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FE DE ERRATAS 

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

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

En la página 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 
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Resumen 

El cerebro en los mamíferos aumenta su tamaño cuatro veces desde el 

nacimiento hasta la edad adulta No obstante la aparente importancia que el 

crecimiento cerebral tiene para la adquisición de las habilidades cognocitivas 

durante el desarrollo postnatal, los mecanismos celulares que lo subyacen aún 

son inciertos. Así, el presente trabajo evaluó si 1) el crecimiento cerebral 

postnatal resulta del crecimiento progresivo de las neuronas y la elaboración de 

conexiones, y 2) si el crecimiento neuronal puede ser regulado por factores 

neurotróficos producidos de manera local. 

Se realizaron estudios anatómicos en los cerebros de ratones control y 

transgénicos con expresión cerebral aumentada del factor de crecimiento tipo 

insulina-1 (IGF-I), o bien con expresión ectópica cerebral de la proteína fijadora de 

IGF's-1 (1GFBP-1). 

Nuestras observaciones sugieren que 1GF-1 promueve el crecimiento 

neuronal y del neuropilo durante el desarrollo postnatal cerebral. La expresión 

elevada de IGF-1 produjo incrementos en el tamaño cerebral, en el tamaño de la 

corteza cerebral como un todo, y en el área relativa de la corteza somatosensorial 

primaria (S1), en particular. En contraste, la producción ectópica cerebral de 

IGFBP-1 tuvo los efectos opuestos. Estudios anatómicos más detallados 

realizados en los ratones transgánicos mostraron que los cambios en las 

dimensiones de S1 correspondieron a cambios en el número y tamaño de las 

neuronas y en el volumen ocupado por el neuropilo (i.e., conexiones neuronales) 

Así, nuestras observaciones apoyan que el 1GF-1 es un factor neurotrófico que 

modula el crecimiento del cerebro promoviendo la supervivencia y el crecimiento 

neuronales, y la elaboración diferencial de neuropilo. 



Summary 

In the rodent brain. IGF-I mRNA is transiently expressed in sensory pro 9CTIO -̀

neurons dunng penods of synaptogenesis and neuronal growth. Transgenic (Tg) mice 

with brain IGF-1 overexpression and edopic brain expression of IGF-binding protein -1 

(IGFBP-1). an inhibitor of IGF-I actions, show changes in brain size and myelination 

We took advantage of these mouse modela to evaluate in vivo IGF-I eftects on 

sensory pathways development by canducting anatomic studies in the S1 barrel field 

Brain size condal arria and barrel fied dirnensions were respectively increased and 

reduced tn IGF-I and IGFBP-1 Tg mice. as compared with wnld type (wit) mice The 

breo and cerebral cortex of Tg mide with the highest transgene expression were the 

most altered in size Cortex and barrel field size changes were not precisely 

proportional because in some Tg mice barreis were relatively more affected than the 

cortex, while in others the opposite wes trua Brain IGF-I overexpression increased the 

estimated average number of neurona per barrel, neuronal cross-sectional ares. and 

barre, neuropil volume, while brain expression of IGFBP-1 reduced ea& measure 

Neuronal density wes greatly reduced in IGF-I Tg mice and increased in IGFBP-1 Tg 

mice. No differences in body weight, whisker pad and follicle amas, and whiake, pad 

innervation density were found arnong Tg and wt mice These observations indicate 

that IGF-I enhances neuronal growth and survival in developing sensory pathways. 

and support the concept that modifications in the availability of neurotrophic fadors 

can leed to changas in brain. neocortdel, and S1 relative diemensions by altenng 

neuronal survival and neuropil elaboration. 
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Introducción 

Uno de los hechos característicos del desarrollo postnatal en los mamíferos 

es el incremento progresivo en la talla del cerebro. El cerebro humano, por 

ejemplo, cuadruplica su peso desde el nacimiento (350 g) hasta la edad adulta 

(1400 gr) (Figura 1, Purves, 1994). Este incremento postnatal en el tamaño 

coincide, por un lado, con el aumento progresivo de la capacidad individual para 

recibir, procesar y almacenar información, y por otro con la emergencia paulatina 

de patrones conductuales complejos (Figura 2, Purves, 1994) Esta coincidencia 

ha conducido a pensar que el crecimiento progresivo del cerebro provee del 

substrato anatómico necesario para incrementar la capacidad de procesamiento 

integración, almacenaje, y generación de información en el sistema nervioso 

(Fisher y Rose, 1994) 

