Fig. IV.25, Fig. IV.26. y Fig. IV.27.):

Fig. IV.24. Corte histologico del area cerebral V1 de rata Wistar adulta
teitido con NADPH-d donde se observa la relacion sindptica entre neuronas
NADPH-d (flecha)
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Fig. IV.25. Corte histolégico del area cerebral Vi de rata Wistar adulta
teitido con NADPH-d donde se observa la relacion sindptica entre dos
neuronas NADPH-d (flecha)

Fig. IV.26. Corte histologico del drea cerebral V1 de rata Wistar adulta
teitido con NADPH-d donde se observa la relacién sindptica entre neuronas
NADPH-d (flechas)
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Fig. IV.27. Corte histolégico del area cerebral V1 de rata Wistar adulta
teftido con NADPH-d donde se observa la relacién sindptica entre
neuronas NADPH-d (flechas)
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Por dltimo, hemos observado ademas la relacion que existe entre estas
neuronas y los vasos sanguineos, en numerosas muestras estas células se
encontraban en relacion con la vascularizacién como se ve en las imagenes
inferiores (ver Fig. IV.28. y Fig. IV.29). Ademas, observamos que con esta
misma tincién para la NADPH-d se han tefiido algunas células endoteliales de

los vasos sanguineos.

Fig. IV.28. Corte histolégico del area cerebral V1 de rata Wistar adulta
tefiido con NADHP-d donde se observa la relacién una neurona NADPH-d
(flecha) y un vaso sanguineo(V)
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Fig. IV.29. Corte histologico del area cerebral V1 de rata Wistar donde se
observa la relaciéon una neurona NADPH-d (flecha) y un capilar
sanguineo(V).
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DISCUSION

Como hemos visto en la introduccién, en el estudio de las neuronas
NADPH-d positivas, existen gran cantidad de trabajos que hablan de ellas: de
su morfologia, de su funcion como productoras de 6xido nitrico y de su

distribucién en el Sistema Nervioso Central.

Los animales empleados en este estudio han sido ratas Wistar de
diferentes edades (ratas de una semana de vida, ratas adultas y ratas viejas) de
manera que, hemos podido estudiar los cambios en estas neuronas en relacién

al envejecimiento cerebral a nivel de la Corteza Visual Primaria.

Existen numerosos trabajos para la determinacion de células NADPH-d
en cualquier area del Sistema Nervioso con la rata Wistar, como son los
trabajos de Mitrofanis (1989), Roufail (1995), Kim I.B. y Kim K.Y. (2000 y
2002), Villena A. (2003 y 2006), Ouda L. (2003), Palanza L. (2005), Sanchez-
Zuriaga D (2007) y méas recientemente Junyang Jung (2012) que

detallaremos a continuacion.

Mitrofanis, en 1989, estudi6 las células positivas para la NADPH-d a
nivel de retina de rata Wistar y en sus conclusiones resalt6 su influencia en el

desarrollo retiniano desde el nacimiento de la rata hasta la edad adulta.

Roufail, en 1995, concluy6 en su investigacion que el 6xido nitrico no s6lo
intervenia en procesos de neurotransmision sino que asumia un papel como

mediador en la regulacion del flujo vascular retiniano, también
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empled la rata Wistar como animal de experimentacién. Nosotros, en nuestro
estudio hemos observado en las muestras histologicas, la relacion que existe
entre las neuronas NADPH-d y los vasos sanguineos a nivel cerebral visual
con lo que, tal y como observaron estos autores a nivel de retina, pensamos
que estas neuronas pueden desempefiar un importante papel en la
mediacion de la regulacion del fluyjo sanguineo cerebral del area

visual primaria.

Kim I.B. y Kim K.Y., en 2000 y 2002, estudiaron también en rata Wistar
las células positivas NADPH-d en retina, de manera que en sus conclusiones
afirmaron que estas células se estan totalmente diferenciadas en el momento
en que las ratas abren los ojos, en la segunda semana de vida. Consideraron
que estas células intervenian en el proceso de maduracién de la retina
regulando los procesos de proliferacion y muerte neuronal (tal y como

afirmo en sus estudios previos Mitrofanis).

