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FE DE ERRATAS

Texto.
En la pagina 9 en donde dice: (Figura 7), debe decir: (Figura 6).

En la pagina 9 en donde dice: (Figura 8), debe decir: (Figura 7).
En la pagina 12 en donde dice: (Figura 6), debe decir: (Figura 8).

Pies de Figuras.
En donde dice: Figura 7, debe decir: Figura 6.

En donde dice: Figura 8, debe decir: Figura 7.

En donde dice: Figura 6, debe decir: Figura 8



PREFACIO
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quizés sea por esto que me alegra y entusiasma tanto el que haya terminado. Quizas as
también sea la muerte cuando se ha hecho y vivido lo suficiente para estar satisfecho consigo

*Convengamos en que ¢l intelectual |cientifico| es por definicion un suceptible”
Mano Benedetti

“"Las ulopias sucederdn cuando 2 nosotros

nos aparezcan alas.
y toda |a gente sea convertids en dngeles”

Fiodor Dostoycvski.
Meéxico 1996.
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Resumen

El cerebro en los mamiferos aumenta su tamafio cuatro veces desde el
nacimiento hasta ia edad adulta. No obstante ia aparente importancia que el
crecimiento cerebral tiene para la adquisicion de las habilidades cognocitivas
durante el desarrolio postnatal, los mecanismos celulares que |0 subyacen aun
son inciertos. Asi, el presente trabajo evaludé si 1) el crecimiento cerebral
postnatai resulta del crecimiento progresivo de las neuronas y la elaboracion de
conexiones, y 2) si el crecimiento neuronal puede ser regulado por factores
neurotréficos producidos de manera local.

Se realizaron estudios enatoémicos en los cerebros de ratones control y
transgénicos con expresion cerebral aumentada del factor de crecimiento tipo
insulina-l (IGF-1), o bien con expresitn ectdpica cerebral de |a proteina fijadora de
IGF's-1 (IGFBP-1).

Nuestras observaciones sugieren que IGF-I promueve el crecimiento
neuronal y del neuropilo durante el desarrolio postnatal cerebral. La expresion
elevada de IGF-| produjo incrementos en el tamafio cerebral, en el tamafio de ia
corteza cerebral como un todo, y en el irea relativa de la corteza somatosensorial
primaria (S1), en particular. En contraste, la produccién ectépica cerebral de
IGFBP-1 tuvo ios efectos opuestos. Estudios anatdmicos més detaliedos
realizados en los ratones transgénicos mostraron que los cambios en las
dimensiones de S1 comrespondieron a cambios en el numero y tamafio de las
neuronas y en el volumen ocupado por el neuropilo (i.e., conexiones neuronales).
Asl, nuestras observaciones apoyan que e IGF-l es un factor neurotréfico que
modula & crecimiento del cerebro promoviendo |a supervivencia y el crecimiento
neuronales, y la elsboracion diferencial de neuropilo.



Summary

In the rodent brain, IGF-{ mRNA is transiently expressed in sensory projsction
neurons dunng periods of synaptogenesis and neuronal growth. Transgenic (Tg) mice
with brain IGF- overexpression and ectopic brain expression of IGF-binding protein-1
(IGFBP-1), an inhibitor of IGF- actions, show changes in brain size and myelination.
We took advantage of these mouse models to evaluste in vivo IGF- effects on
sensory pathways development by conducting anatomic studies in the S1 barrel fieid.
Brain size. cortical area and bamel field dimensions were respectively increased and
reduced in IGF and IGFBP-1 Tg mice, as compered with wild type (wt) mice. The
brain and cerebral cortex of Tg mice with the highest transgene expression were the
most altered in size. Cortex and bamel field size changes were not precisely
proportional because in some Tg mice barels were relatively more affected than the
cortex, while in others the opposite was true. Brain IGF-1 overexpression increased the
estimated average number of neurons per barel, neuronal cross-sectional area. and
barel neuropil volume, while brain expression of IGFBP-1 reduced each measure.
Neuronal density was greatly reduced in IGF4 Tg mice and increased in IGFBP-1 Tg
mice. No differences in body weight, whisker pad and follicie aress, and whisker pad
innervation density were found among Tg and wt mice. These observations indicate
that IGF4 enhances neuronal growth and survival in developing sensory pathways,
and support the concept that modifications in the availability of neurotrophic factors
can lead to changes in brain, neocortical, and S1 relative diemensions by aftering
neuronal survival and neuropil elaboration.



ntroduccion

Uno de los hechos caracteristicos del desarrolio postnatal en ios mamiferos
es ol incremento progresivo en la lalla del cerebro. El cerebro humano, por
ejemplo, cuadruplica su peso desde el nacimiento (350 g) hasta la edad aduita
(1400 gr) (Figura 1, Purves, 1984). Este incremento postnatal en el tamafio
coincide, por un lado, con el aumento progresivo de la capacided individual para
recibir, procesar y aimacenar informacion, y por otro, con la emergencia paulatina
de patrones conductuales complejos (Figura 2; Purves, 1984). Esta coincidencia
ha conducido @ pensar que el crecimiento progresivo del cerebro provee del
substrato anatémico necesario para incrementar ia capacidad de procesamiento,
integracion, aimacenaje, y generacion de informacion en el sistema nervioso
(Fisher y Rose, 1994).

E! aumento en la talla cerebral no es un fenémeno que se observe
unicamente durante el desarrolio postnatal, sino también durante el proceso
evolutivo de los mamiferos (Figura 3; Jerison, 1973; Kaas, 1987; Purves 1988,
Rakic, 1995a,b; Northcutt y Kaas, 1985). Este fendémeno, de manera andioga a io
observado durante el desarroilo, se asocia al mejoramiento de ias habilidades
cognocitivas de distintas especies como resullado de la emergencia de nuevas
droas cerebrales, y el incremento consecuente en el grado de especializacion
funcional (Kaas, 1987).

La importancia del crecimiento del cerebro para el desarrolio normali de los
patrones conductuales se ha puesto de manifiesto méas directamente en estudios
clinicos. Los padecimientos que alteran el crecimiento del cerebro (eg.,
hipotiroidismo congénito), comunmente se acompafian de deficiencias
cognocitivas importantes. En algunos de estos casos, la severidad de las
alteraciones disminuye notablemente si el tratamiento médico se instaura a
tiempo (i.e., durante el periodo critico del desarrollo neuronal) y se restabiece el
crecimiento cerebral.

El crecimiento del cerebro parece asi estar intimamente ligado al desarroilo
de |las habilidades conductuales durante la maduracion postnatal y la evolucion de



las distintas especies de mamiferos. No obslante la importencia bioldgica
aparente que tiene el crecimiento del cerebro, o8 mecanismos celulares que lo
subyacen aun se desconocen. En el presente irabajo se exploraron las
posibilidades de que 1) ol crecimiento del cerebro pudiera refiejar el crecimiento
neuronal y la elaboracion progresiva de conexiones, y 2) el crecimiento del
oerebro sea en parte regulado por factores neurotréficos producidos localimente.



RECIEN NACIDO 6 AROS DE EDAD

Figura 1. (a) Diferencia en el tamafio absoluto del cerebro humano entre un neonato y un
infante de seis aflos de edad. El incremento en el tamafio cerebral se debe a distintas causas,
entre cllas, a la hipertrofia neuronal y posiblemente a la elaboracién de conexiones como se
muestra en (b) (Modificada de Purves D, 1994).
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Figura 2. El crecimiento del cerebro coincide con un periodo del desarrollo de los nifios que
0 caracteriza por una mejors progresiva de las capacidades cognitivas y neuroldgicas, y con
la emergoncia de patronss conductuales mis complejos. Esta coincidencia ha llevado »
penser que ol crecimiento cerebral, y especialmente la formacion de nuevas conexiones,
provesn del substrato anatémico necesario pars incrementar progresivamente la capacidad
para manejar y generar informacion cada vez mas compleja durante el desarrolio postnatal
de los individuo (Modificada de Gutiérrez-Ospina, 1996).
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Figura 3. Cambios en el tamafo cerebral durante la evolucion de distintos linajes de
mamiferos (A, Tomada de Kaas, 1987) (B, Tomada de Jerison, 1973). Es importante
destacar que el incremento en la talls cerebral durante el proceso evolutivo se debe, en parte,
al incremento en ¢l niumero y tamafio neuronal, pero sobre todo a un incremento en e
volumen cerebral ocupado por el neuropilo.



crecimiento del cerebro.
Generalidades.

El cerebro de los mamiferos incrementa su tamafio de tres a cuatro veces
desde el nacimiento hasta la edad adulta. En los roedores, el crecimiento cerebral
se ha dividido en tres fases (Uylings et.al., 1890). La fase de crecimiento répido
8o extiende desde el nacimiento hasta los ocho dias de vida, y se caracteriza por
un incremento répido de |a talla cerebral que coincide con e crecimiento neuronal
y la generacion de células gliales y vasos sanguineos. La fase de transicion se
extiende desde el dia ocho hasta el dia 17 postnatales, y coincide con la
consolidacion de conexiones neuronales (i.e., sinaptogénesis) y el inicio de la
produccion de mielina. Finaimente, la fase de crecimiento asintdtico que ocurre
entre los dias 17 a 180 postnatales, y se caracteriza por la continua elaboracién y
adicion de mielina.

Si bien, a primera vista, el crecimiento del cerebro parece ser un proceso
continuo, el andlisis detaliado de la dinémica del crecimiento cerebral ha
demostrado que este 6rganc crece de manera discontinua; "microperiodos” de
crecimiento répido alteman con “microperiodos” de estasis (Fischer y Rose,
1984). Ambos tipos de microperiodos se aitenan a |o largo del desarrolio del
cerebro, y son componentes de las tres fases descritas arriba. E! significado de
ostas imeguieridades en el patrdn de crecimiento cerebral se desconoce. Sin
embargo, se ha documentado que los periodos de crecimiento répido coinciden
con cambios significativos en la expresion del repertorio conductual. Fischer and
Rose (1984), por otro lado, sugirieron que los periodos de esiasis permiten
consolidar las conexiones neuronales y la informacién obtenida en el
microperiodo previo de crecimiento répido.

Modelos de crecimiento cerebral.

Como se menciond anteriormente, el crecimiento postnatel del cerebro
parece resulter de la combinacién del crecimiento neuronal, de la generacion de
chiuias gliales y vasos sanguinecs, y de la adicidn de mislina (Uylings et.al.,

e . = e ———— — - -—



1980; Purves, 1994). Un porcentaje elevado del volumen cerebral s ocupado, sin
embargo, por conexiones neuronales. La participacion de las conexiones
neuronales como elemento histoldgico que pudiera contribuir al crecimiento del
cerebro dista de ser clara.

Existen al menos tres modeios que pretenden explicar ios cambios que
sufren las conexiones neuronales durante ei desarrolio postnatal del cerebro
(Figura 4; Purves, 1994). El primer modeio denominado estético, propone que e
numero de conexiones neuronales estd especificado al nacimiento, por lo que no
habrian cambios netos en su NuUMero a lo largo del desarrolio cerebral. En este
modeio, las conexiones neuronales juegan pues un papel pasivo, y el crecimiento
cerebral refleia el crecimiento celular y la adicion de otros elementos histologicos.
No es claro, sin embargo, como un cerebro en desarrolio puede aumentar su
complejidad funcional menteniendo ¢! mismo numero de conexiones que poses al
nacimiento.

E! segundo modeio o regresivo, propone que ol NUMero de conexiones
neuronaies al nacimiento es excesivo y redundante. Este modeio propone que las
conexiones 88 eliminan progresivamente a lo largo del desamolio cerebral hasta
sicanzar un numero “6ptimo” para cada region cerebral. La eliminacion de
conexiones ocurte a través de un fenémeno en el cual las conexiones neuronaies
aferentes compiten por factores neuroiréficos cuya disponibilidad es restringida.
Se ha propuesto que la eliminacién de conexiones neuronsies tendria por
objetivos el refinar los circuitos neuronales que iniciaimente son redundentes,
ajustar ol numero de neuronas a8l nimero de érganos bienco disponibies, y reducir
ol numero de conexiones aberrantes (Purves y Lichiman, 1985). No obstante,
parece paradojco que un cerebro que crece @ incrementa su complejided
funcional y estructural elimine las conexiones neuronaies que son o sustrato
anatémico necesario para ol adecuado menejo de la informacion.

Finaimente, el tercer modelo o consiruccionista supone que, al nacimiento,
on ol cerebro existen un numero limitado de conexiones neuronaies. Este nimero
de coNeXiones 80 sUPONe Que incrementa progresivamente conforme el desarmolio
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Figura 4. Esquemas que ilustran los tres modelos que han sido propuestos pars explicar el
desarrollo de la consxiones neuronales en el cerebro. El modelo estatico (A), propone que ¢l
nlmero conexiones no cambia a lo largo del desarrollo. El modelo de seleccion (B), sugiere
que durante el desarrollo postnatal las conexiones neuronales se eliminan, es decir que su
numero se reduce, a partir de un repertorio de conexiones inicisimente redundante.
Finalmente, ol modelo coastruccionista (C) postula que el nimero de conexiones incrementa
de manera progresiva confome el desarrollo avanza. (Modificada de Purves, 1994).
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del cerebro avenza. Asi, el modeio construccionista propone que la elaboracion
progresiva de conexiones neuronales fomenta i crecimiento cerebral, al tiempo
Que provee del sustrato anatémico requerido para el manejo adecuado de la
informacion.

La evidencia acumulada a io largo de varias décadas de investigacion
sugiere que ol sistema nervioso hace uso de una esirategia regresiva para
establecer ¢l patron adulto de conexiones durante el desarrolio postnatal de las
vias visual, motora, y somatosensorial, de las conexiones interhemisféricas, y de
la inervacion periférica hacia la muscuistura estriada (revisado en Purves y
Lichtman, 1985, Jacobson, 1991). Por otro lado, observaciones més recientes
sugieren que una estrategia construccionista también pudiera ser empleada en el
estabiecimiento de conexiones neuronales en ia via somatosensorial y en el bulbo
offatorio en aigunos roedores (Purves, 1984, Riddie et.al., 1992, 19983). Es muy
probabie, por lo tanto, que ol sistema nervioso en desarrolio haga uso de ambas
ettrategias para establecer oi patr6n adulto de conexiones en las distintas
regiones que lo constituyen. Nosotros pensamos, sin embargo, que un modeio
construccionista explica mejor el posible papel de las conexiones neuronales
como elementos promotores del crecimiento neuronal. De hecho, esta idea fue
evaiuada en ¢! presente trabajo.

Mecanismos de crecimiento cerebral.

A la fecha, existen pocos trabejos que propongan mecanismos celulares
que expliquen el crecimiento postnatal del cerebro en desarrolio. Purves
(1989,1984) y Purves y colaboradores (1994) han desarroliado, sin embargo, una
tesis que propone que el crecimiento cersbral depende en perte de |a elaboracion
progresiva de conexiones neuronaies fomentada por incrementos tanto en los
niveles de la actividad neuronal evocada, como en o8 niveles de produccion de
factores neurotroficos locales, durante ol desarrolio postnatal de las distintas vias
nerviosas. De acuerdo con esta propuesia, ios incrementos en los niveles de
activided neuronal provocada conducen a incrementos en la produccion local de
factores neurotrtficos (Castrén et al, 1992) los que a su vez, estimulen el



crecimiento del neuropilo, y consecuentemente del cerebro (Riddie et.al, 1992,
1983; Purves, 1984, Purves ¢i.al., 1994).

En apoyo a esia idea, Riddie of al (1962) demosiraron que las distintas
subregiones del mapa corporal localizado en la capa IV de la corteza
somatosensorial primaria (S1) de la rata crecen heterogéneamente durante el
desarrolio postnatal (Figura 5). Este crecimiento heterogéneo coincide con iss
diferencias en los niveies de actividad neuronal en las distintes subregiones de
mapa corporsl en §1 (Riddle o al, 1983). En otres palabres, aquelies
subregiones del mapa corporal que crecieron més durente el desarrollo postnatal,
mostraron también los niveles més aitos de actividad neuronal esponténea y
evocada.

Ei sistema somatosensorial en roedores: un modeio para evaiuar el
crecimiento neuronal y cerebral,

En los mamiferos, ia experiencia somatosensorial se conduce a io iargo de
vias nerviosas ascendentes que trensmiten la informacion originada en los
receptores localizados en la superficie corporal. Las sensaciones téctiles de la
cabeza y la cara se transmiten primordiaimente a través del nervio trigémino hacia
el complejo del trigémino en el talio cerebral. Una vez establecido el primer relevo
sindptico de la via, las fibras aferentes de nucleo del trigémino alcanzen las
neuronas del nucleo veniroposteromedial del télamo en donde forman un segundo
relevo sindptico. El tercer y uitimo relevo sindiptico de esta via se establece entre
lss fibras aferentes provenientes de! téiamo y les dendritas de las neuronas
localizadas en la capa IV de §1 (Killackey el.al., 1980, Woolsey, 1980).

Por otro lado, la informacion téctil generada en los receptores localizados
on las extremidades y el tronco se conduce por 108 nervios sensoriales de ia ralz
dorsal hacia iss astas posteriores de la médula espinal. Esta informacion se
transmite entonces hacia los nucieos gracilis y cunestus en el tallo cerebral,
desde donde se envia al nicleo ventroposteroleteral del tdlamo y finsimente a S1
(Killackey et.al., 1980; Woolsey, 1990).



Figura 5. La corteza somatosensorial primaria (S!) en los roedores contiene una
representacidn del cuerpo formada por unidades celulares denominadas barriles que
constituyen las subrepresentaciones de la cabeza, las patas, y el tronco (A-C,
respectivamente). El porcentaje de crecimiento de cada una de estas subrepresentaciones
difiere de tal manera que los barriles que corresponden a la cabeza crecen més que aquellos
que representan las patas, durante el desarrollo postnatal (B). De hecho, la corteza
somatosensorial primaria en su conjunto crece mis que la corteza cerebral (C). Estos
hallazgos sugieren que el cerebro y sus regiones crecen de manera diferencial durante el
desarrolio postnatal. Los colores claros identifican a las dreas que presentan un mayor
crecimiento (Modificada de Riddle et al., 1993).



Como en otros sistemas sensorisles, la via somatosensorial estd
organizada topogréficamente. Asi, cada uno de los relevos sindpticos a lo largo
de la via contiene un mapa corporal organizado en correspondencia topogréfica
con la distribucion de los receptores sensoriaies periféricos en la superficie del
cuerpo (Killackey et.al., 1980, Wooisey, 1980). En los roedores, ios mapas
somatosenaoriales estén formados por unidades citoarquitectonicas denominadas
barriles en la corieza, barreloides en el tdlamo y barreietas en el talio cerebral
(Figura 7) (Woolsey y Van der Loos, 1870; Killackey et.al., 1880, Woolsey, 1990).
Cada uno de estos modduios representa, por tanto, colecciones discretas de
receptores ubicados en los 6rganos sensoriales periféricos (e.g. vibrisas faciales)
(Figura 8).

El arreglo modular de la via somatosensorial en ios roedores brinda asi
varias ventajas que facilitan la evaluacion del crecimiento cerebral. Primero, la
facilidad reiativa con que las unidades citoarquitectonicas se visualizan por medio
de técnicas histologicas e histoquimicas, permite hacer mediciones mas precisas
del crecimiento giobal neuronal (Riddle et.al., 1992). Segundo, debido a que los
Circuitos neuronales constiiuyen una parte importante de dichas unidades
citoarquitectonicas, cambios en el érea 0 volumen de ellas hablan en favor de
modificaciones del crecimiento de los circuitos neuronales (Woolsey, 1990).
Tercero, tanto la snatomia fina de las unidades citoarquitectonicas, como sus
conexiones aferentes y eferentes estén razonablemente establecidas (Killackey
ot.al., 1890, Wooisey, 1990). Esto permite evaluar el crecimiento cerebral
tomando en consideracion cada uno de los distintos elementos celulares
involucrados (e.g. distintos tipos de axones, dendritas, vasos sanguineos y
céiulas glisies). Cuarto, existe informacion vasta acerca de las propiedades
electrofisiolégicas de las neuronas que constituyen esta via nerviosa en sus
distintos relevos (Rhoades etal., 1990). Esta informacion es valiosa si se traten
de evaluar las repercusiones que tienen las modificaciones de ia estructura
neuronal sobre la fisiologia y el comportamiento. Y, quinto, se conoce con
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precision la dindmica del crecimiento de aigunos de los relevos de esta via
(Riddie et.al., 1982).
Factores neurotréficos y ol crecimiento cerebrel.

