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ABREVIATURAS.

ABC: complejo avidina biotina-peroxidasa; ADRs: receptores noradrenérgicos; Amu:
unidad de masa atomica; Asc7: fibras ascendentes del nervio facial; Aq: Acueducto;
BDA: dextrano amino biotinado; BO: bulbo olfatorio; CaBP: calbindina D28K; Cb:
cerebelo; CDCI: corteza dorsal del coliculo inferior; cDNA: DNA complementario a
una hebra de RNA,; CI: coliculo inferior; CLCI: corteza lateral del coliculo inferior;
COMT: catecol-O-metil transferasa; CPF: corteza prefrontal; Ct: ciclo umbral; DA:
dopamina; DAB: 3,3' tetrahidrocloruro de diaminobenzidina; DBH: dopamina beta-
hidroxilasa; DC: nucleo coclear dorsal; DHBA: 3,4-dihidroxibenzilamina; DNLL.:
nacleo dorsal del lemnisco lateral; DOPA: 3,4-dihidroxifenilalanina; DOPAC: acido
3,4-dihidroxifenilacetico; DPGi: nucleo paragigantocelular dorsal; DSP-4: N-(2-
cloroetil)-N-etil-2-bromobenzilamina; FG: Fluoro-Gold®; Gi: nucleo reticular
gigantocelular; Gia: nucleo reticular gigantocelular, parte alfa; HPAA: é&cido 4-
hidroxifenilacético; HPLC-MS: cromatografia liquida de alta eficacia — espectrometria
de masas; HVA: &cido 4-hidroxi-3-metoxifenilacético; I.A.: nivel interaural; icp:
pedunculo cerebelar inferior; IHQ: inmunohistoquimica; ir: inmunorreactividad; IS:
sitio de inyeccion; ISI: intervalo inter-estimulo; LC: locus coeruleus; LDTg: nucleo
tegmental laterodorsal; LPGi: nucleo paragigantocelular lateral; LVe: nucleo vestibular
lateral; MAO: monoamino-oxidasa; MHPG: 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol; mil:
lemnisco medial; mlif: fasciculo longitudinal medial; MNTB: nlcleo medial del cuerpo
trapezoide; MVe: nucleo vestibular medial; NA: noradrenalina; NCCI: ndcleo central
del coliculo inferior; NRC: nucleo de la raiz coclear; n.s.: no significativo; PB: tampdn
fosfato 0.1 M, pH 7.4; PBS: tampon fosfato salino; PCRt: ndcleo reticular parvicelular;
PnC: nucleo reticular caudal del puente; PNMT: feniletanolamina N-metiltransferasa;
PnO: nucleo reticular del puente, parte oral; PPI: inhibicion del RAS por un estimulo
previo (pre-pulse inhibition); PPTg: ndcleo tegmental pedinculo-pontino; PR: area
prerrubral; py: tracto piramidal; RAS: reflejo acustico de sobresalto; RIN: nimero de
integridad del RNA; RT-gPCR: transcripcion reversa — reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa; SNR: sustancia negra, pars reticulata; SP5: nucleo trigeminal
spinal; sp5: tracto trigeminal espinal; SuVe: nlcleo vestibular superior; TE: tronco del
encéfalo; TH: tirosina hidroxilasa; Tx: Tritdn X-100; tz: cuerpo trapezoide; VCP:
nacleo coclear ventral posterior; VMA: acido 4-hidroxi-3-metoximandelico; VNLL.:
nucleo ventral del lemnisco lateral; VNTB: nucleo ventral del cuerpo trapezoide.
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1. INTRODUCCION






1.1 Locus coeruleus.

1.1.1 Generalidades: localizacion, funcién y conexiones.

El locus coeruleus (LC) es un nucleo localizado en la sustancia gris central de la
protuberancia (parte dorsal), debajo del epéndimo del IV ventriculo. Fue descrito por
primera vez en 1809 por el neuroanatomista aleman Johann C. Reil, pero no fue hasta
1812 cuando los hermanos Wenzel acufiaron el termino, derivado del latin, que significa
nucleo celeste, llamado asi por su tono azulado en tejidos humanos frescos (Toshihiro,
2000). El LC esta involucrado en muchos de los efectos simpéticos asociados al estrés
debido a la produccion de una catecolamina, la noradrenalina (NA). La mitad de las
neuronas noradrenérgicas del encéfalo estan encerradas en este nucleo y es el origen de
la mayor parte de las aferencias noradrenérgcias al cerebro (Aston-Jones y George,
2004). Morfoldgicamente, las neuronas catecolaminérgicas presentan varicosidades a lo
largo de sus axones (botones de paso), ademas de un area de liberacion en su extremo
(botones terminales). EI transmisor se libera por las varicosidades y difunde por el
espacio extracelular hasta que encuentra un receptor, consiguiendo de esta manera
abarcar una extensa zona de tejido (Cooper y cols., 2002; Siegel y cols., 1998).

Sus proyecciones alcanzan muchas areas en el prosencéfalo, cerebelo y médula
espinal. Esta red le da al LC la capacidad anatomica de integrar la actividad funcional
de muchas regiones cerebrales e influir en la funcién cerebral y su reactividad, en forma
muy importante. Uno de los lugares de proyeccién menos conocido del LC es el nicleo
de la raiz coclear (NRC) (Gomez-Nieto y cols., 2008b), en el que se encuentran las
neuronas de la raiz coclear, descritas en varias especies de roedores (Lépez y cols.,
1993) y que constituyen el primer eslabon del circuito auditivo de sobresalto.

El LC recibe aferencias de muchas o posiblemente todas las modalidades
sensoriales de la periferia, Unicamente a través de dos ndcleos del tronco encéfalo: el
nucleo paragigantocelular (PGi) y el nacleo accesorio del hipogloso (PrH) (Aston-Jones
y cols., 1991). El LC es influido por dos clases de aferencias con sus respectivos grupos
de neuronas: aferencias excitatorias que median actividad evocada sensorialmente y
aferencias tonicamente inhibitorias segun el estado de alerta y la conducta del momento.
Posiblemente, estas aferencias provengan del ndcleo PGi y PrH respectivamente
(Aston-Jones y cols., 1991).
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El LC es activado por el dolor (Singewald y cols., 1995; Couto y cols., 2006;
Tsuruoka y cols., 2011), estimulos fisiologicos como la hipotension, pérdida de sangre,
hipoxia o la estimulacién visceral (Miao-Kun, 1995; Ma y cols., 2008), y rara vez es
excitado por estimulos vegetativos no amenazantes. EI LC participa también en la
regulacién del ritmo circadiano (Aston-Jones y Bloom, 1991), en el mantenimiento del
estado de alerta a estimulos ambientales relevantes (Aston-Jones y cols., 1991) y en
procesos de atencion (Aston-Jones y cols., 1999) y aprendizaje (Sara y Segal, 1991;
Sullivan y cols., 1994).

La activacion del LC parecer ser un componente integral del estrés,
registrandose un aumento de la actividad electrofisiologica de las neuronas de este
nacleo ante varios estimulos estresantes (Valentino y cols., 1983; Page y cols., 1992;
Valentino y Van Bockstaele, 2008), aumentando también la degradacion de la NA en
diversas regiones cerebrales para las cuales el LC es la Unica fuente de NA, e
incrementandose los niveles de tirosina hidroxilasa (TH), enzima involucrada en la
sintesis de NA (Unemoto y cols., 1994).

. Coliculo Coliculo
Hipocampo superior Inferior

S Cortex - ' /
W
5@9\\) Talamo

Cuerpo calloso

espinal

~~~~~

= Médula

Hipdtélamo

Figura 1. Neuronas noradrenérgicas en el sistema nervioso central de la rata.
Modificado de Tohyama, M. K. Takatsuji (1998). Atlas of neuroactive substances and their
receptors in the rat. Oxford, Oxford University Press., pagina 32.
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1.1.2 El locus coeruleus como productor de noradrenalina. Sintesis.

Las rutas de biosintesis de las catecolaminas (Figura 2) y su regulacion en el
sistema nervioso son bien conocidas (Osborne, 1994; Cooper, 1997; Koeppen, 2000).
Estas vias metabolicas se pueden regular de forma muy fina cuando se da un aumento
en la demanda de sintesis de NA por ejemplo en una situacion de estrés (Rosario y
Abercrombie, 1999; Asakura y cols., 2000) o durante la deteccion de estimulos
novedosos (Foote y cols.,, 1980; Grant y cols., 1988). El aminoacido 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA) se transforma en dopamina (DA) por la enzima DOPA-
descarboxilasa y la catecolamina DA se transforma en NA por la enzima dopamina
beta-hidroxilasa (DBH). Dos enzimas mas inactivan estos compuestos
catecolaminérgicos a través de dos vias metabdlicas diferentes, la monoamino-oxidasa
(MAO) vy la catecol-O-metil-transferasa (COMT). De la DA, por accion de la la MAO
se obtiene el &cido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y por la COMT se obtiene el
acido 4-hidroxi-3-metoxifenilacético (HVA). De la NA, la por accion de la MAO se
obtiene el acido 4-hidroxi-3-metoximandélico (VMA) y la por la COMT se obtiene el 3-
metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG). Tanto la MAO como la COMT se expresan en el
LC (Jonsson y Sachs, 1976; Cooper y cols., 2003) y en otras areas que son inervadas
por el LC en el tronco del encéfalo y en el resto del cerebro (Robinson y cols., 1977;
Hansson, 1984; Hsu, 1984; Buu, 1985; Hu y Robinson, 1988; Huotari y cols., 2002). La
presencia de la enzima DBH indica sintesis de NA o adrenalina dentro de las vesiculas
sinapticas del terminal pre-sindptico, pero soélo la presencia de la enzima

feniletanolamina N-metiltransferasa (PNMT) discrimina la sintesis de adrenalina.
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MOLECULAS ACTIVAS METABOLITOS
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Figura 2. Ruta de biosintesis y degradacion de catecolaminas.

En la parte izquierda de la imagen, la biosintesis de las aminas bidgenas de interés en nuestro
estudio (rodeadas en rojo). En la derecha, la ruta de degradacion de la dopamina y la
noradrenalina (los compuestos de interés han sido rodeados en azul). Modificado de “The
biochemical basis of neuropharmacology”, de Cooper, Bloom y Roth. Ed. Oxford University
Press, New York, 1997.

1.1.3 Degeneracion del locus coeruleus: implicaciones funcionales.

Se han relacionado disfunciones del LC o bajos niveles de NA con diversos
trastornos neurolégicos como epilepsia (Mishra y cols., 1994), enfermedad de Parkinson
(Braak y cols., 2003) o enfermedad de Alzheimer; también con trastornos psiquiatricos,
como la depresion, y con otras patologias asociadas al alcoholismo (Aston-Jones y cols.,

1982) o al sindrome de privacion de estupefacientes (Gold, 1993). En ratas, lesiones del
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LC producen una menor actividad locomotora y de la actividad exploratoria, lo que
indica un rechazo a estimulos nuevos (neofobia) y una disminucién de las tendencias de
escape, es decir, menor reactividad frente a estimulos estresantes (Velley y cols., 1991).

Experimentalmente, el LC puede bloguearse o inactivarse total o parcialmente
con el DSP-4, [N-(2-cloroetil)-N-etil-2-bromobenzilamina], neurotoxina potente y
altamente selectiva de neuronas noradrenérgicas centrales y periféricas. En roedores,
una simple inyeccion sistémica de DSP-4 (Ross y cols., 1973) produce una reduccion
duradera en los niveles de NA, en la capacidad de recepcion de NA y en la
actividad de la DBH en el cerebro y en la médula espinal. Mediante estudios
inmunocitoquimicos, se ha comprobado que el DSP-4 causa la degeneracion de los
axones noradrenérgicos en el sistema nervioso central (Fritschy y Grzanna, 1989).
Los efectos neurotoxicos del DSP-4 no son uniformes en todas las regiones
cerebrales, siendo la reduccion de los niveles de NA vy la pérdida de adrenoceptores
mas extensas en las regiones inervadas por los axones noradrenérgicos de las
neuronas que provienen del LC que en las regiones inervadas por células
noradrenérgicas que no provienen de este ndcleo. No se conoce la razén para esta
aparente vulnerabilidad selectiva de los axones noradrenérgicos del LC, pero
proporciona un arma muy eficaz para la destruccion especifica de estos axones
(Grzanna y cols.,1989; Fritschy y Grzanna, 1989), aunque otros autores (Jonsson y
cols., 1982) describen que el DSP4 también destruye axones noradrenérgicos no
provenientes del LC, pero a un nivel mucho mas bajo, lo que reflejaria dos
subsistemas noradrenérgicos (LC y las neuronas NA no-LC), que difieren no sélo en
sus proyecciones, sino también en las propiedades farmacoldgicas de los terminales
axonicos.

Los efectos de la administracion del DSP-4 en el comportamiento de las ratas se
manifiestan en neofobia, emocionalidad incrementada (mayor numero de actividades de
aseo y deposiciones), comportamiento defensivo o sumiso y una carencia de miedo
hacia los factores medioambientales (Spyraki y cols., 1982; Delini-Stula y cols., 1984;
Cornwell-Jones y cols., 1992; Harro y cols., 1995; van den Buuse y cols., 2001).

Se ha comprobado la degeneracion del LC producida por este neurotdxico
realizando registros electrofisioldgicos en las neuronas del LC, encontrandose que el
promedio de la tasa de disparo neuronal en los animales tratados disminuyo al 50% a los
10 dias después de la administracion de DSP-4 (Olpe y cols., 1983). Los efectos del
DSP-4 se han correlacionado con el descenso en la concentracion de NA y su
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metabolito MHPG-SQO, en seis regiones cerebrales de ratas, siendo la dosis umbral mas
efectiva la de 50 mg/kg (Logue y cols., 1985). Curiosamente, las fibras del LC se
regeneran después de ser dafiadas (van Dongen, 1981), existiendo farmacos especificos
que presentan un efecto neuroprotector sobre los cuerpos celulares noradrenérgicos del
LC tras la administracion sistémica de DSP-4, como son el R(-)-deprenil y el 1V-2-
hexil-1V-metilpropargilamina, que previenen la degeneracion retrograda de los axones
noradrenérgicos, haciendo que el 88-90% de la neuronas noradrenérgicas del LC se

regeneren a los tres meses despues de la exposicion a DSP-4 (Zhang y cols., 1995).

1.2 Estado de alerta y reaccion de sobresalto.

La atencion es un proceso heterogéeneo que acompafia las funciones
ejecutivas, la atencion selectiva, la alerta y la vigilancia (Jennings, 1999). La alerta y
la vigilancia son facetas del comportamiento y la cognicién que, en si mismas, no
implican ninguna seleccion previa de priorizacion de los estimulos (Thiel y Fink,
2007), por lo que constituyen procesos de atencion no selectiva, e integran
conceptos como estado de alerta y arousal (Thiel y Fink, 2007). La reaccion de
sobresalto por un estimulo auditivo intenso es un ejemplo de fendmeno atencional
no-selectivo (Bakker y cols., 2006).

La reaccion de sobresalto se desencadena por multiples estimulos, entre ellos el
sonido, dando lugar al reflejo auditivo de sobresalto (RAS), el cual es una corta pero
intensa reaccion motora que involucra la contraccion de un gran nimero de musculos en
todo el cuerpo en respuesta a un estimulo acustico fuerte e inesperado. Ademas de esto,
el RAS conlleva también una respuesta vegetativa mediada por el sistema nervioso
autonomo, como es evidente por el incremento en la presion sanguinea y el ritmo
cardiaco (Landis y Hunt, 1939; Baudrie y cols., 1997). EI RAS es un reflejo de corte
defensivo originado desde el tronco del encéfalo contra posibles agresiones o como una
sefial de alerta contra eventos inesperados (Keay y cols., 1988). Por lo tanto, una via
primaria de sobresalto acustico debe ser un circuito simple y de hecho tan solo esta
formado por tres sinapsis en el sistema nervioso central: las neuronas del NRC (1), las
neuronas del nucleo reticular caudal del puente (PnC) (2) y las motoneuronas espinales
(3) (Figura 3) (Lee y cols., 1996). EI PnC es el principal centro de convergencia de

estimulos sensoriales y un elemento fundamental del circuito del RAS (Davis y cols.,
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1982; Koch y cols., 1992; Lingenhohl y Friauf, 1994). La conexion entre las neuronas
de la raiz coclear y el PnC es la principal responsable del envio de informacion auditiva
al PnC (L6pez y cols., 1999; Nodal, 1999; Nodal y Lépez, 2003) y posee una

importancia fundamental para la existencia del reflejo (Lee y cols., 1996).

Neuronas de
la raiz coclear ticleo reticular

caudal del puente

Aferencias
auditivas
primarias

Motoneuronas de
la médula espinal

Figura 3. Circuito del reflejo de sobresalto en rata.

Representacion esquematica del circuito basico del reflejo auditivo de sobresalto en la rata. La
estimulacion acustica entra al sistema nervioso central a través de las aferencias auditivas
primarias que sinaptan con las neruonas de la raiz coclear; desde aqui, el estimulo viaja hacia
el nucleo reticular caudal del puente del lado contralateral y finalmente llega a las
motoneuronas de la médula espinal. Modificado de Lee y cols., 1996.

La medicion del RAS nos da una idea del estado de normofuncionalidad del
sistema nervioso (Swerdlow y cols, 2007), constituyendo una herramienta cada vez
mas empleada por su fiabilidad, sencillez y economia, no sélo en la investigacion
bésica, sino también en la practica clinica (Martinez y Geyer, 1997; Kumari y cols.,
2000). La medicion del reflejo es un fendmeno constante y universal, que no

depende del aprendizaje, pero que varia al modificarse las condiciones de la prueba.
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1.2.1 La inhibicion del reflejo de sobresalto por un estimulo previo.

Una de las modificaciones maés interesantes del RAS es la inhibicion por un
estimulo previo (PPI, de sus siglas en inglés, pre-pulse inhibition). Cuando un sonido o
un ruido que normalmente desencadena el RAS viene precedido (entre 30 y 500 ms) por
otro estimulo sensorial (visual, acustico o tactil), la respuesta de sobresalto es menos
pronunciada, o incluso abolida (Figura 4) (Valls-Sole, 1998; Valls-Sole, 2012). La PPI
estd directamente relacionada con los mecanismos sensoriomotores, Procesos
automaticos por los cuales el cerebro ajusta su respuesta a diferentes estimulos para
evitar la sobrecarga y la pérdida de atencion (Valls-Sole, 2012). Este mecanismo
adaptativo previene la sobre-estimulacion, ayudando al cerebro a centrarse en un
estimulo en concreto de entre una multitud de otros distractores indicando
indirectamente la capacidad de procesamiento de la informacion que tiene el sistema
nervioso central. Aunque la PPl no es un proceso estrictamente cognitivo, si hay una
relacion entre PPl y procesamiento cognitivo, de forma que una alteracion de la PPI
conlleva o predice alteraciones cognitivas (Geyer., 2006) ya que el proceso inhibitorio
que refleja la PPI implica un filtro sensorial de la informacion irrelevante, que evita la

fragmentacion cognitiva (Braff y cols., 1978).

A Pulso Respuesta de
sobresalto

=)

Pulso

Prepulso

Intensidad del estimulo

=)

iyl

>

Figura 4. Representacion esquematica de la inhibicion del RAS por un estimulo previo.