Villena A., en 2003, realizé un estudio en el Ganglio Geniculado Lateral
de la rata Wistar en el que se analizaron las células NADPH-d en relacion a la
edad, efectuando un anéalisis morfoldgico y cuantitativo de las mismas. Para
ello utilizé ratas de 3, 24 y 26 meses, en las que observo en su morfologia,
diferentes tipos de neuronas, segin la intensidad de la tincién, el tamafio y la
morfologia, y las clasificaron en neuronas tipo A, fuertemente tenidas, con
variabilidad de tamano y morfologia, consideradas “neuronas de proyeccion”;
por otra parte neuronas de tipo B, también fuertemente tenidas, de tamano
mas pequefio, normalmente de forma fusiforme, consideradas de “circuitos

228



Valoracion de las neuronas NADPH-d en la corteza visual: Discusion

locales”. Este patron se observo en las tres edades de las ratas. Nosotros, en
nuestro estudio, hemos observado neuronas de tamafios grande y pequeiio
que eran fuertemente tenidas con prolongaciones dendriticas y axones muy
definidos y otras neuronas menos teflidas que eran de tamafio pequefo
(probablemente, coincidiendo con estos autores, se trata de neuronas que
perteneceran a circuitos locales de transmision sindptica). Por otro lado,
Villena concluy6 segin su estudio que existia un descenso del 36% en el
numero de neuronas NADPH-d a nivel de Ganglio Geniculado de rata Wistar
en relacion a la edad de la rata. En nuestro estudio, hemos observado también
a nivel de Corteza Visual Primaria un descenso marcado de neuronas en
relaciéon con el envejecimiento en la rata Wistar, y coincidimos con estos
autores en que esta disminucion de neuronas NADPH-d podria

afectar al funcionamiento del cerebro en las ratas viejas.

Por otro lado, en 2006, estos mismos autores, estudiaron estas neuronas
NADPH-d en las capas superficiales del Coliculo Superior en ratas Wistar y
en este caso no observaron ningiin cambio significativo con la edad en el
ntimero de neuronas NADPH-d aunque si se observé una disminucion del
tamanio del soma neuronal con el envejecimiento. Asi pues, los cambios en
este tipo de neuronas difieren segin el area cerebral estudiada en relacion a la
edad y se requieren més estudios que confirmen o no los hallazgos observados

por los autores.

Ouda L. en 2003 observ) en la rata Wistar una disminucion con la edad
de la densidad de neuronas NADPH-d en la Corteza Auditiva Primaria. De
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manera que existian menos neuronas de este tipo en las ratas viejas pero por
otro lado se producia un aumento de las prolongaciones dendriticas
probablemente como mecanismo compensatorio al envejecimiento cerebral.
Asi pues, nosotros en nuestro estudio hemos observado también una
disminucién en la densidad neuronal de neuronas NADPH-d a nivel de
corteza visual primaria pero se ha producido un cambio en la orientacion de
dichas neuronas respecto a la superficie de la corteza visual, pensamos,
como estos autores, que probablemente se deba a un fenémeno
compensatorio sinaptico en respuesta a la menor densidad

neuronal.

Palanza L., en 2005, estudi6 a nivel de retina los cambios de las células
NADPH-d en la rata Wistar. Se observd que existia un pico en la densidad
celular de las células NADPH-d a nivel de retina en el momento en que las
ratas abrian los ojos tal y como habian observado Kim I.B. y Kim K.Y
previamente, con lo que estas células intervienen probablemente de manera
decisiva en la maduracion de la retina en el proceso de la visiéon de la rata
Wistar. Los autores resaltaron por otro lado, que el estudio de la distribucién
de las células NADPH-d puede representar un sustrato celular para
analizar patrones de conectividad neuronal y que alteracion en su
distribucion podria ser la base de algunas de las patologias de la retina. En
nuestro estudio, pensamos que el analizar la distribuci6én de estas neuronas
NADPH-d en las capas corticales de la corteza visual primaria y su

orientacion puede aportar informacion respecto al envejecimiento
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del area visual cerebral, y al igual que en retina, alteraciones en la
distribucién o bien en la orientacién de estas neuronas NADPH- d

podria ser l1a base de patologias cerebrales visuales.

