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Resumen

Los mecanismos de la plasticidad retiniana no se conocen del todo. La proteina
asociada al citoesqueleto regulada por actividad (Arc) desempeia un papel crucial
en la plasticidad neuronal, exhibiendo una regulacién espaciotemporal excepcional,
vinculada a la actividad neuronal en el cerebro. Sin embargo, la dinamica de la
expresion de la proteina Arc en la retina no se conoce. Comprender este proceso
podria identificar un actor clave subyacente a la plasticidad retiniana. Utilizando
técnicas inmunohistoquimicas en tejido deslipidificado (CLARITY) y Western Blot,
investigamos la expresion de la proteina Arc en la retina y su respuesta temporal a
la experiencia visual tras la privacion de luz. Encontramos que la proteina Arc esta
presente en la capa nuclear interna y en la capa de células ganglionares de la retina.
Tras la privacion de luz, la estimulacién visual indujo un aumento en los niveles de
proteina Arc en la retina, alcanzando un pico de expresion a las 2 h. Esto es
comparable a la dinamica de Arc en la corteza visual y otras regiones del SNC.
Nuestros resultados respaldan la participaciéon de Arc en la regulacién de la
plasticidad sinaptica dependiente de la experiencia en la retina. Este conocimiento
tiene el potencial de contribuir significativamente a nuestra comprension tanto de la

funcidn retiniana fisioldgica como patolégica.



Abstract

The mechanisms of retinal plasticity are still unknown. The activity-regulated
cytoskeleton-associated protein (Arc) plays a crucial role in neural plasticity,
exhibiting exceptional spatiotemporal regulation linked to neuronal activity in the
brain. However, the dynamics of Arc protein expression in the retina remain
unknown. Understanding this process could identify a key player underlying retinal
plasticity. Using immunohistochemical techniques on delipidated tissue (CLARITY)
and Western Blot analysis, we investigated Arc protein expression in the retina and
its temporal response to visual experience following light deprivation. We found that
Arc protein is present in the inner nuclear layer and the retinal ganglion cell layer.
Following light deprivation, visual experience induced an increase in Arc protein
levels in the retina, reaching a peak of expression at 2 hours. This is comparable to
Arc dynamics in the visual cortex and other regions of the CNS. Our results support
the involvement of Arc in the experience-dependent regulation of synaptic plasticity
in the retina. This knowledge has the potential to contribute significantly to our
understanding of both physiological and pathological retinal function.



Prologo

El sentido de la visidn cumple un rol vital en la supervivencia animal. Permite percibir
el entorno, reconocer a los congéneres, encontrar alimento y evitar depredadores.
La importancia de la vision ha sido reconocida a lo largo de la historia de la
humanidad. En la filosofia griega, Platon utilizo la analogia de la "caverna" para
describir cdmo nuestra percepcion visual limitada puede afectar nuestra
comprension del mundo (Platén, 380 a.C./1997). En la Edad Media, Santo Tomas
de Aquino discutié la relacion entre los sentidos y la percepcion en su obra Summa
Theologica, donde coloca a la visibn como el mas elevado de todos los sentidos
(Tomas de Aquino, 1274/2006). A lo largo de la historia la vista ha sido estudiada
desde una perspectiva cientifica, tomando parte la medicina, la psicologia y la

neurociencia.

Las enfermedades visuales son un problema importante para la poblacion. Segun
el primer Informe Mundial sobre la Vision de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), 2200 millones de personas en el mundo viven con algun tipo de dificultad
visual. En hasta mas de 1000 millones estos problemas son prevenibles, y por
desgracia, muchos de ellos no reciben tratamiento (World report on vision, 2019).

Segun este reporte, las afecciones mas frecuentes son:

. Miopia (2.600 millones de personas)
. Presbicia (1.800 millones)

. Degeneracion macular (196 millones)
. Retinopatia diabética (146 millones)

. Glaucoma (76 millones)

Estos problemas de vision afectan a las personas de manera desigual, impactando
con mayor frecuencia a grupos vulnerables, es decir, personas gue viven zonas

rurales, que tienen bajos ingresos, a las mujeres, a los ancianos, a las personas con



discapacidad, a las minorias étnicas y a las poblaciones indigenas (Peraza de
Aparicio, 2023).

En el caso de México, se estima que alrededor de 2 millones 237 mil individuos
presentan alguna limitacion visual. Las seis principales afecciones oculares que
impactan a la poblacion mexicana abarcan problemas de refraccién (como miopia,
hipermetropia, astigmatismo y presbicia), cataratas, degeneracion macular,
glaucoma, retinopatia diabética y opacidad corneal (INEGI, 2020).

Comprender las bases fisiolégicas de la vision puede ayudar a mejorar la calidad de
vida de millones de personas. En la presente tesis se exponen los resultados
obtenidos en un estudio cuyo objetivo fue aportar conocimiento novedoso en el area,
buscando un sustento molecular de la plasticidad retiniana, fendmeno fisiolégico

ampliamente implicado en la patologia ocular (Strettoi et al., 2022).



Introduccion

La vision

El sentido de la vision

El sentido de la visién es el que nos permite percibir los estimulos luminosos y
transformarlos en imagenes mentales que representan la realidad externa (Guyton
& Hall, 2020). El érgano encargado de captar la luz es el ojo; dentro de sus partes,
destacan estructuras que regulan el paso y la refraccion de los rayos luminosos,
como la cornea, la pupila, el iris y el cristalino (Figura 1). La luz captada viaja por el
humor acuoso y el humor vitreo hasta llegar a la retina; una extension del sistema
nervioso central (SNC) donde se encuentran las células fotorreceptoras llamadas
bastones y conos, que son sensibles a la intensidad y al color de la luz,
respectivamente (Boron & Boulpaep, 2016). Estas células convierten la luz en
impulsos eléctricos que viajan por el nervio optico hasta el cerebro, donde se
procesan e interpretan las imagenes en la corteza visual. El sentido de la vision nos
permite apreciar aspectos como la forma, el tamafio, la distancia, el movimiento y la
posicion de los objetos, asi como distinguir entre mas de 10 millones de colores
diferentes (Levin et al., 2011).
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Figura 1. llustracion de la anatomia del ojo humano. La luz (ilustrada en amarillo) es captada por las partes dpticas del
ojo (que funcionan igual que una cdmara fotogrdfica) y se condensa en algun punto de la retina (parte mds posterior del
ojo, marcada en amarillo) para la posterior fototransduccion. Elaboracion propia con BioRender



La via visual
La via visual es el camino que recorre la informacion desde la retina hasta multiples

areas del cerebro donde se integra finamente hasta conformar el sentido de la
vision. La sefal luminica es percibida en la retina a través de distintas células
fotorreceptoras, que transducen la sefial luminica (fotones) en una sefal eléctrica
(cambios en el potencial de membrana de las células excitables). Estas células
realizan su primera y segunda sinapsis en este mismo tejido, con las células
bipolares y ganglionares respectivamente (Boron & Boulpaep, 2016). Los axones
de estas ultimas conforman el nervio éptico que realizara una tercera sinapsis en el
nacleo geniculado lateral (NGL) y en otras partes del cerebro medio. En estas dos
partes de la via, la informacion visual ya estd empaquetada en distintos tipos segun
sus cualidades fisicas. Desde el NGL la informacion visual empaquetada viaja hacia
una 4ta sinapsis con las neuronas en la corteza visual, donde la informacion esta
finamente estructurada en capas y columna. Desde aqui la informacion visual viaja
a otras areas del cerebro donde realiza una quinta sinapsis para terminar de integrar

el sentido de la visién (Ungewiss, J. et al., 2020).