Cuando se presenta un sonido fuerte e inesperado, se produce el reflejo de sobresalto. Sin
embargo, cuando ése mismo estimulo es precedido por otro de menor intensidad que no
desencadena el sobresalto, la respuesta se mitiga, o incluso puede llegar a desaparecer.
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Se ha descrito que las distintas intensidades del prepulso y los cambios en los
intervalos entre-estimulos (ISI, de sus siglas en inglés, inter-stimulus interval) entre
prepulso y pulso, originan diferentes grados de inhibicion (Swerdlow y cols., 1993;
Swerdlow y cols., 2000; Swerdlow y cols., 2001; Valls-Sole, 20044, b).

Las interacciones neurales que median la PPl ain no han sido totalmente
esclarecidas. Existen datos suficientes para creer que los circuitos que subyacen a la PPI
radican en el tronco del encéfalo ya que este fendmeno esta presente en animales
previamente descerebrados por seccion a nivel del polo anterior de coliculo superior
(Davis y Gendelman, 1977; Li y Frost, 2000). Entre las estructuras que intervienen en
este proceso se incluyen los coliculos inferior y superior, los ndcleos tegmentales
pedunculopontino y laterodorsal, la porcidn reticulada de la sustancia negra y el ndcleo
reticular pontino caudal (Fendt y cols., 2001), ademas de otros ndcleos auditivos, como
el nucleo ventral del cuerpo trapezoide en el desencadenamiento de la PPI ante ISls
cortos (Gomez-Nieto y cols., 2010).

Por otro lado, el coliculo inferior (CI) (principal nucleo mesenceféalico de
integracion auditiva) participa de manera directa en la modulacion del circuito de
inhibicién del RAS (Fendt y cols., 2001; Gémez-Nieto y cols, 2010). Al estar el LC y el
Cl conectados reciprocamente (Klepper y Herbert, 1991; Freitas y cols., 2005), nos
lleva a cuestionarnos la posible participacion del LC en el circuito de la PPI. No
obstante, aln se conoce muy poco sobre el patron de eferencias y sobre las areas de

proyeccion del LC dentro del CI.
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El locus coeruleus proporciona la mayor fuente de noradrenalina en el cerebro y
estd relacionado con la deteccion de estimulos novedosos y del estado de alerta. El
reflejo de sobresalto por un estimulo auditivo intenso nos permite evaluar el estado de
alerta de un individuo. Al estar el locus coeruleus y el coliculo inferior conectados
reciprocamente, siendo el coliculo inferior un elemento clave en la modulacion del
reflejo de sobresalto, nos lleva a cuestionarnos la posible participacién del locus
coeruleus en los circuitos neurales de modulacion del reflejo auditivo de sobresalto. De
una parte, queremos explorar la posible conexion noradrenérgica entre el locus
coeruleus y el nucleo de la raiz coclear para encuadrar al locus coeruleus dentro del
circuito del reflejo auditivo de sobresalto y/o de su inhibicion por un estimulo previo.
Por otro lado, si establecemos una correlacion experimental entre la pérdida de
neuronas noradrenérgicas en el locus coeruleus y modificaciones en el reflejo auditivo
de sobresalto o en sus modulaciones, estableceriamos el papel del locus coeruleus en
el proceso. De otra parte, queremos ahondar en la conexion existente entre el locus
coeruleus y el coliculo inferior, para asi poder objetivar si el locus coeruleus participa
también en la modulacion del reflejo de sobresalto directamente o por su proyeccion al
coliculo inferior.

La noradrenalina es un excelente modulador neuronal y, por las peculiaridades
de las fibras noradrenérgicas, difunde por el espacio extracelular hasta que encuentra
un receptor, consiguiendo de esta manera abarcar una extensa zona de tejido. Existe
una gran familia de receptores de membrana sobre los que ésta es capaz de actuar, por
lo ademés de estudiar las conexiones anatomicas del locus coeruleus con los nucleos
relacionados con el circuito de sobresalto, es fundamental estudiar también la

presencia en estos ndcleos de los receptores noradrenérgicos.

Para ello, en el presente trabajo nos hemos planteado los siguientes objetivos:
1-Estudiar la conexion entre el locus coeruleus y el circuito basico del reflejo auditivo
de sobresalto en la rata.
2-Estudiar los receptores noradrenérgicos presentes en el nicleo de la raiz coclear.
3-Establecer el papel de la proyeccion noradrenérgica del locus coeruleus en el reflejo
auditivo de sobresalto y en su inhibicién por un estimulo previo.
4-Estudiar las modificaciones de las aferencias noradrenérgicas y receptoriales en el
circuito de sobresalto tras lesionar el locus coeruleus en la rata.

5- Estudiar las caracteristicas de la proyeccion del locus coeruleus al coliculo inferior.
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Para establecer la posible correlacion anatomica entre el locus coeruleus y los
nacleos relacionados con el circuito de sobresalto y/o de la inhibicion por un estimulo
previo en animales de experimentacion (objetivo 1), realizaremos inyecciones
estereotaxicas de trazadores en el locus coeruleus (anterogrados) y en la raiz coclear
(retrogrados).

Para estudiar los receptores noradrenérgicos en la raiz coclear (objetivo 2),
realizaremos un estudio del patron de distribucion de inmunorreactividad con respecto a
las diferentes subunidades noradrenérgicas dentro de este nudcleo. También,
evaluaremos la expresion de los genes que codifican los diferentes receptores
noradrenérgicos en el ndcleo de la raiz coclear mediante estudios de PCR cuantitativa.

Para poder establecer la relacion funcional del locus coeruleus con los procesos
de sobresalto, procederemos a su destruccion selectiva con un neurotéxico (DSP-4),
valorando los posibles cambios en el reflejo auditivo de sobresalto y en la inhibicidn por
un estimulo previo (objetivo 3). Como mecanismo de control del grado de destruccion
de locus coeruleus, mediremos los cambios en los niveles de noradrenalina (y su
metabolitos) por HPLC y las variaciones inmunohistoquimicas en las regiones que
inerva el locus coeruleus. Otra manera de verificar la destruccion del locus coeruleus la
obtendremos al estudiar las variaciones en los niveles de expresion génica de los
receptores noradrenérgicos en el primer nucleo del circuito del reflejo de sobresalto
(objetivo 4) por técnicas de RT-gPCR.

Finalmente, estudiaremos la inervacion noradrenérgica del locus coeruleus a lo
largo de toda la extension rostrocaudal del coliculo inferior y en sus subdivisiones
(objetivo 5). Para ello, emplearemos técnicas de trazado combinadas con
inmunohistoquimica, junto con estudios de densitometria y de colocalizacion
inmunohistoquimica de enzimas catecolaminérgicas en ratas controles y tratadas con
DSP-4.
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Sujetos de estucho: Ratas Wastar

v

Medicién del RAS/PPI

b

Inyeccidn de salino/DSP-4
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Medicaaén del RAS/PPI x2
Futanasia
HISTOLOGIA VALORACION DELA ESTUDIOS
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Figura 5. Disefio experimental.
Esquema resumen de los pasos seguidos en este estudio para alcanzar los objetivos planteados.

DISENO EXPERIMENTAL

38



2. MATERIAL Y METODOS






2.1 Animales de Experimentacidn. Grupos experimentales.

En este estudio, empleamos un total de 199 ratas albinas adultas (Rattus
norvegicus, de la linea Wistar), con pesos comprendidos entre 230-300 g (Charles
River, Barcelona, Espafa). Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo a las
directrices para el uso y cuidado de animales de laboratorio de la Directiva del Consejo
de las Comunidades Europeas (DOCE L222; 24-08-1999) y también por aquéllas
establecidas por el Gobierno de Espafia (RD 1201 / 2005). Los animales fueron alojados
en grupos de dos o tres para fomentar su conducta social. Los animales sometidos a
cirugia fueron alojados individualmente después de ésta, para evitar posibles conflictos.
Se realizaron todos los esfuerzos para minimizar el namero de animales utilizados y su
sufrimiento.

Disefiamos un estudio prospectivo para conseguir los diferentes objetivos; en un
primer paso, estudiamos los parametros del RAS en los grupos controles y tratados con
DSP-4 de ambos sexos; a continuacion, los animales fueron divididos en diferentes
subgrupos dependiendo de su propdsito: para el estudio de la proyeccion del LC hacia el
NRC o el ClI, para la determinacién de la morfologia del LC y su dimorfismo sexual,
para el examen inmunohistoquimico de TH y DBH, para el anélisis de la expresion
génica de los receptores noradrenérgicos (ADRs, de sus siglas en inglés, adrenergic

receptors) o para la cuantificacion bioquimica de los compuestos catecolaminérgicos.

2.2 Técnicas empleadas.

2.2.1 Inyeccion de trazadores neuronales.

2.2.1.1 Fluoro-Gold.

Inyectamos a 22 animales el trazador retrégrado Fluoro-Gold® (Fluorochrome,
Denver, CO, USA) en la raiz coclear. Los animales se anestesiaron mediante la
administracion intramuscular de una mezcla de xilacina (7 mg/kg) y ketamina (40
mg/kg), suministrando anestesia adicional durante la cirugia (un quinto de la dosis
inicial) cuando fue necesario. Una vez anestesiados, se rasur0 la porcion parietal de la

cabeza y cada animal fue posicionado en el aparato estereotaxico (#963, David Kopf
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Instruments). EI campo operatorio fue tratado con antiséptico con base de yodo (1% de
yodo activo, Dermoiodine®, Lever Industrial Int.) y los ojos mantenidos himedos con
suero fisioldgico durante todo el procedimiento. La altura del apoyo incisal del aparato
estereotaxico fue ajustada a 3,3 mm debajo de la linea interauricular de forma que los
puntos craneométricos Bregma y Lambda estuviesen en el mismo plano horizontal
(Paxinos y Watson, 2005). Se realizd una incision sagital media de aproximadamente 3
cm en la cabeza del animal desde el punto Bregma hasta la region cervical. Los tejidos
que recubren el craneo, incluyendo el periostio, fueron abiertos lateralmente con
bastones de algodon exponiendo los parietales y el hueso occipital.

Para la inyeccion de FG en la raiz coclear, fueron confeccionadas micropipetas
de vidrio con punta de diametro interno variando entre 20 y 40 um, a partir de tubos
capilares de vidrio borosilicato (#1B150F-4, World Precision Instruments), estirados
verticalmente con equipamiento especifico (estirador de pipetas vertical, #720, David
Kopf Instruments). Las coordenadas estereotdxicas fueron ajustadas en relacion con la
linea interauricular, teniendo la micropipeta de vidrio fijada al manipulador de
electrodos y con ayuda de un calibrador de angulos (#935, David Kopf Instruments). El
uso del calibrador de angulos aseguro la maxima precision en el posicionamiento de la
micropipeta dentro del animal. Las coordenadas empleadas se basaron en la experiencia
previa del laboratorio (Nodal y Lépez, 2003; Gomez-Nieto y cols, 2008; Horta-Junior y
cols., 2008), de manera que la micropipeta alcanza la raiz coclear situada en el interior
del meato acustico interno pasando a través del cerebelo. Con las coordenadas
calibradas, se marcO el punto de penetracion de la micropipeta en el craneo y, a
continuacion, se realizd una trepanacion de aproximadamente 3 mm de diametro, con un
micromotor de baja rotacion equipado con broca dental esférica. Después de la
remocion de la duramadre, la micropipeta fue cargada con una solucion de FG al 4%
disuelto en solucidn salina e introducida en el encéfalo de acuerdo con las coordenadas
previamente mencionadas. La inyeccion del trazador fue realizada por iontoforesis,
aplicando una corriente de carga positiva de 3 YA, de manera intermitente cada 7
segundos, durante 15 minutos (Pieribone y Aston-Jones, 1988). A continuacion, la
micropipeta fue mantenida en posicion 15 minutos mas sin corriente eléctrica a través
de ella, antes de iniciar su retirada lenta y cuidadosa. Este paso es fundamental para
evitar el reflujo del trazador y, consecuentemente, la contaminacion de estructuras

vecinas.

MATERIAL Y METODOS 42



Por altimo, los tejidos blandos separados fueron cuidadosamente reposicionados
y la incision fue cerrada mediante grapas quirurgicas. El periodo de supervivencia post-
quirurgico fue de 14 dias.

2.2.1.2 Dextrano amino biotinado.

Inyectamos a 9 animales dextrano amino biotinado al 10% en agua destilada
(BDA, 10.000 MW, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) en el LC izquierdo. El
trazador neuronal BDA fue depositado estereotaxicamente en el LC, anestesiando y
posicionando al animal segun se describe en el apartado anterior. Para el depoésito del
trazador, empleamos las coordenadas de Fritschy y Grzanna (1990). Debido a que el LC
es una estructura que esta topograficamente organizada, los sitios de inyeccion fueron
localizados preferentemente dentro y alrededor de la mitad ventral del nucleo, lugar
donde se originan las fibras de proyeccion (Guyenet, 1980; Fritschy y Grzanna, 1990).
El BDA fue inyectado iontoforéticamente a través de una micropipeta de vidrio (25 um
de didmetro de punta) con pulsos de corriente positiva de 3gA, de manera intermitente
cada 7 segundos, durante 15 minutos, dejando un periodo de supervivencia minimo de 7

dias (Gomez-Nieto y cols., 2008; Horta-Junior y cols., 2008; Hormigo y cols., 2012).

2.2.2 Lesion Neurotoxica con DSP-4.

Para estudiar los efectos de la deplecion noradrenérgica en los circuitos
neuronales que median el RAS y la PPI, administramos una Unica dosis intraperitoneal
de 50 mg/kg de DSP-4 (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA) en 37 ratas macho y
en 42 ratas hembra, siguiendo el protocolo descrito en la literatura (Ross, 1985; Grzanna
y cols., 1989; Fritschy y cols., 1991; Hormigo y cols., 2012). Como controles, se
inyectd suero salino en un namero similar de animales (n = 81). Después de 15 dias,

todas las ratas fueron eutanizadas.
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2.3 Evaluacion del RAS/PPI.

2.3.1 Equipo.

La medicion del RAS/PPI se realiz6 usando el sistema SR-LAB (San Diego
Instruments, San Diego, CA, USA) (Figura 6). Dicho sistema esta constituido por un
cilindro acrilico transparente (de 8,2 cm de didmetro) donde se coloca la rata para
realizar el estudio. Este cilindro descansa sobre una plataforma de metacrilato, debajo
de la cual se encuentra acoplado un acelerometro piezoeléctrico que se encarga de
detectar cualquier movimiento que se produzca en el cilindro. Situado a 24 cm de altura
sobre el cilindro se localiza un altavoz, por medio del cual se hacen llegar al animal los
estimulos sonoros. Todo ello se encuentra colocado dentro de una cdmara de
aislamiento acustico (38 x 40,5 x 58,5 cm) que posee ventilacion e iluminacion propia.

Tanto el altavoz como el detector de movimiento estan acoplados a un ordenador
personal, que posee una tarjeta de adquisicion de datos para transformar la informacion
analdgica a digital; también, mediante el ordenador y empleando el sistema informatico
SR-LAB, se definen las caracteristicas de los estimulos acusticos, el nimero de veces,
el orden en que éstos se aplican y el periodo que media entre un estimulo y otro. El
sistema informatico almacena las respuestas del animal y, ademas, permite su

visualizacion durante toda la ejecucion de la sesion de estudio.

Figura 6. Equipo de medicion del
reflejo auditivo de sobresalto.

El equipo consta de varias camaras
para realizar multiples mediciones
a la vez y esta localizado en la sala
de Fisiologia 1 del Instituto de
Neurociencias de Castillay Leon.
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2.3.2 Procedimiento.

Se somete cada animal a una sesion en la cual se realizan pruebas para valorar el
RAS y su PPI. Tras un periodo de aclimatacion de 5 minutos, se presentan los estimulos
sonoros de forma pseudo-aleatoria segun un cuadro latino, con una media de 30
segundos de intervalo entre los estimulos. De éstos, 16 ensayos consistian en un Unico
estimulo de sonido que provoca el sobresalto (115 dB SPL, 20 ms de ruido blanco). Los
64 ensayos restantes consistieron en ensayos que consistian en un prepulso (80 dB SPL,
20 ms de ruido blanco) seguido por el estimulo sonoro que provoca el sobresalto, con
cuatro intervalos diferentes entre los dos estimulos (ISI): 25, 50, 100, 6 150 ms,
realizando en total 16 ensayos para cada ISI. Durante toda la sesion, se mantiene un
ruido de fondo de 60 dB con el fin de evitar interferencias de ruidos externos y
asegurarnos una igualdad de condiciones experimentales.

En cada sesion se evalta el valor maximo del movimiento detectado por el
acelerometro (expresado en unidades arbitrarias) y la latencia al valor maximo
(expresada en milisegundos). La magnitud porcentual de la PPI se calcula para cada ISI

del prepulso segun la férmula:

(amplitud del RAS )-(amplitud del RAS en ensayos con estimulo previo)
PPI= x 100

(amplitud del RAS en ensayos sin estimulo previo)

Todos los animales fueron evaluados en 3 momentos diferentes en el tiempo: el
dia previo a la lesion neurotoxica, en el dia 7 post-inyeccion (de DSP-4 ¢ salino) y en el

dia 14 post-inyeccion.

2.4 Estudios histologicos.

2.4.1 Obtencion de muestras para estudios de microscopia.

Al final del periodo de supervivencia, los animales fueron eutanizados con una
sobredosis de pentobarbital sédico y luego perfundidos transcardialmente con 100 ml de
una variante del suero Ringer libre de calcio preparado en el momento de ser usado
(NaCl, 145,45 mM; KCI, 3,35 mM; NaHCO3, 2,38 mM), pH 6,9, a 37 °C, seguido de
1000 ml de paraformaldehido despolimerizado al 4 % en tampon fosfato (PB) 0,1 M,
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pH 7,4, a temperatura ambiente. A continuacion, los cerebros fueron extraidos y
crioprotegidos durante 48 horas a 4 °C en sacarosa al 30% disuelta en PB. Se cortaron
las secciones coronalmente (40 um de grosor) en un micrétomo deslizante de
congelacion (#HM430, Microm, Heidelberg, Germany). Las secciones fueron recogidas

en PB en series de 10 pocillos.

2.4.2 Visualizacion de trazadores e inmunohistoquimicas.

2.4.2.1 Dextrano amino biotinado.

Para microscopia Optica, el trazador fue marcado usando el protocolo basado en
la visualizacién del producto de reaccion de la enzima peroxidasa (Gomez-Nieto y cols.,
2008; Horta-Junior y cols., 2008). Brevemente, las secciones en flotacién fueron
incubadas en el complejo avidina biotina-peroxidasa (ABC, Standard-kit #PK 4000,
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) durante 2 horas, seguido de una solucién
de Tris-HCI 0,05 M con 0,016% de 3,3" tetrahidrocloruro de diaminobencidina (DAB,
#D-9015, Sigma), 0,006% de H,O, y niquel amonio sulfato al 0,4% (Hancock, 1982;
Hsu y Soban, 1982).