Sanchez-Zuriaga en 2007, en el equipo de investigacion de la Dra. Rosa
Peris de la Facultad de Medicina de Valencia, realiz6 un trabajo sobre
neuronas NADPH-d estudiando los cambios con la edad en el Coliculo
Inferior y en el Cortex Auditivo de ratas Wistar. Estos autores observaron una
disminucién del tamano del soma en el Coliculo Inferior (tal y como ocurre en
el Coliculo Superior) y también una pérdida de densidad de neuronas
NAPDH-d a nivel de Corteza Auditiva Primaria (coincidiendo con lo
observado previamente por Ouda L.) y relacionaron estos cambios con
problemas de audiciéon con la edad. Segin nuestro estudio, se produce
también una pérdida en la densidad de las neuronas NADPH-d en la
Corteza Visual Primaria de la rata Wistar que podria relacionarse

también con problemas visuales en relacion al envejecimiento.

Junyang Jung, en 2012, hizo un analisis segin sus propios resultados y
los de otros autores del comportamiento de las células NADPH-d con respecto
a la edad, en diferentes regiones del Sistema Nervioso Central . Observd que
en cada una de ellas el comportamiento era diferente y especifico para cada
zona, y que el envejecimiento estaria relacionado con la producciéon de 6xido
nitrico. Para este autor, en ratas Wistar no se produjeron cambios en el
nimero de neuronas NADPH-d en relacion a la edad a nivel de Ganglio

Geniculado Lateral ni a nivel de Coliculo Superior (a nivel de Coliculo
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Superior coincidi6é por tanto con Diaz y Villena mientras que, sus resultados
fueron diferentes a nivel de Ganglio Geniculado Lateral ya que Villena si
encontré una disminucién neuronal en esta area). Los autores concluyeron
que se requieren mas estudios que puedan aportar mas datos
sobre los cambios que se producen en el envejecimiento en este
tipo de newronas pues los cambios en la densidad neuronal son

espectificos del area cerebral estudiada.

También tenemos trabajos sobre las neuronas NADPH-d en hdmster
como los de Zhang en 2004. Dicho autor estudi6 en el hdmster dorado recién
nacido los efectos de inhibir a la “6xido nitrico sintetasa” productora de 6xido
nitrico de manera que, en aquellos hamster en los que se inhibia la enzima,
aument6 la mortalidad y no se desarrollaron adecuadamente neuronas
NADHP-d a nivel de corteza visual primaria. Este autor concluy6 que estas
neuronas NAPDH-d podrian influir en fenémenos de apoptosis en el
adecuado desarrollo de la maduracion de la corteza visual

primaria en el hamster.

Otros autores incluso han realizado trabajos en humanos como los de
Faro LR (1995) y Shengxiu Li (2006). Faro LR estudié autopsias de cerebro
de individuos normales y observé que en humanos esta neuronas NADPH-d
positivas se observaban sobre todo en sustancia blanca cerebral y en la capa
VI cortical (solamente se analizaron cuatro individuos con lo que se necesitan
mas estudios para confirmar o no los resultados obtenidos por los autores).

Shengxiu Li, por otro lado, estudi6 la 6xido nitrico sintetasa de tipo endotelial
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en humanos a nivel de retina utilizando fetos humanos. Este autor concluye
que el 6xido nitrico en humanos interviene en los procesos de maduraciéon de
la retina (tal y como habian observado otros autores a nivel de retina en la

rata Wistar).