Para su adecuado desarrolio, el sistema nervioso requiere de distintos
factores que actuan sobre la proliferacion, migracion, supervivencia,
diferenciacién, y maduracion de los distintos elementos citoldgicos neurales. La
accion de esios factores denominados neurotrdficos sobre las distintas
poblaciones neuronales define, en parts, sus caracteristicas estructurales y
funcionales (Loughlin y Falion, 1983). A la fecha, se han identificado una lista
creciente de factores neurotréficos entre los que se incluyen tanto aquelios
producidos locaimente en el sistema nervioso (e.g.. las neurotrofinas), como
aquelios producidos por tejidos endocrinos localizados fuera de! sistema nervioso
(e.g.. las tironinas) (Loughlin y Fallon, 1883).

En general, los factores neurotréficos producidos locaimente ejercen
acciones selectivas sobre poblaciones neuronalies con fenotipos especificos,
mientras que aqueilos producidos por fuentes endocrinas afecian el desarrollo del
cerebro de manera més giobal. Asi, es posibie imaginar que efectos sinérgicos de
ambos lipos de factores pudiere determinar, por ejemplo, las caracteristicas
estructurales macroscopicas del cerebro (en el caso de los factores neurotréficos
de origen endocrino), asi como sus caracteristicas citologicas finas (en el caso de
los factores neurotréficos de produccion local). Existen, sin embargo, factores
neurotréficos que son producidos locaiments, y que tienen efectos sobre e
desarrolio de una gran diversided de grupos neuronales localizados a lo largo del
sistema nervioso (Bondy, 1991). Estos factores pudieran también juger un papel
central en ol establecimeinto de las caracteristicas globales de la estructura del
cerebro, y en especifico en la regulacion del crecimiento del cerebro y de la
Circuiteria neuronal.

El factor de crecimiento tipo Insulina-l (IGF-1) es un péptido que se expresa
de manera abundante durante las etapas de crecimiento répido y sinaptogénesis
en una gran varieded de poblaciones neuronaies durente el desarrolio postnatsi
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Figura 7. La via somatosensorial que transmite la informacion sensorial de la cara (A) en los
roedores a través dei nervio del trigémino (B) esté constituids por tres relevos sindpticos El
primero de ellos es ef micleo del trigémino en el tallo cerebral (C; nV). E! segundo lo
constituye ¢l micleo posteroventromedial del tAlamo contralateral (D; VB). Y e tercero
ocurre en la corteza somatosensorial primaria (PMBSF). Esta via nerviosa tiene ha
particularidad de estar organizada en unidades citoarquitectonicas denominadas barreletas en
nV, barreloides en VB, y barriles en el PMBSF. Cada una de las unidades en los distintos
relevos son la representacion de colecciones dicretas de mecanoreceptores localizados en la
superficie corporal (Modificads de Woolsey, 1990).




Figura 8. Los bigotes faciales (a) son érganos sensoriales de suma importancia para los
roedores pues a través de elios detectan diversos atributos fisicos de los objetos que les
circundan, establecen relaciones espaciales y localizan su alimento. Asi, la informacion
sensorial originada en estos Organos define parte de Ila expresion de algunos patrones de
comportamiento en los roedores. Los bigotes estan representados en S1 (b) por un conjunto
de barriles localizados en la denominada subzona de barriles posteromedial (PMBSF). Cada
baril en esta region representa cada uno de los bigotes faciales de manera correspondiente.
Asi, los barriles del PMBSF (c) tienen uns organizacion topologica que reflejs aquella de los
bigotes en los cojinetes faciales (Tomada de Gutiérrez-Ospina, 1996).



del cerebro (Bondy, 1881). Se ha documentado la expresion de IGF4 en cbiulas
de la pared ventricular, del giro dentado y de la retina durente e periodo de
neurogénesis(DiCicco-Bloom y Biack, 1989, Drago et.al., 1091, Bartiett et.al.,
1991, 1962; Lee ot.al., 1992; Ishii, 1993; De la Rosa et.al., 1984; De Pabio y De !a
Rosa, 1895; D'Ercole etal., 1996b). El IGF4 se produce también por neuronas de
proyeccion a lo largo de las vias sensorisies, en el cerebelo, y en e hipocampo
durante el crecimiento neuronal y la sinaptogénesis (Aizeman y Vellis, 1987,
Bartiett ot.al., 1991; Lee ot.al., 1992, D'Meiio et.al., 1993; Celissano ot.ai., 1983
Bondy y Lee, 1083; D'Ercole et.al., 1986b). La expresion de IGF-i es sbundante
on estructuras que permanecsn plasticas durante toda la vida como son el bulbo
offatorio y el hipotdiamo (Rotwein et.ai., 1968, Bartlett et.al., 1991, Bondy, 1991,
D’Ercole et.al., 1996b).

En el sistema nervioso periférico, los IGFs se producen en las fibras
musculares estriadas durante el desarrolio temprano de su patron de inervacion
(Caroni, 1993; ishii, 1983). Las fibras musculares expresan de manera abundante
a los IGFs cuando reciben inervacion multiple. Durante la transicion de
polinervacion a inervacién Unica, la produccién de IGFs en ias fibras musculares
decrece paulstinamente (Caroni y Becker, 1982; lshii, 1983). La aplicacion
exogena de IGFs a muscuios adultos induce una reinervacion multipie similer a le
obeervada en los muscuios en desarrolio (Caroni y Grandes, 1990). Los IGFs
también modulan ia respuesta de regeneracion de ios nervios periféricos (ishii
ot.al., 1984; ishii y Lupien, 1985). Finsimente, la aplicacion de tetrodotoxina y la
inactividad funcional conducen a un incremento an la produccién de IGFs por
parte de la fibra muscular, sugiriendo que la produccion de IGF en e musculo
esiriado esta regulada por ios niveles de la actividad eléctrica (ishi, 1993; Caroni
ot.al., 1994; Caroni y Schneider, 1994). Con base en esias cbesrvaciones, se he
propuesto que IGF-! participa en el refinamiento y sinaptogénesis dependiente de
actividad en la muscuistura estrieds (Caroni, 1983, ishii, 1993).

Recientements, se ha mostrado que aiteraciones en la expresion de IGF-i
durante el desarrolio cerebral se acompafien de cambios importanies en ol



tamafio de este 6rgano. El aumento de la expresion de IGF-i durante el desarrollo
postnatal en ratones transgénicos resulta en un incremento del 55% en |a talla del
cerebro (Cerson etal., 1983, Ye etal, 1985 D'Ercole et.al, 1996a). En
contraste, los ratones transgénicos en los que ia disponibilidad de IGF-I es
limitada debido a la expresién ectopica de IGFBP1 (D'Ercole et.al., 1994; D'Ercole
et.al., 1986a), 0 bien ausente debido a la inactivacion del gene que codifica para
IGF por técnicas de recombinacion homodioge (Beck, 1885), muestran una talla
oerebral reducide (25-35%). Se ha documentado también que IGF-I promueve el
crecimiento de neuritas en neuronas cultivedas (Ishii, 1893 y D’Ercole et.al,
1986b), asi como la produccion de mielina in vivo (Carson, 1993; Ye et.al., 1995).

En resumen, el IGF- parece promover el crecimiento giobal del cerebro
fomentando el proceso de mielinizacién y muitiplicacion glial, y posiblemente, el
crecimiento de los elementos neuronaies. Este Uultimo factor fue evaluado
directamente en el presente trabejo.
Gensralidades sobre IGF4.
Estructura del IGF.

El IGF4 pertenece a una familia de proteines cuyos miembros son el IGF-I|
y la insulina. E! IGF-I es un péptido constituido por 70 aminodcidos organizados
en custro dominios conocidos como AB.Cy D (Figura 6). Estudios de
mutagénesis dirigida hen moetrado que |a secuencia de aminoécidos
correspondiente al dominio B participa en la unién de IGF-l a las IGFBPs. E|
dominio A por otro lado, es indispensable para que IGF4 promueva la
proliferacién celular y el crecimiento tisular. Finsimente, la substitucion de ios
residuos tirosina en |a posiciones 24, 31, y 60 de |a secuencia primaria de IGF-
elimina la uni6n de éste a su receptor (Daughaday y Rotwein, 1889; Pimentel,
1984 y D'Ercole et.al., 1996b).
£1 gene pers IGF.

En ol humano, ef IGF- es el producto de un gene localizado en el brazo
largo del cromosoma 12. El gene pare IGF-l tiene una longitud de 95 kilobases y
esta constituido por 5 exones y cuatro intrones. La trenscripcion de este gene, y el
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Figura 6. En (A) se esquematiza la estructura del IGF-1. Este péptido esté constituido por
70 aminodcidos y muesira una alta homologia estructural con la insulina y el IGF-11. El IGF-
I maduro esta formado por custro dominios estructurales denominados A, B, C, y D.
Existen dos variantes del IGF-1 que difieren en la longitud de mu segmento carboxilo
terminal. La variante corta se conoce como IGF-IA y la largs como IGF-IB. (B) El receptor
tipo 1 para IGFs es responsable de mediar los efectos de IGF-I sobre sus 6rganos blanco.
Este receptor esta constituido por 2 subunidades alfs extracelulares responsables de unir al
IGF-1, y dos subunidades beta con un dominio extracelular, uno intramembranal, y otro
intracelular que posee actividad de tirosina cinasa. La estructura terciaria del receptor tipo 1
para IGFs s estabilizads por 4 enlaces disulfuro (s-s). (C) Las acciones de los IGFs son
moduladas por una familis de proteinas fljedoras de IGFs (BPs). Estas proteinas son
estructuraimente homologas y funcionan como transportadoras y presentadoras de los IGFs.
En la figurs se ilustra la secuencia primania de la IGFBP-I (Modificada de D'Ercole et al,
1996).
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subsecuente procesamiento attemativo del RNA mensajero (RNAM)
correspondiente, puede originar dos pre-pro péptidos. E! primero de ellos (IGF-
1A), con una longitud de 153 aminodcidos, codificado por los exones 1al 4. El
segundo (IGF-B), cuya longitud es de 195 aminodcidos, codificado por los
exones 1 al 3y el 5. El gene para IGF- contiene dos promotores en el extremo 5'
que son reguiados de manera diferencial en distintos tipos celulares (Pimentel,
1984, D'Ercole ot.al., 1996b).

Fuentes de produccion y factores de regulacion del IGF.

€l higado es ia fuente primaria de produccion del IGF-| circulante. Estudios
reciontes, sin embargo, han demostrado |a presencia d@ RNAmM para IGF-i en
distintos tejidos, incluyendo el cerebro, lo que sugiere su produccion y accion
local. En general, tanto la produccion local como ia hepética de IGF- se
encuentra bajo la regulacion de la hormona de! crecimiento. La produccion
gonadal de IGF-1, que ocurre especificamente en ias células de Sertoli inmaduras,
también es regulada por las hormonas tiroideas. Se ha demostrado Que factores
tales como la insulina, el factor de crecimiento epidérmico, la prolactina, la ACTH,
la hormona parstiroidea, la progesterona, ios estrégenos, y el factor
transformante de crecimiento beta regulan la produccion local de IGF-| a nivel de
la transcripcion, en ios distintos érganos bianco de estas hormonas (Pimentel,
1994). No existe aun evidencia experimental directa de la participacion de estos
factores en la regulacion de la produccion cerebral de IGF-i durante el desarrollo.
Funciones del IGF.

El IGF4 es un péptido anabdlico que moduia e! desarrolio embrionario y
fetal, asi como el crecimiento y ef metabolismo corporal y local en distintos tejidos
durante et desarrolio postnatal. Ademés, IGF-I media aigunos de ios efectos de la
hormona del crecimiento sobre e! crecimiento somético, perticipa en las funciones
reproductivas promoviendo la maduracion de aigunos linajes celuleres gonadales,
estimula la resbeorcién del hueso regulendo la activided osteocidstica, funge
como factor quimiotéctico de las células endotelisles promoviendo asi la



neovascularizacion, y fomenta Ila proliferacion de los precursores
hematopoyéticos de la linea eritroide (Pimentel, 1984).
Receptores pare ¢l IGF.

Los efectos de IGF-| se median a través de un receptor especifico asociedo
a la membrana celular conocido como el receptor de IGFs tipo 1 (IGF-Ir1; Figura
6). Este receptor s un heterotetramero glucosilado constituido por dos dimeros
que se estabilizan entre si por dos eniaces disulfuro. Cada uno de los dimeros
esatd constituido a su vez por una subunidad aifa (125 kDa), localizeda en e
dominio extracelular del receptor, la cual contiene la secuencia de aminodécidos
que interacciona con el ligando, y una subunided beta (90 kDa) cuya secuencie
intracelular posee actividad tipo tirosina cinasa.

El IGF-Ir1 es el producto de un gene localizado en el cromosoma 15 en el
humano, y tiene una homologla estructural alta con el gene que codifica el
receptor de la insulina. De hecho, IGF-Ir1 y el receptor de la insulina pueden
formar receptores hibridos cuyo significado funcional aun se desconocse.
Finaimente, estudios inmunoquimicos y de biologia molecular hen mostrado la
existencia de al menos dos isoformas del IGF-Ir1, asi como de aigunas formas
truncadas del mismo. Las isoformas se han denominado como los receptores 1ipo
IAy B, y se han localizado de manera independiente o coexistiendo en oélulas de
la placenta, del tejido linfoide, del cerebro, y de los tumores hepéticos (Pimentel,
1984, D'Ercole et.al., 1996b).

Mecanismos de transduccién ssociedos e! IGF-.

La union de IGF-l a la subunidad aifs de su receptor induce un cambio en
su conformacién que resulta en la autofosforiiacion de la subunidad beta. Esta
autofosforilacion dispars una cascada de seflales que involucra la fosforilacion,
mediada por tirosina cinasa de la subunidad beta, de los substratos 1 y 2 del
receptor de la insulina (IRS-11RS-2). Una vez fosforilados, los IRSs se unen ol
compiejo de proteinas Grb2 y Sos. Este compiejo de proteinas es entonces
transiocado a la membrana plesmética pera activar a Ras, una proteina G. La
activacion de Ras conduce a la fosforilacion de Ref y asi a la activacién de la



cascada de la proteina cinasa activada por mitdgenos (Pimentel, 1994, D'Ercole
ot.al., 1996b).

Asi, a través de estos mecanismos intracelulares de transduccion IGF-
regula la expresion genética de diversas proteinas asociadas al control del ciclo y
la diferenciacion celulares como son los proto-oncogenes y sus productos (i.e., ¢-
Fos, c-Jun, C-Myc, GAP-43) (Pimentei, 1984, D'Ercole et.al., 1996b).

Regulacién de los efectos de IGF-i: Proteinas Fijadoras de IGFs (IGFBPs).

La actividad biolégica de los IGFs se modula por una familia de proteinas
estructuraimente homdlogas conocidas como IGFBPs (25-30 kDa) (Figura 6).
Todas estas proteinas fijan a los IGFs fungiendo asi como acerreadores,
reservorios y presentadores de ellos. Las IGFBPs se han identificado tanto en la
circulacion como en los distintos tejidos blanco de IGF-1. Todas elias se producen
en ol higado, pero también se producen de manera local por tipos celulares
especificos presentes en (os distintos tejidos. La modulacion de los efectos de
IGF-| por estas proteinas difiere en los distintos drgancs. Por ejemplo, mientras
IGFBP-2 potencia los efectos mitogénicos de IGF-| sobre condrocitos, la misma
proteina producida por astrocitos bioquea la proliferacion celular (Pimentel, 1994;
Jones y Clemmons, 1995, D'Ercole et.al., 1996b). Finaimente, es interesante que
los mismos tejidos que expresan IGF-I, producen en paralelo su receptor y
algunas de las IGFBPs (Les et.al., 1982, Bondy et.al., 1991). Esto sugiere: 1) la
existencia de un mecanismo paracnno y/o autocrino por medio del cual IGF-|
ejerce sus acciones sobre sus 6rgancs bianco, y 2) que las IGFBPs modulan ios
efectos de IGF-| directamente en el sitic en donde éate se expresa.

Planteamiento del Problema.

El crecimiento del cerebro en los mamiferos es una de es caracteristicas
més notables de su desarrolio postnatal. No existen modeios biolégicos para
estudier los procesos ceiulares neuronales Que o subyacen.

Un gran porcentaje del volumen cerebral esté ocupado por conexiones
neuronales. Asi, la elaboracion selecliva de las conexiones neuronales pusde ser
uno de 08 procesos que fomente e crecimiento cerebral (Purves, 1984). En el



presente trabajo se evaiud si la elaboracion selectiva de conexiones neuronales, y
por tanto e crecimiento cerebral, depende al menos en parte de la disponibilidad
de factores neurotréficos def tipo de IGF-1.

Hipitesis.

La hipitesis evaluada en este trabajo supone que ¢l IGF4 promusve el
crecimiento de las neurones y la elaboracion progresiva y selectiva de
circuitos neuronales in vivo durants el desarollo postnatal. Si &l crecimiento
neuronal y de sus circuitos depende de la disponibilidad de factores neurotréficos
del tipo de IGF-I, es posible que éste proceso contribuya de menera significativa 8
sustentar el crecimiento cerebral.

Objetivos

Evaluar si las variaciones locales de IGF-| conducen a cambios en el
crecimiento neuronal en S1.

Evaluar si la elaboracién selectiva de neuropilo depende de la cantidad de
IGF-| disponible en 81.

Justificacion del modelo anatémico.

En la presente propuesta, se decidi6 restringir el estudio de los efecios de
IGF-| sobre el crecimiento neuronal de la via thlamo-cortical somatosensorial. Las
razones fueron fundamentaimente técnicas. Primero, los bariles corticales se
pueden distinguir con gran claridad en los cories histologicos de cerebros adultos
teflidos mediante distintas técnicas histoiégicas e histoquimicas. Segundo, los
eolementos celulares asociados a esta via expresan tanto IGF-l, como sus
receptores y varias de ias IGFBPs, durante la etapa de crecimiento répido del
cerebro (Bondy, 1991). Y, tercero, la via télamo-cortical somatosensorial se
establece durante los primeros dias de vida postnatal (Woolsey, 1980). Esto
permite evaluar directamente Ios efectos de las aiteraciones en la disponibilidad
de IGF-| sobre ia formacion y el desarrolio de esta via debido a que la expresion
de los lransgenes en los ratones estudiados se inicia al nacimiento (D'Ercole,
1984, Yo ot al., 1985).