2.4.2.2 Técnicas de inmunotincién estandar.

Para estudiar el patron de inmunorreactividad del FG, la TH, la DBH y la CaBP,
hemos empleado 31 animales. Después de los protocolos de perfusion y de corte
seriado, se siguid el procedimiento de inmunohistoquimica (IHQ) estdndar para las
respectivas secciones, que implicaban la incubacion de las secciones durante 72 horas a
4 °C en solucidn de anticuerpo primario, lavado del tejido para eliminar el anticuerpo e
incubacion en su correspondiente anticuerpo secundario biotinado durante 2 horas a
temperatura ambiente. Todos los anticuerpos usados Yy sus diluciones se muestran en la
Tabla 1.

El anticuerpo anti-TH reconoce un epitopo presente en la regién N-terminal
(entre los aminoacidos 40-152) de la tiroxina hidroxilasa de roedores y humanos.
Detecta tanto las subunidades intactas del doblete de 59/57 kDa como una serie de

formas de TH con disminucion de los pesos moleculares resultante de proteolisis severa.
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El anticuerpo anti-DBH reconoce el epitopo proteico precursor de la dopamina beta-
hidroxilasa recombinante, con etiqueta de firma (PrEST). La secuencia del immunogen
es:
VQRTPEGLTLLFKRPFGTCDPKDYLIEDGTVHLVYGILEEPFRSLEAINGSGLQM
GLQRVQLLKPNIPEPELPSDACTMEVQAPNIQIPSQETTYWCYIKELPKGFSRHHI
IKYEPIVTKGN

Después del lavado de los anticuerpos secundarios, las secciones reaccionaron
con ABC como se ha descrito anteriormente, usando DAB como cromdgeno. Todas las
secciones fueron montadas en portaobjetos, deshidratadas y cubiertas con Entellan®
Neu (Merck, Darmstadt, Germany). Ademas, varias series fueron contratefiidas con
violeta de cresilo (#5235, Merck) al 0,1% para obtener una referencia citoarquitectonica
del tronco del encéfalo, siguiendo la nomenclatura descrita en trabajos previos (Paxinos
y Watson, 2005).

2.4.2.3 Técnicas de inmunotincion especifica para

visualizacidn de receptores noradrenérgicos.

Para estudiar el patrén de inmunorreactividad de los ADRs, hemos modificado
el protocolo estandar descrito anteriormente, siguiendo la referencia descrita en otro
trabajo para estos anticuerpos (Salgado y cols., 2011). Hemos empleado 12 animales, 6
ratas macho (3 controles y 3 tratados con DSP-4) y 6 ratas hembra (3 controles y 3
tratadas con DSP-4).

De los receptores noradrenérgicos hemos elegido el ADRal, ADRa2A y el
ADRp2. El anticuerpo anti-ADRal es unéptido sintético correspondiente a los
residuos K(339)FSREKKAAKT(349) del tercer bucle intracelular del receptor
adrenérgico humanoa 1; esta secuencia esta conservada al 100% en todos los subtipos
de ADRs al examinados, incluyendo a la rata. El anticuerpo anti-ADRa2A es un
péptido sintético correspondiente a los residuos R(218)I'YQIAKRRTRVPPSRRG(235)
del tercer bucle intracelular del receptor adrenérgico humanax 2A; esta secuencia esta
completamente conservada entre los ADRs 02A de humano, éat , rata y porcino. El
anticuerpo anti-f2 es un gptido sintético derivado de la secuencia amino -terminal del
receptor adrenérgico 2 del raton; esta secuencia estd completamente conservada entre
los ADRs 32 de humano, raton y rata.
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El protocolo de inmunotincion consistio en un lavado en tampon salino fosfato
(PBS) 0,1 M, e incubacion durante 1 hora a temperatura ambiente en tampdn de
blogueo (PBS 0,1 M, suero normal de cabra al 3% -#S-1000, Vector Labs- y Triton X-
100 al 0,3%). Los diferentes anticuerpos primarios (Tabla 1) fueron diluidos en tampon
de dilucion (PBS 0,1 M, suero normal de cabra al 3% y Tween-20 al 0,3%) y se
incubaron las secciones a 4 °C en un agitador.

Después de la incubacion con los anticuerpos primarios, las secciones fueron
lavadas (5 x 10 minutos) en PBS e incubadas posteriormente con el anticuerpo
secundario durante 2 horas a temperatura ambiente (Tabla 1). A partir de aqui, el

protocolo es el mismo que el descrito anteriormente.

2.4.2.4 Experimentos de colocalizacion.

Para demostrar la naturaleza noradrenérgica de las fibras marcadas con BDA que
provienen del LC, hemos realizado experimentos para resaltar la colocalizacion entre la
inmunorreactividad para TH y para DBH usando microscopia confocal (MC). Las
secciones fueron pretratadas con PBS y Triton-X100 al 0,3 % y bloqueadas durante 1
hora a temperatura ambiente con suero normal de cabra al 6% en PBS.

Después de la incubacion durante una noche a 4 °C con los anticuerpos
primarios, las secciones fueron lavadas en PBS e incubadas durante 2 h a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario (Tabla 1). EI BDA fue visualizado por
incubacion en estreptavidina conjugada a Cy2 (1/650; #016-220-084; Jackson
ImmunoResearch). Mas tarde, las secciones fueron montadas en portaobjetos y
cubiertas con ProLong® Antifade Kit (#P7481; Molecular Probes).

En todos los experimentos de inmunohistoquimica, la omision de anticuerpo

primario (control negativo) origind la no tincidn de las secciones.
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Tabla 1. Anticuerpos y diluciones usados en los protocolos de inmunohistoquimica.

Antigeno Ag:;:;rl;go Referencia Dilucién  Anticuerpo Secundario Referencia Dilucion  Método
Conegjo anti- . . Lo
FG FG pAD #AB 153-Chemicon 1/10.000 Cabra anti-conejo biotinado #BA-1000-Vector  1/200 MO
BDA  EUEPAVMR o160 220-084-31  1/650 - - - MC
+Cy2 %
Ratén anti- Cabra anti-ratén biotinado  #BA-2000-Vector  1/200 MO
TH TH mAb #22941-Diasorin  1/10.000 Cabra anti-raton Cy5 #115-175-003-JI  1/250 MC
Cabra anti-raton Cy2 #115-225-003-J1  1/250 MC
Conegjo anti- .. Cabra anti-conejo biotinado #BA-1000-Vector  1/200 MO
DBH DZ1020-Affi 1
DBH pAb 020-Affiniti 11500 -y ra anti-conejo Cy5  #111-175-003-J1 1250 MC

CaBP  Conejo anti- Cabra anti-conejo biotinado #BA-1000-Vector  1/200 MO
#CB-38a-S 1/5.000 S
D28K  CaBP pAb a-sw Cabraanti-ratonCy2  #115-225-003-JI  1/250  MC
ADRql  COMEIOAM: o 047- Affiniti 1/150  Cabra anti-conejo biotinado #BA-1000-Vector  1/200 MO
ADR ol pAb
Congjo anti- . . L
ADR o2A R o2A PA1-048- Affiniti 1/150  Cabra anti-conejo biotinado #BA-1000-Vector  1/200 MO
ADR «
ADR 2 Conejo ant 905-742-100- AD-P  1/150  Cabra anti-conejo biotinado #BA-1000-Vector  1/200 MO
ADR B2 pAb )

Abreviaturas:
AD-P: Assay Designs Proteimax, 5777 Himes Drive, Ann Arbor, MI 48108, USA; Aff: Affinity

bioreagents, 4620 Technology Drive, Suite 600. Golden, CO 80403 USA; JI: Jackson
Immunoresearch, West Grove, PA, USA; mAb: anticuerpo monoclonal; MC: microscopia
confocal; MO: microscopia Optica; pAb: anticuerpo policlonal; Vector: Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA.

*NOTA: La estreptavidina, aunque no es un anticuerpo primario, la incluimos en la tabla para
dar una visién global del procesado de las secciones.

2.4.3 Tincion con el método Nissl.

Después del protocolo de inmunohistoquimica, dos series de cada caso
experimental fueron contra-tefiidas por el método de Nissl. Este protocolo consistié en
realizar la coloracién con violeta de cresilo o tionina (Fisher #T-409), deshidratacion
con alcoholes etilicos de concentracion creciente, inmersion en tres bafios de xilol y

sellado del portaobjetos con Entellan®Neu.

2.4.4 Estudio de las secciones histoldgicas.

Las secciones procesadas para microscopia Optica fueron estudiadas con un
microscopio (#BX5, Olympus, Center Valley, PA, USA) equipado con una camara
digital (Spot Rt®, Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA). Las imagenes
de bajo aumento fueron tomadas con una lente de objetivo de 5x y las imagenes de gran
aumento fueron tomadas con una lente de objetivo de 20x y 40x.
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Las secciones procesadas para microscopia confocal primero fueron examinadas
usando un microscopio (#BX5, Olympus) equipado con epifluorescencia y camara
digital (Spot Rt®, Olympus). A continuacion, las secciones fueron analizadas usando un
microscopio de barrido laser confocal Leica TCS SP2 (Leica Microsystems, Mannheim,
Germany) acoplado a un microscopio invertido Leica DM IRE2 y equipado con laseres
de argon y de helio-nedn con longitudes de onda para excitacion de 458, 476, 488, 543,
568 y 633 nm. Los fluorocromos Cy2 y Cy5 fueron detectados secuencialmente, stack-
by-stack, con el sistema de filtros acustico-0ptico sintonizables y triple espejo dicroico
TDA488/543/633 utilizando lineas de laser de 488-495, 546 y 633 nm. El fondo estaba
controlado en todo momento y el fotomultiplicador de voltaje (800 V) fue seleccionado
para alcanzar la mayor sensiblilidad en el rango lineal. Los objetivos usados fueron
Planapochromat 20x, inmersién en aceite 40x y 63x/apertura numérica 1,30, dando una
resolucion de ~150 nm en el plano-xy y de ~300 nm a lo largo del plano-z (pinhole de 1
unidad Airy) y también hemos usado varios factores de zoom electronico de hasta 1,58x.

Todas las fotomicrografias mostradas en las figuras fueron procesadas con la
menor modificacion en brillo, contraste y eliminacion del fondo libre de tejido, usando
Adobe Photoshop® (version 9.0; Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA, USA).
Para el dibujo de las fibras inmunomarcadas, primero se hizo el ensamblaje de las
imagenes digitalizadas obtenidas con el objetivo de 20x del microscopio, usando Adobe
Photoshop®. A continuacion, las fibras nerviosas inmunotefiidas fueron dibujadas
usando el programa Canvas® (version X Build 885, ACD Systems Inc, USA). Este

programa también ha sido utilizado para la composicion de todas las figuras.

2.4.5 Estudios de densidad del inmunomarcaje.

La densitometria de TH y de DBH se realizé analizando los dibujos de las fibras
marcadas para el estudio de la proyeccion del LC al Cl. Las fibras inmunorreactivas
fueron dibujadas con lineas solidas de 0,176 mm de espesor, frente a un fondo blanco.
La cuantificaciéon de la densidad de las fibras fue realizada con el software ImageJ
(version 1,43, Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2011).

Para la cuantificacion de los receptores noradrenérgicos en la region de la raiz

coclear, los anélisis densitométricos se realizaron a partir de las fotomicrografias
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originales convertidas a 8-bits y normalizadas en brillo y contraste empleando un
algoritmo de normailizacion de la intensidad (Sintorn y cols., 2010), con el programa
ImageJ.

2.4.6 Reconstruccion tridimensional.

Las imagenes histologicas, visualizadas con un microscopio Leitz DMRB
(Leica) con platina motorizada, se dibujan secuencialmente y mediante el programa
informatico Neuroltcida (version 10, MicroBrightField, Williston, VT, USA) se
obtienen las recosntrucciones 3D. Cada seccion fue alineada individualmente con
respecto a su antecesora inmediata. Como referencia espacial, se dibujé el contorno
externo del tronco del encéfalo, la marca de lateralidad (paso de aguja) y los limites
citoarquitectonicos del LC. Para las neuronas dentro del LC se asigndé un tipo de
marcador proporcionado por el software para su posterior contaje y analisis. Los dibujos
de cada seccion fueron exportados como figuras aisladas para el estudio también en dos

dimensiones.

2.4.7 Morfometria de perfiles neuronales en el LC.

Hemos estimado el nimero de perfiles neuronales tefiidos por el método de Nissl
en el LC aplicando la formula de correccidon de Abercrombie, mejorada con la ecuacién
del método empirico (Hedreen, 1998). La estimacion fue realizada mediante el
programa Neurolucida, colocando un marcador en cada uno de los nucleolos observados
utilizando el objetivo de 20x 6 40x. Ademas hemos medido el mayor y el menor eje de

79 perfiles neuronales asi como del nicleo y nucléolo con el software ImageJ.

MATERIAL Y METODOS 51



2.5 Analisis de expresidn génica.

2.5.1 Obtencion del material bioldgico.

Para el estudio de la expresién de los genes que codifican los receptores
noradrenérgicos en los nucleos de la raiz coclear, se emplearon 88 animales, 39 ratas
machos (19 controles y 20 tratados con DSP-4) y 49 ratas hembras (24 controles y 25
tratadas con DSP-4). Tras decapitar al animal, y manteniendo siempre el tejido sobre
una plataforma helada para evitar la degradacién del RNA, se recogieron las regiones de
interés en TRIZOL® (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA), homogeneizandose a
continuacion (Polytron T10 basic Ultra-Turrax, lka, Alemania) y extrayendo el RNA

total siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.5.2 Purificacion del RNA.

Para eliminar la posible contaminacion de DNA genomico, cada muestra fue
purificada usando un kit comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany)
siguiendo las instrucciones de fabricante. La cuantificacion del RNA fue llevada a cabo

mediante un nanofotometro (Implen GmbH) (Figura 7).
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Figura 7. Anélisis espectrogréfico del RNA para medir su concentracion.
Valoracion de la concentracion de una muestra de RNA obtenida mediante el nanodrop.

La calidad del RNA recogido y purificado se evaluo colocando 1 ul de cada

muestra en un nanochip (#RNA 6000 NanoLabChip, Agilent Technologies, Palo Alto,
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CA, USA) y analizando la absorbancia de las bandas 18S y 28S del rRNA a través de
un bioanalizador Agilent 2100, que extrae un algoritmo que describe la integridad del
RNA.

2.5.3 RT-gPCR.

Para obtener cDNA por retrotanscripcion de RNA, se afiadieron al RNA total (2
mng), los cebadores (oligo-dT), la enzima transcriptasa inversa Yy los
desoxirribonucleétidos (dNTPs) en un volumen de 20 pl a 37 °C durante 2 horas,
empleando el ImProm-1I Reverse Transcription System (Promega Corporation,
Madison, W1, USA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En todos los casos,
se usé un control negativo para la transcriptasa inversa para verificar la posible
contaminacion de DNA gendmico residual. Adicionalmente, se llevd a cabo un
tratamiento con DNAsas (Turbo DNA-free Kit, Applied Biosystems) a 37 °C durante 2
horas para eliminar la contaminacion de la muestra con DNA, seguido por una
inactivacion de las DNAsas a 75 °C durante 15 minutos.

Con el objetivo de evaluar los cambios en los niveles de expresion de los genes
que codifican los ADRs, se realizd una PCR cuantitativa (QPCR), que permite
cuantificar el nivel de producto obtenido en cualquier momento de la amplificacion
mediante la sefial de fluorescencia (a través de su nivel sobre un umbral). Los valores
logaritmicos de fluorescencia, representados frente al nimero de ciclo, permiten valorar
la cantidad de cDNA inicial. Estos valores, inversamente proporcionales a la cantidad
de cDNA inicial, se expresan como Ct (del inglés, cycle threshold) o ciclo umbral
(Schmittgen y Livak, 2008).

La qPCR fue realizada con 1 ng de cDNA de cada una de las muestras usando el
método de SYBR-Green, que se une a la doble hebra de DNA, lo que permite identificar
fragmentos amplificados de DNA concretos a partir de la temperatura de fusion, que es
especifica para el fragmento amplificado que se estd buscando y cuyos resultados son
obtenidos a partir de la observacion de la curva de disociacién de las muestras de DNA
analizadas. El volumen final para cada reaccion fue de 20 pl: 10 pl de Master Mix
(4367659 PCR Master Mix Power SYBR-Green, Applied Biosystems), 0,8 ul de cada
oligonucleodtido (Tabla 2), 7,4 ul de agua ultrapura de Tipo I (MilliQ) y 1 pl de cDNA

en una concentracion de 1 ng/ul. La curva estandar se construy6 para cada experimento
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mediante diluciones seriadas de cDNA. La reaccion de amplificacion tuvo lugar en un
termociclador acoplado a un fluorimetro (ABI Prism 7000, Applied Biosystems), con
las siguientes condiciones: 10 minutos a 95 °C seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95
°C y 1 minuto a 60 °C, y los resultados fueron analizados usando la curva de disociacién
del programa (Applied Biosystems). Las curvas del punto de fusion se analizaron para
confirmar que solamente se habia formado un Unico producto. EI nimero de moléculas
de cDNA se calcul6 por comparacion con la curva estandar obtenida a partir de
concentraciones conocidas de los productos de PCR correspondientes. Se realizaron 3
reacciones de PCR para cada muestra por placa y cada experimento se repitié 3 veces.
Como gen de referencia o control enddgeno, se empleé el gen de rata que codifica la -
actina (Tabla 2), colocandose, ademas, una muestra libre de RNA como control
negativo. Todos los cebadores tenian al menos un cruce en el limite exon-exon. Los
cebadores fueron disefiados para que tuvieran una temperatura de fusion similar y que
dieran similares tamafios de amplicon (Tabla 2).

La eficiencia de la PCR para cada par de cebadores, junto con los valores del Ct
obtenidos, fueron usados para calcular la expresion relativa de cada gen para cada
transcrito, de acuerdo a la ecuacion E ~ (A€t “eondicion I7 = ACt “eondicién 27) “qondje |3 E se refiere
a la eficiencia de la PCR,ACt de cada “condicion” (“condicion 17 es la muestr a tratada
y “condicion 2” es el control no tratado) es igual a la Ct del “gen de interés” — Ct del
“control interno” (Livak y Schmittgen, 2001; Schmittgen y Livak, 2008). Se calcul¢ el
error estandar para cada valor de expresion geénica relativa como una medida de

variacion en los datos.
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Tabla 2. Cebadores de PCR utilizados para la técnica de analisis de expresidn génica.
Se indica la localizacién del cebador correspondiente a las secuencias origen del GenBank*
[obtenido del National Center for Biotechnology Information (NCBI)] para la rata.