Aunque los animales mas proximos al hombre en la escala evolutiva son
los primates, en nuestro caso tuvimos que desechar la idea de trabajar con
ellos por la dificultad en la obtencién de los mismos. Optamos por la rata
Wistar, debido a la disponibilidad de estos animales en el animalario del
“Instituto de Biomedicina del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
de Valencia”, que posee la infraestructura para su manutencién en
condiciones 6ptimas y porque en este animal, el SNC esta muy sistematizado

con el mapa topografico de Paxinos.

Como ya explicamos en la introduccion, el éxido nitrico esun gas que
se sintetiza en distintas células de organismo y que tiene un papel crucial
como molécula de senalizacion celular. Este gas interviene en los
sistemas de transduccion de sefiales que son especialmente relevantes en el
cerebro y en el sistema cardiovascular. La sintesis del 6xido nitrico, se realiza
por la accion de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), a partir del aminoacido

L-arginina. La NADPH acttia como cofactor en esta reaccion.

El 6xido nitrico desempefia un importante papel en el proceso de
envejecimiento. La presencia de radicales libres en las células, producen

dafios oxidativos y éstas acaban progresando hacia la muerte, bien por
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mecanismo de apoptosis (fisiolégicos) o mediante necrosis (patologicos)
(Rodrigo y cols., 1998). Esta muerte celular acaba deteriorando el tejido y
organo al que pertenezcan. Nosotros, en nuestro estudio, hemos encontrado
una disminuciéon de células productoras de o6xido nitrico, conforme

avanzabamos en la edad de las ratas.

Segin Vincent y Hope 1991, la NOS, se encuentra distribuida en
diferentes tejidos del organismo y tiene varias isoformas: neuronal, endotelial

e inducible.

La NOS-neuronal es la que se encuentra relacionada con la NADPH-d y
estd ampliamente distribuida por el SNC (Kuonen 1988, Saffrey 1992 y

Schmidt 1992)

En la actualidad es posible detectar indirectamente la presencia de NOS-

neuronal mediante dos tipos de procesos:

- Anticuerpos especificos contra la NOS-neuronal purificada (Bredt

1990)

- Mediante técnica histoquimica, para la deteccion de la NADPH-d

(Hope.1991)

Bredt y cols.,(1991); Hope, y cols., (1991); Dawson,(1991), han podido

comprobar que la NADPH-d y la NOS se han localizado en las mismas
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poblaciones neuronales y que su actividad es paralela en la producciéon de
oxido nitrico y GMPc, por lo que la identificacion de la NOS como la enzima
responsable de la reaccion histoquimica de la NADPH-d, ha hecho posible

hacer un detallado mapa de esta enzima a través del SNC.

Por este motivo, nosotros hemos utilizado la técnica histoquimica de
la NADPH-d, para el estudio de las neuronas productoras de 6xido
nitrico, de esta manera, mediante dicha técnica hemos tenido solamente
aquéllas neuronas productoras de o6xido nitrico pudiendo estudiarlas y

analizar sus cambios evolutivos con la edad de la rata.

En cuanto a su morfologia, segin Southam (1991) en el SNC el 6xido
nitrico es sintetizado por neuronas de ax6n corto, sin embargo también las
células de axon largo tienen actividad NADPH dependiendo de diferentes
niveles del SNC. Nosotros hemos encontrado neuronas con axén corto y largo
aunque no podemos definirnos sobre la funciéon de cada una de ellas, en

particular, porque no era nuestro estudio.

En 1986 Sandell fue el primero en describir en cerebros de mono dos
tipos de células positivas para la NADPH-d, unas con fuerte tincion y otras
més débilmente tefiidas. Para Wolf (1992) este tipo de marcado mas débil se
debe a que se trata de células en donde se detecta la actividad en las
mitocondrias pero no en el citoplasma. A la misma conclusién llego Aoki en
1993, y Liith en 1994, en cerebro humano. Nosotros hemos encontrado

también diferentes intensidades de tincidén de la NADPH-d. Hemos observado
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neuronas con menor intensidad de tinciéon que eran mas pequeriias y
neuronas con mayor intensidad de tincion de diferentes tamaiios

y con somas y prolongaciones muy bien definidos.