Material y Métodos
Animaies

Para evaiusr los efectos de la sobre expresion de IGF- y de la produccion
ectépica cerebral de IGFBP-1 sobre ef desarolio postnatal del cerebro y de S1, el
presente estudio se realizd utilizando unicamente ratones C56 adultos (~80 dias)
control y tranegénicos heterocigéticos para los genas humanos de IGF- (Behringer
otal, 1960, Mathews et.al, 1960, Ye et.al., 1995) y de IGFBP-1 (D'Ercole et.al,
19684). Todos los animales fusron mantenidos en cuartos con iz y temperatura
controlades, alimentados ad ibitum, y con libre acceso a agua adicionada con ZnSO,,
ol cusl activa sl promotor (metsiotioneina-) de ambos transgenes La expresion
cerebral de IGF and IGFBP-1 en estos animales transgénicos se ha caracterizado
previamente (D'Ercole ot.al., 1984, Ye et.al, 1995), y los efectos de la expresion de
ambos transgenss sobre el tamafio y el peso cersbrales, y sobre el proceso de
mislinizacién han sido discutidos y documentados extensaments (Behringer et.al.,
1980; Mathews et.el., 1980; Carson et.al., 1993; D'Ercole et.al., 1994, Ye et.al., 1995).
Aunque ambos transgenes e @xpresan ampliamente en ef cerebro, existen
variaciones del peso regional cerebral que resultan de diferencias en la cantidad del
transgene xpresado en las distintas éreas, y on las diferentes linees de animaies
tranagénicos (Ye et.al., 1995). Ademds, la expresion de estos transgenes empieza al
nacimiento y aicanza el pico de expresién alrededor de los diss 21 a 30 posinatales,
siguiendo el patrén de expresidn endbgena de la metaiotioneine-l (D'Ercole, 1994; Ye
otal, 1985).

Para descartar que los sfecios asociados con la expresién de los transgenes
sobre la estructura cerebral fueran simplements el resutado de mutaciones de
insercidn, los estudios inicisles se realizaron en Multiples lineas (L) de ratones
transgénicos. ratones de las lineas 26, 32, 43, 50 y 52 para IGF, y ratones de las
linsas B y C para IGFBP-1. Debido a que ias diferencias més importanies en (as
éress del subcampo de bariles postero-medial (PMBSF) y de los barriles se
encontraron en ios retones tranagénicos de las lineas 26 para IGF- y B para IGFBP-1



(Cuadro 1), los estudios més detaliados se reslizaron Unicamente en ios animales
transgénicos de estas dos lineas y en ios snimales control respectivos.

Si bien amegios citoarquitectonicos semejantes a los barriles también se
observan en ol thlamo (i.e., barreioides) y en el tallo cersbral (i.e., barreietas) nuestro
estudio se restringio al andlisis de ios barviles corticales comespondientes al PMBSF
porque elios se observan féciimente en animales aduitos con técnicas histoquimices y
de tincién con violeta de cresilo. Este no es ol caso para ios barreloides y las
bareletas cuyos bordes, inciuso en cortes de orientacion Optima, tienden a
observarse difusos conforme el desarroiio postnatal avanza (Kiliackey et.al., 1980).

Para evaluar de manera més directa si los cambios observados en la
estructura cerebral en ios ratones transgénicos de las distintas lineas para IGF4 e
IGFBP-1 se inducen por cambios en ia disponibilidad de IGF, los raetones
transgénicos de |a linea 52 para IGF se cruzaron con aquelios de |a linea BL para
IGFBP-1 (retones IGFIGFBP-1). Todas las medicionss anatdmices se hicieron a
doble ciego. Los protocoios aplicados para el sacrificio de los animaies fueron
aprobados por los comités locales de proteccion de ios derechos de los animaies en
ia Universidad de Carolina del Norte en Chapel Hill.

Mediciones del drea de la corteza cerebrwl, y del dree y volumen de los baniies
del PMBSF.

Para determinar el érea de seccion de la corteza, PMBSF y de sus barriles, asi
como el volumen de ios barriles, ios animaies control y transgénicos fueron
anestesiados con pentobarbital (50mg/kg), y perfundidos con una solucion salina
seguida de una solucién de glicerol al 10%. Los cerebros se removieron del créneo,
80 pesaron, y sus cortezas cerebrales 8e disecaron -inciuyendo ol bulbo olfatorio-, se
aplanaron entre dos portacbjetos separados por 2mm, y 88 congeleron en 2-metil-
butano siguiendo el protocolo descrito por Riddie et al. (1992). Se obtuvieron cortes
tangenciales de 30 xm a través de la corteza en un criosislo, se montaron en
laminiilas cubiertas con poli-L-isina, y se tileron con ia técnica histoquimica pera
revelar la activided de la enzima oxidetiva deshidrogenasa succinica (SDH). Esta
técnica predice la distribucion espacial de las aferentes taiémices en S1. Se trazaron



mapas bidimensionaies de ia corteza. y del PMBSF y sus barmiles con syuds de una
camara licida @ un sumento finsl de 3X y 40X, respectiveamente. Los mapas
completos se digitalizaron, y las éreas de seccion de la corteza, del PMBSF y sus
barriles se midieron con ayuda del programa imagePro, de acuerdo con los
lineamientos establecidos por Riddie et. al. (1982). Ei drea totsl de S1 ocupada por
los barriles del PMBSF se caiculé sumando ias 4reas de cada uno de |08 bariles.

La SDH es una enzima que participa en ¢l metabolismo oxidetivo de la

glucosa. Por otro lado, IGF+ reguia el metabolismo osiuiar en distintos tejidos,
incluyendo el cerebro. Es posible, por tanto, que los cambios en ol tamafio de ios
barriles identificados con la técnica histoquimica para SDH en los ratones
transgénicos pudieran deberse a modificaciones del metabolismo oxidativo asociadas
a la expresion de los transgenes, y no 8 cambios setructurales resies. Para descartar
esta posibilidad, cortes tangenciasies, secuencisies de |a oorteza cerebral se
obtuvieron y tifieron de manera aitemada con violeta de cresilo y con ia reaccion
histoquimica para SDH. Los bordes de los barmiles definidos por ambas técnicas
comespondieron de manera precisa (ver también Riddie et 8l.,1992 para
obeervaciones semejantes on la rats). Asi, los cambios en las dimensiones de |03
barriles revelados madiante ia técnica de SDH en los ratones transgénicos responden
a cambios estructuraies, y no refisjan simplemente una estado metabdlico aterado
de ia via télamo-cortical.

Las series de cortes tefiidos para SDH dbtenidas de los retones transgénicos
IGF4 26L e IGFBP-1 BL, asi como de sus respectivos coniroies, se usaron para
estimar la situra promedio de los bariles del PMBSF (i.e.. grosor de ia capa IV
cortical) y su volumen. La altura de cada uno de los 34 barriles que constituyen el
PMBSF se calculd en seis animaies por grupo 8l multiplicar ¢ numero de cortes en
los cusies un determinado barril aperecie, por el grosor de dichos cortes. El volumen
promedio de los barriles 3¢ obtuvo multiplicando ol dree de seccién de cada bamil por
ol grosor del corte, y finaiments sumando ¢l volumen de cada corte.

También se evaiuaron los posibies efectos de la disponibilided slterade de
IGF4 sobre los gloméruios oifatorios localizados en los bulbos oifstorios. Asi, ol dree



de seccién promedio de ios glomérulos olfatorios (n=1000/grupo) se determind en
mapes bidimensionales obtenidos con ayuda de una cémara lucida. Es importante
meNCionar que eetos Mapas se obtuvieron de los mismos cortes utilizados para
reconstruir ios mapas del PMBSF y de sus barriles.

Estimaciones del tamefio, nimero y densided de neuronas en los barriles del
PMBSF.

El érea de seccion neuronal y el NuMero de neuronas en los barmiles del
PMBSF se estimaron en cortes tangenciales (50 um) de la corteza cerebrel teflidos
con violeta de cresilo, y obtenidos en un criostato después de su fijacion con 4% de
parsformaidehido en amortiguador de fosfatos. E! drea neuronal promedio s obtuvo
on musstras de 50 a 85 neuronas que fueron tomadas al azar del centro de cada uno
de los 34 barriles del PMBSF en seis animales por grupo, usando un 800 corte en e
que los bordes de los barriles fusren ciaramente visibles (Pastemak y Woolsey, 1975;
Curcio y Coleman, 1862). Este método de muesireo tiene una probabilidad baja de
introducir tendencias debido a que se ha mostrado que ol drea neuronal promedio
tiene poca variacion en funcién de la profundidad de |a cape IV cortical, y tampoco se
hen reportado variaciones regionsies intrabamil (e.g., pared versus centro) en e
tamafio neuronal (Pastemak y Wooisey, 18975). Pera cada grupo de animales, se
trazeron un total de 9000 perfiles neuronales con nucieo, nuckéolo, y citopissma
claramente visibles con la ayuda de la cémara lucida a un aumento final de 1500X.
Los dibujos de iss obiules se digitalizaron y sus éreas se determinaron usando el
programa Image-Pro.

Para estimar ol numero y densidad neuronales, se conaron las neuronas en
cads uno de los 34 bariles del PMBSF en los mismos cortes wtilizados previamente
para determiner el érea neuronsl promedio (Pastemak y Woolsey, 1875, Curcio y
Coleman, 1962). Se trazaron los bordes de los barriles y se contaron todos ios
perfiles neuronaies usando una cémara Kicida a un sumento finel de 450X. EI numero
promedio de neuronas en los barriles del PMBSF se estimd con la formuls: Numero
de neuronas por barril = NUMero de NeUronas en &l corte x la altura del baril / S0um
(el grosor del corte). La densided neuronsl promedio en los barriies del PMBSF se



eutimé mediante la formula siguiente: Densided neuronal / mm® = numero de
neuronas por barril / el volumen del baril.

Estimacién de nimero de axones en &l nervio infraorbitario, y medicion del érea
de los folicuios de los bigotes y de jos cojinetes faciales.

Los cojinetes facisles de los mismos animales controles y transgénicos IGF-
26L ¢ IGFBP-1 BL usados para determinar las dreas del PMBSF y de sus bariles se
diseciaron cuidadosamente y posfijaron en formalina al 10% por 7 dias, y transferidos
8 sacarcea al 20% en amortiguador de fosfatos por una semana. Los cojinetes se
aplanaron entre dos laminilias separadas por 2 mm, se congelaron en 2-metil-butano,
y 8@ cortaron de un modo tangencial (50 um) en un criostato. Se dibujaron mapas
bidimensionales de ios cojinetes faciaies con ayuda de una cémara lucide @ un
sumento final de 14X. Se determinaron las dreas de los cojinetes faciales y de los
folicuios pilosos de ios bigotes representados en of PMBSF siguiendo un protocolo
similar ol empleado para medir las dreas del PMBSF y de sus barriles.

Para contar el nimero de axones en @l nervio infraorditario, se perfundieron
animaies control y transgénicos IGF- 26L e IGFBP-1 BL con parsformaidehido al 3%
y giutaraidehido al 2.5% en amortiguador de fosfatos. E! cerebro y la piel, con
ex0epcion de los cojinetes faciales, fusron cuidadosamente removidos, y los restos de
la cabeza, inciuyendo el nervio infraorbitario, posfijados en e mismo fijador por 7 dias.
Las muesiras se transfineron a una solucidn de descaicificacién (0.25 M EDTA, pH
7.4) por 3 diss @ 37°C. Los nervios infraorbitarios se lavaron en amortiguador de
fosfatos, y se incluyeron en glicol-metacrilato de acuerdo a las instrucciones de
provesdor (Energy Beam Science, Agawam, MA). Se obtuvieron cortes transversales
(5 um) de los nervios infracrbitarios en un ultramicrotomo, se montaron en laminillas
cubiertas con gelating, y se tifleron con Azul de Richardson. Estos cortes se utilizaron
para contar ol NUMero de axones mislinizados en @l Nervio infraorbitario siguiendo los
linsamientos descritos por Sikich et al. (1988).

Validecion de los Métodos.

El porcentaje de cambio del tamafio cerebral como resultsdo de los

proosdimientos de perfusién se evalud de acuerdo al método descrito por Riddie et.
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al. (1992). Debido a que se encontrd que las perfusiones con paraformeldehido y
glicerol alteran la talla cerebral en la misma proporcion tanto en ratones control como
en los transgénicos, nO se incluyeron factores de comeccion en ios datos
morforétricos. La validacion de los métodos usados, sin embargo, proviene del
hecho de que todos los valores morfoldgicos obtenidos en nuesiros ratones control
80N comparables a los reportados en la misma especie por otros autores (Pasternak y
Wooisey, 1975; Curcio y Coleman, 1982; Vongdokmai, 1980; Shuz y Paim, 1988).
Andlisis de los Detos.

Los promedios en cada grupo se obtuvieron para cada uno de los parémetros
morfolégicos medidos. La significancia estadistica de las diferencias encontradas
entre el grupo control y los ratones transgénicos se evalub empieando Andlisis de
Verianza (ANOVA) y Studert t-tests (StatView-ll). La aplicacion del ANOVA también
permitid demostrar que la condicidn transgénica fue responsable directa de las
variaciones en el tamafio del cerebro, de la corteza cerebral, y del PMBSF y sus
bariles en los ratones transgénicos.

Resultados
Observaciones Genersies

E! tamafio del cerebro, ia corteza cerebral, y del PMBSF y sus barriles
difirieron significativamente entre los animales control y ios transgénicos, asi como
entre las distintas lineas de ratones transgénicos. EI numero, ia forma y la definicion
anatémica de los barriles, sin embargo, fus comparabie entre los ratones control y los
transgénicos (Figura 9) indicando que IGF- no estd involucrado directamente en la
formacion de los barriles. No se observaron diferencias significativas en el peso
corporal entre los ratones control y los tranagénicos (Cuadro 1). Esto es consistente
con el hecho de que la expresion periférica de los transgenes para IGF- e IGFBP-1
on 6stos ratones transgénicos es muy baja (D'Ercole ot.al., 1994, Ye et.ai., 1965).
Peso cerebral y relacion cersbro:cuerpo (Cuadro 1).

En consonancia con observaciones previas (Behringer et.al., 1980, Mathews
etal., 1990; D'Ercole, 1994, Ye et a;., 1995), todas las lineas de ratones transgénicos
IGF- mostraron un incremento significativo en (a taila del cerebro evidenciado por un



Figura 9. Fotomicrografias que muestran el PMBSF en la capa 1V de S| en ratones control
(A) y transgénicos para el gene de IGFBP-1 (B), de IGF-I (C), y para ambos transgenes (D).
Notese la disminucion y el incremento en ¢l tamafio de 1a representacion cortical de los
bigotes en los ratones Tg/IGFBP-1 (B) e IGF-I (C), respectivamente. El tamafio intermedio
del PMBSF y sus barriles en los ratones con expresion de ambos transgenes sugiere que la
expresion ectopica de IGFBP-1 disminuye los efectos de la sobre expresion del transgene
para IGF-I (D). (Aumento 40X).



Cuadre 1. Pesss corperal y cerebral ) relacién cuerpe / cerebro ea ratenes
contrel y transgénices IGF-I, IGFBP-1, ¢ IGF-LIGFBP-1 (S2L/BL Cruza)

(prowedie:SEM).

Linca Peso Corporal () Peso Cerebral (§)  Relacion cerebro:cuerpo
control BIg+409 046+ 001 0.013 +0.002
n=6

L26 IGF-I 3271234 088 +001° (91%4) 0.026 + 0.004
n=6

LSO IGF-I 35.60 + 6.04 0.63+0.02° (37%M) 0.017 + 0,003
=6

L$2 IGF 3692 +3.37 068 +001° (48%) 0.018 + 0.003
n=7

L32 IGF-I 36.14 + 208 0.72+001° (6% 0.019 + 0.008
n=7

L43 IGF-1 3859 +6.46 0.56 + 0.002° (22%4) 0.014 + 0.0003
=8

IGFIIGFBPY  3232+374 0.53+0.02° (13%) 0.016 + 0.008
=6

LCIGFBP-l 3625+3.28 0.36 + 0.003¢ (22%) 0.009 + 0.0009
[ ]

LBIGFBP-I 3243+1.50 035+001° Q2i%V¥) 0.010 + 0.006
=6

Student’s t-test versus ratones control *p< 0.000)
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aumento en &l peso cerebral lotal. En contraste, los ratones tranegénicos IGFBP-1
mostraron cerebros de peso y talla reducidos al ser comparados con los animaies
control. En los ratones tranegénicos IGF-, los incrementos en peso cerebral se
encontraron entre un 22% en los animaies de la linea 43 hasta un 81% en aquelios
de la linea 26. En los ratones transgénicos IGFBP-1, los decrementos en el peso
cerebral fueron de 22% y 24% en las lineas C y B, respectivamente. EI cruzamiento
de ratones transgénicos IGF+4 521 con ratones transgénicos IGFBP-1 BL (ratones
IGF4AGFBP-1) dio origen a animales con cerebros 13 % més pesados que ios de los
animaies control. Los ratones IGF-IGFBP-1 mostraron, sin embargo, cerebros 26%
(t-student, p<0.0001) més ligeros que los cerebros de los ratones transgénicos IGF
521 nativos, pero 34% més pesados (t-student, p<0.0001) que los de los ratones
transgénicos IGFBP-1 BL. Asi, estos resultados indican que los cambios en el tamafic
cerebral observados en los ratones transgénicos dependen de la cantidad de IGF-|
disponible, y sugieren que limitaciones en la disponibilidad de éste imponen
restricciones al desamolio y crecimiento cerebral y cortical (ver adelante).

La relacion peso cerebral : peso corporal se observd incrementada en |a
mayoria de los ratones transgénicos IGF< y en los IGF-NGFBP-1, y reducida en los
ratones transgénicos IGFBP-, al compararse con los animaies control. Estas
diferencias resultan de cambios en ol peso cerebral sin alteraciones en ef peso
corporal. Los cambios en ei tamafio cerebral en los ratones transgénicos, por tanto.
no pueden ser atribuidos a modificaciones del peso o de las dimensiones corporaies.
Area cortical, drea lotel de los barriies del PMBSF, y relecion éree del los
barriles : 4rea de la corteza (Cuadro 2).

E! érea cortical increment6 en todas a lineas de ratones transgénicos IGF, y
decrecié en las dos lineas de ratones transgénicos IGFBP-1. El incremento en el érea
cortical en los ratones transgénicos IGF4 varid entre un 20% a un 81% en los
animaies de las lineas 43 y 26, con respecto a ios ratones control. En contraste, e
érea cortical en los ratones transgénicos IGFBP-1 se redujo entre un 10% a un 19%
on animales de las lineas C y B. En los ratones IGF-AGFBP-1, el drea cortical se
encontrd incrementada 30% (t-student, p<0.0001) y 37% (t-student, p<0.0001) ai
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compararia con 08 vailores obienidos en los ratones control y transgénicos IGFBP-1
BL nativos, pero reducida 13% (t-student, p<0.0001) al compararse con los vaiores
obtenidos para los ratones transgénicos IGF- 521 nativos.

Comparaciones de ios cambios porcantusies en el peso cerebral y en ol drea
cortical en ios ratones transgénicos indican que ios cambios en el drea cortical no son
precisamente proporcionaies a los cambios en el peso cerebral (Cuadros 1 y 2). Por
sjemplo, en ios ratones transgénicos IGF- 26L, el peso cerebral incrementd 91%
mientras que ol drea cortical lo hizo en un 81%. En comparacion, en ios ratones
tranagénioos IGF4 32L, el érea cortical incremento en un 64% mientras que el peso
osrebral 0 hizo en un 56%. La desproporcion entre ios cambios cbeervados en el
#rea cortical y en el peso cerebral no solamente se observaron en los retones
tranagénicos IGF-, sino también en ios transgénicos IGFBP-1 y en ios IGF-NIGFBP-1.
Estos datos sugieren que las dimensiones cerebrales y corticales pueden cambiar,
hesta cierto punto de manera independients, como consecuencia de modificaciones
on la disponibilided local de factores neurotrdficos del tipo dei IGF-. Asi, es posible
Que la heterogeneidad de esios cambios se deba a variaciones regionales en ia
disponibilidad de IGF4 prevismente documentada en estos ratones transgénicos
(D'Ercole ot.al., 1984; Yo et.al., 1995).