Dentro del campo visual, la zona central de lo que observa un individuo es captada
por ambas retinas, mientras que las partes mas periféricas son solo visualizadas
por las retinas del lado correspondiente. La informacién captada por este tejido se
empaqueta en el nervio Optico, cuyas fibras de la porcion nasal de cada retina
decusaran a nivel del quiasma optico. Las fibras nerviosas temporales siguen su
curso en el mismo hemisferio (Guyton & Hall, 2020). En la retina, se da un
procesamiento sobre la orientacion, el color, el contraste, la vision binocular y la
direccion del movimiento. EI NGL tiene una organizacion en 6 capas que distinguen
la informacion segun su origen, de la hemiretina contralateral o de la ipsilateral.
Desde aqui la informacién viaja empaquetada segun las caracteristicas del primer
nivel de procesamiento que se menciona anteriormente (Kandel, E. et al, 2011). En
el NGL dos tipos de neuronas distintas, divididas histologicamente como

magnocelulares y parvocelulares formaran las radiaciones opticas, encargadas de
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llevar la informacion hasta regiones especificas de la corteza visual, IVCa e IVCh
respectivamente, con la intencion de preservar el empaquetamiento de la
informacion visual desde la retina hasta la corteza visual. Esta misma se organizara
en columnas dentro de esta region dando lugar a un segundo procesamiento de la
informacion visual, considerando las propiedades de la superficie que se esta
mirando, integrando contornos, discriminando formas, distinguiendo el fondo y
dando forma a objetos en movimiento. Finalmente, desde la corteza visual surgiran
nuevas proyecciones hacia otras areas del cerebro, como el lI6bulo parietal o el
I6bulo temporal, que constituyen un alto nivel de procesamiento y ayudaran al

reconocimiento final del objeto que se esté mirando (Kandel, E. et al, 2011).
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Figura 2. Representacion esquemdtica de la via visual. Las retinas nasales se decusan a nivel del quiasma dptico. El NGL
empaqueta la informacion visual previamente procesada en la retina y ayuda a la formacion de los mapas retinotdpicos
en la corteza visual. Desde esta ultima, la informacion viaja a multiples dreas del cerebro para ser integrada en el sentido
de la vision. Elaboracion propia con BioRender.



La retina

La retina es la capa més interna del ojo, formada por varias capas de células (Fig.
3). En este tejido se traduce la sefial luminica captada por el ojo en una sefial
eléctrica, que es transmitida luego a lo largo de la via visual. Fotorreceptores,
células bipolares y células ganglionares se comunican sinapticamente con ayuda
de las células amacrinas, horizontales y la glia de Muller para procesar la

informacion visual (Revista mexicana de oftalmologia, 2022).
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Figura 3. llustracion de la estructura de la retina. Las células nerviosas estdn altamente organizadas en distintas capas
que contienen cuerpos y/o proyecciones celulares. Elaboracién propia con BioRender.

En el proceso visual, la retina desempefia un papel central, organizando la
informacion sensorial en una sucesion de capas neuronales especializadas. Los
fotorreceptores, principalmente conos y bastones, constituyen el primer relevo
neuronal en la transduccion sensorial. Los conos favorecen la vision diurna y tienen

una maxima densidad en la fovea (area de mayor agudeza visual) para lograr la
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maxima resolucion y percepcion del color. Los bastones, predominantes en la
periferia de la retina, son esenciales en condiciones de baja luminosidad. Las
células bipolares, como segundo relevo, facilitan la transmision de sefales al
conectarse especificamente con los fotorreceptores. Con la intencién de generar
especificidad a la respuesta de los estimulos, estas uUltimas neuronas tienen una
excitabilidad condicionada con relacion a la luz (células ON) y otras a la oscuridad
(células OFF). EIl tercer relevo neuronal, compuesto por aproximadamente 1.2
millones de células ganglionares de la retina, exhibe una diversidad de subtipos que
contribuyen a canales visuales especializados, proyectandose hacia areas
especificas en la corteza visual. La organizacién retiniana retinotopica persiste a lo
largo de la via visual, garantizando la coherencia espacial en la transmision de la
informacion. Se destaca la inversion de capas en la retina de vertebrados, como en
los humanos, asi como la presencia de células ganglionares fotosensibles
intrinsecas implicadas en la regulacion del ciclo circadiano. Los axones de las
células ganglionares convergen en el nervio optico, donde ocurre el cruce de fibras
en el quiasma optico, simplificando el procesamiento visual hemisférico (Ungewiss,
J. et al., 2020). Otros tipos celulares en la retina, como las células horizontales y
amacrinas, son interneuronas de distintos tipos que regulan la comunicacién entre
fotorreceptores, células bipolares y células ganglionares. Ademas, la glia de Muller
constituye el principal tipo glial en la retina, encargado entre muchas otras cosas de

la homeostasis metabdlica en este tejido.
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Figura 4. Tipos celulares de la retina y sus conexiones. En la capa plexiforme externa se da la conexion entre
fotoreceptores y células bipolares. En esta drea también se recibe retroalimentacion de células horizontales. Las células
bipolares transmiten la sefial de la retina externa a la interna, donde en su capa plexiforme se realiza la inervacion de
cellas ganglionares y amacrinas, las cuales conforman el nervio dptico y proporcionan retroalimentacion a las células
bipolares, respectivamente. Imagen extraida de Fitzpatrick MJ & Kerschensteiner D., 2022.

Nucleo geniculado lateral

ElI NGL es una parte del talamo, el cual es el principal centro de retransmision de la
informacion sensorial hacia la corteza cerebral. EIl NGL se encarga de procesar la
informacion visual que proviene de la retina a través del nervio optico y de enviarla
a la corteza visual primaria mediante las radiaciones 6pticas. El NGL tiene una
organizacion laminar, con seis capas distintas en los humanos y los macacos. Las
dos capas internas son llamadas magnocelulares y reciben informacion de los
bastones, que son sensibles al movimiento, la profundidad y las diferencias de brillo.
Las cuatro capas externas son llamadas parvocelulares y reciben informacion de
los conos, que son sensibles al color y a los detalles finos. EI NGL también recibe
numerosas conexiones de retroalimentacion desde la corteza visual primaria, lo que
le permite modular la transmisién de las sefiales visuales segun el contexto y la
atencion (Kandel, et al, 2013).
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Corteza visual

La corteza visual primaria recibe informacion retinotopica, es decir, conserva la
disposicion espacial de los estimulos visuales tal y como son percibidos en la retina.
Ademas, se encarga de analizar aspectos basicos de la visiéon, como la forma, el
tamafo, el color y el movimiento de los objetos. Desde la corteza visual primaria se
proyectan fibras hacia otras areas corticales denominadas extraestriadas, que se
ocupan de funciones visuales mas complejas, como el reconocimiento facial, la
percepcion espacial o la integracion multisensorial (Purves et al, 2018).

En la corteza visual primaria pueden distinguirse 6 capas anatomicas. La
informacion desde el NGL llega principalmente a la 4ta capa, desde donde realizan
sinapsis principalmente con las células estrelladas de las capas superiores 2 y 3.
Las células piramidales de estas 2 capas se dirigen a las piramidales de la capa 5,
CuUyos axones se proyectan tanto a células piramidales de la capa 6 como de vuelta
a las capas 2 y 3. Cada capa, salvo la 4, emite eferencias a distintos tipos celulares
de la capa 1 de la corteza visual, y desde las areas 1, 2 y 3 se proyectan las
neuronas a otras regiones del cerebro, como la corteza temporal o parietal (Fig. 5).
Las células de la capa 6 tienen incluso eferencias al NGL para refinar la informacion
gue es recibida (Kandel, E. et al, 2011). El refinamiento de estas conexiones en la
corteza visual implica cambios plasticos, modulados por la actividad luminica
percibida por la retina (Feller, M. B., 2003).

11
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Figura 5. Representacion anatdmica de las capas de la corteza visual primaria. La informacion captada desde la retina
conserva su estructura espacial en la corteza visual. Desde el NGL llegan proyecciones a la 4ta capa de la corteza, y desde
aqui, la informacion es procesada en las distintas capas de la corteza visual, para un procesamiento profundo de la

informacion y su proyeccion a otras regiones cerebrales para terminar con la integracion del sentido de la vision. Imagen
extraida del libro Principles of neural science. 5 ed. Kandel, E. et al, 2011.

Plasticidad en la via visual

La plasticidad neural es la capacidad del sistema nervioso para modificar su
estructura y funcién en relacion con el desarrollo, la experiencia y la lesion (Von
Bernhardi et al., 2017). Cambios moleculares modulan la interconectividad neuronal
a multiples niveles desde una sola célula, la sinapsis y circuitos, influyendo incluso

en el comportamiento (Gulyaeva., 2017).