También Lee y Chang-Jin en 2004 trabajaron en cerebro de hamster, y
en 2005 lo realizaron en corteza de rata y conejo, en ellos estudiaron la
morfologia de las neuronas que contenian el enzima NOS y también
diferenciaron dos tipos de coloracién, las méas tefiidas que denominaron Tipo
1y las menos tenidas que denominaron Tipo 2. En cuanto a la descripciéon
morfologica de las neuronas, se basaron en el estudio solamente aquellas que
estaban mas tenidas, ya que se podian diferenciar claramente tanto el soma
como las dendritas y asi encontraron como Villena, neuronas mas grandes y
polimorfas y neuronas mes pequenas de tipo fusiforme, dispuestas en

posicién horizontal o vertical.

Nosotros en nuestro estudio, también encontramos estos dos tipos de
neuronas, unas grandes de diversa morfologia, y otras mas pequenas de tipo
fusiforme. También hemos estudiado las de mayor tamafo, y el patron se

repetia en todas las edades de la rata.

Lath en 1994 en su estudio en cerebro humano, encuentra neuronas
NADPH-d en intima relacion con los vasos sanguineos, relacionando el 6xido
nitrico con la vascularizacién a nivel cortical. A la misma conclusion llegaron
Moro (1995) en ratas y Yan (1996) en monos. Rockhil R.L. en su trabajo

(2000), realizado en retina de conejos, observa que en la tinciéon para
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NADPH, se tefiian tanto los cuerpos y los procesos de las células amacrinas,
asi como las células de los vasos retinianos. Dicha autora también refleja en su
estudio que el 6xido nitrico de origen neuronal juega un papel importante en
la actividad de interrelaciéon neural a nivel de la retina, en la regulacion del
flujo sanguineo y en el metabolismo retiniano. Esto sugiere que dicho papel
puede desempenarse también a nivel cerebral, que ya Dirnagl en 1994
relacionaba el 6xido nitrico y la adenosina con la regulacion del flujo

sanguineo a nivel cerebral.

Nosotros, aunque nuestro estudio es en corteza visual primaria de
ratas Wistar, estamos de acuerdo con estos autores, puesto que hemos
encontrado neuronas NADPH-d que estan en intima conexion con
vasos sanguineos y ademads, con esta misma tincion se han mostrado
células endoteliales de los vasos. Este hallazgo a nivel de corteza visual
primaria no lo hemos encontrado en la bibliografia en ningtn estudio previo

en la rata Wistar.

También encontramos en nuestras muestras, numerosas neuronas
NADPH-d en las que se ve claramente las relaciones sinapticas que
existen entre ellas, hecho que no hemos constatado en la bibliografia
revisada. Asi pues, podemos observar en numerosas muestras de nuestro
estudio las prolongaciones axonales y dendriticas en intima

relacion entre diversas neuronas NADPH-d en la corteza visual
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primaria de la rata Wistar de manera que, se puede observar el sustrato

morfologico de la transmision sinaptica entre este tipo de neuronas.

En la bibliografia no hemos encontrado ningtn trabajo que investigue los
cambios evolutivos de este tipo de neuronas a nivel de cortex visual primario
en relacion a la edad de manera que, no podemos comparar nuestros

resultados con los de otros autores en esta area.

En nuestro estudio cuantitativo de las neuronas NADPH-d en la corteza
visual primaria (Vi) de las ratas, encontramos una disminuci6én de las
neuronas horizontales segiin avanzamos en la edad, afectando esta pérdida de
neuronas a las capas mas superficiales. También hay un descenso en el
namero total de neuronas verticales, pero en el caso de estas neuronas afecta
mas a las capas profundas. En cuanto a los axones, hay una disminucion del
total de axones con respecto a la edad, y esta diminucién es mas acentuada en
las capas superficiales en los axones horizontales, y por el contrario més
acentuada su disminucién en las capas profundas en cuanto a los axones
verticales. Por lo tanto no podemos comparar nuestro estudio con otros
autores en lo referente al recuento por capas en la Vi de las neuronas
NADPH-d, ya que no hemos encontrado ninguna referencia al respecto. Lo
que si que parece quedar claro es que el envejecimiento del SNC estaria
relacionado con la mayor o menor produccién de 6xido nitrico, y que esta
produccibn estaria relacionada con el aumento o disminuciéon de las neuronas