El aumento en la talla cerebral no es un fenómeno que se observe 

únicamente durante el desarrollo postnatal, sino también durante el proceso 

evolutivo de los mamíferos (Figura 3, Jerison, 1973, Kaas, 1987: Purves 1988, 

Rakic, 1995a,b, Northcutt y Kaas, 1995) Este fenómeno, de manera análoga a lo 

observado durante el desarrollo, se asocia al mejoramiento de las habilidades 

cognocitivas de distintas especies como resultado de la emergencia de nuevas 

áreas cerebrales, y el incremento consecuente en el grado de especialización 

funcional (Kaas, 1987). 

La importancia del crecimiento del cerebro para el desarrollo normal de los 

patrones conductuales se ha puesto de manifiesto más directamente en estudios 

clínicos Los padecimientos que alteran el crecimiento del cerebro (e g 

hipotiroidismo congénito), comunmente se acompañan 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 a, durante el periodo crítico del desarrollo neuronal) y se restablece el 

crecimiento cerebral. 

El crecimiento del cerebro parece así estar íntimamente ligado al desarrollo 

de las habilidades conductuales durante la maduración postnatal y la evolución de 
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las distintas especies de mamíferos. No obstante la importancia biológica 

aparente que tiene el crecimiento del cerebro, los mecanismos celulares que lo 

subyacen aún se desconocen. En el presente trabajo se exploraron las 

posibilidades de que 1) el crecimiento del cerebro pudiera reflejar el crecimiento 

neuronal y la elaboración progresiva de conexiones, y 2) el crecimiento del 

cerebro sea en parte regulado por factores neurotróficos producidos localmente 
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RECIEN NACIDO 
	

6 ANOS DE EDAD 

Figura I (a) Diferencia en el tamaño absoluto del cerebro humano entre un neonato y un 
infante de seis años de edad El incremento en el tamaño cerebral se debe a distintas causas, 
entre ellas, a la hipertrofia neuronal y posiblemente a la elaboración de conexiones como se 
muestra en (b) (Modificada de Purves D, 1994) 



Recién Nacido 	5 meses 
	

10 meses 	15 meses 

Figura 2 El crecimiento del cerebro coincide con un periodo del desarrollo de los niños que 
se caracteriza por una mejora progresiva de las capacidades cognitivas y neurológicas, y con 
la emergencia de patrones conductuales más complejos. Esta coincidencia ha llevado a 
mamar que el crecimiento cerebral, y especialmente la formación de nuevas conexiones, 
proveen del substrato anatómico necesario para incrementar progresivamente la capacidad 
para manejar y generar información cada vez mas compleja durante el desarrollo postnatal 
de los individuo (Modificada de Gutiérrez-Ospina, 1996) 



A ;:12 

B 

Figura 3. Cambios en el tamaño cerebral durante la evolución de distintos linajes de 
mamíferos (A, Tornada de Kaas, 1987) (B, Tomada de Jerison, 1973) Es importante 
destacar que el incremento en la talla cerebral durante el proceso evolutivo se debe, en parte, 
al incremento en el número y temario neuronal, pero sobre todo a un incremento en el 
volumen cerebral ocupado por el neuropilo 



Antecedentes 

El crecimiento del cerebro. 

Generalidades 

El cerebro de los mamíferos incrementa su tamaño 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 , 1990) La fase de crecimiento rápido 

se extiende desde el nacimiento hasta los ocho días de vida, y se caracteriza por 

un incremento rápido de la talla cerebral que coincide con el crecimiento neuronal 

y la generación de células filiales y vasos sanguíneos La fase de transición se 

extiende desde el día ocho hasta el día 17 postnatales, y coincide con la 

consolidación de conexiones neuronales (i e.. sinaptogénesis) y el inicio de la 

producción de mielina. Finalmente, la fase de crecimiento asintótico que ocurre 

entre los días 17 a 180 postnatales, y se caracteriza por la continua elaboración y 

adición de mielina. 