Los cambios plasticos que ocurren en la sinapsis (y en el resto de la neurona) son
dependientes del tiempo y de la actividad de las neuronas involucradas. La
intensidad de las despolarizaciones presinapticas en relaciéon con la liberacion de
neurotransmisores en la terminal sinaptica condiciona una respuesta eléctrica y
molecular mediada por distintas moléculas. (Strettoi et al., 2022). El mantenimiento
del tiempo de esta respuesta a lo largo de minutos y horas genera cambios en la
funcién y estructura de la sinapsis, potenciandolas o debilitandolas a tiempos cortos
o largos (potenciaciéon a largo plazo (LTP) y depresion a largo plazo (LTD), que
pueden ocasionar modificaciones estructurales en las neuronas involucradas.
Adicionalmente, estos cambios electrofisiologicos son censados a nivel del circuito

en el que estan involucrados, generando un escalamiento global de la respuesta en
12



un fendmeno denominado plasticidad homeostética, donde las sinapsis se modulan
para prevenir una sobreexcitacidon o un exceso en la depresion excitatoria (Citri y
Malenka, 2008).

El papel central de los neurotransmisores, especialmente el glutamato y sus
receptores, en la regulacion de la plasticidad ha sido ampliamente estudiado. Sin
embargo, en la actualidad, se reconoce que los mecanismos moleculares
involucrados van mucho mas alla de la neurotransmisién glutamatérgica. La
plasticidad sinaptica también implica la participacion de proteinas sefializadoras,

factores de crecimiento y factores de transcripcion (Citri y Malenka, 2008).

La investigacién pionera de Hubel y Wiesel (Hubel & Wiesel, 1959) estableci6 el
concepto crucial de un periodo de desarrollo visual sensible durante los primeros
afios de vida, donde la plasticidad cortical es especialmente susceptible a las
influencias ambientales. Aunque este paradigma ha sido ampliamente aceptado, se
reconoce ahora que persiste cierta plasticidad limitada en la edad adulta en distintos
puntos de la via visual. Una serie de funciones visuales, como la vision binocular,
pueden modificarse como resultado del aprendizaje y la modificacion de las
condiciones a las que se sometan los participantes, generando adaptaciones que
pueden durar mucho tiempo. Técnicas de estimulacién cerebral no invasivas como
la estimulacién magnética transcraneal y la estimulacién transcraneal de corriente
continua inducen cambios funcionales en el cerebro adulto, y cambios plasticos

pueden ser inducidos por la adaptacion y la privacion visual (Zhou, J. et al., 2017).

La privacion de la experiencia visual, colocando a los roedores en oscuridad, y
luego sometiéndolos a estimulacién luminica es un modelo que se ha utilizado
histéricamente para evocar cambios plasticos en distintos niveles de la via visual
(Fan et al., 2023; Feller, 2003; Wang et al., 2006a). La adaptacion a distintos

estimulos visuales implica cambios en la estructuracion de la via visual asociados
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a expresion de proteinas de plasticidad sinaptica (Feller, 2003; Wang et al., 2006;
Pinaud et al., 2002)

Plasticidad retiniana
La retina es un 6rgano sensorial, pero su actividad no depende estrictamente de la

experiencia sensorial. Durante el desarrollo intrauterino, y aun antes de abrir los
0jos, la retina tiene actividad eléctrica (y molecular) espontanea que permite el
refinamiento de las conexiones internas intra-retinianas y de las sinapsis con otras
partes del SNC para conformar la via visual (Tian & Copenhagen, 2003). Los
cambios que ocurren durante el desarrollo de la retina incluyen la poda de las
dendritas ganglionares en la retina y la aparicion especifica de respuestas
excitatorias o inhibitorias segun el estimulo, ambos son cambios celulares

relacionados con la plasticidad neural (Feller, 2003).

La plasticidad en la retina desarrollada es una caracteristica que se ha debatido
dada la gran capacidad de este tejido para mantener una organizacion estructural y
funcional estable (Strettoi et al.,, 2022). Es de vital importancia que las sefales
visuales que son recibidas sean claras y lo menos variables. Aun asi, se sabe que
existen cambios en los circuitos retinales desarrollados; un ejemplo es la plasticidad
estructural en los receptores (conos y bastones), lo cual resulta interesante dado
que sus sinapsis no son dependientes de potenciales de accion, sino mas bien de
cambios graduados en su potencial de membrana. Estos cambios graduados
propician una reestructuracion en la forma de la terminal sinaptica del fotorreceptor
dependiente de la luz, presumiblemente por un cambio en el equilibrio entre
endocitosis y la exocitosis (Pinaud R., et al, 2013). Se ha evidenciado brote de
neuritas en la retinosis pigmentaria, el desprendimiento de la retina, el dafio por
laser y otros modelos de dafio en los bastones. Ademas, existe evidencia de que
las células bipolares, amacrinas, horizontales y ganglionares muestran la capacidad
de realizar 5 procesos dindmicos durante el desarrollo: la formacién de neuritas, la
formacion de fasciculos, sinaptogénesis, auto sefalizacion y migracion (Strettoi et

al., 2022). Y, por si fuera poco, hay evidencia de que entre los 112 distintos tipos
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neuronales que existen en la retina de ratdn se dan cambios plasticos
homeostaticos que permiten preservar la funcion retiniana frente a la
neurodegeneracion, gracias a la excitabilidad intrinseca, el escalamiento de las
sinapsis existentes, la reestructuracion de las sinapsis e incluso la formacion de

nuevas neuronas (Fitzpatrick y Kerschensteiner, 2023).

Los registros electrofisiologicos realizados en pez cebra en han demostrado que
tanto las estimulaciones eléctricas como las visuales repetidas inducen LTP en las
sinapsis excitatorias que existen entre células bipolares y ganglionares en la retina
de larvas, pero no en peces cebra jovenes. La LTP existe en la retina y puede servir
para el refinamiento de los circuitos retinianos de forma dependiente a le experiencia

visual en el desarrollo (Wei et al., 2012).

Arc, proteina asociada al citoesqueleto regulada por actividad
La proteina Arc fue identificada por primera vez en 1995 por Lyford y cols. El

mensajero de ARN (ARNm) de Arc tiene aproximadamente 3.2 kb y codifica una
proteina con un peso molecular de 55 kDa (Lyford et al., 1995b). Tanto la proteina
como el ARNm de Arc han emergido como un elemento clave en la investigacion
neurocientifica debido a su papel esencial en la formacion de la memoria a largo
plazo y su estrecha relaciéon con los procesos de plasticidad neuronal y sinéptica,
ademas de su compleja regulacién asociada a la actividad (Myrum, C., et al, 2022).

Regulacion de la expresién de Arc

La produccion, localizacion y estabilidad de la proteina Arc es controlada por
actividad neuronal a través de multiples mecanismos, regula la fuerza sinaptica y
esta involucrada en todas las formas conocidas de plasticidad (Bramham et al.,
2008). Los transcritos de Arc aparecen 5 minutos posteriores a la estimulacion
(Ramirez-Amaya et al., 2005). Dicha estimulacién depende de la actividad neuronal,

medida a nivel celular por la activacion de receptores de BDNF, glutamato, NMDA
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y acetilcolina. Un nodo central para la transcripcion de Arc es la cinasa regulada por
sefales extracelulares (ERK) (Soulé et al., 2012). Antes de ser traducido, el ARNm
de Arc tiene una regulacion adicional. 30 minutos tras la estimulacion el ARNm es
trasladado desde el ndcleo al citoplasma, y en 1 h puede viajar a los extremos
dendriticos mas distales, donde tiene una vida media de aproximadamente 47
minutos, suficientes para participar en las distintas formas de plasticidad (Rao et al.,
2006). La estimulacion glutamatérgica de receptores metabotrépicos acoplados a
proteinas Gs parece propiciar la traduccién de Arc en las dendritas. La interaccion
de Arc con otras proteinas, como actina, WAVE3 o distintos receptores, determina
la funcién de Arc en la LTP, la LTD, la plasticidad estructural, la plasticidad