Proteina Ndmero Cebador cDNA Cebador cDNA Tamafio del
"Objetivo" GenBank* Directo Directo* Inverso Inverso* producto
. AGCCATGTA ACCCTCAT
B-actina NM_031144 CGTAGCCAT 471-490 AGATGGGC 566-585 115
ADR olA NM 017191 ATCTCCATC 484-503 GGCCAGTG 590-609 126
GGACCCCTG GCACGTAG
ADR alB NM 016991 AGAATCTGG 1093-1112 CCTTGGCC 1184-1203 111
- AGGCGGGAG TTGGTACT
ADR alC NM_024483 TGCCTCTGG 1564-1583 TGAGCGGG 1653-1662 99
GCTCTCTGT TTCACACA
ADR a2A NM_012739 GATGCGCTG 865-884 AGACTGTC 976-995 131
GACCTAGAG CCCCGGTT
TTTGCTCCC GGGGCTTC
ADR 02B NM_138505 924-943 1025-1044 121
* - TGCCTCATC TTGGACTC
ADR 02C NM 007418 GCTGCCAGA 2547-2566 TGAAAGAG 2634-2653 107
- ACCGCTCTT CGCCTGAA
ADR B1 NM_012701 CTTTCTACG 819-838 CCTGAGGT 918-937 119
TGCCCCTGG TTTGGGCA
ADR B2 NM_012492 TTCATGCCC 918-937 TGCCCATG 1021-1040 123
AAAACCTC ATGATGCC
CTCCATCCC GCCCATAA
ADR B3 NM_013108 980-999 1087-1109 128
b - CTGCCACAG TGAGACCC

2.6 Estudios bioguimicos.

2.6.1 Obtencion del material bioldgico.

Hemos recogido 6 regiones cerebrales diferentes en 48 animales: 25 ratas macho

(14 controles y 11 tratados con DSP-4) y 23 ratas hembra (12 controles y 11 tratadas

con DSP-4). Las regiones recogidas fueron el NRC, el CI, el tronco del encéfalo* (TE)

*(la parte que queda en posicion ventral al cerebelo, aproximadamente desde el tracto

trigeminal hasta los nucleos del lemnisco lateral), el cerebelo (Cb), la corteza prefrontal

(CPF) vy el bulbo olfatorio (BO), pues todos son lugares conocidos de proyeccion

noradrenérgica.
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2.6.2 Extraccion de catecolaminas.

Cada region cerebral fue sonicada en 1 ml de &acido perclorico 0,1 M,
guardandose una alicuota de 100 pl del material sonicado a -80 °C para su
determinacion proteica posterior. EI material sonicado se sometio a centrifugacion de
13.000 g (#5430, Eppendorf) durante 15 minutos, recogiéndose el sobrenadante. A
continuacion, se afiadi6 el estandar interno en concentracién conocida (10 M), 25 mg
de alimina, 50 pl de metabisulfito de sodio 5 mM y 400 pl de Tris 10 mM - EDTA 1
mM a pH 8,0 ajustado con HCI, mezclando todo en agitacion durante 10 minutos. Tras
centrifugar 5 minutos a 11.000 g, los &cidos carboxilicos se eluyeron y se llevaron al
ultimo paso directamente. Por otra parte, las aminas permanecieron en el sobrenadante,
que fue colocado en un tubo nuevo, se lavé y centrifugd la alimina 2 veces con 1,5 ml
de agua MilliQ, afiadiéndose finalmente al sobrenadante 100 ul de &cido perclérico 0,1
M maéas metabisulfito de sodio 0,1 mM (en proporcion 7:3) con el objetivo de eluir las
aminas. Todos los reactivos usados para la HPLC se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA).

2.6.3 Valoracién de los niveles de catecolaminas por HPLC.

Realizamos la valoracion de los niveles de catecolaminas por cromatografia
liquida / tindem espectrometria de masas, en el equipo LC MS/MS (Waters Associates,
Milford, MA). Se cuantificaron 2 tipos diferentes de compuestos bioquimicos: las
aminas (DOPA, DA y NA) y los acidos carboxilicos (HVA, DOPAC, MHPG y VMA).
Como estandares internos hemos usado el 3,4-dihidroxibencilamina (DHBA) para las
aminas y el acido 4-hidroxifenilacético (HPAA) para los acidos carboxilicos (Figura 8).

Del extracto reconstruido, se inyectaron 100 ul en una columna de fase reversa
de acero inoxidable (Atlantis® T3 C18, Water Associates; 100 x 2,1 mm, 3 um). La
fase movil fue bombeada con una velocidad de flujo de 1 ml/min por un sistema
solvente de entrega programable (#2795 Waters Associates). El programa de HPLC
usado se encuentra resumido en la Tabla 3A. Para cuantificar los compuestos
catecolaminérgicos tal como eran eluidos por la columna, hemos usado un
espectrometro de masas ZQ4000 (Waters Associates), calibrandolo previamente a partir

de soluciones de concentracion conocida (en el rango que esperabamos encontrar
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nuestras muestras experimentales, desde 10 hasta 10™° M). Se siguieron las sefiales

positivas para detectar las aminas y las negativas para detectar los acidos carboxilicos,

tomando en cuenta la recuperacion analitica de los estandares internos (DHBA o

HPAA, respectivamente).

Columnas y Deteccion
B tol ! »
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Figura 8. Columnas y deteccion de los compuestos catecolaminérgicos.
En la parte izquierda de la figura tenemos la columna usada en la espectrometria de masas. En
la parte derecha tenemos los picos obtenidos en una muestra-ejemplo utilizada para calibrar
los parédmetros del HPLC. Las flechas rojas indican las aminas, las azules los acidos
carboxilicos y las verdes los estandares internos utilizados.

MATERIAL Y METODOS

57



Tabla 3. Programa de HPLC.
A: la columna “tiempo” muestra el porcentaje en el que las soluciones iban siendo afiadidas a

la columna de la espectrometria de masas. B: configuracion del espectrometro de masas para
seguir los diferentes compuestos. Ver la lista adjunta para las abreviaturas.

A 1: Formiato de amonio 20 mM pH 3
2: Acetonitrilo
Tiempo (min) 1 (%) 2 (%)
0 95 5
3 a) 3
13 75 25
20 75 25
B Compuesto Ion usado (Amu) Cono de Voltaje (V)
NA 152 30
DHBA 23 30
DOPA 152 30
DA 137 30
MHPG 151 30
VMA 197 30
DOPAC 123 30
HPAA 131 30
HVA 181 30

2.6.4 Determinacion de proteinas: método de Bradford.

La concentracion de proteinas se evalué por el método Bradford (Bradford,

1976). Una pequerfia alicuota de la muestra de proteinas se diluyd 1000 veces en agua

MilliQ. De esa dilucion, se tomd un volumen de 800 pl y se afiadieron 200 pl de
reactivo Bradford (BioRad). Se agito la mezcla en el vortex y se dejé a temperatura

ambiente durante 10 minutos. A continuacién, se midid la absorbancia a la longitud de

onda de 595 nm en un espectrofotometro (Appliskan, Thermo Scientific, Roskilde,

Dinamarca). La concentracion de proteinas se determind extrapolando de una recta

patrén, realizada simultdneamente con diluciones de 0, 1, 5, 10 y 20 pg/ml de albumina

sérica bovina.
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2.7 Analisis Estadisticos.

Todos los anélisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa PASW
Statistics 18.0.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). La descripcion de los datos se efectud
mediante media * error estandar de la media (SEM, de sus siglas en inglés) tanto para
variables continuas como para frecuencias absolutas y relativas de variables categoricas.

Los resultados de los pardmetros estudiados en las diferentes condiciones
experimentales se compararon entre los diferentes grupos haciendo uso del modulo
ANOVA vy, en los casos apropiados, se realizaron comparaciones multiples post-hoc y
el test t de Student para variables independientes. En los estudios longitudinales, los
resultados se compararon entre los diferentes grupos, haciendo uso del test de ANOVA
mixto split-plot, con comparaciones por pares Sheffe (andlisis inter-sujetos) y Bonferoni
(andlisis intra-sujetos). Los resultados se consideraron significativos cuando p < 0,05.
Referencias: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, n.s. = no significativo.
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3. RESULTADOS






3.1 Proyeccion del locus coeruleus.

3.1.1 Inyeccion de BDA en locus coeruleus y descripcion de la

trayectoria de las fibras.

Desde el LC, los axones marcados anterogradamente hacia regiones caudales
transcurren a traves de dos vias principales: una ipsilateral y otra contralateral, con
predominancia hacia el lado ipsilateral (Figura 9). La proyeccion ipsilateral esta
compuesta por fibras que cruzan la region parabraquial (ventralmente y dorsalmente al
pedunculo cerebelar superior), cruzan dorsalmente el ndcleo trigeminal sensorial
principal y el tracto trigeminal espinal y se dirigen hacia el nucleo coclear ventral y a las
neuronas de la raiz coclear (Figura 9). Las fibras de la via contralateral cruzan
ventralmente y caudalmente en direccion al ndcleo reticular caudal del puente (PnC).
Las fibras marcadas en el PnC dan origen a colaterales axdnicos que cruzan la linea
media y se dirigen hacia el nacleo coclear ventral y la raiz coclear, donde se observaron

ocasionalmente fibras marcadas (Figura 9).

RN TG

Imm

Figura 9. Dibujos en camara clara de secciones coronales tras inyeccion de BDA en el locus
coeruleus.

La figura muestra la distribucion de los axones marcados anterogradamente y los colaterales
(BDA, rojo) tras las inyecciones de BDA dentro del LC (gris). Los esquemas estan ordenados
de caudal a rostral (A-D) y estén regularmente espaciados con un intervalo de 400 um. Ver
lista adjunta para las abreviaturas.
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3.1.2 Colocalizacion de fibras noradrenérgicas marcadas con BDA

sobre las neuronas de la raiz coclear.

La inmunohistoquimica para TH y DBH en las secciones coronales exhibieron
su mayor reactividad en el LC (Figura 10). También se encontraron fibras
inmunorreactivas cortas y delgadas, con muchas varicosidades yuxtapuestas en las
neuronas de la raiz coclear, siendo estas fibras inmunopositivas para ambas enzimas
(Figuras 10 y 11). Las inyecciones de BDA en el LC confirmaron la proyeccion desde
este ndcleo hacia la raiz coclear (Figura 10). Las fibras inmunorreactivas para TH y
DBH colocalizan con las fibras marcadas con BDA provenientes del LC en la raiz
coclear (Figura 10). Estas fibras se distribuyen a lo largo de la mitad lateral de la raiz
coclear en la misma region ocupada por las neuronas de la raiz coclear, observandose
varios campos terminales alrededor de las neuronas de la raiz (Figura10C, D, H, I, My
N).
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Figura 10. Input noradrenérgico desde el locus coeruleus hacia las neuronas de la raiz
coclear.

A: inmunorreactividad para TH (flecha) en el LC. B: seccion coronal de la raiz coclear, contra-
tefiida con Nissl, para mostrar la localizacion del NRC en el area enmarcada. C y D: fibras
inmunorreactivas para TH alrededor de las neuronas de la raiz no-marcadas (flecha). E:
colocalizacion del marcaje con BDA (punta de flecha) con fibras inmunorreactivas para TH.
Desde F hasta I: fibras marcadas con DBH alrededor de las neuronas de la raiz coclear
(flecha). J: colocalizacion de marcaje con BDA (flecha) con fibras inmunorreactivas para
DBH. K: sitio de inyeccion de BDA tipico (punta de flecha) en el LC. L: dibujos en camara
clara indicando los sitios de inyeccion de BDA en casa caso experimental. M y N: aposicion de
marcaje con BDA en el cuerpo celular (soma) de las neuronas de la raiz. Ver lista adjunta para
las abreviaturas. De la A a la E, modificado de Gomez-Nieto y cols., (2008).
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Figura 11. Colocalizacion de fibras
inmunorreactivas para TH y para
DBH en la raiz coclear.

A y B: microfotografias en
epifluorescencia panorédmica en la
raiz coclear. El cuadrado en A indica
la region fotografiada en By en B la
region observada en microscopio
confocal. C, D y E: imégenes de
confocal a gran aumento indicando
fibras TH-ir (azul), DBH-ir (verde) e
imagen superpuesta para demostrar
la colocalizacién (blanco).
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3.1.3 Inyeccion de Fluoro-Gold en la raiz coclear, anélisis del

marcado retrégrado.

Tras el andlisis de los 22 experimentos de inyeccion de FG en la raiz coclear,
fueron seleccionados 7 casos experimentales en los que los lugares de inyeccion estaban
restringidos a la raiz coclear, sin indicios de contaminacidon en estructuras vecinas
(Figura 12). En todos los casos, los nucleos marcados bilateralmente fueron: ndcleo
ventral del cuerpo trapezoide (VNTB), las neuronas eferentes vestibulares (Eve) y el
LC. Ipsilateralmente, se observé marcaje en las neuronas de la oliva superior lateral
(LSO), en el nacleo coclear ventral (VCN) y en la region del grupo de células

noradrenérgicas del A5 (Figura 14).

'A Caso 13/2010 B ~ Caso 15/2010

Figura 12. Lugares de
inyeccion de Fluoro-
Gold en la raiz.
Fotomicrografias de
corte coronal del tronco
del encéfalo
evidenciando el
depédsito del trazador
« FG (marron) en la raiz
coclear en diversos
casos experimentales.

D, E y F: cortes
contratefiidos con la
técnica de Nissl. La
barra de calibracion es
valida desde A hasta F.

Cabe destacar que hemos localizado marcaje bilateral del retrogrado FG en
ambos LC en todos los casos seleccionados (Figura 13 y 14), lo que indica la presencia
de proyecciones desde el LC hacia el NRC, lo que confirma los resultados obtenidos

con trazador anterégrado.
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2500 pm

Figura 13. Mapeo de las neuronas marcadas retrégradamente tras la inyeccion de Fluoro-
Gold en la raiz coclear.

Los esquemas representan cortes coronales del tronco del encéfalo elaboradas con ayuda de la
camara clara, ordenados desde el polo més caudal (A) hasta el més rostral (J). Las neuronas
marcadas estan representadas por los puntos negros. Las flechas de orientacion y la barra de
calibracion son validas para todos los esquemas. Ver lista adjunta para las abreviaturas.
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Figura 14.Fotomicrografias del locus coeruleus marcado con Fluoro-Gold tras la inyeccion
de trazador en la raiz coclear.

A: se puede observar el LC marcado con FG. B: el mismo ndcleo en un aumento mayor. Cy D:
otro caso experimental. Los cortes desde A hasta D fueron mediante la técnica de Nissl. E y F:
otro caso experimental, el recuadro en E es la zona magnificada en F; las fechas indican
neuronas tipicas retrégradamente marcadas. Todas las barras equivalen a 200 um. Ver la lista

adjunta para las abreviaturas.
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3.1.4 Receptores noradrenérgicos en la raiz coclear.

3.1.4.1 Inmunohistoquimica.

Hemos confirmado inmunohistoquimicamente la presencia de los ADRal, a2A

y P2 en las neuronas de la raz coclear (Figura 15). Como control, en cada experimento

la no adiccion del anticuerpo primario implicd la no tincién de las secciones, ni en el

NRC, ni en el LC. En la raiz coclear, los anticuerpos contra los ADRs al, 02A y 32

(Figura 15) inmunotifieron cuerpos celulares de gran tamafio (~ 32-38 um de diametro),

los procesos axonales —dendritas- de estas neuronas (~ 2 um) y también se marcaron

fibras rectas y delgadas (~ 1,5 um) en passage distribuidas por toda la longitud del

ndcleo.

RESULTADOS

Figura 15. Fotomicrografias de la
inmunotincion para los receptores
noradrenérgicos en la raiz
coclear.

Las imagenes insertadas
corresponden a neuronas de la
raiz coclear que se disponen en el
cuadrado negro a gran aumento.
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3.1.4.2 Expresion de receptores noradrenérgicos en la region

del nervio coclear.

Observamos que en la raiz del nervio coclear se expresan los mMRNAS de todos
los ADRs (ADRa 1A-C, ADRa 2A-B y ADR 1-2) en ratas controles (Figura 16). De
ellos, los subtipos alB, a2A a2B y B1 son los que se encuentran en mayor cantidad
(Figura 16). La mayor parte de estos mMRNA presentan una marcada expresion en las
células de la corteza prefrontal y el hipocampo, por lo que se usan como controles

positivos (Figura 16).

Figura 16. Expresion de mRNA

CEER, e i para los receptores
A noradrenérgicos.
ok A: neuronas tipicas de la raiz
s ; coclear tefiidas para la proteina
: calbindina D28K. B: diferentes
) i~ S, niveles de expresion de los ADRs
i - en las células del nervio de la raiz
500 pm ‘\.‘_ 5. 1-‘* cgclear, la corteza prefrontal,-el
. hipocampo y el control negativo
LR B durante la fase exponencial de las
— diferentes PCRs. Ver lista adjunta
ADRoal A .
para las abreviaturas.
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Analizando la expresion de todos los diferentes ADRs comparando ratas machos
controles con respecto a hembras controles observamos que en la raiz coclear existe una
gran diferencia de expresion de los genes que codifican los ADRs entre ambos sexos, en
cantidad y en subtipos de receptores. Las ratas macho expresan una mayor cantidad de
MRNA de los receptores alA, a2C, Bl y B3 (Figura 17), mientras que las hembras,
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tienen una mayor expresion de mRNA de los tipesiC, o2A, a2B

y B3 (Figura 17).

S6lo hemos encontrado un subtipo de ADR cuya expresion no difirio significativamente

entre machos y hembras, el alB (Figura 17 A). Los datos de las eficiencias para los

distintos cebadores utilizados vienen recogidos en la tabla 4.

A
*kke B Hembras
g *] 0 Machos
. ADRalA ADRalB ADRalC
B :s
3
3.
. ADRa2A ADRa2B ADRa2C
C 12 - '471“1.01 .
.g 10 4 ek
:%l ]
.| 1
ADRB1 ADRB2 ADRB3
CONTROL DSP-4
ADR alA 100,99 107,79
ADR o1B 108,3 105,98
ADR o1C 107,03 101,01
ADR 02A 124,35 116,67
ADR o2B 98,43 107,01
ADR 02C 110,39 104,27
ADR pB1 94,45 105,9
ADR f32 101,24 106,38
ADR $3 102,1 96,46
B-actina 102,8 101,32
RESULTADOS

Tabla 4.
cebadores utilizados en las PCR

Figura 17. Expresion génica de
los receptores noradrenérgicos
normalizada con respecto a las
hembras.

A: los receptores del subtipo al.
B: los receptores del subtipo a2.
C: los receptores del subtipo 6.
Notese la gran diferencia existente
intersexual en la expresion de los
mMRNA para los 9 subtipos.

Eficiencias de los

cuantitativas.

La diferencia en la eficiencia entre
animales controles y tratados con
DSP-4 es menor del 10% en todos
los casos, por lo que se utilizd el
método comparativo de las Ct
para analizar los datos de
expresion génica. Los datos se
expresan en porcentaje.
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3.2 Neuroanatomia del locus coeruleus: dimorfismo sexual.

La inmunohistoquimica contra la enzima DBH en el LC, que muestra gran
cantidad de células que sintetizan NA, junto con la tincion Nissl, proporcionan una
vision anatomica global del LC. Con estas tinciones, observamos dos tipos de neuronas
de tamafio medio en el LC: células multipolares y células fusiformes. Ademas, el LC
estd dividido citoarquitectonicamente en dos partes: ventral y dorsal. Las células
multipolares (Figura 18) se localizan predominantemente en la parte ventral del LC y
estan menos densamente empaquetadas, mientras que las células fusiformes (Figura 18)
se encuentran principalmente en la parte dorsal del LC y mas densamente

empaquetadas.

Figura 18. Configuracion citoarquitectonica del locus coeruleus.