El érea tolal de los bamiles del PMBSF incrementd pera los ratones
transgénicos IGF- y los IGF-IGFBP-1, pero decrecid en los ratones tranagénicos
IGFBP-1. Los incrementos para ios ratones transgénicos IGF- vararon desde un
33% en animaies de la linea 43 hasta un 68% en aquelios de la linea 26, al ser
comperados con los ratones control. Los decremantos para los ratones transgénicos
IGFBP-1 variaron de un 12% en ios animales de la linea C @ un 24% en los de la
linem B. En los animales IGF-AGFBP-1, el érea tolal de ios bamiles del PMBSF
decrecié 16% (t-student, p<0.0001) en relacion con ios ratones transgénicos IGF-
521 netivos, pero incrementd 27% (t-student, p<0.0001) y 40% (t-student, p<0.0001)
sobre ios valores observados pera ios ratones control y os transgénicos IGFBP-1 BL
nativos, respectivaments (Cuadro 2).
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Cuadrre 2. Aress cortical y tatal d¢ los barviles y relacidn drea de boe basviles / drea
cortical en ratencs contrel y tranepénices IGF-L, IGFBP-1, ¢ IGF-VIGFBP-1 (52L/BLCruzs)

(premediotSEM).

Lines Arca de los barriles (mm?)  Area Cortical (cm’)  Relacion Bamil:Corteza
coatrol 1.44 + 0047 0.507 + 0.008 0.028 + 0.06
=5

L26 IGF-I  2.42:0098° (63%A) 0917 +0.04° (81% D) 0.026 +0.02
=5

LSOIGF-1  2.19 +0.085° (52%) 0.726 + 0.02* 43%D) 0.030 +0.04
=5

LS2IGF-I  2.18+0010% (S1%A) 0745 + 0.01° (47%D) 0.029 + 001
=7

L32IGF-I 203 £0093° (41%4) 0831 +002¢ (4% D) 0.024 +0.04
o=7

143 IGF-1 1.91+0068° 33%A) 0634 +001° 29%D) 0.029 + 0.06
=8

IGFLIGFBP1  1.8) +0.065° 27%) 0659+ 0.01° (30%P) 0.028 + 0.06
w6

LCIGFBP-1 12640022 (12%¥) 0454 +001¢ (10%¥) 0027 +0.02
o=$

LBIGFBP-I  1.09+0032° (24%¥)  0.412 + 0.009° (19%\) 0.026 +0.038
=5

Seadent's (400t versss retoass coatrol *p< 0.0001, | p< 0.005, ¢ p<0.007, § p<0.0$

- - -— - e - e e g .



Las comparaciones de los poroentajes de cambio de las dreas de la corteza y
de jos barriles entre ias distintas lineas de ratones transgénicos indican nuevamente
que dichos cambios tampoco son proporcionaies. Asi, en los ratones transgénicos
IGF de lineas 50, 52, 43 y en ambes lineas de ratones transgénicos IGFBP- los
barriles fueron reiativamente més afectados que ia corteza, mientras que en los
ratones transgénicos IGF - de las liness 26 y 32 y en los animales IGF-ANGFBP-1 se
obeervd lo opuesto (Cuadro 2)

El efecto diferencial de la expresion de los transgenes sobre el drea cortical y
ol drea total de los barriles condujo a variaciones pequedias pero significativas de la
relacion drea de los bariles | drea de la corteza entre los animales transgénicos
(Cuadro 2). Estas relsciones indican que los cerebros de mayor tamafio no siempre
tienen los barriles reiativamente més grandes (compare por ejempio a los ratones
transgénicoa/IGF de fas lineas 50, 52, y 32 en el Cuadro 1). Asi, los cambios en el
érea de S1 ocupads por los barriles del PMBSF en ios ratones transgénicos no
resulian simplemente de cambios en las dimensiones corticales. Estas observaciones
sugieren, por jo tanto, que las dimensiones relativas de |a corteza cerebral y de S1
pueden cambiar, hasta cierlo punto, de manera independienie después de
variaciones en la disponibilidad local de IGF-.

Area de seccion del PMBSF y de sus barriles (Cusdro 3).

E! érea de seccién del PMBSF y sus barriles se encontrd incrementada en
todas les liness de ratones transgénioos IGF y en los IGF-IIGFBP-1, y reducida en
los ratones transgénicos IGFBP-1, al ser comparados con los animales control. E!
porcentaje de cambio pars el PMBSF en los ratones tranagénicos IGF- varié desde
un 25% en los animaies de la linea 43 hasta un 60% en aquelios de Ia linea 26.
Asimismo, el poroeniaje de incremento en el drea promedio de los barriles del PMBSF
varib desde 27% hasta 67% en animaies de las lineas 43 y 26, respectivamente. El
érea de seccion de los barriles, por lo tanto, aumentd de entre un 2 a un 12% més
que ol drea del PMBSF en los ratones transgénicos IGF, indicando que los barriles
fusron relativamente mes afectados que o PMBSF por ia sobre expresién de IGF.
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Las dreas de seccion dei PMBSF y de sus bariles se afeciaron de manera
similar por la expresion de IGFBP-1 en ambas lineas de ratones transgénicos. En el
caso de ia linea C ambas dreas disminuyeron 13%, mientras que para los animaies
de !a linea B la reduccion fue de un 25%. En los ratones IGF-AGFBP-1 el 4rea de
seccion de los barriles se encontré incrementada en un 14% (t-student, p<0.0001) y
on un 51% (t-student, p<0.0001), respectivamente, al compararse con los ratones
control y transgénicos IGFBP-1 BL nativos. Al ser comparados con los ratones
transgénicos IGF- 52L nativos, sin embargo, ias éreas de seccion del PMBSF y sus
barriles en los animales IGF-I/AGFBP-1 se obeervaron reducidas (Cuadro 3).

En resumen, los cambios en las dimensiones de los barriles en los ratones
transgénicos no resultan de la expansion o reduccion uniforme y proporcional de la
corteza cerebral debido a que los cerebros més pesados con las cortezes mds
grandes no siempre presentaron los bariles de mayor tamafio. Estas observaciones,
por otro lado, indican que los cambios en el drea del PMBSF y de sus barmiles
observados en los ratones transgénicos sean simplemente el resutiado del aplanado
diferencial durante el procesamiento histolégico o de diferencias en el énguio de
corte.

Altura y volumen de los barriles en ol PMBSF (Cuadro 4).

Debido a que las diferencias mayores en las dimensiones absolutas del
PMBSF y sus barriles fueron observadas en los ratones transgénicos IGF- 261 e
IGFBP-1 BL, los estudios morfométricos subsecuentes se realizaron Unicamente en
estas dos lineas. La altura y ef volumen de los barriles se incrementaron 18% y 98%
en los ratones transgénicos IGF-1 261, y disminuyeron 20% y 39% en los ratones
transgénicos IGFBP-1 BL, respectivamente, al ser comparados con los animales
control (Cuadro 4).

Aree de seccion, nimero, y densided neuronal en los bamiles del PMBSF
(cuadio §).

El érea de seccion neuronal promedio en los bariles del PMBSF se encontré
incrementada en un 33% en los ratones transgénicos IGF- 26L, y reducida en un
10% en los ratones transgénicos IGFBP-1 BL, el compararse con los animaies
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Cuadro ). Area de soccida del PMBSF y mus barriles en S1 de ratones control »
transgénicos IGF-L, IGFBP-1, ¢ IGF-VIGFBP-1 (S3L/BL Cruza) (promediqt SEM).

Linca Area promodio de los barriles Area del PMBSF
(mm?) (mm?)

control 0.049 + 00035 180 = 0.067

n=6

L26 IGF-1 0.082 + 0.0066° (67% M) 289 +0012° (60%1)

n=6

L0 IGF-I 0.077 +0.0076° ($6%) 261 +0093% (45%)

n=6

LS2 IGF-I 0.074 + 0.0063° (S0%) 2.80 + 0 063° (38%)

n=7

L32 IGF-! 0.067 +0.0038° (36%P) 241 +0048° 334%™

n=7

43L IGF-I 0.063 + 0.0039° (27%) 2.26 + 0.046° (25%)

8=8

IGFUIGFBP1  0.036 + 0.0036° (14%) 226+ 0.011° (25%A)

n=6

LCIGFBP-1  0.043 + 0.0035¢ (13%¥) 1.86 + 0.029° (13%¥)

n=$

LBIGFBP-1 0037 +0.0035° (25%V¥) 1324 0.038° (26%W¥)

n=6

Studeni's 1-4est versus ratones control *p< 0.0001, ¢ p<0.007. § p<0.0S
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Cuadre 4. Ares de sactidn, shiurs, y velumen de los barviles del PMBSF ca ratones contrel
¥ tranagéaices IGF-1 261 ¢ IGFBP-1 BL (premedie + SEM).

Barriles del PMBSF
Lines Area de seccidn (mm’) Altura(um) Volumen (mm*)
Coatrol 0.049+0.0038 179+1.1 0.0087+0.004

[ ]

L26 \GF-1 0.082+0.0066° (67%4) 211£2.0° (18%) 0.017+0.013% (98%4)
a=6

LB IGFBP-1  0.037+0.0035¢ (23%¥) 143+1.30 20%¥) 0.0052+0.004° (39%¥)
a=6

*Student's t-lest versus ratones control p<0.001
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control. Por otro lado, el nUmero promedio de neuronas contadas en los barriles del
PMBSF en secciones unicas no vario significativamente entre los animales control y
los transgénicos. Los estimados del numero total promedio de neuronas por barril del
PMBSF, sin embargo, sugieren que los ratones transgénicos IGF-| 26L poseen 24%
més neuronas que los animaies control. mientras que los ratones transgénicos
IGFBP-1 BL tienen 15% menos neuronas que los ratones control (Cuadro 5). Estos
camblos en el numero de las neuronas en los bamiles de los ratones transgénicos
concuerdan con: 1) los cambios en altura de los barmiles (i.e., grosor de la capa IV
cortical) ya que ambos guardan una relacion directa (Windrem and Finlay, 1991), y 2)
los cambios en el contenido de DNA totai observados previamente en los cerebros de
los ratones transgénicos IGF-| 26L e IGFBP-1 BL (Carson et.al., 19983; D'Ercole et.al .
1994, Ye ot.al., 1995).

No obstante el incremento en el numero de neuronas por baril en los ratones
transgénicos IGF-l 26, la densidad neuronal se encontré reducida en un 39%. Lo
opuesto se observd en los ratones transgénicos IGFBP-1 en los que |a densidad
neuronal incremento en un 39 % no obstante |a reduccion del numero de neuronas
por barril en estos animales (Cuadro 5). De manera similar, se han documentado
incrementos en la densidad neuronal cortical en ratones con el gene de IGF-|
inactivado por recombinacion homéioga en jos que presumiblemente existe una
disponibilidad reducida de IGF-1 (Beck et.al, 1985) Las modificaciones en la
disponibilidad de IGF-, por tanto, conducen a cambios en el tamafio, numero y
densidad neuronaies en ios bariles del PMBSF .

Area de seccion de los gloménsos oietorios.

Ei érea de los gloméruios olfatorios se observd incrementada solamente en un
10% en los ratones transgénicos IGF- 26L (0.00700 + 0.0011 mm’) al comperarse
con los animales control (0.00638 + 0.0017 mm’, promedio + SEM, t-student, p<0.05).
€] drea de estos modulos en los ratones transgénicos IGFBP-1 (0.00635 + 0.0010
mm?), sin embargo, fue comparable a ia de ios snimaies control. Debido a que ias
éreas de los bariles y de los gloméruios oifatorios fueron determinadas en los
mismos cortes, estos resultados apoyan nuevamente que las diferencias encontradas
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en las dimensiones de los barriles entre los ratones controles y transgénicos no son
simplemente el resultado de artefactos asociados al aplanamiento y corte del tejido, ni
ol producto de alteraciones de la talla cerebral asociados a la perfusion. Por otro lado.
debido a que el tamafio de los bamiles resulta ser mas afectado que el de los
glomérulos olfatorios, es posible que las acciones de IGF-I muestren un cierto grado
de especificidad regional. En apoyo a esta idea, se ha documentado que implantes de
la corteza somatosensorial en la cémara anterior de 0jo crecen més que aquelios de!
buibo oifatorio después de ser tratados con IGF - (Giacobini et.al., 1990, 1985).

Areas de los cajinetes facieles y de los foliculos de los bigotes, y numero de
axones mislinicos en el nervios infreorbitario (Cuadio 6).

E| drea de ios cojinetes faciales, ef drea de seccion de los foliculos de los
bigotes, y el numero de axones mielinicos en el nervio infraorbitario no difirieron entre
los ratones control y transgénicos. Estos datos indican que los cambios en &l tamao
relativo del PMBSF y sus bamiles en ios ratones transgénicos ocuimen
independientemente de posibles influencias de |a periferia sensorial.

Discusién
Efectos de IGF- sobre el desarolo y la estructura del cerebro.

El IGF-l es una hormona protéica involucrada en la regulacion endocrina
del crecimiento corporal. Recientemente se ha documentado que el IGF- también
participa en |8 regulacién local del crecimiento de diversos tejidos, incluido el
sistema nervioso central, a través de mecanismos autocrinos y paracrinos.

En el sistema nervioso central, estudios in vitro asi como de hibridacion in
situ sugieren que IGF-I pudiera promover: 1) la division de precursores
neurongies en la pared ventricular, en el hipocampo y en la retina, 2) e
crecimiento y |a supervivencia de neuronas GABAérgicas y sensoriales, y 3) los
cambios pidsticos que ocurren en el bulbo oifstorio y en aigunos nucleos
hipotaidémicos bajo ciertos estados funcionaies (D'Ercole et.al., 1986b). En el
sistema nervioso periférico, por otro lado, IGF-| juega un papel importante en ia
transicion de Ia inervacion polineuronsl hacia la inervacion mononeuronal que

28



Cuadre 8. Area de soccide, ndmere, y donsidad nouressl cn los barviles del PMBSY de
ratenss centrel y tranegéaices IGV-] 36L. ¢ IGFDP-1 BL (premsedierSEM).

Newronss de los basviles del PMBSF

Linss Aren de socciém  Numsero / seccite Nemero Total Densided

(umn’) de S0 um (eatimado) (10%mm’)
Control 68.13+12.28 “a+29 1589+10} 1.8+0.41
6
L26 IGF-1 90.42+13.41¢ 466 + 20 1966+84¢ 1.1+0.08¢
0= (33%4) (2% 39%¥)
LB IOFBP-1 61.41210.58¢ 470 + 30 1344 +86° 2,540 43¢
6 (10%¥) (15%¥) 39%4)

¢ Seudeat's t-icul versus ratones coatrol p<0.0001, § p<0.05



Cuadro 6. Areas de los cojinetes faciales v de los foliculos, ¥ ¢l admere de azones mickinices
en ¢f nervio trigéminc en ratones comtrel ) Tg/ IGF-1 261 ¢ IGFRP-1 BL (premedie + SEM).

Linea Arca de Jos cojincies faciales (mm”) Area de los foliculos (mm’) Nimero de axoncs

control 19.02 » 1.03 0.24611 + 0.00884 | 12820 + 1800
n=6
L26 IGF-| 18.91+0.67 0.23898 + 0.00796) 12240 + 2100
n=6
LB IGFBP-| 19.91 + 0.69 0.26147 + 0.001030 13128 + 1978

n=6




ocuire durante el desarrolio del patron de inervacion de las fibras musculares
estriadas, asi como en la regeneracion nerviosa (Caroni 1993, ishii, 1863).

Si bien diversos estudios in vitro sugieren ia participacion de IGF-I como
regulador de distintos aspectos del desarrolio neuronal en el sistema nervioso
central, su papel in vivo 88 aun poco conocido. Asi. para evaluar el papel de IGF-i
como regulador del crecimiento cerebral y neuronal, y como factor promotor de la
elaboracion de circuitos neuronales in vivo, decidimos analizar los cambios en la
estructura cerebral que siguen a las modificaciones en la disponibilidad de IGF-|
Para ello, aprovechamos |a ventaja de |a existencia de distintas lineas de ratones
transgénicos que sobre expresan IGF-i en el cerebro, y aquellas con produccion
ectopica cerebral de IGFBP-1, una proteina que bloquea los efectos de IGF-I.

Nuestros resultados muestran que IGF-1 juega un papel central en Ia
regulacion del crecimiento giobal del cerebro. Los ratones transgénicos IGF-|
mostraron cerebros més pesados y de mayor tamafo que aquelios de ios
snimaies control. Exactamente lo opuesto se observo en los ratones transgénicos
IGFBP-1 cuyos cerebros fueron menos pesados y mas pequefios que en los
snimales control.

Las alteraciones del crecimiento cerebral observadas en nuestros ratones
transgénicos se deben, en parte, al incremento en numero de los oligodendrocitos
y on la produccion de mielina (Carson et al., 1993; Ye et al., 1995). Estos
resultados son consistentes con los obtenidos en animaies con el gene de IGF-I
inactivo por recombinacién homologa los cuaies poseen cerebros de tamafio
reducido @ hipomielinizacion (Beck, 1885).

Efectos de IGF-| sobre el desarrolio neuronal: Evaluacién en $1.

Nuestros datos indican que la sobre expresion de IGF-! incrementa no sélo
las dimensiones del cerebro, sino también ias dimensiones corticalas y las de S1.
En contraste, la expresion eciopica de IGFBP-1 en el cerebro tiene exactamente
ol efecto opuesto, es decir, reduce tanto las dimensiones corticales como las de
S1. Las lineas de ratones con los niveles de expresion de los transgenes més
altos tuvieron también los cambios més significativos en la talla cerebral
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(Gutierrez-Ospina. Ye, D'Ercole., resuitados no publicados). Esto sugiere que 10s
cambios estructurales en el cerebro de 08 ratones transgénicos se correlacionan
con el grado de expresion de los transgenes. En apoyo a ésto uitimo, los ratones
transgénicos que expresan ambos transgenes mostraron cerebros, mantos
corticales, y S1 de tamafio intermedio al de los ratones transgénicos IGF-1 52L e
IGFBP-1 BL nativos, sugiriendo que IGFBP-1 atenua los efectos de la sobre
expresion de IGF-|.

Estos resultados muestran que si la disponibilidad de IGF.-l se altera
durante el desarrolio, el cerebro modifica |as proporciones absolutas y relativas
de ias regiones que los componen. Estos cambios confirman !a importancia de
IGF-1 en la regulacion de crecimiento del cerebro. Ademdés, nuestras
observaciones en S1 son consistentes con hallazgos previos que muestran que la
neuronas sensoriales de proyeccion del sistema somatosensorial exhiben
expresion de IGF-I durante periodos de crecimiento neuronal y sinaptogénesis
(Bondy, 1993). En su conjunto, estos resultados sugieren que IGF-I modula el
crecimiento neuronal en la via somatosensorial en desarrollo, y que las
limitaciones en |a disponibilidad de IGF -1 imponen restricciones al crecimiento de
las neuronas sensoriales.

Los cambios en las dimensiones corticales y de S1 no fueron
proporcionaies; en aigunas lineas de ratones transgénicos la cortezs se afectd
més que S1, mientras que (o opuesto se observd en otras lineas. Una posible
explicacion para estos hallazgos es que las variaciones regionales en la
disponibilidad de IGF-l como resultado de ia expresion diferencial de ambos
transgenes pudiera conducir a variaciones de las dimensiones corticales y de S1.
de manera independiente. En apoyo a esta idea, en estos ratones transgénicos se
ha documentado que la expresion de ambos transgenes varia en las distintas
regiones del cerebro siendo las més afectadas aquellas éreas que muestran
mayor expresion de los transgenes (Ye et al, 1995). Asi, es posible pensar que las
variaciones regionales de la disponibilidad de IGF-| influencian las dimensiones
relativas de la corteze y de S1 de manera independiente.



Por olro lado, factores tales como la distribucion espacio-temporai de los
receptores para IGF-l y de sus IGFBPs, y las diferencias regionales en el tiempo
en ol que los transgenes se empiozan a expresar podrian contribuir también a
determinaer las variaciones regionaies del crecimiento cortical y de sus éreas. A
este respecto, seria interesante investigar si el crecimiento heterogéneo de S1
reportado recientemente en la rata (Riddia et.al., 1892) resulta, al menos en parte,
de la expresion diferencial de IGF-, de sus receptores, y/o de sus proteinas
fijadoras.