NADPH-d y de los cambios en la ordenacion de sus prolongaciones.
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Todos nuestros resultados parecen sustentar la hipotesis de trabajo sobre
la importancia de la morfologia, densidad y localizacion de las neuronas

NADPH-d en el 4rea visual primaria.

Hemos confirmado los cambios en estas neuronas en el area visual a
través de las etapas de la vida de la rata Wistar. Todo tejido en desarrollo esta
sometido a procesos de proliferacion, migracion, adhesiéon intercelular,
diferenciacién y supervivencia que se reflejan en la actividad celular. Para
estos procesos, son necesarias las cascadas de sefializacién neuronal mediante
las sinapsis. De estos hallazgos deriva un concepto interesante en relacién a la
posibilidad de que estas neuronas estén implicadas en la regulacion de la

transmision sinéptica a este nivel.

Nuevos estudios en este sentido deberian estar encaminados en un futuro
a analizar este hecho mediante el uso de marcadores especificos de las
sinapsis como la Sinaptofisina y también un marcaje doble con el MAP 2 Y
Faloidina-Rodamina (marcador de la actina en los conos de crecimiento) asi
como con la proteina fibrilar adcida de la glia (GFAP) lo que nos podria ayudar

a confirmar nuestros hallazgos.
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CONCLUSIONES

La realizacion del estudio experimental propuesto nos ha llevado a la

obtencion de las siguientes conclusiones:

1.- Se evidencia una disminucién progresiva de la densidad de
neuronas NADPH-d en el area visual primaria en las diferentes
etapas de la vida de la rata Wistar. Ello coincide con la menor observacion
de axones. Esta disminucién podria estar relacionada con el

envejecimiento del Grea V1.

2.- Se han identificado las neuronas NADPH-d a nivel de las tres capas
estudiadas en el 4rea visual primaria con dos tipos de orientacién: paralelas a
la superficie de la corteza visual u horizontales y perpendiculares a la misma
o verticales. Pensamos que la orientacion y distribucion en las capas
corticales de Vi1 de las neuronas NADPH-d viene determinada segiun la
Juncion de las neuronas corticales de cada capa; en donde las
neuronas NADPH-d contribuyen a la neuromodulaciéon de la

transmision sinaptica.

3.- En los tres grupos cronolégicos se han encontrado mayor
proporcion de neuronas NADPH-d verticales a nivel de las capas

superficiales de la corteza visual primaria de la rata Wistar. Estas neuronas
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podrian ser las que facilitarian la transmision a las areas vecinas de la

corteza cerebral.

4.- En los tres grupos de edad creciente se constatan las neuronas
NADPH-d horizontales en un nivmero mas elevado en las capas
medias y en las capas profundas de la corteza visual primaria de la rata

Wistar.

5.- En el grupo de ratas recién nacidas, de forma global, las neuronas
NADPH-d verticales son mas numerosas a diferencia de lo que ocurre en las
ratas adultas y viejas que poseen una mayor proporciéon de neuronas NADPH-
d horizontales, dentro de una poblacién total menor. Deducimos por ello, que
se produce un cambio en la orientacién de parte de las neuronas verticales
como fenémeno adaptativo al envejecimiento. Ello puede ser considerado
como diferencias en la plasticidad neuronal para conseguir mayor

potencialidad sinaptica.

6.- La relacion observada en nuestro estudio de neuronas NADPH-d con
los vasos y capilares sanguineos corticales, pensamos confirma la funciéon de
estas neuronas como reguladoras del flujo sanguineo cerebral a nivel

de V1.
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