Imagenes representativas del LC en secciones coronales, desde un punto mas caudal (A) hasta
otro mas rostral (B). El recuadro amarillo representa la parte dorsal del nucleo, donde se
encuentran las células fusiformes densamente empaquetadas. El recuadro rojo representa la
parte ventral del nicleo, donde se encuentran las células multipolares menos densamente
empaquetadas. C: detalle de una neurona fusiforme tipica de la regiéon dorsal del LC,
inmunotefiida contra DBH. D: detalle de una neurona multipolar tipica de la region ventral del
LC, inmunotefiida contra DBH.

Las neuronas fusiformes tienen un tamafio medio de 31,8 (+ 8,1) um y 23,5 (£

6,9) um en los ejes mayor y menor respectivamente, presentando un nucleo oval de
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tamafno medio 11,5 (= 4,2) um y 8,2 (£ 3,3) um en los ejes mayor y menor (n = 35). En
estas células, hay un unico nucleolo en posicion central, de 3,2 (£ 0,8) um de didmetro.
Por otra parte, las neuronas multipolares tienen un diametro medio de 28,7 (x 8,7) um,
con nucleos redondeados de tamario ligeramente mayores que los del otro tipo celular
(12 £ 2,6 um en ambos ejes; n = 39); el nucleolo de estas células es similar al de las

células fusiformes.

3.2.1 Contaje celular.

La extension rostrocaudal del LC no difiere sustancialmente entre sexos, con
valores medios que oscilan desde 1520 — 1680 um (n = 12). Sin embargo, existe una
diferencia considerable en el niUmero de neuronas entre los dos géneros (hembras ~1900
células; machos ~1400 células) (Figura 19 G). No hay diferencias en el recuento
neuronal cuando se comparan el LC izquierdo y el derecho, dentro del mismo animal.
Por otro lado, si observamos las células inmunotefiidas para visualizar la enzima DBH,
también vemos una diferencia en el nUmero de neuronas inmunopositivas en la division
rostral del LC: los machos presentan un menor numero de células en esta region
comparado con las hembras (Figura 19 A, B, C y D). En los animales tratados con DSP-
4, la inmunorreactividad tipica del LC desaparece casi totalmente, quedando sélo

algunas neuronas DBH-ir esparcidas en el nucleo (Figura 19 Ey F).
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Figura 19. Estimacion del namero de neuronas en el locus coeruleus.

A: seccién coronal de rata macho control que contiene el LC, inmunotefiido para visualizar la
enzima DBH y contratefiida con violeta de cresilo. B: imagen similar a la A, en una rata
hembra de control. C y D: detalle a gran aumento del area del cuadrado negro marcado en Ay
B respectivamente. Cada circulo blanco representa una neurona teflida. E y F:
fotomicrografias de una seccidon coronal en la que se aprecia el LC inmunotefiido con
anticuerpos contra DBH y contrastada con violeta de cresilo de un macho (E) y de una
hembra (F) tratados con DSP-4. Cada punta de flecha negra representa una neurona. G:
representacion grafica comparativa del nimero de células en el LC evidenciando el dimorfismo
sexual (*p = 0,014) y la deplecion provocada por DSP-4. H: fotomicrografia de una seccién
correspondiente a un control negativo (sin adicion de anticuerpo primario). Barra de
calibracion =500 pm en todas las fotomicrografias. Ver la lista adjunta para las abreviaturas.
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En las preparaciones de tejido contrastado con el método de Nissl observamos
que las ratas hembras controles presentan un mayor nimero de neuronas que las ratas
machos controles (t = -2,498; df = 10; p = 0,022) (Figura 19 G). En la misma linea, las
ratas hembras tratadas con DSP-4 presentan también un mayor nimero de neuronas
inmunotefiidas que los machos tratados (t = -2,268; df = 10; p = 0,014) (Figura 19 G).
Ambas variables, sexo (machos vs. hembras) y condicién (controles vs. tratados con
DSP-4) determinan el numero de células inmunomarcadas del LC [F 11) = 9,198; p =
0,021], siendo las hembras las que tienen un mayor nimero de células. Por lo tanto, los
conceptos de “dimorfismo sexual” y “deterioro neuronal causado por DSP-4” pueden
ser acufiados para hablar sobre el nimero de células del LC atendiendo al sexo y sobre
el efecto neurotoxico en el sistema noradrenérgico, respectivamente. Las secciones a las

que no se le afladieron anticuerpos primarios no resultaron tefiidas (Figura 19 H).

3.2.2 Reconstruccion tridimensional.

A través del programa informatico Neurollcida, hemos reconstruido la zona del
tronco del encéfalo donde se encuentra el LC de varios casos controles de ambos sexos
(Figura 20), pudiendo observar la disposicion espacial de las neuronas del locus
coeruleus a lo largo del eje rostro-caudal. Los resultados indican que el volumen del
nucleo no varia entre sexos (Figura 21 A), aunque la distibucion de las células si que
tiene una configuracion diferente: en los machos se aprecia un mayor ndmero de
neuronas en las secciones mas caudales (Figura 21 B), mientras que en las hembras se

da un aumento celular en las porciones mas rostrales del nacleo (Figura 21 B).
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Figura 20. Reconstruccidn tridimensional del locus coeruleus.
A'y B: vision frontal y lateral (respectivamente) de la region del tronco del encéfalo donde se
localiza el LC. C: reconstruccion del LC en una hembra control. D: reconstruccion del LC de
un macho control. Notese la diferencia en el nimero y densidad neuronal entre hembras y
machos en la zona central del nucleo. Las barras de calibracion en las tres dimensiones
representan 500 um.
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Figura 21. NUmero de neuronas en la extension del locus coeruleus.
Ndmero de células por corte (40 um de grosor) desde el punto mas caudal del LC (seccidon 1)
hasta el més rostral (seccion 38). Las elipses sefialan las zonas donde existe una mayor
diferencia inter-sexo.
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3.3 Pérdida de inervacion noradrenérgica tras la inyeccion de DSP-4.

La administracién del neurotoxico provocd, entre otros efectos, una disminucion
ponderal del animal, pesando los animales tratados un 12% menos que los controles a la
semana de la inyeccion y un 9% menos después de dos semanas del tratamiento. La
administracion de DSP-4 en ratas también causo cambios en la miccion (concretamente,
una pérdida del patrén de ritmo de miccion diurno) y un gran incremento en el volumen
de vaciado y en la ingesta de agua. También detectamos trastornos del suefio durante los

primeros 5 dias post-tratamiento, aunque luego retornaban a los valores controles.

3.3.1 Influencia sobre la raiz coclear.

3.3.1.1 Inmunohistoquimica de receptores noradrenérgicos:

cuantificacion densitométrica.

En el NRC, la inmunotincion para los diferentes ADRs dio resultados diferentes
segun el sexo y en relacion al tratamiento con DSP-4. Las ratas hembras controles
mostraron la inmunorreactividad mas alta al ADR al [F(s, 11) = 1,963; p = 0,033] (Figura
22 A). Con el tratamiento, la presencia de este receptor disminuye, mostrando las
hembras tratadas un decremento de un 15% en relacion a las controles (t = -6,584; df =
5; p = 0,034). Sin embargo, las ratas macho tratadas con DSP-4 tuvieron un incremento
en la densidad Optica de la inmunotincidn para este subtipo de receptor cercano al 100%
(medida por el valor medio de grises en este receptor con respecto a los machos
controles) (t =-10,052; df = 5; p = 0,007) (Figura 22 A).
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Figura 22. Patron de distribucion de inmunorreactividad de los diferentes receptores
noradrenérgicos.

A: cambio de la inmunorreactividad en el NRC (animales tratados con DSP-4 vs. controles),
ordenados por el subtipo de receptor y el sexo. El porcentaje negativo significa que hubo un
decremento y el positivo que hubo un aumento. B: comparacién del nivel de densidad optica
obtenido a través del valor medio de grises de la inmunotincion de los diferentes ADRs en el
LC. Dato de control positivo de los anticuerpos. Ver la lista adjunta para las abreviaturas.

Para el receptor al, también se encuentra una variacion significativa (p = 0,021)
en la inmunotincion en relacion al género: por una parte, el grupo de ratas controles
mostrd diferencias significativas entre machos y hembras (p = 0,001), lo cual no ocurre
en el grupo de ratas tratadas con DSP-4 (p = 0,854). Por lo tanto, el efecto del
incremento en la densidad Optica de la inmunotincién para el ADR al tras el
tratamiento se observa en las ratas macho principalmente, aunque menos en las hembras
(Figura 22 A).

Para el receptor a2A, las ratas hembras exhibieron mayores niveles de
inmunorreactividad en relacion a los machos [F, 11y = 1,821; p = 0,041] (Figura 22 A).
Sin embargo, son las ratas tratadas las que mostraron un mayor incremento comparadas
con las hembras controles, en torno al 60% (t = -8,552; df = 5; p = 0,016). Por otro lado,
los machos tratados sufrieron un decremento de un 25% en la densidad Optica de la
inmunotincion para este receptor, comparados con los controles (t = -8,864; df = 5; p =
0,028) (Figura 22 A).

En la inmunotincion para el ADR P2, medida densitométricamente, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre el sexo o la condicion [Fg,
11) = 2,107; p = 0,425] (Figura 22 A), aunque los machos tratados disminuyeron un 10%
su inmunorreactividad para este subtipo de receptor y las hembras la incrementaron
un8% en relacion a sus respectivos controles (Figura 22 A).

Como control positivo, hemos estudiado también la inmunorreactividad para los

tres ADRs en el LC (Figura 22 B), encontrando una densidad oOptica de la
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inmunotincion ligeramente mayor para la subunidad B2, seguido de la subunidad al y

en Ultimo lugar para la subunidad o2 A (Figura 22 B).

3.3.1.2 Expresion de receptores noradrenérgicos.

Comparando los animales tratados con DSP-4 con los controles, hemos
observado que las neuronas del NRC modifican la mayoria de los diferentes ADRs,
manifestado por los cambios observados en la cantidad de sus mRNA.

En los machos tratados, hay un incremento en la expresion génica: de todos los
subtipos de receptores noradrenérgicos, alA, alB, alC, a2A, a2B, o2C, B1, B2 y B3.
Los aumentos mas significativos fueron para el subtipbC (mas de 20 veces con
respecto al control), el a2A (casi 50 veces mas que el control) y el B3 (casi 10 veces con
respecto a los animales controles) (Figura 23 A, B y C, respectivamente). También, las
hembras tratadas con DSP-4 expresaron mayor cantidad de mRNA que las controles de
los subtipos de receptor 02A y 1 (este ltimo tuvo un incremento de méas de 130 veces)
(Figura 24).
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Figura 23. Expresion génica de
los receptores noradrenérgicos
normalizada con respecto a los
machos controles.

A: receptores del subtipo al. B:
receptores del subtipo a2. C:
receptores del subtipo 8. Notese la
gran diferencia existente entre
tratados y controles en la
expresion de los mRNA para los 9
subtipos.

Por otro lado, en las ratas hembras tratadas hemos hallado menor expresion

génica de los receptores noradrenérgicos en los subtipos de receptor alA, alC, a2B y

B3 que las hembras controles (Figura 24 A, B; y C respectivamente). Finalmente, solo

tres subtipos de ADR, alB, a2C y B2, no sufrieron ningin cambio en su expresion

génica en las hembras con o sin tratamiento con DSP-4 (Figura 24).
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A la luz de estos datos, nos planteamos realizar la comparacién de la expresion
de los ADRs entre machos y hembras tratados con DSP-4, para ver si se mantenian los
patrones de expresion de los controles o si se daba la posibilidad de algin cambio en la
produccion de los mRNAs debida a la accion del DSP-4 dependiendo del sexo. Los
resultados indican que los patrones de expresion se mantienen para los subtipos alA,
a2C, B1y B2, curiosamente son los subtipos de receptor cuya produccion era mayor en
machos que en hembras (Figura 25 A, B y C) y se da una inversion en los subtipos alB,
alC, a2A, a2B y B3, ahora los machos los expresan mas, mientras que antes no habia
diferencia significativa por sexo, o eran las hembras las que tenian una mayor

produccion (Figura 17 y 25).
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Las ratas machos tratadas con DSP-4 experimentaron aumentos en la expresion
de todos los subtipos de receptores noradrenérgicos, mientras que este fendémeno no es
consistente en las hembras, en las que se dan procesos de sobre-expresion, de sub-

expresion o de mantenimiento en la expresion de los MRNAs de los distintos ADRs.

3.3.1.3 Comparacion de la expresion de los receptores
noradrenérgicos: IHQ versus RT-gPCR.

Todos estos datos son consistentes con los obtenidos en las IHQ para los ADRs,
como hemos visto anteriormente. Concretamente, la inmunotincion contra el ADdR
mostré un incremento en los machos tratados comparados con los controles y también
un descenso en este valor en las hembras tratadas comparadas con las controles. De
forma similar, la cantidad de MRNA del subtipo de ADR alA mosté casi los mismos
resultados (Figuras 22 A, 23 Ay 24 A).
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La variacion encontrada para el receptor ADR oa2A es similar en ambos
acercamientos metodolégicos, la ICH y la RT-gPCR: en los machos tratados hubo una
reduccién en este subtipo comparado con los machos controles, mientras que en las
hembras tratadas se da un incremento en este mismo receptor comparadas con las
hembras controles (Figuras 22 A, 23 By 24 B).

Finalmente, el mismo patrén es exhibido para la produccion del ADRB2: ambas
técnicas metodoldgicas mostraron un decremento en los machos tratados comparados
con los controles y un incremento en las hembras tratadas compraras con las controles
(Figuras 22 A, 23 Cy 24 C).

3.3.2 Influencia noradrenérgica sobre el coliculo inferior.

3.3.2.1 El locus coeruleus envia proyecciones al coliculo

inferior.

Los experimentos de trazado anterogrado consistieron en una inyeccion de BDA
en el LC izquierdo (Figura 26 A). La zona de inyeccion resultante fue eliptica, con un
tamafo tipico de ~ 600 x 600 um en los ejes rostrocaudal y lateromedial. Usamos
solamente aquellas inyecciones que no difundieron hacia los nucleos adyacentes, como
por ejemplo el nucleo tegmental laterodorsal (LDTg). Las inyecciones estaban
restringidas al centro del LC. Detectamos marcaje anterogrado en objetivos conocidos
del LC, como el nacleo dorsal del rafe (Kim y cols., 2004) y también en estructuras
cerebrales del las vias somatosensoriales, como la corteza somatosensorial, el nucleo
ventrobasal del talamo y los principales ndcleos relacionados con el trigémino (Simpson
y cols., 1997). En todos los casos, observamos fibras marcadas con BDA rectas,
delgadas (1,04 + 0,78 um), con varicosidades y también fibras marcadas con BDA
ramificadas, delgadas (0,8 £ 0,15 pm) con botones terminales (plexo terminal) en
ambos lados del Cl (Figura 26 B, C D y E). Estas fibras terminales se localizan
predominantemente en las cortezas lateral y dorsal y en la comisura intercolicular.

La proyeccion LC-CI es principalmente ipsilateral (~ 90%), aunque cada LC
envia algunas fibras a su lado contralateral (~ 10%) (Figura 26 F). También

encontramos algunas fibras marcadas en el nucleo central del coliculo inferior (NCCI).
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Figura 26. Areas objetivo y patron de proyeccion de las fibras del locus coeruleus dentro del
coliculo inferior.

Los esquemas insertados representan a las secciones coronales en los diferentes niveles
rostrocaudales a modo de referencia anatomica y el recuadro negro representa el area
fotografiada a gran aumento. A: fotomicrografia representativa de un tipico sitio de inyeccion
estereotdxica de BDA en el LC izquierdo (en negro). B: fotomicrografia de una fibra
tipicamente marcada en el CO originada en el LC. La flecha indica una fibra y la punta de
flecha indica una varicosidad. Desde C a E: fotomicrografias confocales de fibras marcadas
con BDA dentro del CI. C: la flecha indica botones sinpticos. D: la flecha indica fibras tnicas.
E: la flecha indica una fibra y la punta de flecha indica botones sinapticos. F: representacion
esquematica de las fibras marcadas con BDA desde el LC encontradas en el Cl y las
subdivisiones anatémicas internas del Cl. Nétese que existen fibras marcadas tanto en el lado
ipsi- como en el contralateral. El nivel interaural para colocacion coronal se muestra en
milimetros. Ver la lista adjunta para las abreviaturas.
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3.3.2.2 Identidad neuroquimica de las fibras terminales del

locus coeruleus en el coliculo inferior.

Las fibras inmunorreactivas para TH (TH-ir) y DBH (DBH-ir) encontradas en el
ClI son similares en cuanto a su distribucién y tamario, a las fibras descritas como las
fibras marcadas con BDA provenientes del LC. Observamos fibras arrosariadas TH-ir y
DBHe-ir que se ramifican en fibras méas delgadas con botones terminales (Figura 27 B y
28 B).

10 pm

100 ym

100 pm d 100 pm ;
— D ———————

Figura 27. Colocalizacién de las fibras del locus coeruleus con la tirosina hidroxilasa en la
corteza dorsal del coliculo inferior.

A: representacion esquemadtica de la seccidn coronal en la que fueron tomadas las siguientes
fotomicrografias confocales. El recuadro negro describe el area exacta de las imagenes. B:
imagen confocal que muestra la inmunorreactividad para TH en la CDCI (rojo). La flecha y la
punta de flecha indican fibras marcadas con BDA, ampliadas en C y D, respectivamente. E:
imagen confocal que muestra fibras marcadas (verde) tras la inyeccion de BDA en el LC. La
flecha y la punta de flecha indican fibras marcadas con BDA representativas en la CDCI. Las
imagenes a gran aumento de aquellas fibras se muestran en las inserciones F y G. H:
composicion superpuesta de las fotomicrografias en B y E (amarillo). La flecha y la punta de
flecha indican la colocalizacion de BDA y TH en las fibras representativas magnificadas en | y
J, respectivamente. El nivel interaural para colocacion coronal se muestra en milimetros. Ver
la lista adjunta para las abreviaturas.
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Para mostrar que los terminales marcados con BDA que provienen del LC
contienen enzimas precursoras de la sintesis de catecolaminas, combinamos la
inyeccion de BDA en el LC con la inmunohistoquimica para TH o DBH. Nuestros
resultados muestran que las fibras marcadas con BDA desde el LC colocalizan con las
fibras y terminales inmunopositivos para TH, indicando la naturaleza catecolaminérgica
de la proyeccion LC-CI (Figura 27). Ademas, algunas fibras marcadas dentro del CI
fueron identificadas como noradrenérgicas debido a la colocalizacion del BDA vy la

inmunorreactividad positiva de fibras DBH (Figura 28).

100 ym

Figura 28. Colocalizacidn de las fibras del locus coeruleus con la dopamina beta-hidroxilasa
en la corteza dorsal del coliculo inferior.