A diferencia de las dimensiones de ios barriles, la forma y el numero de
slios parece no estar afectada por las variaciones en la disponibilided de IGF-I.
Estas observaciones indican que IGF-I no esté involucrado en la formacion de los
barriles. Esta conciusion se apoya en el hecho de que en ratas en desamoilo. la
oxpresion de IGF-l mMRNA se detecta por vez primera en ia via tdlamo-cortical
hacia el dia cinco postnatal (Bondy, 1981), periodo en ¢ cual el mapa
somatosensorial ya se ha especificado compietamente (Killackey et al.. 1990).
Nuestro estudio, sin embargo, no descarta la posibilidad de que IGF-l pueda
influenciar el tiempo de liegada de las aferentes talémicas a la placa cortical. De
cuaiquier manera, nuestros resultados sugieren que la formacion de los barriles y
su crecimiento son eventos independientes y posiblemente regulados por
diferentes factores.

Los procesos celulares que subyacen a las modificaciones del tamafio
cerebral inducidas por IGF-1 aun se desconocen. Se ha documentado, sin
embargo, que la sobre expresion de IGF-l en nuestros animales transgenicos
aumenta la produccion de mielina asi como el numero de oliogodendrocitos
funcionales (Carson et.al., 1993, Ye et.al, 1885). Lo opuesto se observa en los
ratones transgénicos IGFBP-1 y en aquelios cuyos genes de IGF-l han sido
inactivados por recombinacién homoéloga (Beck et.al., 1985). Asi, las alteraciones
del crecimiento cerebral en estos ratones transgénicos se deben, en parte, a los
cambios en ia produccién y contenido de mielina.
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Nuestras observaciones en S1 indican que las diferencias en el tamafio
cerebral en los ratones transgénicos IGF-l e IGFBP-1 tembién resultan de
cambios en el nimero y tamafio neuronal, y en el volumen ocupado por neuropilo.
Asi, los barriles de los ratones transgénicos IGF-I 26L mostraron un incremento
en el numero y en el tamafio de ias neuronas, al compararse con los animaies
control. No obstante esto, la densidad neuronal en los barriles de estos ratones se
encontr6 disminuida sugiriendo asi un aumento en el volumen ocupado por
neuropilo (la densided neuronal tiene una relacion inversa con el volumen
ocupado por neuropilo; Tower, 1954, Jerison, 1973). En contraste, los barriles de
los ratones transgénicos IGFBP-1 BL mostraron una reduccion en el numero y en
ol tamafio de las neuronas, al ser comparados con los animaies control. La
densidad neuronal, sin embargo, se encontré aumentada sugiriendo una
reduccion del volumen del barril ocupado por neuropilo. Estas observaciones,
ademds de corroborar que las modificaciones en el tamafio cerebral responden a
cambios en el numero y tamafio de las neuronas y en el volumen ocupado por
neuropilo, sugieren que IGF-| promueve el crecimiento neuronal y del neuropilo
on la via somatosensorial del cerebro en desarrolio.

Los mecanismos involucrados en la alteracion del nimero de neuronas
corticales debida a las modificaciones de la disponibilidad de IGF-| aun se
desconocen. Sin embargo, las modificaciones en el numero de células
precursoras, los cambios en su velocidad de proliferacion y/o en el tiesmpo que
toman on la fase de division antes de su migracion duranie el periodo de
neurogénesis, y las alteraciones en la supervivencia neuronal postnatal pudieran,
cada una o en conjunto, explicar el cambio en el numero de neuronas corticales
observado en los ratones transgénicos (Finlay y Slattery, 1983, Dehay etal.,
1991, 1993, Kennedy y Dehay, 1983, Caviness et.al., 1985, Finlay y Darlington,
19965; Rakic 1968, 1995a,b).

Por otro lado, estudios in witro @ in vivo han mostrado que IGF-I promueve
la proliferaciéon de precursores neuronales (DiCicco-Bloom y Black, 1989; Drago
ot.al, 1991; Ishii, 1993, Zackenfels et.al., 1985) y ia supervivencia neuronal de
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distintas tipos neuronales (Recio-Pinto et.al., 1986, Aizeman y Vellis, 1987
Calissano et.al., 1993, D'Melio et.al., 1983, Ishii, 1993). Nuestros detos no
distinguen entre estas posibilidades. Pensamos, sin embargo, que las
modificaciones de la disponibilidad de IGF- afectan la supervivencia de las
neuronas corticales directamente, o bien indirectamente a través de alterar la
supervivencia de las neuronas taldmicas de proyeccion. Las siguientes
obeervaciones apoyan esta idea:

1) Las neuronas de ia capa iV de la corteza cerebral se generan prenataimente
hacia el final de la gestacion (Hicks y D'Amato, 1968). En el ratén, la muerte
neuronal en el tdlamo y la corteza somatosensorial ocurre durante los primeros
diez dias posinatales, aicanzando el pico alrededor de los dias postnatales 5y 8
on ¢l thlamo y la corteza, respectivamente (Heumann y Leuba, 1983; Peariman,
1985). Asl, debido a que la expresién de ambos transgenes inicia al nacimiento
(D'Ercole ot.al., 1994; Ye ot.al., 1995), @3 poco probable que su expresion afecte
a la generacion, aunque si a la supervivencia de las neuronas talémicas y
corticales.

2) Los pesos de los cerebros de ios animaies transgénicos no difieren de los de
los animales control al nacimiento (D'Ercole et.al., 1984; Ye etal, 1995). Si
existioran ofectos de ambos transgenes sobre la generacion de neuronas se
esperarian cambios en 108 pesos cerebrales de 08 ratones transgénicos en la
olapa neonatel.

3) Se sabe que ias dimensiones tangencisies de las dreas corticales refiejan en
buena medida el numero de axones talémicos que alcanzan la cortezs. (Killackey
y Belford, 1979, Catalano etal., 1991, 1995, Agmon et.al, 1993, 1985, ver
también Rekic, 1988, O'Leary, 1989, Kennedy y Dehay, 1983). Asi, el incremento
on la dreas tangenciaies del PMBSF y de sus barriles refleja un aumento en el
numero de axones en la via talamo-cortical, y por tanto un incremento en el
numero de neuronas talémicas que inervan la corteza.

4) El nimero de neuronas corticales se relaciona direciamente con @ numero de
neuronas talémicas que las inervan (Windrem y Finlay, 1981). Los cambios en el
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numero de neuronas corticales observados en (0s ratones transgénicos. por
consiguiente, indican cambios en el numero de neuronas talémicas. Los cambios
en |a citoarquitectura de los barriles en los ratones transgénicos posiblemente
resultan de un incremento en la supervivencia neuronal a nivel taldmico y cortical.
4) Finaimente, estudios preliminares conducidos en el laboratorio han mostrado
que la aplicacion local de IGF-I previene ia muerte neuronal en el ganglio de!
trigémino, consecutiva a la transeccién del nervio infraorbitario (Figura 10). Estos
resultados indican de manera directa que IGF-l promueve la supervivencia
neuronal en la via somatosensorial in vivo

IGF- y la relacién Cusrpo-Cerebro.

Influencias originadas en la periferia sensorial se han implicado en la
determinacion de distintos aspectos de la estructura y la funcién de S1 (Van der
Loos y Dorfl, 1878, Welker y Van der Loos, 1886 a, b; Dawson y Killackey 1985:
Killackey et.al., 1984; White et al., 1984; Killackey et.al., 1995). E| tamafio de los
barriles. asi como el numero de células que los constituyen parecen ser
proporcionales a la densidad de la inervacion de los drganos sensoriales
periféricos (e.g., los bigotes) (Lee y Woolsey, 1975, Welker y Van der Loos.
1886a), la cual a su vez parece depender del tamafio relativo de los organos
sensoriales (Welker y Ven der Loos, 1986a). Nosotros investigamos si los
cambios estructurales observados en el PMBSF y sus barriles en los ratones
transgénicos ocurrian en respuesta a cambios en el tamafio o inervacion de las
vibrisas faciaies. No observamos diferencias en el tamafio de los foliculos de las
vibrisas, ni en la inervacion de ellos al ser comperados |os animales control con
los ratones transgénicos.

Estas observaciones indican que i0s cambios estructurales en los cerebros
de nuestros ratones trensgénicos ocurren independientes de cambios en la
periferia sensorial, a través de cambios en las interacciones troficas locales. Es
decir, nuestros rasultados muestran que cambios imporiantes en la talla cerebral y
en las proporciones relativas de sus éreas pueden ocurrir de manera



Figura 10. Fotomicrografias que muestran los resultados preliminares de los efectos de IGF-
1 sobre las neuronas de ganglio del nervio trigémino despues de haber sido transectado
(Aumento 200X) (A) Apariencia de las neuronas cn un ganglio intacto. (B) Neuronas en
degeneracion después de la transeccion del nervio infraorbotario. (C) Respuesta de las
neuronas ganglionares a la aplicacion local de IGF-I disuelto en gelfoam, y colocado en el
extremo distal del nervio seccionado.



independiente de ias dimensiones corporales y de ia densidad de la inervacion
periférica, modificando la disponibilidad de factores neurotréficos como el IGF-I.

Esta conclusion se refuerza por observaciones recientes hechas en ratones
mutantes (Welker et al. 1996) y transgénicos cuyo gene para la enzima
monoamino oxidasa ha sido inactivado por recombinacién homéioga (Cases et al.,
1996). En ambos casos ios ratones carecen de barriles corticales no obstante que
la periferia sensorial esta intacta. Ademds, la desproporcion entre la densidad de
inervacion periférica y el tamafio de ios barriles ha sido reporteda después de la
destruccion selectiva de bigotes en ratones (Welker y Van der Loos, 1986b). en
cepas de ratones con bigotes supermnumerarios (Welker y Van der Loos, 1986a), y
en cuyos tratados con anticuerpos anti-NGF in utero (Sikich et.al., 1986). También
se ha documentado que el establecimiento de la topografia talamo-cortical puede
ocurrir sin la intervencion de la periferia (Kaiserman-Abramof, 1880, Dawson y
Killackey, 1985, Agmon et.al., 1995), y que ia eliminacion permanente de los
bigotes no interfiere con el crecimiento postnatal de ios barriles (Woolsey y Wann,
1976; Gutiéirez-Ospina et.al., en preparacién). Nuevamente, estas observaciones
spuntan a que la formacién y crecimiento de los barriles puede suceder de
manera independiente de |a periferia sensorial, posiblemente a través de
interacciones tréficas subcorticales-corticales

Ahora bien, que el tamafio del cerebro y las proporciones relativas de sus
partes no refiejan simpiemente el tamafio y la densidad de inervacion del cuerpo y
de sus distintos segmentos es apoyado por una serie de observaciones:
1) Existen mamiferos con una talla corporal semejente cuyos cerebros varian
dramdticamente en su tamafo (Fox y Wilczynski, 1686, Ksas, 1987, Northcutt y
Kaas, 1995).
2) En varios mamiferos, incluyendo el hombre, a talla cerebral adulta se aicanza
mucho tiempo antes que la talla corporal (Jolicosur et.al., 1988; Jolicosur y Pirlot,
1988; Cabana et.al., 1990).
3) Los incrementos progresivos en el peso y superficie corporal no modifican el
numero de neuronas sensoriales ni la densidad de inervacion periférica en la rata
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(Pover et.al., 1964). Asi mismo, no se han encontrado variaciones sisteméticas de
la superficie corporal y su densidad de inervacion en diversos mamiferos (Fox y
Wilczynski, 1966).

4) En algunas especies de mamiferos, como e hur6n y la maerta, se han
encontrado reducciones del tamafio cerebral sin modificaciones equivaientes de
las dimensiones corporales en enimales juveniles (Kruska, 1993).

Elminacion versus elaboracién de conexiones en S1.

Con base en observaciones hechas en el sistema visual de camivoros y
monos se ha propuesto que ia eliminacion de conexiones redundantes, a través
de mecanismos competitivos mediados por interacciones troficas, juega un papel
central en el establecimiento de los circuitos neuronales durante el desarrollo
cerebral (Cowen et.al., 1964, Cabelli et al., 1995). Agmon et a!. (1993, 1895) han
demostrado recientemente, sin embargo, que las aferentes talémicas aicanzan S1
con alta precision topoldgica, y que los circuitos en los barriles son elaborados
progresivamente conforme el desarrollo postnatal transcurre, en oposicion a ser
eliminados o refinados a partir de un repertorio de conexiones iniciaimente
redundante (ver también Killackey y Beiford, 1979; Catalano et.al., 1995). Por otro
lado, Riddle et al. (1962) documentaron que el neuropilo en los barriles de S1 se
elabora de modo progresivo y selectivo conforme el desarrolio postnatal avanza.
Asi, esta evidencia en conjunto suQiere que procesos progresivos y nNo regresivos
participan en el establecimiento de los circuiteria neuronal en S1.

Nuestras observaciones de que los barriles permanecen como unidades
snatémicas discretas no obstante los cambios significativos en su tamafio, y que
ol volumen ocupado por neuropilo esté modificado en los ratones transgénicos
IGF-l e IGFBP-1, sugieren que la elaboracion selectiva de neuropilo en los
berriles pudiera ester regulada y ser promovida por IGF-l. Esta conclusion se
apoya en los datos obtenidos en los ratones IGF-IIGFBP-1 en los que el PMBSF
y sus barriles aicanzaron una talla intermedia comparada con |a observada en las
lineas nativas de los progenitores, debido presumiblemente al bloqueo de los
eofectos del trangene de IGF- por la IGFBP-1.



Finsimente, nuestras cbeervaciones contrastan con hallazgos recientes
hechos en la corteza visual de gatos en (08 que un exceeo de NT4 y BDNF, pero
no de NGF, interrumpe la formacién de columnes de dominancie ocular (Cabetii et
o, 1988). En nusetro caso, el exceso o la disminucién en la disponibilided de
IGF- no condujo alteraciones de la formacién de los barriles. Estas observaciones
sugieren que las regias que gobieman el establecimiento de conexiones thlamo-
corticeles son diferenies para distintas regiones corticales en distintas especies
animaies. Mientras que en el sistema visual de QaIos ¥ MONOS 188 CONEXiONEs SON
eliminadas a partir de circuitos neuronaies redundantes a través de un proceso de
competencia entre las neuronas por factores tréficos disponibles en cantidades
restringides, en S1 de los rosdores los circuitos parecen eiaborarse selectiva y
progresivamente dependiendo de la disponibilidad de factores neurotréficos,
como ol IGF{. Asi, en este ultimo escenario, ia necesidad de invocer
interacciones competitivas ee innecesaria.

En relacion a esto Uitimo, cabe destacar la sugerencia de que |a formacion
de barreletas en el nucieo del trigémino depende de la eliminacion de conexiones
a travée de interacciones competitivas (Chisia et.al., 1902). Esta observacin,
junto con las oblenidas en ei presents trabejo, implican por lo tanto que distintes
estrategias de desarrolio también pudieran ser utilizadas en diferentes reievos de
ia misma via sensorial.

Ahora bien, que IGF- estd involucrado en la elaboracion selectiva de
neuropiio no es sorprendente puss en o sistema Nervioso periférico se ha
cbeervado que (08 procesocs de crecimiento de terminaies nNerviosas in vivo se
modulan por IGFs durante o desarrolio normel, y durante o proceso de
regenerscidn nervioss deepuéds de una lesion (Caroni, 1993, ishii, 1993). Ademds,
on ol sistema nervioso centrel la expresion de IGF- a lo largo de los vies
esneoriaies coincide con el periodo de sinaptogénesis (Bondy, 1981), y se ha
reportado la presencia de receptores pera IGF- en los conos de crecimiento
axdnico (Aligner y Caroni, 1985; Quiroga et al., 1995).
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Modificaciones en la disponibiided de IGF-: implicaciones pera la evolucion
del cerebro.

El incremento progresivo de la talla del cerebro, ia adicion de nuevas éreas
citoarquitectonicas, ia distribucion heterogénea del espacio corticel, y el
incremento en volumen cerebral ocupado por neuropilo son, entre otros, aigunos
de los elementos estructurales que caracterizan la evolucion del cerebro de los
mamiferos (Kass, 1987, Northcutt y Kaas, 1995, Rakic, 1995a, b; Krubitzer, 1995).

Aunque aigunos experimentos hechos en la corteza visual del mono han
sugerido un mecaniemo por ol que nuevas éreas pudieran haber emergido en el
curso de la evolucion (Rakic, 1980, 1995a; Rakic et.al., 1991), los mecanismos
celulares que subyacen al incremento en el tamafio cerebral y a la distribucion
diferencial del espacio corticel aun son poco cleros.

Se ha propuesto que ¢l tamafio del cerebro y la dimension de las éreas
corticales pudieran cambiar al modificar la velocidad y el tiempo de proliferacion
de los precursores neuronales y gliales en la pared ventriculer durante los
periodos de generacion celuler (Rakic, 1988, 1995a, b; Caviness et.al., 1995
Finlay y Derlington, 1985). Nuesiros datos, y evidencia previa obtonida en los
ratones transgénicos IGF-i @ IGFBP-l y en ratones hipotiroideos sugieren, sin
embargo, que ias veriecionss regionales en la disponibilided de factores
neurotréficos, como el IGF4, modifican tanto el tamafio del cerebro, como las
dimensiones relativas de la corteza y sus éreas de manera independiente,
posiblemente alterando la supervivencia neuronal y la elaboracion de neuropilo.

