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Palabras clave: Resumen
Axones comisurales; El cerebro es el 6rgano mas complejo que poseemos y es el que nos define como seres
Circuitos bilaterales; humanos. Es la base de la inteligencia, de nuestros pensamientos y recuerdos. Ademas,
Netrina-1; interpreta el mundo a través de los sentidos, inicia movimiento y controla nuestros
Cerebelo. comportamientos.

El funcionamiento de este 6rgano se basa en el correcto establecimiento de los patrones de
Keywords: conectividad entre los millones de neuronas que lo componen, permitiendo una comunica-
Commissural axons; cién precisa 'y eficiente entre ellas.
Bilateral circuits; Estas redes neuronales emergen durante el desarrollo embrionario y postnatal. La formacién
Netrin-1; adecuada de estas conexiones requiere de diversos eventos orquestados de forma muy precisa
Cerebellum. y que estan controlados por mecanismos moleculares especificos. Por tanto, alteraciones en

estos eventos tempranos daran lugar a patologias cerebrales y trastornos complejos.

En las ultimas décadas, se ha logrado un gran progreso en la identificaciéon y comprension
de los mecanismos de accién de las moléculas que dirigen el desarrollo de los axones y
de los circuitos neurales. Sin embargo, el rol que juegan in vivo en muchos aspectos de la
formacion de circuitos neuronales sigue siendo, en gran parte, desconocido, particular-
mente como la alteracion temprana de esa conectividad deriva en patologias complejas
del neurodesarrollo.

En este articulo, destaco parte de mis contribuciones y avances recientes que arrojan luz
sobre la complejidad de los mecanismos que regulan la guia de los axones y ensamblaje
de los circuitos bilaterales del sistema nervioso central. Ademas, discuto céomo la
comprension del desarrollo de los circuitos bilaterales del cerebelo es fundamental para
comprender la aparicidon de diversas patologias del neurodesarrollo.

Abstract

The brain is the most complex organ we have, and it is the one that defines us as human
beings. It is the basis of intelligence, of our thoughts and memories. In addition, it
interprets the world through the senses, initiates movement and controls our behaviors.
The correct functioning of this organ is based on the correct establishment of connec-
tivity patterns between the millions of neurons which enable a precise and efficient
communication between them.

These neural networks emerge during embryonic and postnatal development. The
formation of proper neuronal circuitry relies on diverse and very precisely orchestrated
events controlled by specific molecular mechanisms. Therefore, failures in these early
events will lead to brain pathologies and complex disorders.

In the last decades, remarkable progress has been made in identifying and in unders-
tanding the mechanisms of action of the molecular that direct axon and neural circuitry
development. However, their role in vivo in many aspects of neural circuit formation
remains largely unknown, particularly how the impairment of this initial connectivity
derives in complex neurodevelopmental pathologies.

Here, I highlight part of my contributions and recent advances that shed light on the
complexity of mechanisms that regulate axon guidance and the wiring of the bilateral
circuits of the central nervous system. Furthermore, I discuss about how understanding
the development of bilateral circuits of the cerebellum is essential to understand the
emergence of diverse neurodevelopmental pathologies.
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INTRODUCCION

El Sistema nervioso central (SNC), de todas las
especies con simetria bilateral, contiene un tipo
particular de neuronas denominadas comisurales,
las cuales extienden sus axones a través del eje
de simetria, la linea media, y conectan con otras
localizadas en el lado opuesto.

Estos circuitos juegan un papel critico en la coordi-
nacion e integracion de la informacién originada
en ambos lados del cuerpo, siendo asi esenciales
para multiples funciones, tales como respuestas
motoras, visiéon binocular o audicién.

Durante las ultimas décadas, multitud de estudios
se han centrado en entender como esos axones son
capaces de alcanzar y de navegar dianas interme-
dias, como la linea media ventral o placa del suelo
durante el desarrollo del SNC de vertebrados. Esta
placa del suelo una estructura glial especializada
transitoria que desempefa un papel crucial en
la regionalizaciéon dorsoventral del tubo neural,
asi como en la migracién celular y la guia del
crecimiento axonal.