homeostética y el comportamiento (Korb & Finkbeiner, 2011).
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Figura 6. Esquematizacion de la regulacion de la expresion de Arc. Se ilustran los distintos fendmenos involucrados en la
transcripcion de Arc, incluyendo las vias moleculares identificadas en el nucleo (regulacion a nivel génico) y en las
dendritas (regulacion a nivel de transcrito, linea punteada verde), y una simplificacion de la traduccion del mRNA. Imagen
extraida, traducida y editada de Korb & Finkbeiner, 2011
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El ARNm de Arc es inducido rapidamente mediante un estimulo dependiente de
receptores glutamatérgicos (receptores AMPA) (Lyford et al., 1995b), de receptores
tipo tirosina cinasa (RTK) (Bramham, Worley, Moore, & Guzowski, 2008) y por
mecanismos dependientes de dopamina (Fosnaugh, Bhat, Yamagata, Worley, &
Baraban, 1995), los cuales desencadenan la cascada de sefalizacion dependiente
de la proteina extracelular reguladora de cinasas (ERK) y la proteina cinasa A (PKA)
favoreciendo la transcripcion de Arc. EIl ARNm es transportado a través del axon
hasta las dendritas (Lyford et al., 1995a) (Link et al., 1995), distribuyéndose en las
regiones que intervienen en los estimulos sinapticos, donde se traduce la proteina
(O. Steward, Wallace, Lyford, & Worley, 1998). La sintesis de novo de Arc es
necesaria para favorecer la plasticidad sinaptica, la estabilizacion y consolidacion
de la memoria a largo plazo (Guzowski et al., 2000).

Funcién de Arc

La proteina Arc desempefia multiples funciones esenciales, especialmente en la
plasticidad sinaptica. Su interaccién con la actina es crucial para la formacion de
microfilamentos, componentes del citoesqueleto indispensables para la creacion de
espinas dendriticas, lo que favorece la plasticidad sinaptica, la consolidacion y el
mantenimiento de la memoria a largo plazo (Guzowski et al., 2000). Diversas
pruebas conductuales, como la memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris,
el condicionamiento al miedo y el reconocimiento de objetos, han demostrado la
participacion de Arc en la memoria a largo plazo (Plath et al., 2006). Arc también
juega un papel activo en la modificacién estructural, incrementando la densidad
postsinaptica (Bourne & Harris, 2008) y alargando las espinas dendriticas
postsinapticas (Lyford et al., 1995a). Ademas, la regulacion de la actividad sinaptica,
tanto de depresion como de excitacion, depende de Arc. Su rapida expresion
interactda con la maquinaria endocitica, como dinamina y endofilina, promoviendo
la internalizacion de los receptores AMPA y modulando negativamente la plasticidad

sinaptica (Chowdhury et al., 2006; Diering, Gustina, & Huganir, 2014).
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El gen Arc se transcribe en neuronas que forman parte de redes neuronales
estables. La proteina de Arc tiene una dinamica temporal inducida por el
comportamiento después de la exploracion de entornos nuevos en el hipocampo
(Ramirez-Amaya, V. et al, 2005), y también después de la estimulacion luminosa en
la corteza visual (Wang et al., 2006). En el hipocampo y células parietales, los
niveles de ARNm y proteina estan correlacionados en un lapso entre 30 miny 2 h,
obteniendo su pico de expresion en este intervalo de tiempo tras la tarea de
comportamiento. Posteriormente, hay una segunda ola de expresion de proteinas
en el intervalo de 8 a 24 horas, notablemente especifica de células previamente
activadas. La expresion de la proteina Arc es dependiente de actividad, tiene un

pico de actividad y vuelve a niveles basales (Ramirez-Amaya et al, 2005)

En el contexto del programa genético inducido por el aprendizaje, Arc (MRNA y
proteina) emerge como un sistema crucial para la plasticidad sinaptica a largo plazo
y la consolidacion de la memoria. La formacion de circuitos de memoria se postula
mediante la activacion especifica de neuronas durante el aprendizaje, las cuales, a
través de mecanismos de plasticidad sinaptica, contribuyen a la creacion del
engrama de memoria. La sintesis de proteinas de novo a partir de un programa de
expresion génica Unico en estas neuronas es fundamental para la consolidacién y
almacenamiento de la memoria. La expresion dinamica de Arc esta estrechamente
ligada al aprendizaje in vivo, participando en la regulacion del trafico del receptor de
glutamato AMPA modulando asi la fuerza sinaptica. La pérdida de Arc en ratones
knockout se asocia con déficits cognitivos y la incapacidad para aprender de la
experiencia visual (McCurry etal., 2010). Ademas, Arc se distingue por su
capacidad de autoensamblaje en particulas esferoides similares a capsides
retrovirales, lo que le permite transportar material genético a células receptoras. Su
origen evolutivo a partir de un dominio Gag retrotransposon Ty3-Gypsy también es
notable, conservando la topologia de una proteina Gag retroviral, lo que le permite
esta curiosa capacidad de autoensamble (Myrum, et al, 2022). Esta proteina tiene

la capacidad de formar también dimeros y heterodimeros, con multiples funciones
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diferentes asociadas a la plasticidad sinaptica (Eriksen & Bramham, 2022). Ademas,
se ha observado que la proteina Arc tiene la capacidad de mediar una forma Unica
de comunicacion intercelular al formar capsides similares a virus, permitiendo la
transferencia de ARNm de Arc entre neuronas, revelando una funcion conservada
de oligomerizacion y transporte de proteinas Gag. Este fendmeno, adn no
totalmente comprendido, destaca el papel de Arc como efector clave en la
transformacion de experiencias en cambios duraderos en el cerebro (Hantak et al.,
2021).

Degradacion de la proteina Arc

La proteina Arc es principalmente degradada por la ubiquitina ligasa E6 (E6AP),
codificada por el gen Ube3A, que marca la proteina para su descomposicion. En
neuronas knock-out del gen Ube3A, se ha observado un aumento en los niveles de
Arc (Kidhnle et al., 2013). Este incremento causa una disminucion en la capacidad
cognitiva debido a la relacion entre la actividad de Ube3A y la expresion de
receptores AMPA. La pérdida de funcion de Ube3A resulta en una reduccion de
receptores AMPA debido a la sobreexpresién de Arc, que regula el transito de estos
receptores (Greer et al., 2010). Ademas, la mutacion de los sitios especificos de Arc
gue son sensibles a la ubiquitinacion modifican la capacidad de Arc para regular la
fuerza sinaptica, resultando en problemas de aprendizaje (Wall et al., 2018). Otras
moléculas implicadas en la degradacion de la proteina Arc es GSK3a/f, cinasas de
serina-treonina ténicamente activas pero reguladas también por actividad neuronal.
Estas cinasas limitan la expresién de Arc y su efecto sobre la morfologia de las
espinas dendriticas al regular la degradacion de Arc (Gozdz etal., 2017). La
expresion de la proteina Arc es dependiente también del tiempo de estimulacion,
alcanza un punto maximo después de 1-2 h del desencadenante y vuelve a niveles
basales apenas pasadas 4 h gracias a los mecanismos descritos (Soulé et al.,
2012).
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Arc en la plasticidad de la corteza visual

En la corteza visual, Arc regula la plasticidad sinaptica dependiente de la actividad
y la experiencia visual. La proteina Arc se expresa en las neuronas corticales en
respuesta a diferentes estimulos visuales y modula la fuerza y la densidad de las
sinapsis entre las neuronas (McCurry, C. L et al, 2010), modula la competencia entre
las entradas talamocorticales (dando especificidad a las sefiales) y mantiene el
equilibrio entre la potenciacion y la depresion sinaptica (Wang, K. H. et al, 2006). La
proteina Arc es necesaria para el desarrollo y el refinamiento de las conexiones
talamocorticales, asi como para la plasticidad ocular dominante y la plasticidad
homeostatica en la corteza visual (Gao, M. et al, 2010), y la proteina Arc al ser
transfectada a la corteza visual con virus en ratones KO para el gen de Arc puede

restaurar la plasticidad juvenil en esta region del cerebro (Jenks, K. R. et al, 2017).