Si bien, a primera vista, el crecimiento del cerebro parece ser un proceso 

continuo, el análisis detallado de la dinámica del crecimiento cerebral ha 

demostrado que este órgano crece de manera discontinua; "microperiodos" de 

crecimiento rápido alternan con "microperiodos* de estasis (Fischer y Rose. 

1994). Ambos tipos de microperiodos se alternan a lo largo del desarrollo del 

cerebro, y son componentes de las tres fases descritas arriba. El significado de 

estas irregularidades en el patrón de crecimiento cerebral se desconoce Sin 

embargo, se ha documentado que los periodos de crecimiento rápido coinciden 

con cambios significativos en la expresión del repertorio conductual. Fischer and 

Roes (1994), por otro lado, sugirieron que los periodos de estasis permiten 

consolidar las conexiones neuronales y la información obtenida en el 

microperiodo previo de crecimiento rápido. 

Modelos de crecimiento cerebral. 

Como se mencionó anteriormente, el crecimiento postnatal del cerebro 

parece resultar de la combinación del crecimiento neuronal, de la generación de 

células glisles y vasos sanguíneos, y de la adición de mielina (Uylings et al 
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1990, Purves, 1994) Un porcentaje elevado del volumen cerebral es ocupado, sin 

embargo, por conexiones neuronales. La participación de las conexiones 

neuronales como elemento histológico que pudiera contribuir al crecimiento del 

cerebro dista de ser clara 

Existen al menos tres modelos que pretenden explicar los cambios que 

sufren las conexiones neuronales durante el desarrollo postnatal del cerebro 

(Figura 4, Purves, 1994). El primer modelo denominado estético, propone que el 

número de conexiones neuronales está especificado al nacimiento, por lo que no 

habrian cambio' netos en su número a lo largo del desarrollo cerebral. En este 

modelo, las conexiones neuronales juegan pues un papel pasivo, y el crecimiento 

cerebral refleja el crecimiento celular y la adición de otros elementos histológicos 

No es claro, sin embargo, como un cerebro en desarrollo puede aumentar su 

complejidad funcional manteniendo el mismo número de conexiones que posee al 

nacimiento. 

El segundo modelo o regresivo, propone que el número de conexiones 

neuronales al nacimiento es excesivo y redundante. Este modelo propone que las 

conexiones se eliminan progresivamente a lo largo del desarrollo cerebral hasta 

alcanzar un número "óptimo" pare cada región cerebral. La eliminación de 

conexiones ocurre a través de un fenómeno en el cual las conexiones neuronales 

aferentes compiten por factores neurotróficos cuya disponibilidad es restringida. 

Se ha propuesto que la eliminación de conexiones neuronales tendría por 

objetivos el refinar los circuitos neuronales que inicialmente son redundantes, 

ajustar el número de neuronas al número de órganos blanco disponibles, y reducir 

el número de conexiones aberrantes (Purves y Lichtman, 1985). No obstante, 

parece paradójico que un cerebro que crece e incrementa su complejidad 

funcional y estructural elimine las anexiones neuronales que son el sustrato 

anatómico necesario para el adecuado manejo de la información. 

Finalmente, el tercer modelo o construccionista supone que, al nacimiento, 

en el cerebro existen un número limitado de conexiones neuronales. Este número 

de conexiones se supone que incrementa progresivamente conforme el desarrollo 
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Figura 4 Esquemas que ilustran los tres modelos que han sido propuestos para explicar el 
desarrollo de la conexiones neuronales en el cerebro El modelo estático (A), propone que el 
número conexiones no cambia a lo largo del desarrollo. El modelo de selección (B), sugiere 
que durante el desarrollo postnatal las conexiones neuronales se eliminan, es decir que su 
número se reduce, a partir de un repertorio de conexiones inicialmente redundante.  