A: representacion esquematica de la seccion coronal en las que fueron tomadas las siguientes
fotomicrografias confocales. El recuadro negro describe el area exacta de las imagenes
confocales. B: imagen confocal de la inmunorreactividad para DBH (rojo). Las flechas indican
una fibra representativa en dos partes, posiblemente debido al cuadro del eje Z y la punta de
flecha muestra otra fibra representativa, magnificada en C. D: imagen confocal con fibras
marcadas (verde) tras la inyeccién de BDA en el LC. Las flechas indican una fibra
representativa y la punta de flecha muestra otra fibra representativa ampliada en E. F:
composicion superpuesta entre B y D (amarillo). La punta de flecha indica la colocalizacion de
una fibra, ampliada en G. Las flechas muestran colocalizacion en otra fibra (amarillo). Ver la
lista adjunta para las abreviaturas.

A pesar del alto grado de colocalizacién dentro del CI de las fibras TH-ir con las
DBH-ir (Figura 29), no todas las fibras catecolaminérgicas eran noradrenérgicas. La

inmunorreactividad para TH tenia una superposicion espacial incompleta con la DBH-ir

RESULTADOS 87



(Figura 29), descubriendo las proyecciones dopaminergicas en el Cl en las zonas donde

no existe colocalizacion para ambas enzimas.

A _ TH
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Figura 29. Distribucion de fibras inmunomarcadas para tiroxina hidroxilasa y dopamina
beta-hidroxilasa en el coliculo inferior.

A: representacion esquemadtica de la seccion coronal en la que fueron tomadas las siguientes
imagenes de confocal. El recuadro negro describe el area exacta de las imagenes confocales.
B: inmunorreactividad para TH (rojo). C: inmunorreactividad para DBH (verde). D:
composicion fusionada de B y C (amarillo). E: ampliacion del recuadro blanco de D. La punta
de flecha indica colocalizacion de fibras (amarillo). F: vista ortogonal de una seccién concreta
de fibras colocalizadas. Las puntas de flecha indican fibras fusionadas y su posicion en el eje Z.
G: vision tridimensional de los dos canales. Las puntas de flecha muestran la diferencia entre
las sefiales de la parte superior derecha donde hay fibras TH-ir (rojo), pero no fibras DBH-ir,
lo que nos lleva a la conclusion de que las fibras dopaminérgicas (pero no noradrenérgicas)
existen en el CI. El recuadro blanco indica la zona donde se encontraron las &reas de
colocalizacion. Existe un patron similar de distribucion de sefial. Ver la lista adjunta para las
abreviaturas.
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3.3.2.3 La administracion de DSP-4 dafia las proyecciones

desde el locus coeruleus al coliculo inferior.

Para determinar el campo total de la proyeccion del LC en toda la extension
rostrocaudal del Cl y en sus subdivisiones, empleamos el método inmunohistoquimico
para detectar las enzimas TH y DBH. En los animales controles, encontramos una
intensa inmunorreactividad en el LC (Figura 30 A y B), con fibras y cuerpos celulares
marcados para ambas enzimas. También observamos este patron de inmunomarcaje de
fibras y cuerpos celulares en toda la extension rostral-caudal del LC. A los 14 dias post-
tratamiento con DSP-4, la inmunorreactividad para estas enzimas disminuyo
considerablemente, por lo que las grandes neuronas de proyeccion y las fibras del LC ya
no eran visualizadas con la inmunohistoquimica contra TH o DBH (Figura 30 C y D).
Este hecho indica que los eferentes desde el LC se afectan por la accion del DSP-4,
incluyendo a las fibras noradrenérgicas dentro del CI. Los controles negativos para las
distintas inmunohistoquimicas (sin adicion del anticuerpo primario) no muestran
ninguna tincion para TH o DBH (Figura30 E, F, G y H).
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Figura 30. Efectos de la administracion de DSP-4 en la inmunohistoquimica del locus
coeruleus (tirosina hidroxilasa y dopamina beta-hidroxilasa). Comparativa con los controles
negativos del locus coeruleus y del coliculo inferior.

A: fotomicrografia del LC inmunotefiido para TH en un animal control. La flecha negra
representa una neurona inmunorreactiva tipica, que esta ampliada en la imagen incrustada. B:
fotomicrografia del LC inmunotefiido para DBH en una animal control. La flecha negra
representa una neurona inmunorreactiva tipica, que estd ampliada en la imagen incrustada. C
y D: fotomicrografias del LC inmunotefiido para TH (C) o DBH (D) en una animal tratado con
DSP-4. Notese en este conjunto de iméagenes como la inmunorreactividad para las enzimas
catecolaminérgicas ha disminuido considerablemente, comparado con los controles. E, F, Gy
H: imégenes tomadas de los controles negativos (no se afiadio el anticuerpo primario). Ver la
lista adjunta para las abreviaturas.
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Para una mejor descripcion de los resultados, dividimos la extension
rostrocaudal del ClI en tres partes diferentes: caudal, media y rostral. Hemos encontrado
una densa TH-ir en la totalidad del CI en los animales controles, con los mayores
niveles de inmunomarcado a nivel caudal, principalmente en la CDCI y en el NCCI
(Figura 31 A). Las fibras estaban dispersas homogéneamente en el Cl y no existen
diferencias significativas en la distribucion a lo largo de las subdivisiones (p > 0,05).
Sin embargo, si hubo una gran reduccion en el numero de fibras TH-ir en todas las
subdivisiones del CI en los animales tratados con DSP-4 (Figura 31 B). Las
disminuciones mas importantes fueron encontradas en las porciones caudal (72,9%, p <
0,01) y media (68,8%, p < 0,01) del NCCI y en toda la longitud de la CLCI (caudal
73%, media 72,3% y rostral 50,9%, para todos los casos p < 0,01) (Figura31 C, DyE).
La parte rostral de la CDCI y la comisura intercolicular permanecieron casi inalteradas,
observandose una reduccién de la TH-ir del 10% aproximadamente (p < 0,05) (Figura
31E).
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Figura 31. Efectos de la administracién de DSP-4 en la inmunorreactividad para TH dentro
del coliculo inferior.

Representacion esquematica de la TH-ir en el CI desde la parte caudal hasta la rostral. A:
dibujos de la TH-ir en animales controles. B: dibujos de la TH-ir en animales tratados con
DSP-4. Notese como la inmunorreactividad ha descendido marcadamente en los animales
tratados comparados con los controles. C: cuantificacion de la distribucion de la TH-ir en
animales controles a diferentes niveles rostrocaudales y subdivisiones. D: cuantificacion de la
distribucién de la TH-ir en animales tratados con DSP-4 a diferentes niveles rostrocaudales y
subdivisiones. E: reduccion porcentual en la TH-ir tras el tratamiento con DSP-4. Las barras
representan el promedio * la desviacién estandar de 24 secciones tefiidas. Ver la lista adjunta
para las abreviaturas.

De manera similar, hemos encontrado una densa DBH-ir en todo el CI en los
animales controles (Figura 32 A). La parte caudal presentd los mayores niveles de
inmunomarcaje, principalmente la CDCI y el NCCI. Las fibras estaban dispuestas
uniformemente en el Cl y no habia tampoco diferencia significativa en la distribucion
de éstas a lo largo de las distintas subdivisiones (p < 0,05). Sin embargo, la reduccién en

las fibras marcadas con DBH que mostraron los animales tratados con DSP-4 fue
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extremadamente severa (Figura 32 B). El descenso de la DBH-ir tuvo lugar en toda la
extension caudo-rostral del Cl y sus subdivisiones, con pérdidas de inmunotincion del
89% al 97% (para todos los casos, p < 0,01) (Figura32 C, D y E).
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Figura 32. Efectos de la administracién de DSP-4 en la inmunorreactividad para DBH
dentro del coliculo inferior.

Representacion de la DBH-ir en el ClI desde la parte caudal hasta la rostral. A: dibujos de la
DBH-ir en animales controles. B: dibujos de la DBH-ir en animales tratados con DSP-4.
Nétese como la inmunorreactividad casi ha desaparecido en los animales tratados comparados
con los controles. C: cuantificacion de la distribucion de la DBH-ir en animales controles a
diferentes niveles rostrocaudales y subdivisiones. D: cuantificacion de la distribucion de la
DBH-ir en animales tratados con DSP-4 a diferentes niveles rostrocaudales y subdivisiones. E:
reduccion porcentual en la DBH-ir tras el tratamiento con DSP-4. Las barras representan el
promedio + la desviacién estandar de 24 secciones tefiidas. Ver la lista adjunta para las
abreviaturas.
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Basados en estos datos, concluimos que el DSP-4 suprime la mayoria de las

fibras noradrenérgicas en el Cl, dejando s6lo unas pocas fibras esparcidas por las

diferentes subdivisiones del Cl y en la comisura intercolicular.

3.4 Estudios de HPLC.

De los metabolitos catecolaminérgicos, ni el compuesto HVA, ni el compuesto

VMA fueron encontrados en las ratas machos o hembras en ninguna de las condiciones

(controles o tratados con DSP-4) (Figura 33), mientras que las aminas DOPA, DA y NA

y los acidos carboxilicos DOPAC y MHPG, fueron encontrados en todas o en algunas

de las seis regiones cerebrales estudiadas (Figura 33). En relacion a los controles, en las

ratas machos tratados encontramos un descenso en la cantidad de NA en la raiz coclear,

ademas de un aumento de su metabolito, MHPG.

Figura 33. Datos obtenidos en la
espectrometria de masas.

Datos de una de las muestras
analizadas por HPLC-MS. Vemos
que los compuestos detectados han
sido las aminas NA, DA y DOPA;
y los &cidos carboxilicos MHPG y
DOPAC; ademas de los
estandares internos DHBA vy
HPAA. Ver lista adjunta para las
abreviaturas.

Por el contrario, en la raiz coclear de las hembras tratadas con DSP-4

encontramos un aumento de NA de alrededor de un 50% comparadas con las controles y
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un descenso en su metabolito MHPG (Figura 34 B). En el resto de las regiones
estudiadas en el grupo de hembras tratadas, el tronco del encéfalo, el coliculo inferior, el
cerebelo, la corteza prefrontal y el bulbo olfatorio se aprecia un descenso tanto en la
NA, como en su metabolito MHPG y un aumento en la DA —sustrato de la NA- (Figura
34 B).

En general, los animales de ambos sexos al ser tratados con DSP-4 experimentan
una reduccion de NA y su metabolito MHPG en la mayoria de las regiones cerebrales
estudiadas, mientras que se da un incremento pronunciado en los precursores de NA:
DAy DOPA (Figura 34).
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3.5 Estudios de modificacion de la capacidad sensoriomotora.

En el dia previo al tratamiento (Dia 0), a todos los animales se les evalud el
RAS. En ese momento ya se observa una pequefia diferencia en la amplitud del reflejo
de sobresalto entre sexos, siendo las ratas machos las que presentaban una mayor
amplitud de respuesta, aunque sin diferencias significativas (Figura 35 A). En el dia 7
post-tratamiento, la amplitud del reflejo de sobresalto en todos los grupos tendio a
descender, aunque sin presentar diferencias significativas en relacion al primer dia. Esta
reduccion fue mas pronunciada en las ratas hembras tratadas que en las controles, sin
embargo en los machos se observé el fendmeno inverso (Figura 35 A). En el dia 14
post-tratamiento con DSP-4, coincidiendo con los mayores niveles de deplecion del
sistema noradrenérgico coertleo en los nacleos del tronco del encéfalo, la amplitud del
RAS se mantuvo con valores menores que al inicio en todos los grupos excepto en el de
los machos tratados con DSP-4, donde el valor de amplitud se disparé (t = -2,579; df =
77; p=0,016) (Figura 35).

A’50 [ U ' Figura 35. Representacion
del Reflejo auditivo de
- Hembras Controles * sobresalto:  amplitud vy
650 |- == Hembras Tratadas DSP-4 latencia.
A: gréfica de progresion a
lo largo del tiempo (dia 0, 7
y 14) de la amplitud del
RAS en todos los grupos. B:
grafica de progresion a lo
largo del tiempo (dia 0, 7 y
14) de la latencia del RAS
en todos los grupos. Nétese
DiA 0 DIA 7 DIA 14 la gran diferencia entre
SEexos.
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Con respecto a la latencia del RAS, hemos observado que existe una clara
diferencia en ambos géneros: las hembras (ya sean controles o tratadas con DSP-4)
presentan una latencia mas corta que los machos controles o tratados (Figura 35 B). No
existe diferencia estadistica entre la condicion de ser tratado con el neurotoxico o no,
pero si una clara diferencia debida al sexo (t =-2,186; df = 77; p = 0,011) (Figura 35 B).

Por otro lado, hubo un grado diferente de inhibicion en las respuesta de
sobresalto en todas las ratas en el dia O (previo a ningun tratamiento) dependiendo del
ISI (desde ~45% a ~60%) (Figura 36 A). Ambos sexos mostraron la maxima inhibicién
cuando el ISI =50 ms (Figura 36 A, C y D). Con el paso de las sesiones, todas las ratas
presentaron unos mayores niveles de inhibicion del reflejo. En el dia 14 post-
tratamiento, las ratas machos tratadas con DSP-4 mostraron una PPI similar a los
valores de los controles para los ISIs mas cortos (25, 50 y 100 ms). Sin embargo,
cuando el ISI = 150 ms, las ratas machos del grupo de tratamiento con DSP-4
obtuvieron una menor PPI que los controles (t = -2,148; df = 74; p = 0,034) (Figura 36
C). Por el contrario, son las ratas hembra tratadas con DSP-4 las que obtuvieron una
mayor PPI que las controles (t = -2,226; df = 82; p = 0,029) en los estimulos de mayor
duracion de ISI (Figura 36 D). Ademas, para los ISIs mas cortos, la PPI fue mayor en
las ratas hembra tratadas con DSP-4 que en las controles (para ISI = 25 ms; t = -2,324;
df =82; p = 0,036); y cuando el ISI =50 ms (t = -2,217; df = 82; p = 0,041) (Figura 36
D). Como hemos dicho, el efecto de deplecion del DSP-4 sobre el sistema
noradrenérgico en el dia 14 post-tratamiento es el mayor y sorprendentemente es en este
punto donde los valores de la PPI en todos los ISIs tienden a homogeneizarse entre
sexos, no existiendo las tipicas diferencias significativas entre machos y hembras
(Figura 36 B).
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Figura 36. Inhibicion por un estimulo previo: valores seguin el intervalo entre estimulos.

A: representacion grafica de la PPl en machos y hembras en el dia previo al tratamiento. B:
representacion gréfica de la PPl en ambos sexos a los 14 dias post-inyeccion de DSP-4. Notese
como han desaparecido las diferencias intersexuales tipicas del dia 0 (en A). C: representacion
grafica de la PPl en machos controles en el dia 0, 14 y machos tratados. D: representacion
gréfica de la PPI en hembras controles en el dia 0, 14 y hembras tratadas. Notese la diferencia
en la PPI obtenida del dia 14 entre machos y hembras (B, C y D), la inhibicién se produce de
manera diferente segun el sexo.

En relacién con la latencia de la PPI, no hubo una diferencia significativa ni
entre el sexo (machos vs. hembras), ni entre la condicion (controles vs. tratados con
DSP-4), ni entre el dia de medicion (dia 0 vs. dia 7 vs. dia 14) (Figura 37). Las ratas
hembras tendieron en general a presentar latencias menores, pero no eran significativos,
al igual que en las ratas machos controles en los que las latencias para los ISIs cortos
(50 ms) tendieron a aumentar a lo largo de las sesiones (Figura 37).
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4. DISCUSION






En este trabajo, hemos analizado la estructura anatomica del LC y las diferencias
existentes entre el numero de células segun el sexo, lo que sugiere un dimorfismo sexual
en este ndcleo. Mediante la inyeccion de trazadores, hemos demostrado ademas que el
NRC recibe una proyeccion noradrenérgica desde el LC. Esta proyeccion se confirma
con los resultados de inmunotincion para las diferentes enzimas que participan en la ruta
de biosintesis de catecolaminas, con la presencia de diferentes receptores
noradrenérgicos en la region y por la expresion génica de los diferentes ADRs. La
naturaleza neuroquimica de las proyecciones del LC descritas es noradrenergica, dado
que TH y DBH colocalizan con las fibras del LC marcadas con el trazador BDA.

Nuestros hallazgos también describen una proyeccién directa desde el LC al Cl,
principalmente ipsilateral, que alcanza la CDCI, la CLCI y la comisura del coliculo
inferior. En concordancia con estos resultados, estudios previos mostraron que la
proyeccion desde el LC a regiones rostrales, como nucleos somatosensoriales, son
tambien ipsilaterales (Simpson y cols., 1997). Nuestros resultados también mostraron
fibras marcadas con TH solamente, o fibras marcadas con TH y DBH a la vez, en el Cl,
lo que concuerda con el trabajo de Tong y cols., (2005).

En los animales tratados con DSP-4, aunque la inmunorreactividad para la DBH
se redujo drasticamente, la inmunorreactividad para la TH no fue totalmente eliminada,
lo que indica la presencia de una fuerte inervacion dopaminérgica dentro del CI. Estos
datos muestran que ambos sistemas catecolaminérgicos (dopaminérgico y
noradrenérgico) estan presentes en el Cl. La fuente de esta inervacion dopaminérgica
puede venir desde la sustancia negra (Garcia-Munoz cols., 1982; Takada cols., 1987;
Kemel cols., 1988; Yasui cols., 1991; Deniau and Chevalier, 1992; Moriizumi cols.,
1992; Yasui cols., 1995; Richards cols., 1997).

Los resultados de este trabajo muestran que tanto el RAS como la PPI
experimentan cambios dependiendo del sexo y del tratamiento con DSP-4. Las mayores
diferencias ocurren a los 14 dias post-tratamiento, cuando el DSP-4 promueve la
maxima deplecion noradrenérgica. Las latencias no experimentaron una gran variacion
por el DSP-4, ni la latencia del RAS ni las de la PPI.
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4.1 Consideraciones técnicas.

4.1.1 Trazadores neuronales.

La utilizacion de trazadores neuronales es una herramienta de investigacion
fundamental en este trabajo. Actualmente, existen muchas sustancias con las
propiedades necesarias para ser consideradas como trazadores neuronales (Kobbert y
cols., 2000). Los trazadores neuronales pueden ser clasificados de muchas formas, por
ejemplo, siguiendo criterios funcionales se dividen en dos grandes grupos: trazadores
anterdgrados y trazadores retrogrados. Los anterdgrados son aquellos que después de ser
captados por las dendritas y por el cuerpo celular de las neuronas y transportados a los
terminales axonicos. Los trazadores retrogrados, por su parte, son aquellos que después
de ser captados por los terminales axdnicos de las neuronas, son transportados en
direccion al soma y a las dendritas.

La eleccion del FG como trazador retrogrado se debe a las excelentes
propiedades de poder rellenar el cuerpo celular y a la estabilidad observada en el trazado
de varias vias neuronales (Richmond y cols., 1994; Novikova y cols., 1997;
Puigdellivol-Sanchez y cols., 1998; Naumann y cols., 2000; Choi y cols., 2002).

La inyeccion de FG en la raiz coclear fue realizada utilizando un angulo positivo
(en direccion al movimiento de las agujas del reloj). De esta forma, la micropipeta
penetro en el encéfalo en posicion caudal al lugar de inyeccion, a través del cerebelo.
Ademas, el trayecto de la micropipeta pas6 caudalmente al seno venoso transverso de la
duramadre, evitando su ruptura y disminuyendo la posibilidad de hemorragia durante o
después de la cirugia.