Arc en la plasticidad del ntucleo geniculado lateral

Un estudio reciente realizado por Fan y cols. (2023) encontro la expresion diferencial
de la proteina Arc en el NGL en un modelo felino de ambliopia. La ambliopia es una
enfermedad coloquialmente conocida como o0jo perezoso, en el que uno de los ojos
esta principalmente encargado de la vision mientras que el otro responde
pobremente. Se privo a los animales de experiencia visual de uno de sus dos ojos,
y tras 2 semanas de privacion se valoré la expresion diferencial de la proteina Arc
en el NGL de estos, encontrando una asociacion entre la reduccion de esta proteina,
la privacion de la experiencia visual y la apoptosis de las células nerviosas en este

nucleo.

Expresién de Arc en la retina

Por otro lado, sobre Arc en la retina existe muy poca evidencia, y es contradictoria.
El primer grupo de investigacion en buscar esta proteina en la retina fue el de Pinaud
y cols. (2002). A través de inmunofluorescencia detectaron que, en condiciones
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constantes de iluminacién, proteinas asociadas a plasticidad como NGFI-A y Arc
tienen una expresion diferencial en la retina de ratones expuestos durante 3
semanas a un ambiente enriquecido. Este aumento fue concordante con la
expresion de genes tardios GAP-43 y sinapsina 1. Centralizando en Arc, detectaron
gue habia una expresion de la proteina principalmente en las capas plexiformes, sin
reportar sefial en ninguna capa nuclear de la retina (Pinaud, R., et al, 2002). Mas
recientemente, el proyecto GENSAT, un atlas de expresién genética disponible
publicamente del cerebro adulto y en desarrollo de ratones, identifica la expresion
de distintos genes a través de ratones transgénicos BAC-EGFP. Este proyecto
detecto la presencia de Arc en células amacrinas (capa nuclear interna) y en la capa
de células ganglionares, ademéas de reportar que en axones es indetectable
(Siegert, S., et al, 2009).
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Planteamiento del problema
La plasticidad retiniana es un fendmeno relevante para la funcion visual, aunque al

momento no se reconocen completamente los mecanismos moleculares y celulares
involucrados en este proceso. Arc es un regulador maestro de la plasticidad
sinéptica en el cerebro. En la corteza visual y el NGL se reconoce su relevancia por
su participacion en cambios plasticos. Elucidad/entender la dindmica de la
expresion de Arc en la retina y evaluar si su expresion es inducible, podria identificar
un nuevo sustrato molecular de la plasticidad en la retina que sea de utilidad por si
mismo, como mecanismo fundamental de la fisiologia y como blanco terapéutico

potencial en trastornos neurodegenerativos.
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Hipotesis
La proteina Arc exhibe una dindmica de expresion acoplada a la actividad neuronal

inducida por estimulacion luminica en la retina de ratas adultas.

Objetivo general
- Describir la dindmica de induccion de la expresion de la proteina Arc en la

retina

Objetivos especificos
- ldentificar la expresion y localizacidon de la proteina Arc en la retina a través

inmunofluorescencia utilizando la técnica de aclaramiento de tejido
(CLARITY) en un modelo experimental de privacion/estimulacion visual en
ratas Wistar macho adultas.

- Caracterizar la cinética de la expresion de la proteina Arc en la retina inducida
por un protocolo de privacion/estimulacion visual realizando un curso

temporal utilizando Western Blot en ratas Wistar macho adultas.
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Disefio experimental
Se privaron de experiencia visual a 32 ratas Wistar macho adultas de entre 4-6

meses de edad durante al menos 48 h. Los animales se organizaron de acuerdo
con su condicion de privacion/estimulacién luminica, y el tiempo que transcurrid
entre la estimulacion luminica y el sacrificio. Los grupos se definieron del siguiente
modo:
- Ratas privadas de luz (0 h)
- Ratas estimuladas, divididas segun el tiempo posterior a la iluminacion:
o 1h
o 15h
o 2h
o 4h
o 8h
La estrategia experimental involucré animales que fueron perfundidos y animales
cuyos tejidos se obtuvieron en fresco, con la intencion de realizar
inmunofluorescencia en cerebros y retinas, ademas de Western Blot para
caracterizar a través de un curso temporal la dinamica de expresion de la proteina

Arc en la retina.
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Figura 7. Esquematizacion del disefio experimental. Las 32 ratas Wistar macho adultas fueron divididas en los grupos
descritos, sacrificadas y sometidas a la diseccion de los tejidos posterior a la perfusion transcardiaca o en fresco.
Elaboracion propia con BioRender.
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Materiales y Métodos

Animales

Los procedimientos experimentales de esta tesis se realizaron utilizando ratas
Wistar macho adultas de 4 a 6 meses de edad. Los procedimientos se llevaron a
cabo siguiendo la Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de
laboratorio (NOM-062-Z00-1999), aprobados por el Comité Interinstitucional para
el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio (CICUAL) 0390-24 del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional,
ajustandose a las pautas de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) para el cuidado

y uso de animales.

Estimulacion visual

La privacion de experiencia visual de las ratas se llevo a cabo colocandolas en un
cuarto oscuro durante un minimo de 48 h con agua y comida ad libitum. Las ratas
fueron colocadas en una arena negra de 60 cm cubicos, con una clave visual en
una de sus paredes, expuesta a una fuente luminosa de 800 Iimenes colocada a
60 cm de la base de la arena. Se les permiti6 explorar libremente durante 15
minutos, al tiempo que su actividad fue grabada con una camara Logitech C920 HD
(Logitech, México). La intensidad luminica en la arena fue variable asegurando

siempre un promedio cercano a 250 luxes.

Obtencion de muestras

Se indujo anestesia mediante pentobarbital sédico 6.3% a una concentracién de 5
ml/kg (Pisabeltal, México) y los cerebros fueron fijados mediante perfusion cardiaca
con Buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4 (PBS) seguida de paraformaldehido al 4%
(Sigma-Aldrich, USA) en PBS. Los cerebros fueron retirados y transferidos a una
solucion de sacarosa al 30% (Sigma-Aldrich, USA) y preparados para su
almacenamiento a -80°C.

Inmunofluorescencia

25



Los cerebros fueron embebidos en Tissue-Tek (VWR, Chicago, IL, USA) y cortados
coronalmente en secciones flotantes de 50 um de grosor utilizando un criostato
Biobase BK-3000 (BIOBASE, China). Se utiliz6 PBS tamponado con Triton X-100
(Sigma-Aldrich, USA) al .1% (PBS-T), para diluir los anticuerpos y lavar las
secciones cerebrales entre incubaciones. Las secciones flotantes se lavaron
durante 30 minutos, luego se colocaron en albumina sérica bovina (BSA, Sigma-
Aldrich, USA) al 5% durante 60 minutos, e incubaron a 4 °C en BSA al 5% Triton
X-100 al 0.1% con alguno de los siguientes anticuerpos primarios utilizados en este
trabajo: anticuerpo policlonal de conejo contra Arc (1:1000 o 1:500, Synaptic
Systems, USA) (usado en inmunofluorescencia), anticuerpo monoclonal de ratén
contra Arc (1:1000, Santa Cruz, USA) (usado para Western Blot), anticuerpo
policlonal de raton contra tirosina hidroxilasa (TH; 1:500, Santa Cruz, USA),
anticuerpo monoclonal de ratén contra Brn3a (1:1000, Santa Cruz, USA), anticuerpo
monoclonal de ratén contra vimentina (1:1000, Santa Cruz, USA). Se prepararon
controles negativos sin anticuerpos primarios. Luego, las secciones se lavaron
durante 60 minutos en PBS-T, seguido de una incubacion a temperatura ambiente
durante 2 horas en BSA al 5%, Triton X-100 al 0.1% con anticuerpos secundarios:
inmunoglobulina G de cabra anti-ratdbn Alexa fluor 546 (1:1000, Thermo Fisher
Scientific, USA) inmunoglobulina G de cabra anti-conejo Alexa fluor 488 (1:1000,
Thermo Fisher Scientific, USA) o DAPI (Sigma Aldrich, USA). Las secciones se
lavaron nuevamente y se montaron en portaobjetos.
Para el Western Blot, el cerebro se extrajo de las ratas decapitadas previamente
anestesiadas con pentobarbital. Se disecaron el hipocampo y la corteza visual y
fueron transferidas a buffer de lisis RIPA (Thermo Fisher Scientific, USA) para la
posterior homogenizacion del tejido utilizando un sonicador de punta Sonics VCX-
130 (Sonics & Materials, USA), 3 pulsos a una Amp 30% por 3 segundos cada uno.
Se realizo la cuantificaciébn de proteina total utilizando el kit Micro BCA de
Thermofisher (Thermo Fisher Scientific, USA). Las muestras de proteina se
cargaron en un gel SDS-PAGE (SDS, Bio-Rad, USA; TEMED, Bio Rad, USA; PSA,
Santa Cruz, USA; Trizma base, Sigma Aldrich, USA) al 12% (p/v). La electroforesis
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se realiz6 a 95 V durante 2 horas, cargando 15 ul de proteina por pozo. Se realizo
la transferencia de las proteinas en el gel a una membrana de PVDF (GVS North
America, USA) a través de electrotansferencia a voltaje constante 20 V 400 mA
durante 2 h a 4°C. La membrana se bloque6 en una solucién de TBS-BSA (Sigma-
Aldrich, USA) al 5% durante 1 hora en agitacion constante a temperatura ambiente.
La membrana previamente bloqueada se incub6é con el anticuerpo primario
correspondiente diluido en solucion bloqueadora durante 24 horas a 4°C.
Posteriormente se realizé la incubacibn con el anticuerpo secundario
correspondiente, inmunoglobulina G de cabra anti-conejo conjugada a Hrp (1:4000,
Jackson ImmunoResearch, USA) o inmunoglobulina G de cabra anti-raton
conjugada a Hrp (1:4000, Jackson ImmunoResearch, USA). Se utilizo sustrato