Asi, las diferencias regionaies en la produccion y disponibilidad de factores
neurotréficos del tipo de IGF-l podrian haber sido una fuerza importante en la
formacion de la esiructura del cerebro durante la evolucion. Sin embargo, es
necesario hacer estudios comparstivos sobre ia produccion de faclores
neurotréficos en distintas regiones cerebrales y en diferentes especies para
eveluar esta posibilidad.
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Conciusiones

En conciusion, nuestras obeervaciones apoyan que el IGF-l es un factor
neurotréfico que modula el crecimiento del cerebro promoviendo la supervivencia
y ol crecimiento neuronaies y la elaboracion diferencial de neuropilo. Ademds,
nuestros resullados sugieren que los circuitos neuronaies se ensambian
siguiendo &l menocs dos estratégias de desarrolio diferentes. Una de ellas,
involucra |a eliminacién de conexiones & través de un mecanismo competitivo
dependiente de factores neurotréficos producidos en cantidedes limitadas. La
segunda estrategia, apoyada por nuestro trabajo, involucra la elaboracion y el
crecimiento selectivo de conexiones dependiendo de la cantidad de factores
neurotréficos disponibles y en ausencia de interacciones competitivas.
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ANSTRACT

In e redent bram, vaswhinlike growth fuceee FHGE-Thiessenger
RNA 1% transiently expressed in n;nmry prvjection nevronx during
periods of o I gruwth. Tr (T mice
with brain IGF-} ovurexpression and ectopic bmin axprestion uf 1GF-
binding pratein: U GQGEBP-1, an inhiltor o 1GF;

Changes in brasn size und mychinabiog. W used Use
G evaluate ik wien 1GF-1 effocts an aenwry pathwiy develupon
wnductmg anatumicnl studies in the $1 borrel field. Br

ucal arca, and barrel ficld dimensionk were increused i I
reduced i WGFBP-1 T mice cumpured wilh thoae in wilit-dype 1wl
muee The brun and cerebral cortex of I nuge with the i
(rinoxgene cxpreasiun were U most ultered in size. Cortex ind Da
Ticld vize changes were md procisely prguortionad, because in some 7
mine hareele were relntively more affected tan the cortex, whereax

e athers the opporite wix abserved. Broan IGE-F averexpressgion ins
f neuming per barrel, nouronal ecll bedy

wectinnnt urv rrel newropil volunie, whercss brain es-
preswon of 1GFRP ruluccd vuch. Nuvuronol density wes greatly
ntuced in IGF-t Tg mice and inereaxed in IGFIP-]1 Tg mice. No
dillerences i body weght, whasker pad anid follicle areaa, nnd whis-
ker pred ineevation deasity were fond amang T nnd wt mice. These
obacivations andicute Uit 1GF-1 enhnacea ncurvnal growth in devel-
ary pithw nyx andd support the concept thal modified uvail-
ul teophic fuctors, xuch u LGF-1, changes br in, neucoy-
tal, and 81 relative d by nltering 1 survival and
acwgl claboration, Suidy of e S) cortux piavides an excollent
nodel t prole Use s rrvo mvechunixing of IGF activne, (Kndacnivingy
1071 H4RA BANL, 11K

NCREASING cvidence suggests hal msulin=like groweth
Tactor LUGED) plays sy impoctant role in central nervous
system development (1), For example, ar siti hybridization
studies have deteeted 1GEF-D messenger RNA (mRNA) in the
sabventricular zone, hippoacampus, reling, amd cerebellum o
developmental limes when glial and nearonal procursors
undergo coll division (2-6). Transient IGF-I mRNA expres-
sien occuns in the developing reting, hippacampus, cerewl
Tum, cervbral cortes, amd several aensory thadamic s brain
stem suclel during perkds of neurmnal growth and synap-
togeiwais (2, 4). In the ulfactory bulb and hypothalamus,
structures that remain plastic into adulthood, IGF-) mRNA
exprossion persists throughout life (2, 4). Fuell v, reoent
studies in [ranggenic (Tg) mice show that 1GF-1 egulates
brain growlh. Tg mice overexpressing IGE-I have increased
brain weight and size compared with their wild type (wt)
lntermates (7-41). Conversely, mice carrying IGF-l geiws
disrupted by homologous recombination (12), and those
with brain eclopic expression of IGF-binding protvin-1
(IGFBI*-1) (10, 11, 13), an inhibitor of IGF-1 actions, have
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swaller brains than their wi counterparis. Changes in brain
size iy these T nvonese lines are lue i part Lo the effects of
IGE-T on uligadendrocyte survival and function (9-12), but
there is alsay evidence of alterations in nesron number (7, 12,
13

The transicat carly pastinatal éxpression of IGE-1 insensory
projection nearons suggests that 1GF-1 may be especiolly
impuortant 1o neuronal growth and synaplogenesia in devels
uping sensory systeims (2). o directly evaluate twe in vive
elfects of IGE-1 on snsory sysiem d\-vglnpmcm we und
IGF-1 and IGEBI™1 Ty mice as muduels o d
alicred IGF-1 availability influences the growth of neurons
and thvir circuits in the somatic sensory cortex (81). Specif-
ically, we focused our analysis vn the posterior medial barrel
subficid (I"MBSF) (14), o region In cercbral cortex layer IV
that is a purtion of e trigeminat thalame-cortical pathway
(TTHC). In rodents, thwe TTHC is responsible for transmitting
tactile information from facia! whiskers to the cerebral cortex.
Each of the 34 PMBSE barruls is the representation of a single
whisker in the facial whisker pad. These 3-dimensional bar-
el structures ane composid of o ool dense wall surrounding
o holiow that is predominaiely composed of neural connec-
tions among axon terminal fickds from the ventropostery-
nwdial halamiic nucleus icursns iwd cortical lager IV den.
driten. For this reasmn, barrel dinwensions corrate: with
changes in the numbwer of neurons and (he complexity and
number of their comwetions (14, 18).
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W chose il PMBSE fur study bucause 1) IGE-1 in highly
expressed by thalamic and cortical cvtls of the TThC, with a
penk at the time of PMUSFE formation (2), & findig that
suggests a crilical role for IGF:[ in its development; and 2)
b of its sharp fcal definition with classical his-
tological lud\nhw\-s the PMBSE permits and facilitates quan-
titative analysis of neuron growth and thus provides a nwar-
oplima) system to evaluate the cffects of IGF-1 on central
nervous system wuron growth. We asked whether IGF-
availability modifies the size, structure, and composition of
I'MOSF barrels. Our obscrvations indicate that IGF-1 stimu-
lates increases in cortical and PMBSF barrel size and their
relative dinwnsiuns. In the I'MBSF, IGF:1 increases neuron
number and the purtion of barrel volume occupied by neu-

H4RH

Althwsugh tarrel-Dihe strictures have leen deseriwad in the ihalanius
(i, barnchydx) il l\mhl st (i barnckets) (16 -1R), wa reatrichd our
anlysass o IPMESEE cortical b Ts bevatna they can bn readily ihentifed
i mature anbmals atter bistochenical and cresyl viokd Maining. This is
ol dnwe for barrckds amd l\.\m-luhll, even in optimal l\\‘lhu\\ whose
Pondaries fend to blur 88 pasinatl
il e .nmn nn-uh wure preefornund Nhhlly Al maine prodocds were

ituthm review itlev ai the U y of Nueth
C.uulh.\-(.‘hqn-l 1.

Measurementx of corlex, PMBSF, and barrel cross-sectional
arcax and barrel volume

Tu determine the cross-sectivnal anca of the cortex, the PMBSE and
its cunstituent barreis, as well as barred volume, ancsthetized mice were
perfusenl with aormal saline followed by 10% glycerol. The brains were
renmivend aml m-iulu-d and the cerebral corte, Including the sliactory
bulb, was di §. flatiened, i frozen, a8 desribed by Riddle ot ol

ropil, probably by enhancing neuron survival and stimulal-
ing the growth of thatamic and cortical neurnal connections,
respectively. Each of these changes pruceaded with no al-
terations in budy and seanory periphiery influcnces.

Materiels end Methods
Mice and experimental denign

Stundicy were oomduied o sbult (81 bays ol age) bederesyy
FGF-{10) andd IGFIN'-1 () 3) Ty mikv careying HGE-D aul IGIT%) h
tranagonus driven by the nwdalhal -1 pronwder and thei
sermates, All Tg mice studied waee frons :
and had bovn maintaimed by braling In nontransgenic miae of the
CS7/66 wirain. Mice were ke in lemporatuns s Jight-cnmanliod
runwms, fud standard Laboratory chwow ad it s given free soams o
waler containing 28 mu ZnSO,. IGF-1 amd IGFHI™ ) 1ransgemw: brain
cuprowdon in s Tg mive has l-\-n previoudly charaterizad (10, 1Y),
ad ““ dk\‘ll of thwde clpn'»h-v ) l\um %Irr |u|.ql Iwaln \vw“hl anl

w beon b i { (7-10,

19) Alllh\u')\ hllh transgoran are whivly wxprossad i the bralo, re-
il variathns in woight result from differenas in the sbunda

4 and ICMI 1 MRNAS cxprosmnd in differont arcax as woll as il
feronces In Lranagon cupasun g Mo ines (1), TY rvmahin
of these iramgones it the brain buging after bisth and ju Hwavn
Mddmll =30, fidhowving the devehpmwntal pattem of ox prossion

sus methablothionein. | (11, 13).

T ol efheoin secuedary i imeriionad mutations, inithal slidies
weee corrivd ubt s muliple tranggenic mouse lnes (L) 26, 32, 43, 50,
a0l B2 IGF-1 T iy, dned B amd CIGENE™ ) Tt mikv, Baxaume: the greahot
differvnces in PMBSF amd barrel arca were found in 264, IGF-1 and UL
IGIRI 1 T amdow (e Vasbde |}, fuirther stondion waere porsind wnly in mice
of these lres and thadr wi Hitermaion. Wi TR Iermaaten o thaese limes s
wnd a8 coniruls for sl capurinmenis. In addiion, 1 cvaluaie wiwiber
ahered IGH-| overeaprosshn wis dinatly ndaied (0 changes in bvain
marpholigy, 820 1G] Ty mkoe were crome-brod svith B IGEIN®T T
miov (BOF-L/ICRN- T crims T i),

(19). Tangential n\'ﬂnlu {3 um) thrusghoul the corlen wvere cul in &
1. Secthons ww\‘ driend om the slides at 37 C for Yo misy, tieed in
rl g

wure then staisl {m the ativity of the oabdative enzynw,
dehydrgenama (SOUL by reacting wm with 0108 s sadium
anid DAS mat mitro Blue ke razodium in 0.08 s phosphaie bufier, pll 7!-
The diths were rinsnd again in distibled water and coverslippet with
Agua-Mouni (Leroe Laboratarks, Pitsbwieghs 'A). Cordical and PMISE
Twamlinensinanl s were 1w fraced o final magnificatine of 23
ane X4, ampectivdy, uning 1 oimera luckbs. Crumpetan] maps wene
digitianl, and contical, PMBSE, and barnd cros-mctional areas wene
wasunst using thee Images P imaging snalysis systens (Ml Cybwr-
i, Siiver Speang, MOL hases! upon mellunds doacritad by Rududie of
ol (19 Ttal bt arca was i by .\ddl-\xrnu-nﬂ{mal Ay
ol I'MISE barrcls.

To ruke vut the pusmibility that alieryd of compromind oxhkdaice
wetabedism, e altered SOI activity, accounind for the differemes in
Barred anea Invdwivn wi anad T miee, sebs of segquential Langential sections
of the cortex were cut and stained alicratively with cresy viokd and

SDH histochemisiry. Blareel bourntarios defined bn'lmnyl vinkt and
SDI saining colneided procisely in both wi mice (soe alio Rof,
19 for a sinufar nbwcrvation in rais) lhu, changes In m'l area reveaked
Dy SOH histswhwssintry in Ty mice i barnd

dimwnsions and du mn simply rcflect changes in mﬂlﬁo‘lw

The aerin of SDH-xlaimyd covtical langential sections oblalned frim
260 IGH-] aml D1 IGFDI"- | Ty mice and Ihwdr wt type lithermales ahwo
were usd t ostimate the average PMBSE barrvd | (layer IV thick-
rwns) and vidunw. The beight of cach of the M PMBSF barnds wn
determined in cach cerebral cortical hemisphere of & mhl
mulliplylog the number of soctions in which each barrel o) lln
thivkrass w thawe sxthus, arrel vidume was oblained mulll ying
the larnd cnma-sectional anea by thw section thickawss and then iolaling
thw volumws of cach st

Pimsible cffects of madified (GF-1 availability on other moduics of
ncunnal crcultry woere cvatuaied in the sfaciey bulb, The average
enmaswctmgl rea of alhactory ghamerali (8 ~ I/ groip) was med:

TARLE 1. limdy und heain weight, uml broinAualy rathm in [GEL IGFRE-1, il IGF-VIGEIN 1621710, Croma) Ty mice wd Lheir wild-

irpe (wti liltermalun

ldme MW e wi 181 HrmbAusly ruthe
Norwal (n = 6) LEAL RN 0.46 = 0.010 0.043 £ 0.002
201, I0F.1tn = G AR R 0.88 £ 0.0)0° (91% 1)
801, IQF-1 1n = M 500 2 6.04 0.3 £ 0.0200 1372 )
8L IGKE N in = T N T 008 « DUIF 4R 1)
RLIGY-1in =T .04 1200 072 L 0.00r i )

6D = 0.44
b AL

4L 10K 1 in = 1)
1GP-VIGPAP-1 tn = 6! 'I!
CLIGFRIM 1 in = B
HLAGMINS- T 0 - b

Wi.2h
r

0.66 + 0.007° (225 | )
0.0 £ 0.0907 113%.| )
0.3 + 0.0 1227 | )
0.0 2 0010124 | )

0,010 * 0.001

Values srv L mean = win,
=P < 0.0001 ¢», wi mice.
LD < 0.0 pa. wi mice.

' < 0,01 . wi micv
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suncd 1 camwera lucida drawnigs from the sanw senes of SO1 g
tongential sections previcusly uied to deletmine PMUSE and baniet
arcas.

Extimutions of siee, number, and density of neurvns in
PMBSF barrela

Newron crosa-sxtional ara and numbur were ostimated In I'MUSE
Larrels using crosyl violel-stained, cryosat tangentinl sections (30 pin)
ater paralormaldehyde bmn Iixation 11\\- moan s ared in
I'MUSF barrels was usng pe di ivoda (15,
20). Single sections with clearly visualized barrel boundarks were s
Tevted Trom bl cvrcbral cortical henispwens of each uf thave nikoe e
weoup, il alwut S acuning that fud a ciearly visible nuckas, sacke
alu, and cytoplasm weee tracd (rons the iutkow of eads of the 34 lsarrels
10 a hemisphere using a camwera lucida at a tinsl maguitication of X 150.
At of 800 neuron tracings b wi and Ty mice werne colleetd and
dlngrtizad (VEEE/ o). Tha pwean crosa-sectinad area was deternioed
uning U Inagei'ro sysiem. This sanpling nwdlvd s unlibely 1o m-
1enduny 2 bras Docsus Hh mean icuronal area changes litthe ax o Tuig
hon of layer 1V depth, and no reglonal differencus in neuronal siza within
barreis have been reporicd (15)

Tor oslimate mveuronal nunvwr 1 PMISE barrcls, ivunss wene
vrunted in vach of the 34 I'MEST Bacrels in single sxtions previously
used for delermining newron arca {15, 20). Barrel boundaries were
wacd. and neuron profiles were counted in barrel sidus and hollows
Troam cach henaisphicte using a camera Jocida ot a final svagmificating of

<3 The average teuton numbne in each PMISE bareel was tiwn
estmated widly the Tormuia . barrel neuron number » number of oy
m cach barret/single sechon X barrel height {microns)/ 50 (microns,
wctino thickiwess). The PMUSF barrcl mwuron dentity was estimaled
wong the wuation: Neuron densily /mm® = IMUSF barrel nearun num.
ber/barred vedume.

Measurementa of whisker pads and whisker follicle arcas
wnd wumber of axans i the infruarbital nerve

Whisker pauds (i the sane 261 K;l".l‘ l||, ICFUI'-I T, ond wimae
I

s wens llu "
s, Loz
cortially (80 g in a cryvetat, Whinker pad
c chrawan ten sypicoial sections ashog o
X 14) An
" it o the I'MBSE (1
mal fullowing & pasiwal similar W it usedd Jar imeasainny
PNHISE sl Barech ancas
Fersuont the sbwe ot i an e sdiaonbsatalines ve, 200 1001 W
WL L, il il inee L Vi g
Banuldehyde and 2 8% gt ¥ Sbolles (pl 74,00
M) The bran and sbhan were carefully remaved (with exeeptin ol the
winsker pads), and e temaining head, indudiﬂ; (hw infraorbital nerve,
was poathinad in the sane inabve for 7 days. The samples were tram.
tereedd toa (12581 LDTA, pH 74, solution for 3 days at 17 C ta duvabaly
e shull o and thereby [obitate infraorbinal verve dissaxtivgs,
Infraotbral nerves were thormughly washed in phosphate buffer and
vinbedded in glycob methacrylate iollowing the supplice’s profocal (Ln-
vepy Beam Scicave, Agawam, MA) Richardson's bive-slamal tram:
verse Meciony (5 pm) were used (o count thw nomber of myelnnted
avons o the infraoebial nerve, as Joscnbed by Sikich o al. (2)).

Validatian of methuds

Beam shonkage or ssdling after periiasn sere evadugiond acoonting

10 the method doscribad by Rrduie of ol (19). tecause paraiormaidchpde

and giveers! peefusion aliend brain dae 10 1he sanwe extent in wi and

1 L coraechions or b shankage or swelhng were introdonsl
0

parameivn deterouned in our wi i ane fully conparable 1o valucs
reported previously w miee (18, 20-22).
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Data unatysis

Muans doe all groups ware obbused 1or each morphological param-
vtermweasutesl. and statiniical signiticana was anwssad by ANOVA and
ater confiraed wsnng Sudents 1 el (StatVicw ). For case of ¢com-
porisn, Mg dieree among groups are reporied as the percent
change, satohical analyses of these vomparisons, however, were pers
tomud wilh the messunsd paranieters rather than with pereent change
caleudation. For sonw analyses, simple regnssions were used.

Rosults

General observations

Overall bra size il corbeal and barrel field cross-scc-
tonal areas differed among wt and Tg mice and among
ditferent lines of Tg mice (Table §). Barrel number, shape, and
anatoncal defimnition, however, were comparable in Tg and
wlice (Fig. 1). No significant differences in body wclghl
were vbservid between wt and Ty mice (Table 1), This is
consistent with the relatively low levels of peripheral ex-
pression of both ICF-1 and IGFBP-1 transgenes iy these Tg
mouse linea (L1, 13).

Brain weights and brain/body ratios

Consistent with previous vbservations (7, 8, 10, 11, 13),
IGF-l-averexpressing Ty mice showed significant increases
in lolal brain weight, whereas IGFBP-1 Tg mice had reduced
brain weights compared with wt mice (Table 1). In IGF-I Tg
mice, brain weight increases ranged from 22% 1o 91% in 43L
and 26L Ty mice, respectively. In CL and BL IGFBP-1 Tg
mice, brain weight was decreased 22% and 24'%, respectively.
Crosssbrevding 52L IGF-1 Tg mice with BL IGFBP-1 T, mice
(UGEHIGEBI-1 cross) produced animals with 13% heavier
adult brams than those in wt mice. IGF-1/IGFBI’-1 cross Tg
mce had 28% (1 < 0.0004) smalier brains than native 520
IGE-1 Ty mice, but M% (P < 0.0001) larger brams than native
BIAGEBP-) TG mice, indicating that IGEBI’-) attenuates the
cffects of the IGEF- trankgene on brain growth. Furthermore,
the degree of teansgene expression in brain corresponded to
brain size, as assessed by Nurtheons blol analysia (data not
shown). The rank order ol transgene IGF-1 mRNA abun-
donce i (GE1 Ty niee (261 > 321 >521. > SOL > 43L) was
the same as that ot brain weight (Table 1), wiwreas the BIL
TGEB 1 T mive expressed more IGEBP- ) transgene and had
amaller brains than CL ICEBP-1 Ty mice. Taken logether,
these findings indicate that the changes in brain size in IGF-1
and IGFBIT T mice depend upon the amount of IGF-1
available, and suggest that imitations in IGF-[ availability
may impose a developmental constraint on brain, cortical,
and barrel growth (see below).

Brain weight/body weight ralios were increased In most
IGF-1 Ty mouse lines and in IGF-1/IGFBP-1 cross Ty mice,
and were decreased in IGFBP- 1 Tyg mice compared with those
in wt mice (Table 1). These differences in brain weight/body
weight ratios are due to changes in brain weight with no
alterations in body weight. Changes in brain size in IGF-1and
IGFUP-1 Tg mice, therefore, cannot be attributable to mod-
ifications of body weight and/ur body dimensions.

Curticul area, ttad barrel arva, and barrel /onrtex rativa

Contical area was increased from 29% in 43L to 81% in 261
ICF:I Ty mice compared willy that in wt mice (Table 2). In
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Fio. 1. The PMUSF in wi nnd Ty mice. "hobmmiciogruphin i SDI-stained wingentio sectons throughout luyer [V of S1 in wi micoia)and
‘I; BLIGFDP-1 (b, 26L IGF.) tc), and IGF-VIGFIIM I crons Ty mice (d). The number and shapo of PMUSFE barrels src comparable in wt and
' Mice

TABLE 8. Votul barrel uned contical avewn, nond bieneloortex sutum m AGE 1 IGPIP L and IGE G 521201, Crosa TR miee and
thelr wild-Lype (wi) litlermuten

Line Sum of lurrvl urvas imm") Cortex sren imm?) Uarrebrorien ralo
Normal (n = 6) 144 2 005 Al 21 0.028 : 0.008
8L IGF. | (n = ) 442 2 0Ur (8- 1) 0 = 4" K18 1) 0.026 = 0.002
50L IGF-ltn = i) PR ONIXT oY 3 W) ERZCH A} 0.030 £ D.004
83L IGF-ftn = T 218 £ 0017 IME T 782 1747191} 0.029 = 0.001
R2LICFn =T 200 £ 00T 413 1) 8 T(MT]) 0.024 = 0.004"
43, IGF-lin = M) LI 007 ORI ) 66 o 1" tarE ) 0.020 & 0.006
1QP-VICFDIM 1 (n = ) LA L 006" 127 ) G & 1 (0% ) 0.028 2 0.008
CL IGFBP-1 (n = B) 126 £ 0.0 (12% | ) 482 1" (10% |) 0.037 & 0.002
BL IGFPBP-) (n = G) 1.09 2 0.07124% | ) 41 2 1°(29% ) 0.026 2 0.003

Valucs are the mean * xKM.
*P < 0.0001 va. wi micy.
PP < 0.0 ve. wi mice.