Finalmente, el modelo construrnionista (C) postula que el número de conexiones incrementa 
de manera progresiva contorne el desarrollo avanza. (Modificada de Purves, 1994) 



del cerebro avanza. Así, el modelo construccionista propone que la elaboración 

progresiva de conexiones neuronales fomenta el crecimiento cerebral, al tiempo 

que provee del sustrato anatómico requerido para el maneto adecuado de la 

información 

La evidencia acumulada a lo largo de vanas décadas de investigación 

sugiere que el sistema nervioso hace uso de una estrategia regresiva para 

establecer el patrón adulto de conexiones durante el desarrollo postnatal de las 

vías visual, motora, y somatosensonal, de las conexiones interhemisféricas, y de 

la inervación periférica hacia la musculatura 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 

establecimiento de conexiones neuronales en la vía somatosensonal y en el bulbo 

olfatorio en algunos roedores (Purves, 1994, Riddle et.al., 1992, 1993). Es muy 

probable. por lo tanto, que el sistema nervioso en desarrollo haga uso de ambas 

estrategias para establecer el patrón adulto de conexiones en las distintas 

regiones que lo constituyen. Nosotros pensamos, sin embargo, que un modelo 

construccionista explica mejor el posible papel de las conexiones neuronales 

como elementos promotores del crecimiento neuronal De hecho, esta idea fue 

evaluada en el presente trabajo. 

Mecanismos de crecimiento cerebral. 

A la fecha, existen pocos trabajos que propongan mecanismos celulares 

que expliquen el crecimiento postnatal del cerebro en desarrollo Purves 

(1989,1994) y Purves y colaboradores (1994) han desarrollado, sin embargo, una 

tesis que propone que el crecimiento cerebral depende en parte de la elaboración 

progresiva de conexiones neuronales fomentada por incrementos tanto en los 

niveles de la actividad neuronal evocada, como en los niveles de producción de 

factores neurotroficos locales, durante el desarrollo postnatal de las distintas vías 

nerviosas. De acuerdo con esta propuesta, los incrementos en los niveles de 

actividad neuronal provocada conducen a incrementos en la producción local de 

factores neurotróficos (Castren et al., 1992), los que a su vez, estimulan el 
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crecimiento del neuropilo, y consecuentemente del cerebro (Riddle et.al., 1992, 

1993; Purves, 1994; Purves et.al., 1994) 

En apoyo a esta idea, Riddle et al (1992) demostraron 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 

desarrollo postnatal (Figura 5). Este crecimiento heterogéneo coincide con las 

diferencias en los niveles de actividad neuronal en las distintas subregiones de 

mapa corporal en S1 (Riddle et al., 1993). En otras palabras, aquellas 

subregiones del mapa corporal que crecieron más durante el desarrollo postnatal, 

mostraron también los niveles más altos de actividad neuronal espontánea y 

evocada 

El sistema somatosensorial en roedores: un modelo para evaluar el 

crecimiento neuronal y cerebral. 

En los mamíferos, la experiencia somatosensonal se conduce a lo largo de 

vías nerviosas ascendentes que transmiten la información originada en los 

receptores localizados en la superficie corporal Las sensaciones táctiles de la 

cabeza y la cara se transmiten primordialmente a través del nervio trigémino hacia 

el completo del trigémino en el tallo cerebral Una vez establecido el primer relevo 

sináptico de la vía, las fibras aferentes de núcleo del trigémino alcanzan las 

neuronas del núcleo ventroposteromedial del tálamo en donde forman un segundo 

relevo sinóptico. El tercer y último relevo sináptico de esta via se establece entre 

las fibras aferentes provenientes del tálamo y las dendntas de las neuronas 

localizadas en la capa IV de S1 (Killackey et.al , 1990, Woolsey, 1990). 

Por otro lado, la información táctil generada en los receptores localizados 

en las extremidades y el tronco se conduce por los nervios sensoriales de la raíz 

dorsal hacia las astas posteriores de la médula espinal Esta información se 

transmite entonces hacia los núcleos gracilis y cuneatus en el tallo cerebral, 

desde donde se envía al núcleo ventroposterolateral del tálamo y finalmente a S1 

(Killackey et.al., 1990; Woolsey, 1990). 
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Figura 5 La corteza somatosensorial primaria (SI ) en los roedores contiene una 

representación 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 mas que aquellos 
que representan las patas, durante el desarrollo postnatal (8) De hecho, la corteza 
somatosensorial primaria en su conjunto crece más que la corteza cerebral (C) Estos 
hallazgos sugieren que el cerebro y sus regiones crecen de manera diferencial durante el 
desarrollo postnatal Los colores claros identifican a las áreas que presentan un mayor 

crecimiento (Modificada de Riddle et al , 1993) 