quimioluiminiscente Santa Cruz para la deteccion en un fotodocumentador.

Obtencion de retinas

La enucleacion de los ojos se realiz0 utilizando unas pinzas curvas de 45°, cortando
el ojo a nivel del nervio Gptico, y trasladandolo a PBS o sacarosa. Posteriormente,
el ojo se diseco utilizando pinzas curvas, pinzas rectas y tijeras de precision bajo el
microscopio estereoscopico en una solucion de sacarosa al 5%. Se realiz6 un corte
a nivel de la unién corneoescleral, siguiendo el corte alrededor de dicha union para
separar la cAmara anterior de la cAmara posterior del ojo, extrayendo luego la retina,

la cual se resguard6 en PBS a 4°C.

Inmunohistoquimica

En el proceso de preparacion de tejidos para la inmunohistoquimica, se realizaron
cuatro cortes uniformes alrededor de la retina, que luego se coloco plana en forma
de trébol en un cuadrado de papel de filtro de nitrocelulosa. Posteriormente, se
transfirié a una placa con paraformaldehido al 4% durante 1 hora, se lavo tres veces
con PBS durante 5 minutos cada uno, y se incub6 en A4PO (Acrilamida
(INVITROGEN, USA) 4%, 0.25% VA-044 (FUJIFILM, USA), PBS .1M) a 4 °C
durante la noche. Luego, se cubrié con aceite vegetal (Sigma Aldrich, USA) y se
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incubo a 40 °C durante 3 horas, seguido de tres lavados con PBS de 5 minutos cada
uno, y se incubé en SDS (BIO-RAD, USA) al 10% a 40 °C durante dos dias
(cambiando el SDS al transcurrir el primer dia). Posteriormente, se traslad6 a PBS
con Triton-X-100 al 0.1%, y se almacend a 4 °C en PBST con azida de sodio (Santa
Cruz, USA) o se paso directamente a la inmunotincion.

En la etapa de inmunotincion, la retina se retird del papel de filtro y se incub6 en los
anticuerpos primarios segun fuera el caso (mencionados anteriormente) diluidos en
una solucion de bloqueo durante 2 dias a 40 °C. Después, se realizaron cinco
lavados en PBST al 0.1% de 1.5 horas cada uno, y se incubé con anticuerpos
secundarios apropiados diluidos en solucion de blogueo durante 2 dias a 40 °C. Al
terminar dicha incubacion, se realizaron cinco lavados de 1.5 horas cada uno en
buffer fosfato 0.02 M. Posteriormente, se incub6 en una solucion de emparejamiento
de indice de refraccién basada en sorbitol (SRIMS; Sorbitol 70%, Sigma Aldrich,
USA; Tween 20 0.1%, Bio-Rad, USA; Nan3 0.01%; buffer de fosfatos 0.02 M)

durante la noche a 40 °C.

En la fase de montaje, la retina se coloco entre un cubreobjetos y una lamina de
microscopio utilizando grasa de silicona. Se delimité un cubreobjetos, se trazé el
limite con grasa de silicona en la lamina, y se coloco la retina en el area delimitada.
Se aplicé sorbitol-based Refractive Index Matching Solution (SRIMS), se cubre con
un cubreobjetos y se presiona para evitar burbujas. Se afiadieron separadores y se
almacenaron las laminas a 4 °C hasta la obtencion de imagenes en un microscopio
confocal DMI 8 Confocal Stellaris (Leica Microsystems, USA). Las imagenes se
adquirieron con los objetivos de 20x o 63 x. Se generaron cortes de 1 micrometro
de grosor, y se realizaron representaciones tridimensionales o se generaron videos
para representar la retina en todas sus capas, utilizando el software LAS-X (Leica

Microsystems, USA).
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Figura 8. Esquema que muestra la técnica CLARITY en la retina. Elaboracion propia con base en lo publicado por Alessio,
E. J. etal, 2021.

Para el Western Blot, las retinas se extrajeron utilizando el método antes descrito y
fueron transferidas a buffer de lisis RIPA para la posterior homogenizacion del tejido
utilizando un sonicador de punta bajo el mismo protocolo de los cerebros. Se realizé
la cuantificacion de proteina total utilizando el kit Micro BCA de Thermofisher. Las
muestras de proteina se cargaron en un gel SDS-PAGE al 12% (p/v). La
electroforesis se realizé a 95 V durante 2 horas, cargando 15 ug de proteina por
pozo. Se realizé la transferencia de las proteinas en el gel a una membrana de
PVDF a través de electrotansferencia a voltaje constante 20 V 400 mA durante 2 h
a 4°C. La membrana se bloque6 en una solucién de TBST-BSA al 5% durante 1
hora en agitacion constante a temperatura ambiente. La membrana previamente
bloqueada se incubo6 con el anticuerpo primario policlonal de conejo contra Arc
(1:2000) diluido en solucién bloqueadora durante 72 horas a 4°C. Posteriormente

se realiz6 la incubacién con el anticuerpo secundario correspondiente: Se utilizo
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sustrato quimioluiminiscente (Santa Cruz,
fotodocumentador C-Digit (LICOR, USA).

USA) para la deteccion en un
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Resultados

La proteina Arc se expresa en laretina

En una primera aproximacion cualitativa, se encontré la expresion de la proteina Arc
en la retina de ratas Wistar macho a través de inmunofluorescencia en cortes
transversales de este tejido (n = 2). Se observaron sefiales esféricas positivas a Arc,
en apariencia de somas celulares (Figura 9) de 12 a 20 micras de diametro, sin

precisar en qué capa de la retina, 2 h después de la estimulacion luminica.

Figura 9. Inmunofluorescencia contra Arc en corte sagital de la retina. No se distinguen las capas de la retina por la
calidad del tejido. Rata tras 2h de estimulacion, se observan sefiales esféricas de entre 12-20 micras.

Ademas, en una aproximacion también semicuantitativa, se buscoé la expresion de
la proteina Arc en la retina a través de WB (n=2). Detectamos sefial positiva en el
peso correspondiente para la proteina de interés (50 kDa) en este tejido,
comparando contra controles positivos (corteza visual, Cvx Yy vesiculas
extracelulares, EVs), utilizando células sanguineas como control negativo (Figura
10). Las muestras de Cvx y Ret se repitieron para estandarizar la cantidad de
proteina a cargar en el Western Blot.
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Figura 10. Western Blot de la expresion de Arc en corteza visual y retina de ratas bajo protocolo de estimulacion. 6
carriles de vesiculas extracelulares (EVs), 2 carriles de células sanguineas (excepto eritrocitos), corteza visual (Cvx) y
retinas (Ret). Obsérvense bandas con sefial quimioluiminiscente en el peso correspondiente para la proteina Arc.