Con el empleo del FG, pretendiamos dilucidar donde y como se distribuyen los
somas de las neuronas cuyos axones o colaterales axdnicos terminan o atraviesan el
lugar de inyeccion. En otras regiones del sistema nervioso, este aspecto es mucho mas
complejo, pues en el lugar de inyeccién pueden existir fibras nerviosas de paso con
origenes diversos y parcialmente desconocidos. En nuestro caso, la raiz del nervio
coclear es una region relativamente aislada, en la cual solamente existen el NRC y las
siguientes fibras de paso:

e Fibras del nervio coclear, que terminan en los nucleos cocleares ipsilaterales

(Lorente de NG, 1926, 1933b, a).
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o Fibras olivococleares laterales y mediales (sistema eferente auditivo), que tienen
su origen en algunas neuronas de alrededor del ndcleo olivar superior lateral
(neuronas de la concha), en el propio nicleo olivar superior lateral y en el nlcleo
ventral del cuerpo trapezoide (White y Warr, 1983; Vetter y Mugnaini, 1992).

e Fibras vestibulares aferentes y eferentes. Las fibras aferentes primarias
vestibulares se destinan a los nucleos vestibulares y al cerebelo ipsilaterlamente
(Strutz, 1982a, b; Strutz y Schmidt, 1982). En roedores, las neuronas eferentes
vestibulares se localizan en el puente, lateral y dorsalmente a la rodilla del
nervio facial de ambos lados (Strutz, 1982b; White y Warr, 1983).

e Fibras de las neuronas de la raiz coclear, que son extraordinariamente gruesas y
se distribuyen fundamentalmente en centros neuronales de integracién sensorio-
motora del tronco del encéfalo (Merchan y cols., 1988; L6pez y cols., 1999).

e Fibras aferentes a las neuronas de la raiz coclear (como por ejemplo aquellas
fibras que provienen del LC), cuyo origen forma parte de nuestro estudio de

investigacion.

El FG es un trazador autofluorescente que puede ser captado por las neuronas y
transportado por medio de flujo axonal retrogrado y acumulado en el pericario
(Schmued y Fallon, 1986). Aungue el FG sea un trazador autofluorescente y no necesite
de ningun tratamiento para su observacion en las secciones del encéfalo, existen
anticuerpos comerciales contra el FG que permiten la realizacion de un protocolo de
inmunohistoquimica para su deteccién. Este proceso adicional se justifica por el
aumento de la sensibilidad y de la estabilizacion de la marcacion retrograda obtenida,
ademas de permitir el estudio del material en el microscopio dptico convencional por
tiempo indeterminado (Chang y cols., 1990; Nodal y L6pez, 2003).

Por otro lado, el BDA es un trazador bidireccional, fundamentalmente
anterégrado. Fue introducido en los experimentos para trazar las vias neuronales en la
década de los 90 (Brandt y Apkarian, 1992; Veenman y cols., 1992) tras la utilizacion
con éxito del dextrano conjugado a rodamina como trazador neuronal anterdgrado
(Schmued y cols., 1990; Schmued y Heimer, 1990). La eleccion del BDA para el mapeo
de las eferencias del LC se basé en la revision de los trabajos que habian empleado este
trazador con esta finalidad (Lee y cols., 1996; Lépez y cols., 1999; Nodal y Lopez,
2003). Nuestros experimentos confirman la proyeccion del LC en los NRC
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(experimentos de BDA) y la aferencia en los NRC de fibras procedentes del LC
(experimentos de FG). Por lo tanto, afirmamos con rotundidad que el LC envia
proyecciones a los NRC y por tanto podria estar contribuyendo a la modulacion del

circuito de sobresalto.

4.1.2 Estimacién del nimero de neuronas del LC.

Aunque este estudio no utiliza un método estereoldgico en sentido estricto, el
método de contar neuronas positivamente marcadas contra DBH ademés del contaje
celular en las tinciones de Nissl con Neurolicida ha sido verificado como un medio
adecuado para establecer una estimacion correcta del nimero de células (Hedreen,
1998). Este mismo acercamiento metodoldgico ha sido usado en otros estudios (Wrenn
y cols., 1996) con el objetivo de contar el nimero de neuronas del LC tras lesién
neurotoxica con DBH-saporina.

4.1.3 Técnicas de Biologia Molecular.

Los controles de los métodos cientificos son fundamentales para asegurar la
exactitud de los resultados obtenidos. Asi, en las técnicas de Biologia Molecular, que
proporconan gran cantidad de datos de forma automatizada, se exigen controles muy
buenos y fiables para las diferentes etapas del protocolo.

La calidad del RNA extraido y purificado se evalu6 a través de un bioanalizador
que reconoce la integridad de las bandas 18S y 28S del rRNA y también el nimero de
integridad del RNA (RIN), correspondiendo el 0 a un RNA totalmente degradado vy el
10 a un RNA completamente intacto. Para todas las PCRs, sélo hemos usado aquellas
muestras que presentaran un RIN mayor a 7,5, aunque la gran mayoria se encontraban
en torno a 8,0.

Con la misma finalidad de control de la técnica, se obtuvieron los valores del Ct
para cada gen. Después de la eliminacién de los valores atipicos, los datos brutos de
fluorescencia se utilizaron para determinar la eficiencia de la amplificacion PCR. Todas
las amplificaciones tuvieron un valor de eficiencia de PCR de 1,90-2,10; los valores de

eficiencia cercanos a 2,0 indican la mayor eficiencia en la amplificacion.
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4.1.4 Técnicas inmunohistoguimicas.

En todos nuestros experimentos de inmunohistoquimica, la omision del
anticuerpo primario (control negativo) no origind la tincion de las secciones. Este
control certifica que la cascada de anticuerpo secundario, complejo ABC y cromdgeno
no generaban inmunotincidn inespecifica. Los anticuerpos especificos para los ADRs
al, a2A y B2, ad como para otros receptores acoplados a proteinas G, distinguen entre
ligando unido y receptores no unidos debido a la union preferentemente hacia el estado
de activacion de los epitopos amino-terminales sensibles, expuestos a la presencia de

agonistas para dichos receptores (Gupta y cols., 2007).

4.2 Organizacion anatémica del LC.

La organizacion anatomica del LC como la describimos en este trabajo es
consistente con los estudios clasicos puramente descriptivos, en los que se usaron
métodos inmunohistoquimicos, citoarquitecténicos y de Golgi para evaluar la
organizacion celular del LC (Swanson, 1976; Shimizu y cols., 1978; Shimizu y cols.,
1979). El concepto de “dimorfismo sexual” para el LC no es novedoso, habiendo sido
descrito anteriormente (Bangasser y cols., 2011; Pinos y cols., 2001). Las dendritas del
LC en ratas hembras se extienden a la region del peri-LC, cubriendo un area
significativamente mayor, con mayor densidad dendritica, poseen mayor numero de
contactos sinapticos y presentan un patron de ramificacion mas complejo (son mas
largos y con mayor arborizacion) que en los machos (Bangasser y cols., 2011). Esta
mayor extension y complejidad dendritica observada en las hembras predice una mayor
probabilidad de comunicacion con los diversos aferentes que terminan en la region peri-
LC (Bangasser y cols., 2011). Con respecto a la ontogenia, se ha descrito un incremento
continuo en el nimero de neuronas en el LC tras el nacimiento, que en los machos par6
en P45, y en las hembras no se detuvo hasta P60 (Pinos y cols., 2001). Esos hallazgos
apuntaron la existencia de diferentes patrones de desarrollo en machos y hembras que
podrian sugerir que las diferencias sexuales pueden estar establecidas por el hecho de
presentan un periodo diferente de neurogénesis en ambos sexos en la etapa post-puberal.

Nuestro estudio confirma que el LC es una estructura sexualmente dimorfica y afiade
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que el nimero de perfiles neuronales del LC también es mayor en las ratas hembras que

en las ratas machos.

4.2.1 Inervacion noradrenérgica del Cl.

La inervacion noradrenérgica del Cl ha sido estudiada ampliamente (Swanson y
Hartman, 1975; Levitt y Moore, 1979; Olazabal y Moore, 1989; Fritschy y Grzanna,
1990); sin embargo, la distribucion subnuclear de las inervaciones catecolaminérgicas
en el ClI no fue caracterizada. Kromer y Moore (1980) describieron que las fibras
inmunorreactivas para DBH presentaban un patrén difuso en todas las subdivisiones del
Cl, mientras que otros autores (Klepper y Herbert, 1991) utilizando técnicas de marcado
inmunohistoquimicos para DBH y estudios de trazador retrdgrado tras inyecciones en el
Cl, especificaron que existe claramente una distribucion de las fibras noradrenérgicas
en el Cl en regiones especificas.

Segin fue descrito previamente (Klepper y Herbert (1991), la inervacion
noradrenérgica del Cl proviene del LC; son proyecciones bilaterales, con predominancia
(2/1) hacia el lado ipsilateral. Sin embargo, el campo de proyeccion de la inervacion del
LC hacia el CI no habia sido estudiado en detalle. Fritschy y Grazna (1990) han descrito
axones del LC, marcados con lectina Phaseolus vulgaris leucoaglutinina en
combinacién con inmunohistoquimica para DBH, que discurrian bilateralmente dentro
de los coliculos inferiores distribuyéndose en parche dentro de los nucleos sensoriales.
Otros autores encontraron muy pocas fibras marcadas con BDA en el CI tras
inyecciones en el LC, con pequefias diferencias entre los lados ipsi- y contralateral
(Mulders 'y Robertson, 2001). Nuestros experimentos con trazador anterogrado
verificaron que la proyeccion LC-CI es principalmente ipsilateral, analizando ademas, la
distribucion topografica de esta proyeccion en toda la extension rostrocaudal del Cly en

sus subdivisiones.

El LC es un nacleo con una extension rostrocaudal considerablemente grande y
ha sido descrito como un ndcleo con una poblacion neuronal heterogénea,
diferenciandose sus proyecciones en consonancia a criterios topograficos: axones que se
dirigen al prosencéfalo y axones que se dirigen a la médula espinal (Mason y Fibiger,
1979; Grzanna y Molliver, 1980; Nagai y cols., 1981; Loughlin y cols., 1986). Las
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contribuciones de cada tipo neuronal en una red eferente amplia se presentan con mucho
detalle en esos estudios, sin embargo no se da una descripcion de las proyecciones al Cl.

En nuestro estudio, hemos inyectado un trazador anterégrado restringido a
diferentes regiones del LC para evitar el esparcimiento hacia los nucleos adyacentes, los
cuales también proyectan al Cl (como por ejemplo el LDTg) (Simpson y cols., 1997).
Debido al pequefio tamafio de las zonas de inyeccién de BDA, s6lo una fraccion de
todas las neuronas del LC fue marcada en cada caso, dando como resultado un marcaje
axonal poco denso. Por ello, para determinar el campo total de inervacion del LC en el
ClI, hemos destruido las neuronas del LC y sus fibras usando una neurotoxina altamente
selectiva, el DSP-4, y, a partir de aqui estudiamos la distribucién y la densidad de los
axones inmunomarcados con TH y DBH en el Cl. La administracion de DSP-4 induce
la degeneracion noradrenérgica, afectando exclusivamente a las fibras noradrenérgicas
originadas en el LC (Fritschy y Grzanna, 1989; Grzanna y cols., 1989; Fritschy y cols.,
1991). Los andlisis densitométricos de la TH-ir y la DBH-ir a lo largo de todo el Cl en
los animales tratados con DSP-4 y en controles, nos proporciond una informacion muy
valiosa en lo que concierne a la distribucion topografica y a la extension total de la red
eferente del LC en el CI.

Tras el tratamiento con DSP-4, encontramos una pérdida de fibras
inmunorreactivas para TH en las cortezas dorsal y lateral del Cl y ademas, una pérdida
de casi todas las fibras inmunorreactivas para DBH. Unas pocas fibras DBH-ir no
fueron eliminadas y que pueden tener su origen en las pocas neuronas noradrenérgicas
que estan distribuidas en el CI. Fritschy y Grzanna (1989) constataron la existencia de
dos sistemas distintos de fibras noradrenérgicas en el CI: el sistema noradrenérgico que
proviene del LC (coeruleo) y el que no proviene el LC (no-coertleo). Nuestros
resultados sugieren que las fuentes de NA que provienen de estructuras diferentes al LC
son mucho mas escasas ya que la mayor pérdida de fibras corresponde a las que
provienen del LC. Por tanto, nuestro estudio verifico que el sistema del LC es la mayor
fuente de NA en el CI, e indico que las fibras estan distribuidas indistintamente en las

areas dorsal y lateral del Cl y en la comisura intercolicular, principalmente.
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4.2.2 Efectos de la pérdida de inervacién noradrenérgica provocada
por DSP-4.

La administracién de DSP-4 en ratas causa una pérdida del patron de ritmo de
miccion diurno y un gran incremento en el volumen de vaciado y en la ingesta de agua,
todos ellos debidos a cambios en la actividad de la tirosina hidroxilasa (Ranson y cols.,
2003).

Varias investigaciones afirmaron que los efectos neurotéxicos del DSP-4 no son
uniformes en todas las regiones del tronco del encéfalo, ni tampoco en el prosencéfalo
(Fritschy y Grzanna, 1989; Grzanna y cols., 1989; Fritschy y cols., 1991; Szot y cols.,
2010). La reduccién en los niveles noradrenérgicos y la pérdida de las diferentes
subunidades de los ADRs son més pronunciadas en las regiones inervadas por el LC
que las que lo son por otras células noradrenérgicas no-coeruleas (Fritschy y Grzanna,
1989). Se ha sugerido una absoluta especificidad del compuesto por los axones del LC
(Jonsson y cols., 1981; Jonsson y cols., 1982; Grzanna y cols., 1989), aunque otras
regiones también se ven comprometidas a un nivel mucho menor. En base a estos
resultados se han establecido dos subsistemas noradrenérgicos diferentes, axones del LC
y axones no coeruleos, que difieren no solo en las areas de proyeccion, sino también en
las propiedades farmacoldgicas de los terminales axénicos (Fritschy y Grzanna, 1989).

Esa profunda diferencia de sensibilidad por los axones noradrenérgicos
coeruleos del DSP-4 es debida a las diferencias que existen en la morfologia y en la
topografia de sus proyecciones. Se supone que el tratamiento con DSP-4 no destruye
directamente los terminales noradrenérgicos, sino que la supresion podria ser debida al
resultado de un dafio intraneuronal y la consecuente deplecion de noradrenalina dentro
de los terminales sinapticos (Booze y cols., 1988). También es interesante remarcar que
los marcadores noradrenérgicos quedan alterados transitoriamente y que todos estos
cambios ocurren sin una pérdida per se de neuronas noradrenérgicas del LC, indicando
gue el DSP-4 no es una neurotoxina para las neuronas del LC en la rata. El DSP-4 debe
ser caracterizado como un compuesto que tiene efectos localizados en las proteinas de
los terminales noradrenérgicos de las ratas (Szot y cols., 2010).

Todos los datos previos publicados relacionados con cambios en los marcadores
noradrenérgicos en las regiones terminales tras el tratamiento con DSP-4 fueron

realizados sin evaluar los cambios concomitantes en los cuerpos celulares de las
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neuronas del LC, mientras que nuestro trabajo puede conectar los cambios medidos en
la regién del tronco del encéfalo con las neuronas noradrenérgicas del LC. Por tanto,
este es el primer estudio exhaustivo de los efectos del DSP-4 en el sistema nervioso
noradrenérgico en los terminales del tronco del encéfalo principalmente, y en las
neuronas del LC de ratas. Nuestros resultados coinciden con trabajos publicados
previamente en los que también se usa DSP-4, en los que se observa una peérdida
significativa de neuronas noradrenérgicas marcadas y cuya maxima deplecidon se
observa a las dos semanas tras la administracion del compuesto (Grzanna y cols., 1989;
Fritschy y cols., 1991; Zhang y cols., 1995).

El presente analisis exhaustivo sobre los efectos del DSP-4 en los marcadores
noradrenérgicos del cerebro, con la evaluacion de las neuronas noradrenérgicas del LC,
indica la importancia de la medicion de maltiples marcadores noradrenérgicos en varias
regiones cerebrales para verificar la selectividad de la lesion, como se muestra en
nuestros resultados de HPLC. Otros grupos (Logue y cols., 1985) también han estudiado
los efectos del DSP-4 sobre los metabolitos noradrenérgicos del cerebro de la rata y su
recaptacion en seis regiones cerebrales diferentes: corteza, hipocampo, cerebelo, tronco
del encefalo, hipotalamo y LC. La administracion de una dosis de 50 mg/kg disminuy0
significativamente los niveles de noradrenalina en todas las regiones observadas.
Aparentemente, las mayores reducciones fueron encontradas en la corteza (~86%) y en
el hipocampo (~91%). Dosis mas bajas no provocaron un decremento en los niveles
noradrenérgicos en esas regiones, excepto en el cerebelo. Los niveles del metabolito de
NA (MHPG) se redujeron paralelamente a los niveles noradrenérgicos, excepto en el
tronco del encéfalo (Logue y cols., 1985). Igualmente, nuestros resultados muestran una
reduccion de NA y su metabolito en ambos sexos tratados con DSP-4, mientras que se
da un incremento en los precursores de NA: DOPA y DA. Hasta cierto punto, los
nacleos cuyos aferentes noradrenérgicos han sido eliminados por la accion del DSP-4
intentan poner en marcha las vias de sintesis de catecolaminas para compensar la
pérdida de NA.

En nuestros casos no hemos encontrado ni el metabolito de dopamina, HVA, ni
el metabolito de noradrenalina, VMA. Esto puede ser debido al protocolo de extraccién
empleado 0 a nuestro proceso de deteccion de metabolitos por espectrometria de masas,
aunque tampoco existen evidencias en la literatura de la presencia de HVA 6 VMA en

las regiones cerebrales estudiadas.
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Uno de los datos mas sorprendentes extraido de los andlisis de HPLC, fue el
aumento de NA en la raiz coclear de las hembras tratadas con DSP-4, cuando
esperdbamos un descenso. Pensamos que debido a la pérdida noradrenérgica coerulea
mayor en hembras que en machos (el niUmero de neuronas en el LC de las hembras es
mayor) se podria dar una hipercompensacion por parte de otras fuentes noradrenérgicas,
como del grupo celular A5. Sabemos que los efectos de los neurotransmisores se
pueden alterar cambiando sus concentraciones efectivas o bien el nimero de receptores.
Las concentraciones de neurotransmisores se pueden modificar:

-Cambiando la velocidad de sintesis.

-Alterando la velocidad de liberacion en las sinapsis.

-Bloqueando la recaptacion (por ejemplo, la cocaina y las anfetaminas la
bloquean y provocan la liberacion de catecolaminas en la hendidura sinaptica).

-Bloqueando la degradacion (los inhibidores de la MAO previenen el
catabolismo de las catecolaminas, por lo que aumentan las concentraciones de éstas en

las sinapsis, e incrementan la accion de los transmisores).

En esa linea argumental, hay trabajos que describen que ciertos inhibidores de la
MAO protegen el sistema nervioso de la accion del DSP-4 (Finnegan y cols., 1987,
Gibson y cols., 1987; Fornai y cols., 2001; Haberle y cols., 2002).