Todos esos trabajos han contribuido ampliamente
a incrementar nuestro conocimiento sobre cémo
se forman los circuitos neuronales y han permitido
identificar las moléculas que guian la formacién de
los circuitos en vertebrados durante el desarrollo
temprano.

La teoria neurotréfica de Cajal

Uno de los grandes descubrimientos de D. Santiago
Ramén y Cajal fue el cono de crecimiento(1). Lo
describié como una estructura con forma de cono
que se encuentra en el extremo de los procesos
celulares en crecimiento y que determinaria los
movimientos de este para alcanzar sus dianas
sindpticas.

Cajal mostré un profundo interés en entender cémo
las neuronas se organizaban durante el desarrollo.
“Una de las cuestiones mds arduas que nos plantea
la histogénesis nerviosa, es la de averiguar en virtud
de qué mecanismos crecen las dendritas y los axones
adoptando direcciones prefijadas, y estableciendo
sin revueltas ni equivocaciones, como guiadas por
una fuerza inteligente, conexiones con determinados
elementos nerviosos o extra-nerviosos...”- segin sus
propias palabras(2).

Estas observaciones junto a sus estudios en la
médula espinal del embrién de pollo llevaron a Cajal
postular la “Teoria neurotréfica”(2). En ésta Cajal
sugeria que, entre otros, los axones comisurales
de la médula espinal en desarrollo se orientarian
y alcanzarian sus dianas al ser atraidos a distancia
mediante la secrecion de sustancias quimicas que
formarian gradientes atractivos (quimiotropismo).
Y serian los conos de crecimiento quienes, ademds,
proporcionarian esa sensibilidad quimiotactica a
las neuronas en desarrollo.

Netrina-1, la primera molécula quimiotrdpica

La primera evidencia de quimiotropismo aplicado
al SNC de vertebrados surgié de experimentos in
vitro déonde se confrontaba un explante dorsal
de médula espinal de embrién de rata con un
fragmento de la placa de suelo.

Tras cultivarlo, se observo que axones del explante
emergian y se dirigian de forma preferente
hacia la placa del suelo. Por consiguiente, este
crecimiento de los axones comisurales también
se estimulaba al cultivar los explantes dorsal de
la médula espinal con medio de cultivo condicio-
nado, en el cual se habia cultivado previamente
células de la placa del suelo(3).

Todos estos resultados apoyaban la idea de que
la placa del suelo secretaba moléculas de guia
capaces de dirigir la extensiéon de los axones
comisurales.

Las evidencias in vivo se observaron al utilizar
ratones modelos en los que se alteraba el
desarrollo de la placa del suelo, y donde los
axones comisurales mostraban defectos en su
trayectoria(4-6).

Pocos afios después, los esfuerzos se centraron en
determinar la identidad de esa molécula quimioa-
trayente presente en la placa del suelo. De esta
forma, se aislaron dos proteinas, netrina-1 y
netrina-2, en base a su capacidad de mimetizar el
efecto de la placa del suelo(7).

En los estudios de expresion de estos genes, se
observd que, en la médula espinal del embrién
de pollo, netrina-1 estaba especificamente
expresada por la placa del suelo, mientras que
netrina-2 estd expresada en los dos tercios
ventrales de la médula espinal, excluyendo la
placa del suelo(7).

Todo ello llevé a proponer un modelo, por el
cual netrina-1 secretada por la placa del suelo
actuaria como una molécula quimiotrayente que
guiaria a larga distancia a los axones comisurales
en la médula espinal.

Las evidencias in wvivo para esta actividad
propuesta para netrina-1 vinieron del estudio
fenotipico de los ratones mutantes para netrina-1
y en los cuales se observé que la mayoria de los
axones comisurales proyectan de forma andémala
y fallan en alcanzar y en cruzar la linea media
ventral(8,9).