Como en otros sistemas sensoriales, la vía somatosensorial esta 

organizada topográficamente Así, cada uno de los relevos sinópticos a lo largo 

de la vía contiene un mapa corporal organizado en correspondencia topográfica 

con la distribución de los receptores sensoriales periféricos en la superficie del 

cuerpo (Killackey et.al., 1990, Woolsey, 1990). En los roedores, los mapas 

somatosensoriales están formados por unidades citoarquitectónicas denominadas 

barriles en la corteza, barreloides en el tálamo y barreletas en el tallo cerebral 

(Figura 7) (Woolsey y Van der Loos, 1970, Killackey et al , 1990, Woolsey, 1990) 

Cada uno de estos módulos representa. por tanto, colecciones discretas de 

receptores ubicados en los órganos sensoriales periféricos (e.g vibrisas faciales) 

(Figura 8). 

El arreglo modular de la vía somatosensorial en los roedores brinda así 

varias ventajas que facilitan la evaluación del crecimiento cerebral. Primero, la 

facilidad relativa con que las unidades citoarquitectónicas se visualizan por medio 

de técnicas histológicas e histoquímicas, permite hacer mediciones más precisas 

del crecimiento global neuronal (Riddle et.al , 1992) Segundo, debido a que los 

circuitos neuronales constituyen una parte importante de dichas unidades 

citoarquitectónicas, cambios en el área o volumen de ellas hablan en favor de 

modificaciones del crecimiento de los circuitos neuronales (Woolsey, 1990) 

Tercero, tanto la anatomía fina de las unidades citoarquitectónicas, como sus 

conexiones aferentes y eferentes están razonablemente establecidas (Killackey 

et.al., 1990; Woolsey, 1990). Esto permite evaluar el crecimiento cerebral 

tomando en consideración cada uno de los distintos elementos celulares 

involucrados (e.g, distintos tipos de axones, dendritas, vasos sanguíneos y 

células gliales). Cuarto, existe información vasta acerca de las propiedades 

electrofisiotógicas de las neuronas que constituyen esta vía nerviosa en sus 

distintos relevos (Rhoades efal., 1990). Esta información es valiosa si se tratan 

de evaluar las repercusiones que tienen las modificaciones de la estructura 

neuronal sobre le fisiología y el comportamiento. Y, quinto, se conoce con 
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precisión la dinámica del crecimiento de algunos de los relevos de esta vía 

(Riddle et.al . 1992) 

Factores neurotrdticos y el crecimiento esmeril. 

Para su adecuado desarrollo, el sistema nervioso requiere de distintos 

factores que actúan sobre la proliferación, migración, supervivencia, 

diferenciación, y maduración de los distintos elementos citológicos neurales La 

acción de estos factores denominados neurotróficos sobre las distintas 

poblaciones neuronales define, en parte, sus características estructurales y 

funcionales (Loughlin y Fallon, 1993). A la fecha, se han identificado una lista 

creciente de factores neurotróficos entre los que se incluyen tanto aquellos 

producidos localmente en el sistema nervioso (e g., las neurotrofinas), como 

aquellos producidos por tejidos endocrinos localizados fuera del sistema nervioso 

(e.g las tironinas) (Loughlin y Fallon, 1993), 

En general, los factores neurotróficos producidos localmente ejercen 

acciones selectivas sobre poblaciones neuronales con fenotipos específicos, 

mientras que aquellos producidos por fuentes endocrinas afectan el desarrollo del 

cerebro de manera más global. Así, es posible imaginar que efectos sinérgicos de 

ambos tipos de factores pudiera determinar, por ejemplo, las características 

estructurales macroscópicas del cerebro (en el caso de los factores neurotróficos 

de origen endocrino), así como sus características citológicas finas (en el caso de 

los factores neurotróficos de producción local). Existen, sin embargo, factores 

neurotróficos que son producidos localmerte, y que tienen efectos sobre el 

desarrollo de una gran diversidad de grupos neuronales localizados a lo largo del 

sistema nervioso (Bondy, 1991). Estos factores pudieran también jugar un papel 

central en el establecimeinto de las características globales de la estructura del 

cerebro, y en específico en la regulación del crecimiento del cerebro y de la 

circuitería neuronal. 