Los cambios en el numero de receptores pueden estar implicados en las
adaptaciones a largo plazo de los farmacos administrados, por lo que el DSP-4 podria
estar dando lugar a diferentes efectos moduladores dependiendo del sexo. En este punto
se abre una linea de investigacion interesante que necesitaria de mas experimentos para
evaluar cuales son exactamente los mecanismos compensadores cuando se da la

deplecion noradrenérgica coerllea por DSP-4.

4.2.3 Papel de los diferentes receptores noradrenérgicos.

Los ADRs participan en el comienzo o el mantenimiento de varios estados
patolégicos como la hipertension, la disfuncion cardiaca (insuficiencia cardiaca
congestiva, isquemia y arritmias), diabetes, glaucoma, depresion e impotencia.

Los subtipos de ADRs al se encuentran en una amplia variedad de tejidos y se

ha demostrado que estan involucrados en la regulacion de la presion sanguinea a través
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de cambios en el tono vascular y en el trabajo cardiaco. Los efectos en la contraccion
uterina, el metabolismo hepatico de la glucosa, la proteina heat-shock 70, la expresion
de protooncogenes y la mitogénesis han sido relacionados a la activacion del ADRu1.
Los diferentes subtipos de ADRs al son receptores post-sindpticos (Cooper y cols.,
2003); la NA puede incrementar los niveles de la dxido nitrico sintasa en el sistema
nervioso central por la activacion del ADRal, el cual puede suprimir indirectamente la
liberacion de la hormona luteinizante, los androgenos, el estrdgeno y la progesterona
(Dong y cols., 1999; Vicentic y cols., 2002). Todos estos datos crean una base de
conocimientos para la explicacion de las diferentes respuestas encontradas en los tests
del RAS relacionadas con el dimorfismo sexual.

Contrariamente, los subtipos de ADRs 02 eén localizados como autoceptores
pre-sinapticos y receptores post-sindpticos en las dendritas o en los terminales axdénicos
(Cooper y cols., 2003). Los diferentes subtipos de ADRs a2 inhiben a la adenilato
ciclasa, suprimen a los canales de calcio dependientes de voltaje y activan a los canales
de potasio dependientes de ligando. La inhibicién de la adenilato ciclasa por los ADRs
a2 se realiza a través de su acoplamiento a los miembros de la superfamilia de proteinas
G de las clases Gjo. Estas, son un componente esencial de los circuitos neurales que
regulan la fisiologia cardiovascular. Ademas, en el rifion, los ADRs a2 regulan el
intercambio sodio/hidrogeno, aunque su papel adn tiene que ser determinado de forma
mas precisa (Kreiss y cols., 2004). E1 ADR o2A de 450 am#acidos es el  receptor
noradrnérgico mas expresado en el cerebro, bazo y rifién en humanos, y es un ortélogo
del ADR 02D expresado de forma similar en rata, fut y vaca (Guimar aes y Moura,
2001). La activacion del ADRa2A (a través de la subunidade alfa de las proteinas Giy)
inhibe la actividad de la adenilato ciclasa, incrementa el transporte de potasio, inhibe la
conductancia del calcio y estimula a la fosfolipasa A, (Brown, 1990; Jones y cols.,
1991). Nuestros resultados muestran una sobreexpresion de los subtipos de ADRsal en
los machos tratados con DSP-4 comparados con los controles y también una
sobreexpresion del subtipo a2A en las hembras tratadas con DSP -4 comparadas con las
controles.

Por otro lado, el ADR P2 &s ¢orto (418 aminoacidos) y se expresa
predominantemente en el cerebro, el pulmon y el corazon (Guimaraes y Moura, 2001).
El receptor f2 tamb£n puede provocar la acumulacion de cGMP vy la activacion de la
proteina cinasa G, a través del acoplamiento a la unidad alfa de Gj,, en algunos tipos
celulares (Li y cols., 2004). Nuestros resultados mostraron que los mayores cambios en
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la expresion génica de los ADRs fueron encontrados en los de tipo B, especialmente el
B1 (~140 veces méas expresado en las hembras tratadas con DSP-4 que en las controles)
y en el B3 (~10 veces mas expresado en los machos tratados que en los controles).

4.2.4 Implicaciones funcionales de la proyeccion del locus coeruleus

a los nucleos del reflejo de sobresalto.

Una de las consideraciones funcionales mas interesantes es la participacion del
LC en el circuito de modulacién del RAS (Adams y Geyer, 1981; Von Coelln y cols.,
2004) ya que el LC se activa tras estimulacion acustica o tactil, como se observa en
estudios de inmunotincidon para visualizar la proteina Fos (Palmer y Printz, 1998).
Ademas, el papel de las proyecciones noradrenérgicas desde el LC a los nucleos del
tronco del encéfalo que participan en el circuito del RAS parece tener una importancia
significativa para la inhibicion de la respuesta de sobresalto, especialmente cuando el
ISI entre el prepulso y el pulso es mayor (150 ms). Los ndcleos que participan en el
circuito de la PPI en el tronco del encéfalo han sido descritos en diversos trabajos
(Fendt y cols., 2001; Li y cols.,, 2009) Segun estos, los prepulsos sonoros que
desencadenan la PPI se retransmiten a traves del Cl. Tambien el coliculo superior es
importante para la PPl mediada por pre-estimulos auditivos, pero puede ser mas
importante para la PPl producida por prepulsos tactiles y visuales. En la PPI, la
activacion colicular es rapidamente transmitida a través del nucleo tegmental
pedunculopontino (PPTg) y en menor medida a traves del nucleo tegmental laterodorsal
(LDTg) y la sustancia negra, pars reticulada (SNR). La activacion transitoria de los
nucleos del cerebro medio por los estimulos de la PPI se convierten en inhibiciéon de
larga duracion por las neuronas gigantes del ndcleo reticular caudal del puente (PnC)
(Fendt y cols., 2001; Li y cols., 2009). El nucleo ventral del cuerpo trapezoide (VNTB)
también participa en el circuito de la PPI, proveyendo inputs inhibitorios al NRC
(Gomez-Nieto y cols., 2008).

Ademas de todas estas estructuras troncoencefalicas, con este estudio estamos
demostrando que el LC es también otro ndcleo importante en el circuito de la PPI. El
LC proporciona inputs noradrenérgicos a los ndcleos cocleares (Klepper y Herbert,
1991; Ebert, 1996; Thompson, 2003), al complejo olivar superior (Mulders y Robertson,
2005a), al nucleo de la raiz coclear (Gomez-Nieto y cols., 2008) y al coliculo inferior
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(Klepper y Herbert, 1991; Hormigo y cols., 2012). Presumiblemente, el LC esta jugando
un papel importante en la PPI por medio de la modulacion noradrenérgica de todos esos
nucleos troncoencefalicos. En machos, el LC parece que esta inhibiendo la amplitud de
la respuesta de sobresalto a través de su conexion con el NRC, como demuestran
nuestros resultados, ya que al carecer de inputs noradrenérgicos sobre las neuronas de la
raiz, hay un aumento muy significativo del RAS, pero esto mismo no ocurre de la
misma manera en las hembras, que mantienen la respuesta. EI LC también modula la
inhibicién de la respuesta de sobresalto por un estimulo previo en el paradigma
experimental de 1SIs de mayor duracion (150 ms), probablemente actuando a través del
circuito largo de la PPI, que involucra también al Cl. Esto se aprecia especialmente en
machos tratados, ya que al perder la inervacion noradrenérgica, se produce un
incremento en la PPI. Como hemos apuntado, en las hembras el LC al parecer no actua
sobre la amplitud del reflejo de sobresalto, pero si en la modulacion del mismo v,
ademas, de un modo diferente que en los machos: a través de una modulacién
noradrenérgica directa. La inervacion del LC al primer eslabon del circuito de
sobresalto provoca que las hembras presenten una menor inhibicion de la respuesta de
sobresalto durante el paradigma de ISIs cortos (25 y 50 ms), pues cuando se les priva
del sistema noradrenérgico coeruleo a través del tratamiento con DSP-4, la PPI ante ISls

cortos es mayor.
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Figura 38. Esquema bésico del circuito de la PPI.

Sustrato morfoldgico de la inhibicion del reflejo de sobresalto por un estimulo auditivo a través
de dos tipos de circuitos interrelacionados, dependiendo de los ISIs cortos o largos. ElI LC es
una estructura fundamental de modulacién de las dos vias: de la corta (flecha roja) a través de
los inputs noradrenérgicos sobre las neuronas de la raiz coclear y de la via larga (flecha
verde), a traves de la conexion con el CI.

Como las conexiones noradrenérgicas modulan el circuito del RAS no esta bien
definido, pues los efectos dependen del subtipo de receptor en el que actta la NA (Davis
y cols., 1989; Bylund, 1992; Wamsley y cols., 1992; Stevens y cols., 1994; Carasso y
cols., 1998; Sallinen y cols., 1998; Kable y cols., 2000). Este estudio proporciona las
primeras evidencias en esta linea. Sin embargo, se necesitan mas experimentos en
animales, como la administracién de diferentes agonistas y antagonistas farmacoldgicos
para activar o bloquear los diferentes ADRs, con el objetivo de clarificar el papel
especifico de cada subtipo de receptor, del LC en general y de la particular modulacién
noradrenérgica del circuito del RAS y la PPI. Estos experimentos farmacoldgicos
podrian arrojar luz sobre cémo la maquinaria celular interna regula las cascadas
bioquimicas implementadas por la activacion de los diferentes ADRs durante el test del
RAS.
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La deteccion de la novedad esta relacionada con el reconocimiento de entradas
(inputs) que difieren en algin aspecto de inputs previos. En todas las modalidades
sensoriales, una percepcion inesperada y novedosa es altamente efectiva para atraer y
centrar la atencion. EI Cl y el LC juegan un papel muy importante en la deteccion de la
novedad. ElI CI constituye un nucleo fundamental y altamente integrador para la
informacidn auditiva ascendente o descendente y también para procesos de informacion
multimodal, incluyendo sefales visuales (Cooper y Young, 1976; Elverland, 1978;
Morest y Oliver, 1984; Faye-Lund y Osen, 1985; Saldana y cols., 1996). Las neuronas
del CI responden selectivamente a sonidos novedosos y muestran adaptacion especifica
a estimulos (Perez-Gonzalez y cols., 2005; Malmierca y cols., 2009). De forma similar,
las neuronas del LC también integran informacion multimodal e incrementan su tasa de
disparo cuando se presentan estimulos novedosos (Foote y cols., 1980; Grant y cols.,
1988). Por tanto, ambos nucleos del tronco del encéfalo (el Cl y el LC) son esenciales
para provocar una respuesta orientada. Nuestro estudio demuestra la proyeccion
noradrenérgica desde el LC al Cl, lo que sugiere una correlacion funcional entre estos
dos nucleos. De hecho, las principales areas y patrones de proyeccion de las fibras del
LC dentro del CI son precisamente las mismas del Cl donde se localizan las neuronas
detectoras de la novedad (neuronas novelty).

En comparacion con las neuronas del nacleo central del CI, las neuronas de las
cortezas dorsal y lateral del Cl muestran una fuerte adaptacion especifica a estimulo,
que podria estar contribuyendo al andlisis de la escena auditiva, a la deteccion de la
novedad y a la atencion selectiva (Perez-Gonzalez y cols., 2005; Malmierca y cols.,
2009; Lumani y Zhang, 2010). Curiosamente, nuestros resultados mostraron que la
proyeccion noradrenérgica del LC es hacia a las cortezas dorsal y lateral del Cl y, en
menor media, al ndcleo central del CI.

Los moduladores como la noradrenalina pueden participar en la adaptacion
especifica a estimulos ya que bloquean los canales de Ca®* y Na* dependientes de
corrientes de K* (Foehring y cols., 1989). La adaptacion auditiva cortical en ratas
despiertas subyace, en parte, en las corrientes de K* (Abolafia y cols., 2011). Este hecho
sugiere que la proyeccion noradrenérgica LC-CI pudiera contribuir a la informacion que
esta poblacién de neuronas coliculares integra para la deteccion de la novedad.

Como hemos demostrado en el CI, el NRC y el complejo olivar superior también
reciben inputs noradrenérgicos desde el LC (Klepper y Herbert, 1991; Ebert, 1996;

Mulders y Robertson, 2001; Thompson, 2003). Por tanto, algunos de las estructuras mas
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importantes en el procesamiento de la informacion auditiva estan influenciados de

alguna forma por el neuromodulador noradrenalina.

En el contexto de la regulacion del comportamiento por noradrenalina, se sabe
que la activacion del sistema noradrenergico del LC incrementa los procesos de
atencion e influyen los circuitos en los que proyecta el LC relacionados con los estados
de excitacién, aprendizaje y memoria, alerta y vigilancia (Aston-Jones y cols., 1991;
Woodward y cols., 1991; Berridge y Waterhouse, 2003; Lapiz y Morilak, 2005). Esto
nos lleva a cuestionarnos como afecta el sistema noradrenérgico coertleo a la
percepcién auditiva y como se lleva a cabo el procesamiento auditivo ante diferentes
circunstancias comportamentales. En la deteccion de sefiales auditivas, un estudio
reciente muestra que la estimulacion del ADRo2 es muy efectiva para la precison y la
latencia de respuesta en animales no estresados (Brown y cols., 2012). Este hecho
sugiere que la noradrenalina no sélo induce el estado de excitacion para iniciar el
proceso de atencion, sino que también estd sugiriendo un papel mas especifico en la
discriminacion de sefiales auditivas con respecto a la ausencia de sefiales (Brown y
cols., 2012). Dado que la corteza del CI es particularmente rica en la presencia de ADRs
a2 (Probst y cols., 1984), es esencial conocer las zonas de proyeccion noradrenérgica
del LC dentro del CI. Nuestro estudio indica que el sistema noradrenérgico coeruleo
inerva principalmente hacia las porciones dorsal y lateral del Cl y demuestra que estas
proyecciones estan significativamente dafiadas tras la administracion de DSP-4. Estos
resultados pueden contribuir al disefio de nuevos experimentos centrados en el papel de
los ADRs del CI.

Como hemos demostrado, el LC proyecta al NRC, otro ndcleo troncoencefalico
que también procesa estimulos acusticos inesperados y media en la alerta auditiva y el
comportamiento de escape, (Lee y cols., 1996; Lopez y cols., 1999; Gomez-Nieto y
cols., 2008). EI NRC proyecta a su vez hacia las neuronas del nucleo motor del facial, el
cual promueve los movimientos de la oreja en roedores hacia la fuente de un sonido
grande e inesperado (Horta-Junior y cols., 2008) y también recibe inputs desde el Cl a
través de una via auditiva descendente corta que termina en el nacleo ventral del cuerpo
trapezoide (Gomez-Nieto y cols., 2008). Ya que el CI juega un papel en la inhibicién
binaural y es critico para la modulacion del RAS por estimulos auditivos (Fendt y cols.,

2001), resulta fundamental el estudio de las conexiones entre el Cl, el LC y el NRC.
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Uno de los mayores objetivos de este estudio fue re-examinar las proyecciones
del LC al CI en ratas controles y tratadas con DSP-4. Nuestros resultados demuestran
que la proyeccion noradrenérgica desde el LC al CI fue drasticamente dafiada tras la
administracion de DSP-4. Esto implica que el DSP-4 debe ser utilizado como una
herramienta muy importante para estudiar los roles funcionales de las proyecciones del
LC hacia los nucleos troncoencefalicos, como el ClI o el NRC, los cuales estan
relacionados con la deteccion de la novedad, la orientacién de la respuesta y los

comportamientos de alerta.

Por otro lado, varios tipos de estimulacién del LC, con electricidad por ejemplo,
puede incrementar la actividad de descarga neuronal espontanea y evocada por tono en
los nucleos cocleares, equivalente a una inyeccion iontoforética de NA (Ebert, 1996).
Podemos especular que este efecto puede ayudar a la mejora de la sensibilidad al
procesamiento acustico o a la reduccion del umbral para reflejos aclsticos de baja
latencia, como el RAS.

Por afnadidura, la NA se supone que también esta involucrada en la plasticidad
de los nucleos cocleares (Mavridis y cols., 1991; Marien y cols., 2004), la cual esta
asentada en el ambiente y también en experiencias previas. Algunos investigadores han
mostrado que la actividad de los nlcleos cocleares se modifica por el condicionamiento
(Harvey y cols., 1988; Woody y cols., 1992) y por las condiciones comportamentales
(May vy cols., 1998). De acuerdo con esto, los nucleos cocleares pueden ser por tanto
modulados por el sistema noradrenérgico, y ademas, la salida neural coclear puede ser
también modulada por neuronas noradrenérgicas (Mulders y Robertson, 2005b).

Eventualmente, podemos concluir que el LC juega un papel muy importante en
el circuito de la PPI a través de la estimulacion de los diferentes ADRs en varios
nacleos fundamentales del circuito de modulacién del reflejo acUstico. Este papel del
LC es también significativamente distinto dependiendo del sexo y esto podria explicar
las divergencias encontradas por género en los tests del RAS, como un reflejo de los

mecanismos de la capacidad sensoriomotora.
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PRIMERA
Hay una proyeccién eferente noradrenérgica del locus coeruleus hacia el nucleo de la
raiz coclear. La proyeccion es bilateral, aunque hay una fuerte preponderancia

ipsilateral.

SEGUNDA
Existe una proyeccion noradrenérgica directa desde el locus coeruleus al coliculo
inferior, en su mayor parte ipsilateral, distribuyéndose las fibras coeruleas en las

cortezas coliculares dorsal y lateral.

TERCERA

Existe un dimorfismo sexual anatomico en el locus coeruleus, presentando las hembras
un mayor nimero de neuronas que los machos. Este hecho influye en la presencia de
receptores noradrenérgicos en los nucleos que inerva, como la raiz del nervio coclear,

en la que la poblacién de receptores noradrenérgicos difiere dependiendo del sexo.

CUARTA
La administracion intraperitoneal de la neurotoxina DSP-4 provoca una deplecion casi
completa de las fibras noradrenérgicas en la regién de la raiz coclear y en el coliculo

inferior.

QUINTA
La eliminacion selectiva de las proyecciones del locus coeruleus proporciona una

herramienta eficaz para el estudio funcional de este nucleo.

SEXTA

El tratamiento con DSP-4 modifica el patrén de expresion génica de los receptores
noradrenérgicos en la raiz coclear; en los machos tratados, se incrementa la expresion de
todos los subtipos de receptores noradrenéergicos, mientras que en las hembras tratadas

la expresion es variable.
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SEPTIMA

El tratamiento con DSP-4 en ambos sexos provoca una reduccién de noradrenalina y su
metabolito 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol en la mayoria de las regiones cerebrales,
mientras que incrementa la presencia de sus precursores, dopamina Yy

dihidroxifenilalanina.

OCTAVA

La deplecion del sistema noradrenérgico coeruleo provoca la desaparicion de las
diferencias en los valores de la inhibicidn prepulso del reflejo auditivo de sobresalto que
existian entre machos y hembras, haciendo desaparecer el dimorfismo sexual funcional
en la PPI.

NOVENA

El locus coeruleus es una estructura fundamental en el circuito subyacente a la
inhibicién del reflejo auditivo de sobresalto por un estimulo previo, a través de los
inputs noradrenérgicos sobre las neuronas de la raiz coclear y a través de su conexion

con el coliculo inferior.
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