Desde ese momento, ha sido involucrada como
molécula de guia en multiples regiones del cerebro
actuando sobre multitud de tipos celulares. Asi,
netrina-1 se convirtié en una de las proteinas
mejor estudiadas no sélo en el campo de la guia
de los axones, sino que también se ha descrito
que juega diferentes papeles en la formacion
del sistema nervioso, tales como sinaptogé-
nesis(10-12), migraciones neuronales(13,14),
supervivencia(l5) o regeneracién(16)
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Nuevo modelo para la guia de los axones
comisurales

Diversos estudios recientes, entre los que se incluye
mi trabajo, han cuestionado la prevalencia de la
accién quimiotrépica de netrina-1y han revisado
este mecanismo de larga distancia en la guia de
los axones comisurales in vivo. En el rombencé-
falo y en la médula espinal del embrién de ratén,
netrina-1 estd expresada por las células de la
placa del suelo, pero también por los progeni-
tores neurales (glia radial) de la zona ventri-
cular(9,17,18).

A su vez, el patrén de distribucién de la proteina
netrina-1 es particularmente diferente al de su
transcrito, el ARN. La proteina se acumula principal-
mente en la regién mas lateral de la superficie pial y
esta ademas presente en los axones(17-19).

La hipoétesis inicial nos sugeria que la presencia
de netrina-1 en la regién lateral seria debida a la
geometria bipolar de la glia radial, de forma que esta
transportaria o secretaria netrina-1 en esa region.

ANALES RANM

Para demonstrar el origen de esta netrina-1 y
su posible contribucién a la guia de los axones
comisurales utilizamos una estrategia genética
que permitia eliminar de forma especifica cada
una de las fuentes de netrina-1, la de la placa del
suelo y la de la zona ventricular.

En ausencia de netrina-1 en la placa del suelo,
netrina-1 se distribuye de forma normal fuera de
la linea media, confirmando asi que el origen de
dicha proteina era la zona ventricular.

Ademds, en el rombencéfalo, los fenotipos
presentes en el mutante de netrina-1, como
la proyecciéon andmala en direcciéon dorsal, la
desfasciculacién y la ausencia de cruce en la linea
media, solo se observaron cuando netrina-1 era
eliminada de la zona ventricular y no de la placa
del suelo(17,20).

De esta forma, propusimos que la fuente critica de
netrina-1 que guia los axones comisurales era la glia
radial de la zona ventricular y no la placa del suelo,
como se habia sugerido previamente (Figura 1).

Precursores
Neurales

Netrina-1

1V ventriculo

Modelo clasico

Neurales

Netrina-1

IV ventriculo

Modelo propuesto

Figura 1. Modelos de guia de los axones comisurales en el rombencéfalo. En el modelo cldsico, netrina-1 secretada por las células de
la placa del suelo difundiria formando un gradiente ventro-dorsal que atraeria ventralmente los conos de crecimiento de los axones
comisurales. En el modelo propuesto, los axones comisurales se extenderian por contacto a través de un sustrato rico en netrina-1
formado por su unién con la laimina basal y la matriz extracelular. Esta netrina-1 estaria producida por los precursores neuronales
de la zona ventricular o glia radial, los cuales se extienden desde la zona ventricular a la superficie pial. Los axones también captu-
rarian netrina-1 y establecerian una via repleta de netrina-1 que también podria guiar otros axones.

DESARROLLO Y FUNCION DE LOS CIRCUITOS BILATERALES
Moreno Bravo JA
An RANM. 2022;139(03): 229 - 235

231



232

ANALES RANM

Esta netrina-1 de la superficie pial promoveria
la extension de los axones comisurales de forma
fasciculada y dirigida hacia la linea media ventral.
Asi, netrina-1 dirige la extensiéon de los axones
comisurales del rombencéfalo por un mecanismo
de accién que dirigiria el crecimiento de estos por
contacto de una superficie permisiva o atractiva
(haptotaxis) en vez de por un efecto quimiotrdpico
a larga distancia(17,18).