El factor de crecimiento tipo Insulina-1 (IGF-I) es un péptido que se exprese 

de manera abundante durante las etapas de crecimiento rápido y sinaptogénesis 

en una gran variedad de poblaciones ~zonales durante el desarrollo postnatal 
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Figura 7 La via somatosensoria/ que transmite la información sensorial de la cara (A) en los 
roedores a través del nervio del trigémino (B) está constituida por tres relevos sinapticos El 
primero de ellos es el núcleo del trigémino en el tallo cerebral (C. nV) El segundo lo 
constituye el núcleo posteroventromedial del tálamo contralateral (D. VB) Y el tercero 
ocurre en la corteza somatosensorial primaria (PMBSF) Esta vía nerviosa tiene la 
particularidad de estar organizada en unidades citoarquitectónicas denominadas barreletas en 
nV, barreloides en VB, y barriles en el PMBSF. Cada una de las unidades en los distintos 
relevos son la representación de colecciones dicretas de niecanoreceptores localizados en la 
superficie corporal (Modificada de Woolsey, 1990). 



a 

Figura 8 Los bigotes faciales (a) son órganos sensoriales de suma importancia para los 
roedores pues a través de ellos detectan diversos atributos fisicos de los objetos que les 
circundan, establecen relaciones espaciales y localizan su alimento. Asi, la informacion 
sensorial originada en estos órganos define parte de la expresión de algunos patrones de 
comportamiento en los roedores. Los bigotes atan representados en SI (b) por un conjunto 
de barriles localizados en la denominada subzona de barriles posteromedial (PMBSF). Cada 
barril en esta región representa cada uno de los bigotes faciales de manera correspondiente. 
Mi, los barriles del PMBSF (c) tienen una organización topológica que refleja aquella de los 
bigotes en los cojinetes faciales (Tomada de Gutiérrez-Ospina, 1996). 



del cerebro (Bondy, 1991) Se ha documentado la expresión de IGF-1 en °Mulas 

de la pared ventricular, del giro dentado y de la retina durante el pendo de 

neurogénesis(DiCicco-Bloorn y Block, 1989; Drago et.al., 1991, Bartlett et al 

1991, 1992, Lee et.al., 1992; Ishii, 1993, De la Rosa et.al., 1994; De Pablo y De la 

Rosa, 1995, D'Ercole et.al., 1996b). El IGF-I se produce también por neuronas de 

proyección a lo largo de las vías sensoriales, en el cerebelo, y en el hipocampo 

durante el crecimiento neuronal y la sinaplogénesis (Aizeman y Vellis, 1987. 

Bartlett et.al , 1991; Lee et.al., 1992; 	et.al., 1993; Calissano et.al., 1993; 

Bondy y Lee, 1993; D'Ercole et al., 1996b). La expresión de IGF-I es abundante 

en estructuras que permanecen plásticas durante toda la vida como son el bulbo 

olfatorio y el hipotálamo (Rotwein et.al., 1988; 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 desarrollo temprano de su patrón de inervación 

(Caroni, 1993. Ishii, 1993). Las fibras musculares expresan de manera abundante 

a los IGFs cuando reciben enervación múltiple Durante la transición de 

polinervación a inervación única, la producción de IGFs en las fibras musculares 

decrece paulatinamente (Caroni y Becker, 1992; Ishii, 1993) La aplicación 

exógena de IGFs a músculos adultos induce una reinervación múltiple similar a la 

observada en los músculos en desarrollo (Caroni y Grandes, 1990). Los IGFs 

también modulan la respuesta de regeneración de los nervios periféricos (Ishii 

et.al., 1994; Ishii y Lupien, 1995). Finalmente, la aplicación de tetrodotoxina y la 

inactividad funcional conducen a un incremento en la producción de IGFs por 

parte de la fibra muscular, sugiriendo que la producción de IGF en el músculo 

estriado esta regulada por los niveles de la actividad eléctrica (Ishii, 1993; Caroni 

et.al., 1994; Caroni y Schneider, 1994) Con base en setas observaciones, se he 

propuesto que IGF-I participa en el refinamiento y sinaptogénesis dependiente de 

actividad en la musculatura estriada (Caroni, 1993; Ishii, 1993). 