‘P < 0.06 ve. wi mice.

conirasl, curtical arva wan decreased in CLoamd 1L IGEBP-1 native IGPBI-1 Ty mice, respuectively, but was decreased 1)%
.mice by 22% and 24%, respectively. In IGF-1/ICFBI’-1 cross (P < 0.0001) compared to those in native IGF-] 52L Tg mice.
1T mice, cortical arca was increased 1)% (P < 0.0001) and  Relative cortical arca (for the IGF-1 Tg mice, 26L > 32L >
3% (P < = 0.000)) above values for cortical arca in wi and 52L > S0L >43L; for the IGFBI-1 Tg mice, BL < CL) corre-
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spunded o the degree of transgene expreasion, Comparisons
of pereent changes in brain weight and cortical area amony,
Ty mvice, however, indicate that corlical area vanations are
nut precisely propurtivnal (o d\.\nhe\ i total bram weight
or instance, in 264 IGE-1 Ty mice, bram sveight mercased
more (91%) than cortical area (81'%.), whereas in 32L IGE-1 Ty,
mic, cortical area increased more (04%) than brain weight
(56%; Tables | and 2). Ectopic expression ol IGFBI1 also
affected total brain weight and cortical area sumewhat dif-
ferently. o CLIGFBP-T Ty mice, brain weight was 22%
decreased, whereas cortical arca was onty decreased by 1%
Tn BLIGEB- 1 T mice, bath dimensions were more siilarly
reducad (24% and 19'%, respectively ). The differential effects
of IGEl and IGFBP-1 expression on brun and corlical di
mensions also woere seen in IGE-IIGEBP-) vross T nuee I
these mice, brain weight was only increasesd by 13%, whereas
carlical arca was increased by 0% compared to those i wt
mice. Bram weight and cortical relative dimensions, thus,
were aliered independently from cach other o some extent,
probably due 1o regional variation iy IGE-§ avalability (11,
13).

Total barrel area was increased from 33'% in 431 10 68'%
201 IGF-1 T mice compared with that s wt miee (Table 2).
I IGEFBP-1 T mice, totat barret area was duecreased 12% in
nuce from the CL and 24% in thuse from the BL. 10 IGF-17
IGFBE- 1 cross Tg mice, total barrel area was increased 27%
(" < 0.0001) and 4U% (1" < 00001) compared with those in
normal and nalive BL IGFBP-1 Ty nuce, respuectively, and
was decreasad 16% (P < 0,0001) compared with thatinnative
52L IGF-J Ty mice. Comparisons of percent changes in cor-
Lok and twtad barrel arvas among Ty mice mdicate that these
changes are not proportional. indesd, w the FGEL T mouse
tmes 50L, 520, and 431 and in both fines of IGEBE-1 Ty mice,
Larrely were aclatively mare affeaind than e cortes,
whereas the upposite was true for 260 and 320 1GF-) il
ICE-L/IGEDI1 cross TR mice. This diffesential response by
the cortex amd barrels o the expression of both transgenes led
o simall, but significant, variations i barrel feorlex ratios
among TR mouse lines (Table 2). Thes: ratios mdicate that
larger braing do not always have correspondingly larger
Larrels (compare, for inslance, SOL, 520, and 3201 Table 1),
‘The changes in total barrel area in our Ty nice, thus, do not
arise simply as a consequence of changes in cortical arca.
These observations suggest that cortical and $1 barrel field

TABLE 3. Croxescctinoul u
1GF-1, IGFBP-1, and IGF-VIG
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Vet )37 Ne If

relative dimensions may change 0 sonwe extent indepen-
dently after variations in the availability of neurotrophic
factor, such as IGF-L.

PMBSF and burrel cross-sectional area

IPMUBSF and barrel cross-sectional arcas were increased in
all five lines of IGE-] Ty mice comparned to those in wt it
wermates (Table 3). The pereent increasa in PMUBSF area, how-
ever, varied from 25% in 43L T nice Lo 60% in 26L Tg mice,
and that in barrel area ranged from 27°% 10 67% in these same
iy mouse e, Barred crossasectivnal area, thus, increased
2-12'% more than PMBSF area in IGF-1 Ty mice, Indicating
ihat barrels ar relatively more affecied by IGF-| overexpres-
st dhan the I'MBSE ax 2 whaole. This is consistent with the
(inding that barrels grow relatively more than 81 and the
cortical mantle during postnatal brain development in rats
(19).

I'MBSE and bareel cross-sectional arcas were similarly al-
fected by (GEBP-1 expression; both were decreased by 13%
in CL and by 25% in BL IGFBI™) TR mice compared with
those in wtnnice (Table 3). in IGF-17IGFBP-1 cross Tg mice,
barrel cross-sectional area was increased by 14'% (P < 0.0001)
and 51% (< 0.0001) compared with those in wt and native
IGFBI-1 Ty mice, respectively. IGF-1/1GFBP-1 cross Ty mice,
however, had reduced PMBSE and barrel arcas compared to
natwve 52L 1CE T mice. Finally, ’MUSF and barrel cross.
sectional arcas were highly currelated in all lines of Tg mice
(1= 0.55; 1" = 0,006 (or IGF-1 Ty nuce and r = 0.97; P < 0.0001
for IGFBI+1 Ty mice). In contrast, neither 'MBSF nor barrel
area was correlaled with cortcal area in IGE-1(26L: r = 0.41;

=07232L:r =017, P = 0.8, 43L: 1 = 0.53, P = 0.47; 50L:

=004, P = 035, 5211 = QL16; P = 0.83) and IGFDP-1 (BL:
roe 080 P o= 06, CLor = 0.00: P = 0.86). Changes in the
dimensions of the barrel field in IGF-1, IGFBP-1, and IGE.
TAGEBP-1 crosa T mice, therefore, du not result from uni-
form prapartional expasions ar reductions of the corter,
because heavier brains contaning the largest cortical mantles
dis not always have the targest somatic representations.
These vbservations also strongly argue against the changes
i IPMBSE and barsel size being simply a result of differential
flattening due do histological processing or a consequence of
differences in the plane of sectivnimg,

ol the PMBSE and sts constituent lamrels and interbarenel arca o the primary somalic sensory cortox of
11 162L/B), Croas) Ty mice und thew wild-type twt) litlermates

Line Avrrage barmvl ncen linm®)

PMIRY answ imm Inlerharrel a

Norwal tn = 6) 0.040 ¢ D004

il 1GF 1 = G Q0R2 £ DOOT W15 1
601, IGF-1 in = G) 0.077 £ Q.008" (h6% 1
A2LIGF-Itm 2 Ty 0.074 = 0.006" 150% 1)
A IGH-lin= T 0.067 : 0.004" (36% ) )
AL IGE L - W Q.06 = 0.004 (274 |
IGFIAGYRIP-Lin = 6) 0.036 < 0.004" (14% | 1
CLIGFIP ) tnh = ) 0.043 2 0.004" (117 | }
BLAGFBE- 0 = 6) 0017 = 0.0047 1257 | )

L0 2 0.07 029 2002

2HY 2 0.017180% 1) 047 2 0.047(62% 1)
261 2 0.08°145% 1) 042 2 001" (46% | )
2.60 = 0.06" 138% 1) 0.36 2 0.0% (21% 1)
241 2 0.00" (4% 1) 038 2007 (1% 1)
2.26 ¢ 0.006° (A% 1)
2.20 £ 0.01"(35% | )
LAG 2 0.00° (1% |)
0.32 & 0.047 (26% | )

030 = 00) (4%])
025 £ 0.03 (4% )

Vilues ire the mean
" 0.0000 px. wi 2
* P < 0.0 vs. wt mice.
‘P < 0.08 va. wi mice.
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Barrel height amd voltme i the PMBSF

Becavse thwe eeatest difference o PMBSE and barncbaeas
were found in 20L IGE and BLIGEBE-T Ty owee when
compared with wt mice, detailed evaluation ol the o vriw
effects of IGF-1 on barrel structure and develupment were
pursued In these Ty mouse lines. Ax with PMBSE auul barred
cross-sectional arca, barrel height and barrel volumie were,
respectively, increased 18% and 98% in 261 IGF- T mace
and decreased 20% and 39% v BL IGFBI I Ty mice, com-
pared 10 those in wi litlermates (Fig. 2).

Cruea-sectional wrca, number, and density of nenrons in
PMBSF barrela

The cross-sectional area ot barrel neuron cell bodies was
increased 33% in IGF-1726L Tg mice and decreased 10% in
BL IGFDI™-1 Tg nuce compared with those iy wt animais
(Table 4; photomicrographs demonstrating this diffeeence
are shown in Fig. 3). The average ncuron numiber i each
bacrel (counted in single barrel sections), bowever, did not
vary significantly among wt and Ty mice (Table 4; s also

o 1GFBP-1

Normal IGF-|
m .
- 200
§ il
100
®
0
GFBP-1  Normal 1GF4
0.020 K
io.ou
0.010
.
0.008
0.000
1GFBP-1  Normat  IGF.

0. 3. Crese-auctions| arca tup penel), belghi (andsile puned), snd
velume (botiom pencl) of PMUSF barrels in IGI 1GF-1 and NI,
JGFBP-) Tg mico and thuir wi littermates. n = 2 fur croma-aectnnnl
o000 and vidumen, nid n @ 6 fir haeghta. Dt are twe n % NEM.
P < 0.00i.

5489

. 3) Beeanse barrel votunwes ditiesed among the groups of
mce, e average nomber of neurons i each barrel was
sereasted 24000 261 1GE-1 3 e aand decreased 155 m 81
IGFBP-1 T e compared 1o that in wi mice (Table 4). The
incrcoses e euron number in IGE-1 Tg mice and  the e
creases i IGEBE-T T miiee are consistenl with changes in
DNA content measurad in brains of IGF-I and IGFBI™-1 T
onuce (% 1), 13). Despite the increment in the number of
ocurons per barrel, neuronal density was decreased 39K in
MBS barrels of 265 IGE-1 T mive (Table 4; sev also Fig. 3)
the appasite was true for BLIGFBP-1 Tg mice. Althvugh
bareel neuron number was decreased, barrel neuronal den.
sity was ingcreased 39K compared with that in wi mice, Sim-
ilar mervases incortical neuronal density have been reported
w IGET knock-out mice (12), & mouse model that, hke
IGFBI*1 Ty mice, reflects decreased 1GF-1 availability. Mod-
heativms i AGE-E availability, therefore, el o changes in
nenron size, number, amd density in Tg imice.

Area of edfactory glomeruli

The area ot alfactory glomerul was icreased 105 in 261
HGF-1 T mive compared to that in wt littermates (mean &
San, D070 < 00011 and Q0064 = 0.0017 nam?, respectively,
P 0.05). The area ol these modules in BL IGFBP-) Ty mice
(00064 & 00010 mm?), how ever, did not differ from that of
alfactory glomerali in wt animals. Because S1 barrels were
relanvely more affected than olfactory glomeruli, it is ap-
pacent that IGE-Texerts a degree of cegumal specificity. Sup-
pl for thus conclusion comes from the finding that 1G)*
treatmend stimulates the growth of the parietal cortex, but nol
that of the vlfactory bulb when these regions are implanted
e the eye's anterior chamber in rats (23, 24). In addition,
our pbservations for the olfactory bulb argue against the
changes in I'MBST and barrel dimensions in Tg mice being
the rexult of differental flattening or differences in the cut-
ting angle, because bareel and olfactory glomeruli arcas were
buth determined from the same series of flattened tangential
sections

Arcas of whisker pads and fldlicles, and the number of
snfraorbital nerve myelinated axons

e area of thwe whisker pads, the cross-seclional area of
whisker follicles, and the number of myclinated axons in the
infraorbital ivrve were not statistically different among 261
IGF-1and BLAGIBI™Y Tg mice and their wtlittermates (Table
5). Changes in the relative size of the PMBSF anmd its con:
stituent barecls, thus, are independent of changes in the son-
sory periphery.

Discussion

Our Jata inlicate that IGF-1 overexpression in TR mice
increases brain, cortical, and I"MBSF Larre! dimensions,
whareas ectopic brain exprossion of IGERIP-1, an inhibitor of
IGF-1 actions, has opposite cffects. Ty mice with the highest
IGF-Lor IGFBI*1 transgene expression had the most affected
brains and cortical mantles. Furthermore, mice carrying both
IGF-) and IGFUP-1 transgenes had brains, cortical manties,
and barrel fields intermediate in size to those of native IGF-J
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TABLE 4. Cross-scctivnal arca, number, and denaity of ncuruna in PMUSF burrcls of 26L (GF-l and UL IGFBP-1 Tg mice and their wild-

lype (wi) lillarmalee

PMBSE bunel nevron

Ui Cruss-seriions| aree tum’) NuJsingle 30 um section Total no. Donaity (10" /mm®
Conurol (n = J) 68.13 = 12.38 444 20 1580 » 101 18 2 0.41
8L IGF-l (n = D042 &£ 134 %) 466 20 11N = R4 (24% 1) 112008 (39% )
BL IGPBI-Ltn = 3) 81.4) ¢ 10.68* (1UE |) 470 = W 1344 = 86" (15 | 25 2 043 Q9% 1)

Values ore the mesn = sEi.
* P < 0.000] vs. wi mice.
A1 < 0.00 va. wi mibcr.

ufﬂuyl ivlet-slal;

individ

TR AL pruph

At J:?'

nd
)
2 ‘.-'?‘u AT

0.1 mm

d wectiona frmn 261 1GE-1 1A and HL IGFBI™ ) (€1 Tg mscr and from » wi litlermalo (B). The

inbarrd) | aren, neuron coll body sise, and nouron

wdite linea in onch pl wruph outling
duasily can be seen.

| burroix. Tho difl

TABLE 8. Whisker pud and fllile urca und number of brigemnn) nerve mychinated axonx in 264, IGF-1 BL IGFBP-1 Tg mice and Lheir

wild-Lype (wi) lilermatas

Lime Whisher pod nrvs time’s Wihimket lillscle vt ! Nos. ol ngome

Nurmul (n = 6) 10402 < 14K} 11244 2 0.000 13,430 & 1,800

1 IOF-1in = 8 [LE TR 0,290 £ 0.008 12,340 ¢ 8,100

UL IGYHI- 1 tn ~ 6) W e e Ll ¢ 0.0l 13,138 £ 1978

Values srv the mean & wei.

and IGFBP-1 Tg mice, indicating that IGFDP-1 altenuates the  than the barrels, whereas the opposite occurred in other Tg
cffects of IGF-I overexpression. These results demonstrate  mice. A likely explanation for ¢ is finding is that regional
that altered IGF-1 availability is res blc for Uw changes  varlations in IGF-1 availability, ing from diflerential
in brain, cortical, and PMBSF barrel dimensions in these Ty Jon of the tr lead to variations in coetical and

mice and confirm the importance of IGF-1 in regulating over-
all brain and cortical growth. Our observations In S1 are
consistent with findings showing that developing projuction

of the y system exhibit IGF-1 cupros-

PMBSF barrel dimensions. We have shown that the ::ran-
sion of these transgenes varies among brain regions, and that

sion during periods of neuronal growth and sy
(2, 6). Together, these dota strongly suggest that IGF+1 mod-
ulatvs neuronal growth in the developing somalosensory
pathway, and that I lorns of Ita availebility impose a
dovelopmental constraint to neuron growth. Fur-
thermore, our findings show that the PMBSF provides an
exavilt moddd 10 precisely delincate IGI-1 actions and
machanisms in the py ion of neuron .

Changes in contical and barrel field dimensions were not
proportknal. In seane T miey, the cordex was more affocied

those regions with the g exhibit
thc wmul(culiom In growth (11). Thc size of the PMBSF,
r, direct agene mRNA

o L. o that

\mhuonl in the avthNuly of IGF- influence the
tive dimensions of the ncocostex and PMBSF barreis. The
differential spatio-temporal distributions of IGF-1 recepiors
and IGFBPs and regional differences in the onscl of transgone
expression also could cuniribute to variations in regional
cortical growth,
Unlike barrel dimensiona, barrel shape and number were
ik affected by madifications in IGF-lavailability, suggusting
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that IGF- is not involved in barrel formation. This 1s not
surprising, because IGF-1 mRNA expression s Hiest detect-
able in the thalano-curtical pathavay on about pasinaial Jday
$ in rats (2), after the time when most of the 'MBSF has
already been formed In S1 (14). Furthermore, we found the
PMUSE to be normally formed, but extremely small, in 1GF]
knock-out mice (unpublished data). Tlowever, it remains

ible that IGF-1 has an influence on the linwe when tha-
amic afferents arrive in the developing cortex. Taken to-
Rether, our pbservalions suggest that barrel formation and
growth are independent processes.

Some of the cellular provesses by which modifications in
IGF-I availability alter brain size have been assessed. 1t hak
been shown that myclin production and content are in-
creased in IGF-1'Tg mice and decrvased in IGFBP- 1T (9,11)
and IGF-I knock-out mice (12). The present vbservations in
the barrel field of IGE-] and IGFBP-1 Ty mice indicate that
madifications of IGF-1 availability atso change the nwmber
and size of nvurons and the volume of cortical tayer IV
occupied by neuropil. Barrels in IGF-1 Ty mice had larger
colls and contained more neurons than those m wi mive,
Barrel nearonal density, however, was nsduced, amd barrel
volume was increased, indicating an increase in the barnd
volume devoted 10 neuropil. In contrast, bacecls in IGEBI-}
Tg mice had smaller cells and contained fewer swarons than
thuse in wt mice. Barrel neuranal density was increasad,
whereas barrel volume was deereased, indicaling a duminue
tion of neuropil volume (25). Changes in nearon number and
neuropll votume are concordant with the total DNA content
previously described in the brains of aur T mice (7, [13).
Thus, madifications in neuron number and size and in new-
ropil volume account for changes in PMBSE barrel size, and
probably for these in vverall brain and cortical dimensions,
in IGF-1 and {GFBP-1 Ty mice.