En particular, en la médula espinal, aunque la
netrina-1 derivada de la zona ventricular actuaria
como fuente principal, los defectos presentes en su
ausencia son menores que en el caso del rombencé-
falo(21). La ausencia de netrina-1 en ambas
fuentes es requerida para evitar el cruce de la linea
media. Ademds, la netrina-1 derivada de la placa
del suelo podria estar afectando algunos aspectos
relacionados con la fasciculaciéon de los axones
comisurales y del cruce de la linea media(22). De
esta forma, nuestro trabajo demostraba que ambas
fuentes de netrina-1 estarian actuando de forma
sinérgica en la guia de los axones comisurales de
la médula de espinal. Lo que a su vez sugiere que
los mecanismos de guia entre el rombencéfalo y la
médula espinal difieren. Estas diferencias podrian
ser debidas tanto al tamano de ambas estruc-
turas en el momento de la extension de los axones
comisurales como a su trayectoria.

Por un lado, en el rombencéfalo dicha extension
se origina muy lejos de la linea de media ya que
tiene un mayor tamafo que la médula espinal.
De esta forma, la influencia de la placa del suelo
seria menor. Ademds, los axones comisurales
del rombencéfalo siguen, principalmente, una
trayectoria circunferencial, lo que haria que la
netrina-1 distribuida a lo largo de la superficie
pial (la de origen ventricular) fuera requerida
para toda su extensidén. Sin embargo, los axones
de la médula espinal tienen que separarse de la
superficie pial para alcanzar la placa del suelo.
Todo ello podria explicar el hecho de que la
netrina-1 derivada de la zona ventricular sea
una fuente preponderante para la guia de los
axones comisurales en el rombencéfalo y en la
médula espinal, y que la netrina-1 de la placa
del suelo pueda contribuir en la guia de dichos
axones incluso teniendo un efecto a distancia.
Sin embargo, aun siguen sin existir evidencias
in vivo de que los axones detecten netrina-1 en
soluciéon (quimiotaxis) en vez de que lo hagan
cuando ésta se encuentra unida a un sustrato
(haptotaxis)(21,22).

Lanavegacién defectuosadelosaxonescomisurales
se ha observado en diversos tipos de trastornos
del neurodesarrollo que se sospecha que tienen
un origen en la alteracién temprana de la
formacién de los circuitos neuronales. Ademas,
de caracterizaciones de mutaciones humanas en
genes que codifican para receptores asociados
a la funcién de netrina-1, como Dcc o Robo3,
y cuya alteracion deriva en déficits funcio-
nales(23), han derivado en nuevas relaciones
entre la patologia y la guia de los axones durante
el desarrollo temprano.

El entendimiento de los déficits funcionales
asociados a las patologias del neurodesarrollo
requiere de un estudio continuo y mas profundo
de cémo los circuitos comisurales se forman en
estas situaciones fisiopatoldgicas.

Y una de las regiones que merece una mayor
atencion es el cerebelo. A pesar de haber sido
objeto de interés en investigaciones durante
siglos, el cerebelo sigue siendo una parte del SNC
relativamente inexplorada y su posible implica-
cién en algunas patologias requiere de un estudio
mas profundo desde una perspectiva del neurode-
sarrollo.

El cerebelo

El cerebelo ha sido clasicamente reconocido por su
papel en el control sensitivomotor y la coordina-
cion. Sin embargo, en las ultimas décadas un gran
numero de evidencias tanto anatémicas, fisioldgicas
como clinicas estdn demostrando que puede jugar
un papel importante en funciones no motoras,
como la cognicion y la emocidn (24).

De hecho, el cerebelo ha sido relacionado con
diversos trastornos mentales como esquizofrenia
(25), trastorno bipolar (26) o depresién (27), con
un particular foco en su relacién con los trastornos
del espectro autista (TAE)(28).