Recientemente, se ha mostrado que alteraciones en la expresión de IGF-I 

durante el desarrollo cerebral se acompañan de cambios importantes en el 
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tamaño de este órgano. El aumento de la expresión de IGF-I durante el desarrollo 

postnetel en ratones transgénicos resulta en un incremento del 55% en la talla del 

cerebro (Carson et.al., 1993., Ye et.al., 1995; D'Ercole et.al., 1996a). En 

oontraste, los ratones transgénicos en los que la disponibilidad de IGF-I es 

limitada debido a la expresión ectópica de IGFBP1 (D'Ercole et.al., 1994; D'Ercole 

et.al., 1996a), o bien ausente debido a la inactivación del gene que codifica para 

IGF-1 por técnicas de recombinación homóloga (Beck, 1995), muestran una talla 

oerebral reducida (25-35%). Se ha documentado también que IGF-I promueve el 

crecimiento de mudáis en neuronas cultivadas (Ishii, 1993 y D'Ercole et.al., 

1996b), así como la producción de mielina in vivo (Carson, 1993; Ye etal., 1995). 

En resumen, el IGF-I parece promover el crecimiento global del cerebro 

fomentando el proceso de mielinización y multiplicación filial, y posiblemente, el 

crecimiento de los elementos neuroneles Este último factor fue evaluado 

directamente en el presente trababo. 

Generalidades sobre 10E-1. 

Estructura del 10E-I. 

El IGF4 pertenece a una familia de proteínas cuyos miembros son el IGF-II 

y la insulina. El IGF-I es un péptido constituido por 70 aminoácido* organizados 

en cuatro dominios conocidos como A,B,C,y D (Figura 6). Estudios de 

mutagénesis dirigida han mostrado que la secuencia de aminoácidos 

correspondiente al dominio B participe en la unión de IGF-I a las IGF8Pe. El 

dominio A, por otro lado, es indispensable para que IGF-I promueva la 

proliferación celular y el crecimiento tisular Finalmente, la substitución de los 

residuos tirosina en la posiciones 24, 31, y 60 de la secuencia primaria de IGF-I 

elimina la unión de éste a su receptor (Daughaday y Rotwsin, 1989; Pimentel, 

1994 y D'Ercole ital., 1996b). 

El gene pele 

En el humano, el IGF-I es el producto de un gene localizado en el brezo 

largo del cromosoma 12. El gene para IGF-1 tiene una longitud de 95 kilobases y 

esta constituido por 5 exones y cuatro intronss. La transcripción de este gene, y el 
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Figura 6 En (A) se esquematiza la estructura del IGF-I. Este péptido está constituido por 
70 aminoácidos y muestra una alta homología estructural con la insulina y el IGF-II El IGF-
I maduro esta formado por cuatro dominios estructurales denominados A, B, C, y D 
Existen dos variantes del IGF-I que difieren en la longitud de su segmento carboxilo 
terminal La variante corta se conoce como IGF-IA y la larga como IGF-113 (B) El receptor 
tipo I para IGFs es responsable de mediar los efectos de IGF-I sobre sus órganos blanco 
Este receptor esta constituido por 2 subunidades alfa extracelulares responsables de unir al 
IGF-I, y dos subunidades beta con un dominio extracelular, uno intramembranal, y otro 
intracelular que posee actividad de tirosina cinta La estructura terciaria del receptor tipo I 
para IGFs es estabilizada por 4 enlaces disulfuro (s-s) (C) Las acciones de los IGFs son 
moduladas por una familia de proteinas lijadoras de IGFs (BPs). Estas proteínas son 
estructuralmente homólogas y funcionan como transportadoras y presentadoras de los IGFs 
En la figura se ilustra la secuencia primaria de la IGFBP-I (Modificada de DErcole es al , 
1996) 



subsecuente procesamiento alternativo del RNA mensajero (RNAm) 

correspondiente, puede originar dos pre-pro péptidos. El primero de ellos (IGF-

1A), con una longitud de 153 aminoácidos, codificado por los exones 1a1 4 El 

segundo (IGF-IB), cuya longitud es de 195 aminoácidos, codificado por los 

exones 1 al 3 y el 5. El gene para IGF-I contiene dos promotores en el extremo 5 

que son regulados de manera diferencial en distintos tipos celulares (Pimentel. 