Arc se expresa en la capa nuclear internay la capa de células ganglionares
de laretina

Para corroborar la ubicacion anatomica de Arc en la retina, se realizé el protocolo
de deslipidificacion a la retina de los roedores en condiciones de privacién luminica
y tras 2 h (pico maximo de expresion) de estimulacion (n=8). Observamos la
expresion (Figura 17) de la proteina, probablemente en la capa nuclear interna, en
condiciones de privacion luminica (Figura 17 B) y tras la estimulacion (Figura 17 C).
Detectamos de forma consistente sefiales en cuerpos y proyecciones celulares,
ademas de sefial positiva para la proteina Arc en la capa de células ganglionares
(Figura 18). El video adjunto en la figura complementaria 1 (Video 1) destaca
sefales positivas para Arc, con multiples células activadas y proyecciones que
parecen surgir desde capas mas interiores (capa nuclear interna putativa) y llegan

finalmente a la capa de células ganglionares.
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Figura 11. CLARITY en retinas de ratas perfundidas. Localizacion anatoémica putativa por auto-fluorescencia de la sefial de
Arcen la retina A. Imagen de microscopia de luz extraida de Kandel et al, 2013. B. Imagen de microscopia confocal 20x en
la retina de una rata privada de luz. C. Imagen de microscopia confocal 20x en la retina de una rata tras 2 h transcurridas
desde la estimulacién luminica.

Para confirmar que la expresién de la proteina Arc es especifica de estas capas en
la retina, se utilizaron marcadores exclusivos para cada una de estas (n=3). Gracias
al montaje completo de las retinas tras el aclaramiento, se realizd una
reconstruccion tridimensional de la retina (Figura 13 A), que nos permite visualizar
las capas de este tejido de la mas externa (superior) a la mas interna (inferior).
Observamos sefal positiva para Arc principalmente en la capa ganglionar y la capa
nuclear interna, ademas de algunas proyecciones aparentes entre estas dos capas.
Brn3a se utiliz6 como herramienta para marcar exclusivamente la capa de células
ganglionares. Se observo la expresion especifica de Arc en la capa ganglionar,

encontrando expresiéon de proteina Arc, Brn3a y DAPI en algunas células de esta
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capa (Figura 13 B). Por otro lado, se utilizé tirosina hidroxilasa (TH) como marcador
especifico para capa nuclear interna. (Figura 13 B). En la capa nuclear interna, se
observé marcaje positivo de células que expresan Arc, y se encontraron algunas

células que exhiben colocalizacién de Arc con TH (figura 14).
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Figura 12. Expresion de Arc en la capa ganglionar de la retina. A. Vista ortogonal de la expresion de Arc en la retina. Se

observa la expresion de Arc en la capa ganglionar y la capa nuclear interna. Imagen de microscopia de luz extraida de

Kandel et al, 2013. B. Imagen de células en la capa ganglionar de la retina. Se observa distribucion nuclear de Brn3a 'y
DAPI, con Arc primordialmente en la periferia. Sefial naranja Brn3a, verde Arc y azul DAPI.
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Figura 13. Expresion de Arc en la capa nuclear interna. A. TH. B. Arc C. Merged.
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Induccion de Arc a traves de la estimulacion luminosa
En los animales correspondientes, la estimulacion luminica se realizé en una arena

de libre exploracién asegurando una intensidad luminica promedio de 250 Ix (Figura
15 A). Se observo que las ratas Wistar macho tienen una preferencia por
permanecer mas tiempo en los sitios menos iluminados de la arena (Figura 15 B),
dada su naturaleza fotofébica. Detectamos que los roedores (n=20), pasan
consistentemente mas tiempo en el sitio menos iluminados (Q1) en comparacion
con los demas (Anova de una via, F = 279.9, P < .0001, Tukey post Hoc). Este
resultado nos permite corroborar que los animales son capaces de percibir la luz del

entorno donde estan siendo estimulados.
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Figura 14. Conducta durante la estimulacion luminica. A. Representacion de la iluminacion en distintas partes de la arena.
B. Tiempo en segundos que paso cada animal en cada zona de la arena. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre todas las zonas de la arena de comportamiento, siendo el sitio mds concurrido también el menos

iluminado. n=20. Anova de una via, f = 279.9, P <.0001 tukey post-hoc.

Tras el protocolo de privacién/estimulacion luminica (Figura 16 A), se perfundieron
a las ratas (n=10), se extrajeron los cerebros y se valoro la expresion de la proteina
Arc en la corteza visual para corroborar la eficiencia del protocolo en la activacion
de la via visual. Se observo que el protocolo de estimulacion activo la corteza visual
(Figura 12 B) de forma consistente con los datos de la literatura, comparando la
corteza de ratas privadas de luz contra aquellas sacrificadas 2 h posteriores a la

estimulacion luminica (Figura 12 C). Encontramos un mayor namero de células
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positivas contra Arc tras 2 h de estimulacién luminica (T de Student, P = 0.0020,

Tukey post hoc)
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Figura 15. Expresion diferencial de Arc en la corteza visual primaria de ratas Wistar macho. A. Estrategia experimental B.
Microfotografias obtenidas por microscopia confocal de Cvx primaria de rata completamente privada de luz (Oh)y 2 h
tras la estimulacion luminica. C. Grdfica de cuantificacion de la expresion de la proteina Arc en la Cvx tras la estimulacion
luminica. Obsérvese el grado de actividad tras exponer a los roedores a luz, t de Student, P = 0.002, tukey post hoc.

Cinética de expresién de Arc en retina y corteza visual

Se realiz6 el curso temporal de expresion de la proteina Arc en la retina a través de
Western Blot (n=20) considerando los siguientes tiempos: 0, 1, 1.5, 2, 4y 8 h
posteriores a la estimulacion luminica (Figura 17 A). Observamos una cinética de
actividad (Figura 17 C) que cuenta con un pico de la expresiéon de la proteina Arc
en la retina a las 2 h posteriores al protocolo de estimulacion (Anova de una via, F
=7.383, P <0.0011, Tukey post hoc).
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Figura 16. Cinética de expresion de Arc en la retina a través de Western Blot. A. Estrategia experimental. B. Western Blot
de la retina de distintos individuos tras la estimulacion visual a diferentes tiempos. C. Control de proteina total. D.
Cuantificacion de la sefial de Arc corregida con la suma de la sefial de la proteina total en la membrana. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas sobre la expresion de la proteina Arc tras 2 h transcurridas desde la
estimulacion luminica. Anova de una via, P = 0.0011, Tukey post-hoc.

Se realiz6 ademas el curso temporal de expresion de la proteina Arc en la corteza
visual a través de western Blot en los mismos animales (n=20) considerando los
mismos tiempos posteriores (Figura 17 A) a la estimulacién luminica. De igual forma,
observamos una cinética de actividad (Figura 18 C) con un pico de expresion a las
2 h tras la estimulacién (Anova de una via, F = 2.563, P = 0.0926, Tukey post hoc),

tal como se ha reportado en la literatura.
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Figura 17. Cinética de expresion de Arc en la corteza visual a través de Western Blot. A. Estrategia experimental. B.
Western Blot de la corteza visual de distintos individuos tras la estimulacion visual a diferentes tiempos. C. Control de
proteina total. D. Cuantificacion de la sefial de Arc corregida con la suma de la sefial de la proteina total en la membrana.
Se observaron diferencias estadisticamente significativas sobre la expresion de la proteina Arc tras 2 h transcurridas
desde la estimulacion luminica. Anova de una via, P = 0.0926, tukey post-hoc.
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Discusion

En el presente estudio encontramos que la proteina sinaptica Arc muestra una
expresion inducible tras la activacion de la retina en respuesta a la estimulacion con
luz en un modelo de privacion/estimulacion. Observamos que su cinética de
expresion es consistente con la de otras regiones del SNC, como la corteza visual
(Wang et al., 2006) y el hipocampo (Ramirez-Amaya et al., 2005). Lo anterior
refuerza la idea de que esta proteina tiene un rol particular en la plasticidad de la
retina en respuesta a los cambios luminicos del entorno. Los resultados de este
proyecto permiten postular a la expresion de Arc como un posible marcador para
evaluar los cambios plasticos que ocurren en este tejido y como un blanco de
estudio para entender la regulacion de la conectividad de la retina en condiciones

fisioldgicas y patoldgicas.