Apoyando la amplia evidencia de datos clinicos,
diversos estudios en el ratén, también han
implicado al cerebelo en el control de funciones
de orden superior, como funciones cognitivas y
comportamiento social (29), recompensa (30) o
planificacion motora (31). E incluso, se conoce
que la disfuncién cerebelosa es suficiente para
generar comportamientos relacionados con los
TAE en ratones (32-37).

Otra linea de evidencias indica que los factores
de riesgo que afectan al crecimiento del cerebelo,
como la lesion cerebral neonatal, se correlacionan
con peores resultados del desarrollo neurold-
gico general en etapas posteriores (28,38,39).
Ademas, la concurrencia de déficits conductuales
tempranos en la mayoria de los trastornos del
neurodesarrollo, que abarcan dominios motores,
sensoriales, cognitivos y emocionales, sugieren
que el desarrollo anormal del cerebelo es un factor
determinante e importante para esas situaciones
fisiopatolodgicas.

Una de las principales razones de la mayor suscep-
tibilidad del cerebelo se debe a su trayectoria de
desarrollo prolongada. El cerebelo se encuentra
entre las primeras estructuras cerebrales en
comenzar la diferenciacién celular y una de las
ultimas en madurar por completo (40,41).

Como tal, el cerebelo en desarrollo es vulnerable
a la disfunciéon debido a factores genéticos y
epigenéticos, al ambiente téxico en el utero, o
a la lesion cerebral neonatal focal o global. Esta
complejidad de factores de riesgo que actuan a
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lo largo del desarrollo da como resultado una
amplia gama de anomalias celulares, morfolé-
gicas y de circuitos que tiene un impacto global
negativo en el correcto funcionamiento del SNC
(38,42-44). De esta manera, todas estas eviden-
cias apuntan hacia la idea de que el desarrollo
y conectividad del cerebelo es un factor critico
en determinar el inicio y gravedad de una amplia
gama de trastornos del neurodesarrollo.

Por esta razon, es esencial identificar los procesos
clave que ocurren durante el desarrollo del
cerebelo como paso esencial para descifrar el
surgimiento de sus circuitos funcionales y poder
entender como su disfuncion afecta de forma global
al funcionamiento del cerebro.

El cerebelo en desarrollo y su implicacion en
la maduracion y funcion de la corteza cerebral

Se ha propuesto que la influencia del cerebelo en
el procesamiento complejo es a través de efectos
moduladores sobre la corteza cerebral.

El cerebelo es particularmente vulnerable a los
insultos clinicos y ambientales alrededor del
nacimiento (recién nacidos o nifios con lesiones
cerebelosas del desarrollo, hemorragia cerebe-
losa e infartos)(45). La lesion cerebelosa es una
complicacion frecuente tras el parto prematuro,
que puede llevar a una reduccién del tamano del
cerebelo y problemas a largo plazo, incluyendo el
desarrollo motor, cognitivo, social y del lenguaje.
Estas lesiones cerebelosas tempranas conducen a
disfunciones cerebrales mayores que si ocurrieran
en la edad adulta, lo que sugiere que la integridad
del cerebelo en desarrollo es fundamental para el
correcto funcionamiento del cerebro.

Es importante destacar que estudios clinicos
indican que el dafio cerebeloso temprano
conduce a una amplia gama de cambios en la
estructura y funcion de la corteza cerebral en
desarrollo. En concreto, estas lesiones cerebe-
losas tempranas desencadenan modificaciones en
el volumen de materia gris y de materia blanca de
las areas corticales que reciben, indirectamente,
las proyecciones del cerebelo, que incluyen
las areas prefrontales, premotoras, sensitivo-
motoras y temporales mediales del hemisferio
contralateral (46,47). Estas alteraciones dan
como resultado discapacidades en dominios
especificos incluyendo disfunciones motoras y
cognitivas(48).

Cabe recalcar, que estas lesiones tempranas del
cerebelo estan consideradas el principal factor de
riesgo no genético para el desarrollo del TAE.