The mechanisms by which muodifications i IGF-l avail-
ability alter Jayer IV neuron number are not known, The
aumber of neuron precursors, the rate of precursor peolifs
eration, the length of the proliferation phase, and/ar neus
ronal kurvival may influence nearon mimiber (20-29), 1a it
and in pite studies hove shown that IGE-1ean enhanee iva-
ron precunsor proliferation (1) and nearon survival {1, X1, M)
Our data do not directly distinguish among these possibil-
ithes. However, we beliewe that modificalions in IGF-1 avail-
sbility predominantly affect the survival of cortical and tha-
lamic neurons. A pumlwer of olservations support this
contention. In the mouse, wirtical layer 1V neurons ane gen-
erated at the end of gestation (32), and el death oceurs
between embryonic day 19 and postnatal day (PN) 10 in thwe
thalamus amd S1, peaking on PNU in the thalamus and I’N7
in the ncocortex (33-35). The transgenes in our TR mice are
fiest exprossed after birth (11, 13), at a time when cell death
occurs Lul after the generation of curtical layer 1V ncurons.
Brain weights in thewe Ty mice do not differ (rom those i
their wt littermates at birth (11, 13), suggesting that the trans-
genes have not yot had an impact on brain development.
Taken together, it appears that the changes in barrel cyto-
architecture in T mive result from the effecrs of IGF-I on
neuronal survival. B has been shown that the number of
corlical cells correlates with that of thatamic afferenis (30)
andd, thus, with thalamic neuron number. Because the num-

hqn)

ber of thalamic afferents correlates with arca dimensions in
Ihe neocortes (27, 37-40), the promotion of neuron survival
prabably occars both i the neacortex and - at subcortical
levels

I'enpheral influences have been implicated in determining
varions stractural features of the barrel ficld (14, 41-44)
Barrel size and cell number appear proportional to the whis-
kers' sensory innervation density (14, 45), which, in turn,
depeds on whisker size (14). We investigated whether S1
striucturat changes in T mice occurred in response to mod-
ifications n bindy dimensions or peripheral innervation den-
sity. Na differences in biddy weight, whisker follicle and pad
wizes, or the innervation density (o whisker pads were found
among TR and wt mice. Thewe observations indicate that
when there are changes in local trophic interactions, struc:
tural changes inthe brain, cortex, and barrel fivld can procevd
independentty from body and sensary periphery influences.
‘Thix conclusion is streagthened by the recent findings that
cerlain mutant mice lack barrels despite having an intact
sensory perphery {0 naturally occurring mutant mouse de-
scribesd by Welker of wl. (46) and monoamine oxidase A
knock-out mice (47)]. In the lader knock-out mice, barrel
formation is profoundly altered by changes in serotonin
availability, suggesting that this amine plays a trophic role in
the developing S1(47). Furthermore, a disproportion be-
tween the number of nerves innervating whiskers and barrel
size has boeen noted after reducing whisker innervation den-
xaty following prenatal tieatment with antinerve grawth fac.
tor antibendies (21), after selective whisker ablation (42), and
in mice with supermumerary whiskers (14).

Efimination of redundant comnections by means of neu-
ronal competition for ncurotraphic factors is thought to play
a major role in establishing brain neuronal circuitry (48, 49).
Agmwon ¢t al. (39, 40) have recently shown, however, that
thalamic terminal arbors in the barrel cortex are progres-
sively elab 1 with high topological precision, as opposed
1o being climinated from an initially exuberant pattern as
occurs in Lhe visual system (37, 38, 50). Riddle 2 al. (19)
dovumentad that bareel ncuropit is progressively and selee-
tively constructiad as postnalal development proceeds. This
uvidence suggusts that progressive, and not regressive, de-
velupmental processes shape nesrnal connections in the
barrel cortex, Our observations that barrels remain discrele
anatomical inits doespite theiestriking, vhange in size and that
neuropil volume is greatly maodified in IGF-! and IGFDBI™1 Ty
nmice suggeat that selective elaboration of barrel neuropil is
regulated by IGE-L Together these observations indicate that
rukes governing the development of thalamo-cortical con-
nections are different in distinet cortical arcas. Although
redundant connections are promed in the visual cortex by
mwans of newronal competition for neuralrophic factors, the
barrel cortex scems to selectively elaborale neuronal con-
nuctions in a fashion dupendent upon the amount of trophic
fictors available.
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THE MORPHOLOGY
AND FUNCTIONS OF THE BRAIN

Guillermo Gutiérrez Ospina

nderstanding the relationship between  cuits responsible for receiving, processing and storing the

the brain’s morphology and function has  information we perceive through our sensory organs.
been a fascinating and challenging sci- 1o fair, chen. 1o think that studying how these con-
entific and philosophical enterprise Once  nections are established and assembled into circuits
considered a device to cool off our bod-  will lead us 10 better understand how the structure
ies, the brain 1s no longer thought of as a “cool- and function of the brain interrelate.

ing system” but the organ where our Here, | will succinctly describe cur-

sensations and emotions are inte- rent thinking on how the brain

deals with the problem of assem-

bling neural circuits. It may

grated. More important, the brain
is the organ where our human-
ness resides and rom which surprise lay readers that
our individual idenutics the prevailing view sug-
emerge. But how does this gests that the final geom-
extraordinary organ create etry and function of
illusions, expectations, ideas, neural circuits anse after
obsessions, emotions, lan- many connections among
puage and memorics? neurons are removed dur-
In other words, how ing brain growth. | will argue,
does it create the story howcver, that the assembling
of our lives? Neurobio- of neural circuits also involves the

logists believe the answer lies

somewherc in the intricate

progressive elaboration of new con-
nections as the brain matures. This

and convoluted anatomy of gives rise to more complex circuits, thus

the brain (Figure 1). providing the anatomic substratum nec-
A large fraction of the brain's essary for the brain 10 accomplish

mass is made up of connections among some of its formidable functions.

nerve cells or neurons.

These connections form cir- Figure 1. At the end of the cightcenth century the belief that mental functions were localized

in particular tegions of the brain was deeply rooted in some neurologists’ minds. This way of
thinking (phrenology) would later pravide the basis for the “localizationis” view of brain
functions that sill Juminates, albeit in a different context, modern neuroscience (original by
Spurtheim; reproduced in P 1. Churchland, Meurephilessphy. Toward « Unified Science of the
Wind/Brain, MIT, Ma, 1992).



REFINING THE BRAIN'S CIRCUITRY

In the 1960s, Nobel laurcates David Hubel and
Torsten Wiesel carried out a series of experiments that
provided important clues about how neural circuits are
assembled. Based on their observations of the visual
system of growing cats and monkeys. Hubel and Wiese!
concluded that at birth the brain has many redun-
dant connecuions that are subsequently removed as we

Visusi Cortex

Visual Cortex

Figure 2. 1n thc inonkey buain, as in humans, visuab infonmanen
iv transfered from ihe vyes o the primary visual cortex, an the
back pole of the brain. Hubcl and Wiesel noticed that in adult
monkeys the visual cortex was divided into anatomic and func
tional units called ocular dominance columans (VDC). Under nor-
mal conditions, cach of these columns receives informanon from
a uingle eye. For instance, red columns in the sketched adult visu-
o cortex only reccive information from the o (red) cye. Furthermore.
left (red) and right {black) eye-assocrated columns dternaie
throughout the adult primary visual cortex. Ocular dominance
columns, however, do not cxist in the primary visual cortex of
newborn monkeys At birth, neural connections associated with
bath eyes overlap cxicnsively over the entire visual cortes. Oculat
dominance columns in adule monkeys gradually emerge after

in the lateral geniculate nudleus (LGN; dark blue) remove
many of theit connections from the visual cortex, as the animal
matures (Adapied from D. Purves & ). W. Lichtman, Primesplen
of Neural Developmens. Sinaver, MA, 1985,

The brain is the organ where
our humanness resides and
from which our individual

identities emerge.

experience out surroundings during postnatal matu-
ration (Figure 2). What could be the purpose of remov-
ing connections among ncurons while the bran 1s
sull maturing? 1t has been suggested thar this process
refines the geometry and functional properties of neur-
al circuits and decreases the number of erroneous con-
nections between neurons and their many potential
targets. Thus, apparently the final goal of reducing
the number of connecuions is to shape neural circuits
in harmony with the needs imposed by the surround-
ing environment, thus making the brain's functioning
more cfficient

Since Hubel and Wiesel's landmark expeniments
in the visual system, new evidence has been gathered
to suggest that elimination of connections may be a
general mechanism by which neural circuits are assem-
bled in all brain regions. However, a process like this
is difficult to reconcile with at least two facts: 1) The
brain and its ncurons greatly ncrease in size from
birth to adulihoad (Figure 3) and 2) The chiminatuon
of neural connections scems to occur at a time in
development when our brains recerve, process and
store increasing amounts of information, and when
complex patterns of behavior progressively emerge
(Figure 4). Several questions arise then from these puz-
zling observations, among them: How do the brain
and its neurons increase their size while neural con-
nections are removed? Why should neurons increase
their size if they lose contact with their neural peers?
How can the brain progressively increase its capacity
to process and memorize information and generate
complex patterns of behavior, while at the same time
climinating neural connections’



Figure 3. The human brain incicases its siee by about four-fold
durning postnatal development; a} At birth, the human brain weighs
an average of 350 grams reaching approximatcly 1400 grans in
adulthood; b} This inceease in brain size not only reflecis the “pas-
sive” enlargement of nourons and their conncctions. bat the “active”
elaboration of more complex corcuits (Adapied from ). Purwes,
Newral Activity and the Growsh of the Brain, Cambridge Univensity
Press, Cambyridge, UK., 1994).

ELABOPATION OF NEW CIRCUITRY IN THE BRAIN

A mechanism whereby the brain's circuitry may be
sculpted during postnatal development would be to
progressively add new connections to immature neur-
al circuits. These additions would provide the anatom-
ic substratum necessary for the developing brain to
increase its capacity to process and store novel and
relevant information. Evidence supporting this pos-
sibility has been found in the peripheral nervous sys-
tem, which is formed by neurons in the brain stem,
the spinal cord and in small, seed-like structures called
petipheral nerve ganglia (Figure $). Thesc neurons give
rise to nerve fibers that reguiste the activity of organs

such as muscles and viscera. Neurons localized in some
types of ganglia are themselves targets of nerve fibers
from neurons in the spinal cord. Early in development,
ganglion neurons receive many fibers but only a few
connections are made. As postnatal maturation pro-
ceeds, the number of fibers reaching ganglion neurons
diminishes. The remaining fibers, however, grow to make
many connections with ganglion ncurons (Figure 6).
This observation suggests. therefore, that selective
growth of connections also shapes neural circuits dur-
ing postnatal development.

Recently, it has been demonstrated that new con-
nections arc also made in the developing brain after
birth. The somatic sensory cortex is a region of the
brain that contains a map representing the body's sur-
face (Figures 7 and 8). This map in the human brain is
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called the “homunculus® (Figure 7), and similar
body maps exist in the brains of all mammals. The
brain's body map can be readily visualized in rats and
mice in which it is organized in units termed bareels
because of their three-dimensional ¢. Each
of these barrels represents sensory organs such as the
facial whiskers on the sutface of the skin (Figure 8).
Studying how the pattern of connections arises in the
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rat barrel somatic sensory cortex, Ariel Agmon and
his collsborators at the Univensity of California, Irvine,
have demonstrated that neural circuits are progres-
sively elaborated during postnatal life, and that elim-
ination of connections does not occur in this region
of the rat brain (Figure 9). Addition of new connec-
tions to immature neural circuits has been
also documented in the olfacto-
ry system, spinal cord and
bs cerebellum during brain
development. Thus,
together thesc obser-
vations support the
idea that neural con-
nections are progressive-
ly added to immature cir-
cuits in the brain and sug-
gest thae different areas
of the brain use differ-
ent ways to shape their
neural circuits dur-
ing postnatal devel-
opment. For instance,
while areas such as the
visual centers eliminate connections,
others, like the somatic sensory cortex,
appest to selectively create more.

Figure 5. The peripheral nervous sysiem is
formed by neurons localised in the brain sem
(bs), spinal cord (<) and in different types of
narve ganglia (). These neurons send theis nerve
fibers (norvas) 1o differens Larget ongans, dhss
regulating the tone of our musdes, gut move-
manta, the hoart beat, the pupil’s reflex e light
snd 10 forth (onigingl deawing by Andress
Vinging, 1 543 madified Gome P T. Chuschiand,
1992).

1 day o Aduh

Figure 6. Some types of neurons (round outlines) in peripheral
ganglia are reached by nerves from the spinal cord neurons: 4) At
bitth, many fibers (dark lines) reach ganglion neurons bus only
few connections (dark dots) are made on them: b) As develop-
ment continues and the adult pattern of connections is eitab:
lished, the number of nerve fibers diminishes while the number
of contacts created upon ganglion neurons increases. This obser-
vanon suggesis that connections are added 10 immature neural
circuns during postnaral maturauon (from Purves and Lichtman,
1989).

SENSORY EXPERIENCE AND NEURAL CONNECTIONS

Up to this point, | have described evidence to the
effect that the developing brain creates new circuitry
as postnatal development proceeds. | shall turn now
to an explanation as to how this might happen. 1 will
summarize expetimental data suggesting that sensory
experience spurs the elaboration of neural connections
in the brain.

For some time, peychologiszs have known chat envi-
tonments rich in sensory stimulation promote and
improve, 50 to speak, the development of the brain
and its functions. Experiments have demonstrated
that groups of rats living in cages with “interesting
objects to explore and play with” have relatively larger
brains than those living in environments with poot
sensory and social stimulstion. Anatomic compas-
isons of brains from both groups of rats have shown
thet the number of neursl increases in
some brsin regions of those animals exposed 1o sen-
sory-enriched environments. Although these experi-




ments scem to support the contention that increased
sensory experience promotes the elaboration of neur-
al connections, it is important to point out that dif-
ferent parts of the brain respond differently to envi-
ronmental enrichment. While some regions of the
brain indeed increasc in size, others do not change and
even diminish in their dimensions. Thus, these exper-
iments show that the effects of enriched sensory stim-

lation on the elab of neural ¢ ions are
complex and that move research is neaded before advanc-
ing further conclusions.

More clear evidence supporting the role of senso-
ry stimulation in the develop of neural circuits
comes from studies of the brain structure following
the surgical removal of sensory organs (i.c., anatom-
ic deprivation). For instance, deprivation of visual expe-
rience after eye removal leads to a reduction in the num-
ber of neurons, their size and their connections in areas
of the brain that process visual information. However,
anatomic deprivation of sensory organs probably alters
interactions other than those dependent on sensory

expericnce, making the interpretation of these results
difficult. This shortcoming has been solved by depriv-

ing animals of sensory stimuli with p 8

Figure 7. The human

brsin is divided in many

distinct regions repon-

sible for processing dif-

ferent types of infor-
a . mation: a)One of these
regions is called the pri-
maly somatic sehsory
osevex (dark area) since
i receives tactile infor.
magion (i.e., toudh), mch
@ vibration, tempersture
and pain; b) The oomatic
|RsOry Coftex contsing
2 representation of the
body wrface calied the
bemunculus; <) This rep-
resatation is somewhat
distorted presumably re-
fecting anacomic differ-
emoss in the sensoly inner-
. vation of Jillercr parts
¢ of our bodies

Figare 8. 2) Mice whithen
ptovide wctile information
necessary for these animals to
sirvive in their nastural envi-
ronment; b) As in humans,
thase rodents have 2 body rep-
rementation “imprinted” in the
Primary somatic sensofy ot-
tex of their brains. The head
and, in particulas, the whisken
occupy a large percentage of
this body represeniation; ¢)
The whisker representation in
rats and mice can be readily
seen in slices of the brain
geometric figures called bar-
tels. Each of these bares in
the conex represents esch of
the whiskers in the face. The
snatomic definition of the
whisker representation, among
other reasons, makes it & sui-
able modd to ask how neural
connections are established
during development.

anatomical links between the brain and sensory organs.
An example of this kind of experiment is sewing the
eyelids closed 10 accomplish visual deprivation while
the eyes preserve their anatomic position. These sorts
of manipulation have confirmed that the absence of
sensory srimuli decreases neuron number, their size and
the complexity of neural circuits in the brain.

The most compelling evidence supporting the
hypothesis that sensory experience regulates neural
size and growth and the daboration of new connec-
tions has been furnished by natural models of increased
sensory stimulation. For i in lactating rats some
groups of neurons and their circuits increase in size
and complexity as a result of suclding, the constant

]

Restrictions of the neurons’
ability to grow and create new
circuitry might also play a role
in the pathogenesis of

neurodegenerative disorders.



a P4

b P8
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Figure 9. The development of neural circuits in the barrel cortex
involves the gradual claboration of connections: a) For instance,
at day four after birth (P4), only & few branches extend from the
nerve fibers 10 the barrel corvex; b) By postnaial day eight (I'8),
huwever, an increasc in the number of branches per nerve fiber
in the barel cortex is obscrved. These resulis wuggest thar somic
regions of the Lrain asscmble their arcuits by increasing the
number of conncctions as npposed 1o eliminating them

stimulation of nipples by hungry and demanding pups
(Figure 10). These changes in neural size enhance the
ability of some of these neurons to sectete oxytocin,
the hormone that facilitates milk secretion. These changes
disappear once the suckling stimulus ends after wean-
ing. These observations suggest, therefore, that increased
sensory stimulation promotes neural growth and the
elaboration of connections and that modifications in
neural size and connectivity lead to striking changes
in neural function.

SOME FUNCTIONAL IMPLICATIONS

15 the elaboration of connections necessary to accom-
plish normal brain function? Different lines of evi-
dence document that this indeed is the case. It has
been documented that neurons in different areas of the
brain (induding regions of the visual system) increase
their number of neural connections steadily during
postnatal maturation. Conditions causing hormonal
and or nutritional deficiencies. as well as some genet-
ic syndromes that impare the formation of neural
connections during brain development, lead to mental
recardation in humans, and in rodents, to low per-
formance scores in learning and memory tasks.

Restrictions of the neurons’ abilicy to grow and
create new circuitry might also play a role in the
pathogenesis of neurodegenerative disorders such as
Alzheimer's and Parkinson’s diseases. As with humans,
studies of aged animals have documented cognitive
alterations associated to the degeneration of neurons
and their connections in specific areas of the brain.
This cognitive impairment can to some extent be
reversed by treating the animals with proeins, known
as neurotrophic factors, rhat stimulate neural growth
and the elaboration of new circuits in affected areas.

The brain’s capacity to modify its anatomy and
function is termed plasticity, and perhaps it is best
exemplified by the partial or rotal recovery of neural
functions following severe head injuries. Although the
mechanisms underlying this recovery are not fully
understood, it has been shown that, in some cases,
functional compensation follows the re-innervation
of injured areas by their original connecting partners.
This compensatory mechanism depends upon the abil-
ity of neurons to grow and make connections in a selec-
tive fashion.

While some regions of the
brain indeed increase in size,
others do not change and even
diminish in their dimensions.



Figure 10. ) In factating raus changes in the morphulogy of
neurons and their circuits occur as a iesult of sensory stimula-
tion. An cxample of these changes is illustrated by comparing
the nze of neurans of the paraventricular nucleus in the bran
of virgin (b} and Jactating (c) rats. Neurons in lactating rats are
larger than in vitgin rats. These differences in neural size disap-
pear after weaning, thus suggesting that sucking stimulus (i.c..
wnsory sumulation) is important for the accurrence of theie

changes.

Neural connections and brain
circuits are shaped by complex
interactions of biological and
environmental factors.

Addition of new neural connections have long been
thought to underlie processes such as learning and
memory. In support of this idea, it has been shown that
certain patterns of electrical sumulation direcdy deliv-
ered to the hippocampus. a brain structure involved
in learming and inemory. not only strengthen neural
connections and increase their ability to transmit infor-
mation, but also induce the elaboration of new con-
nections among stimulated neurons. Elaboration of
new connections has also been reported in the cere-
bellum, 2 brain structure involved in learning some
motor sequences.

Finally. evidence supporting the hypothesis that
building up neural circuity increases the capacity of
the brain to process and store information comes from
comparative anatomic studies among different ani-
mal species. These studies indicate that the progres-
sive increase in brain size during evolution results not
only from augmenting the overall number of neu-
rons, but fromn increasing the brain's volume devoted
to neural connections. 1t 1s likely that this increment
in neural connections, and not their elimination, led
to the anatomic and functional specializations of the
maminaban brain.

In summary, neural connections and brain circuits
are shaped by complex interactions of biological and
environmental faccors. Although it has been thought
that the elimination of connections mediates the effecs
of these factors on the neural circuitry, recent evidence
suggests that the developing brain claborates new ones
as postnatal development proceeds. This addition of
new connections to neural circuits may explain the
increased capacity of the developing brain to process
and store information, its ability to generate complex
patterns of behavior and its capacity to recover after
different types of injuries.
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