La plasticidad retiniana se ha presentado como una propiedad limitada en tanto la
capacidad retiniana de reestructurar sus circuitos en respuesta a cambios del
entorno tales como la entrada de luz, ya que la retina es un tejido muy estable
durante el curso de la vida (Strettoi et al., 2022). Hemos detectado la localizacién
especifica de la expresion de Arc en la retina. Esta proteina aparece en la capa
nuclear interna y la capa de células ganglionares en respuesta a la estimulacién
luminica. En la literatura se ha reportado la presencia de la proteina Arc en la retina
en varios modelos murinos. En un estudio en ratas Wistar expuestas a entornos
enriquecidos, la proteina se detecto en las capas plexiformes (Pinaud et al., 2002).
Utilizando ratones transgénicos Arc-GFP, en el atlas de expresion génica en la
retina de la GENSAT, se report6 la presencia de la proteina en la capa nuclear
interna y la capa ganglionar (Siegert et al., 2009, 2012). Es la primera vez que se
detecta la proteina Arc en estas Ultimas 2 capas de la retina de ratas Wistar en
condiciones de privacién/estimulacion luminica utilizando la técnica de aclaramiento
de tejidos (CLARITY). Esta herramienta nos ha permitido corroborar la expresion

especifica de Arc en células de la capa nuclear interna y la capa ganglionar vy,

40



ademas, nos ha permitido observar proyecciones neuronales de la capa nuclear
interna a la ganglionar. Estos hallazgos son consonantes con los datos en la
literatura y la expresion postsingptica de Arc, probablemente presente en los

circuitos activados de forma posterior a la estimulaciéon luminica.

Si bien este trabajo es sugiere fuertemente la expresion de Arc exclusiva en dos
capas de la retina, cabe recordar la enorme diversidad neuronal en este tejido.
Investigaciones posteriores podrian indagar sobre el fenotipo especifico de las
células que expresan Arc, lo cual podria darnos una mayor precision sobre el rol
gue tiene esta proteina en la retina. En este trabajo, utilizamos TH como marcador
de la capa nuclear interna, y detectamos la expresion de la proteina Arc en células
que expresan TH. Esto podria ir ligado al punto anterior ya que parece que Arc se
expresa en células dopaminérgicas de la capa nuclear interna, que muy
probablemente son células amacrinas (Dacey, 1990). Este estudio abre la puerta a
considerar el rol de células especificas en la plasticidad retiniana mediada por Arc,
y refuerza la técnica de aclaramiento de tejidos (CLARITY) como una potente

herramienta para visualizar las conexiones neuronales en la retina.

Detectamos que la proteina Arc es inducible tras al menos 48 h de privacién visual,
en distintos periodos de tiempo entre O y 8 h posteriores a 15 minutos de
estimulacién luminica a una intensidad de 250 luxes (intensidad luminica reportada
gue activa Arc en la corteza visual. La latencia entre los niveles basales de Arc tras
la privacién luminosa hasta alcanzar el pico maximo en su expresién fue de 2 horas.
Transcurridas 4-8 horas posteriores a la estimulacion, la proteina alcanza los niveles
previos a la estimulacion. La dindmica de Arc que hemos observado es muy similar
a la que tiene en otros niveles del SNC (Ramirez-Amaya et al., 2005; Wang et al.,
2006b), tanto en la latencia al pico maximo como en su recuperacion a niveles
basales. Es muy importante que Arc tenga una activacion transitoria, ya que una
presencia prolongada en las sinapsis activas culmina en alteraciones en la

plasticidad (Greer etal.,, 2010; Kihnle etal., 2013) y problemas en el
41



aprendizaje/memoria (Wall et al., 2018). En el envejecimiento, una acumulacion de
Arc y un déficit en su degradacion se asocian con deterioro cognitivo (Fletcher et al.,
2014). Observar que Arc tiene una dinamica de expresion similar, con un pico
especifico en condiciones fisiolégicas nos hace pensar que muy probablemente, la
cinética de esta proteina en este tejido también este alterada en el envejecimiento

0 en condiciones patoldgicas.

La expresion de la proteina y el mRNA de Arc se ha utilizado como un marcador util
para identificar las neuronas activas y su vinculacion con alguna funcion especifica
(Link et al., 1995; Lyford et al., 1995). Un estudio (Fujita et al., 2020) demostro la
expresion diferencial de Arc en la retina de ratones en respuesta a un estimulo
luminoso, pero no como un agente involucrado en la plasticidad retiniana, sino mas
bien, como una herramienta para detectar la activacion neuronal en respuesta a
actividad luminica. Historicamente, se ha utilizado a Arc (gen, mRna, y proteina)
como una herramienta en neurociencias por su gran regulacion, su expresion
exclusiva en los circuitos activados y su cualidad de gen inmediato temprano
(Guzowski et al., 1999; (Kawashima et al., 2013). En su estudio, Fujita y cols. (2020)
detectaron cambios en la actividad de las células ganglionares en respuesta a la
lesiéon del nervio 6ptico. Sin embargo, mas alla de ser solamente una herramienta
para evaluar actividad, consideramos en este trabajo las capacidades de la proteina
para modificar la estructura y funcion de las sinapsis en respuesta a distintos
estimulos. Se reconoce que Arc es un regulador maestro de la plasticidad sinaptica
(Bramham et al.,, 2008) y un efector molecular asociado a multiples vias de
sefalizacion (Nikolaienko et al., 2018). En el contexto de la via visual, se sabe que
Arc modula la plasticidad en respuesta a la experiencia en la corteza visual, a tal
grado que cuando no esta presente (ratones KnockOut), la corteza visual no sufre
cambios relacionados con la dominancia ocular (McCurry et al., 2010). Se ha visto
que la proteina Arc permite restaurar la plasticidad a un estado juvenil en ratones
adultos, después de ser transfectada a través de vectores virales en esta region del
SNC (Jenks et al., 2017). Observar que Arc es inducible en la retina es el primer
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paso para valorar sus cambios en este tejido ahora en nuevos modelos, como el
envejecimiento, la patologia o el desarrollo, y asi enriquecer el conocimiento sobre
la plasticidad retiniana, fendmeno ampliamente implicado en distintas afecciones
del ser humano. Investigaciones posteriores que indaguen sobre como restaurar la
actividad de Arc en la retina, como monitorearla y modularla podrian ayudar a
mejorar multiples problemas de salud ocular y, por tanto, incidir en la calidad de vida

de millones de personas.
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Conclusiones

La expresion de la proteina Arc en la retina es inducible por la experiencia visual y
exhibe una dinamica temporal con un pico maximo a las 2 h en el modelo de
privacion/estimulacion luminica en ratas Wistar macho adultas. Esta expresion tiene
una especificidad anatomica, en la capa de células ganglionares y la capa nuclear
interna en la retina. Estos resultados son una primera aproximacion al papel de Arc
en este tejido y abren una serie de preguntas acerca del papel de esta proteina en

contextos de desarrollo, envejecimiento y enfermedad.
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Figuras complementarias

Fig. complementaria 1. (Video 1) Microscopia confocal 20x de la retina de una rata
Wistar macho adulta 2 h después de la estimulacion luminica. El video comienza
desde la capa nuclear interna Obsérvese la sefial en los cuerpos nucleares y las
proyecciones. Se visualiza una proyeccion que comienza en la parte izquierda del
cuadro y llega hasta una marca especifica en la capa ganglionar putativa por

fluorescencia. (también disponible en: https://youtube.com/shorts/yeQ5IJvHYHU)
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