Una hipdtesis que podria explicar el efecto remoto
del cerebelo sobre la corteza es la “diasquisis del
desarrollo”(28). Esta sugiere que el dano focal
en un area encefalica (cerebelo) puede afectar al
desarrollo y la organizacién de regiones cerebrales
distantes (corteza cerebral) debido a que existe
un sustrato anatémico que las conecta. Este tipo
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de lesiones cerebelosas ocurren en un momento
critico para el desarrollo de ambas estruc-
turas, lo que sugiere que el cerebelo podria
estar modulando o influenciando el correcto
desarrollo y la funcién de la corteza cerebral a
través de los circuitos neuronales que conectan
ambas estructuras.

A su vez, esas alteraciones corticales podrian
derivar en alteraciones funcionales y/o compor-
tamentales relacionadas con diversos trastornos
complejos, como el TEA(28). Por lo tanto, es
fundamental considerar que alteraciones discretas
del desarrollo del cerebelo pueden producir
anomalias en regiones distantes como la corteza
cerebral. Y asi, la diasquisis del desarrollo podria
explicar el origen cerebeloso y su implicacién
en los principales trastornos del neurodesa-
rrollo. Sorprendentemente, los mecanismos por
los cuales el cerebelo influye en el desarrollo y la
maduracion de los circuitos corticales cerebrales
de forma remota no han sido explorados.

Actualmente, nuestro trabajo se centra en
entender cémo y cudndo se forma el sustrato
anatomico que permitiria al cerebelo poder
influenciar la corteza cerebral remotamente
durante el desarrollo.

Son las neuronas de los nucleos profundos las que
conectan primariamente el cerebelo con regiones
extra cerebelosas. Estos nucleos estan compuestos
principalmente por neuronas comisurales(49)
que decusan en la linea media ventral y alcanzan
diversas poblaciones neuronales localizadas en el
talamo, en el mesencéfalo, en el rombencéfalo y
en la médula espinal contralaterales.

Por tanto, estas neuronas permiten el estableci-
miento de los circuitos en bucles que relacionan
al cerebelo con multitud y diversas funciones
tanto motoras como no motoras. De esta forma,
estas neuronas comisurales ocupan una posicidén
estratégica en el circuito cerebeloso y su papel
deberia ser considerado como central tanto en la
implicacidn del cerebelo en el desarrollo normoti-
pico como patoldgico.

Actualmente, estamos determinando cdémo,
durante el desarrollo temprano, las neuronas de
los ntcleos profundos se conectan con estruc-
turas intermedias que puedan mediar la influencia
del cerebelo sobre la corteza cerebral. Y asi,
determinar los circuitos neuronales que actuarian
como sustrato anatomico para el fenémeno de la
diasquisis del desarrollo.

CONCLUSIONES

La formaciéon andémala de los patrones de conecti-
vidad durante el desarrollo es una causa subyacente
de una amplia variedad de defectos congénitos y
trastornos del neurodesarrollo como, por ejemplo,
los trastornos del espectro autista.
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Para mejorar o restaurar la funcién de los
circuitos neuronales danados se necesita nuevos
enfoques terapéuticos que, a su vez, requieren
una mejor comprension de los eventos bajo
los cuales éstos se ensamblaron original-
mente durante el desarrollo. Por estas razones,
dilucidar los mecanismos celulares y molecu-
lares que subyacen a la formacién de circuitos
neurales y su funcién normal, asi como el
impacto funcional que tiene su alteracién sigue
siendo un problema fundamental y objetivo
prioritario de la neurobiologia actual.

Nuestra comprensiéon integral sobre el
desarrollo y funcién del cerebro requiere de
un profundo estudio del cerebelo. Asimismo,
como paso indispensable para seguir incremen-
tado nuestro conocimiento sobre la complejidad
de las patologias del neurodesarrollo es critico
entender e incluir la contribucién del cerebelo
en desarrollo.
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