1994, D'Ercole 	1996b) 

Fuentes de producción y factores de regulación del 10E-l. 

El hígado es la fuente primaria de producción del IGF-I circulante Estudios 

recientes, sin embargo, han demostrado la presencia de RNAm para IGF-I en 

distintos tejidos, incluyendo el cerebro, lo que sugiere su producción y acción 

local. En general, tanto la producción local como la hepática de IGF-I se 

encuentra bajo la regulación de la hormona del crecimiento La producción 

gonadal de IGF-I, que ocurre específicamente en las células de Sertoli inmaduras, 

también es regulada por las hormonas tifoideas Se ha demostrado que factores 

tales como la insulina, el factor de crecimiento epidérmico, la prolactina, la ACTH. 

la hormona paratiroidea, 	la progesterona, los estrógenos, y el factor 

transformante de crecimiento beta regulan la producción local de IGF-I a nivel de 

la transcripción, en los distintos órganos blanco de estas hormonas (Pimentel, 

1994). No existe aún evidencia experimental directa de la participación de estos 

factores en la regulación de la producción cerebral de IGF-I durante el desarrollo. 

Funciones del 10E-I. 

El IGF-1 es un péptido anabólico que modula el desarrollo embrionario y 

fetal, así como el crecimiento y el metabolismo corporal y local en distintos tejidos 

durante el desarrollo postnatal. Además, IGF-I media algunos de los efectos de la 

hormona del crecimiento sobre el crecimiento somático, participa en las funciones 

reproductivas promoviendo la maduración de algunos linajes celulares gonadales, 

estimula la reabsorción del hueso regulando la actividad osteodástica, funge 

como factor quimiotádico de las células endoteliales promoviendo así la 
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neovascularización, y fomenta la proliferación de los precursores 

hematopoyéticos de la línea eritroide (Pimentel, 1994). 

Receptoras pera e/ 10E-I. 

Los efectos de IGF-I se median a través de un receptor específico asociado 

a la membrana celular conocido como el receptor de IGFs tipo 1 (IGF-Ir1; Figura 

6). Este receptor es un heterotetrámero glucosilado constituido por dos dimeros 

que se estabilizan entre si por dos enlaces disulfuro. Cada uno de los dímeros 

está constituido a su vez por una subunidad alfa (125 kDa), localizada en el 

dominio extracelular del receptor, la cual contiene la secuencia de aminoácidos 

que interacciona con el ligando, y una subunidad beta (90 kDa) cuya secuencia 

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 homología 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 híbridos cuyo significado funcional aún se desconoce 

Finalmente, estudios inmunoquímicos y de biología molecular han mostrado la 

existencia de al menos dos isoformas del IGF-Ir1, así como de algunas formas 

truncadas del mismo. Las isoformas se han denominado como los receptores tipo 

14 y IB, y se han localizado de manera independiente o coexistiendo en células de 

la placenta, del tejido linfoide, del cerebro, y de los tumores hepáticos (Pimentel, 

1994; D'Ercole et.al., 1996b). 

Mecanismos de transducclón asociados a! IGF-I. 

La unión de IGF-I a la subunidad alfa de su receptor induce un cambio en 

su conformación que resulta en la autofosforilación de la subunidad beta Esta 

autofosforilación dispara una cascada de señales que involucra la fosforilación, 

mediada por tirosina cinasa de la subunidad beta, de los substratos 1 y 2 del 

receptor de la insulina (IRS-1IIRS-2). Una vez fosforilados, loa IRSe se unen al 

complejo de proteínas Grb2 y Sos. Este complejo de proteínas es entonces 

translocado a la membrana plasmática para activar a Ras, una proteína G La 

activación de Ras conduce a la fosforilación de Raf y así a la activación de la 
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cascada de la proteína cinasa activada por mitógenos (Pimentel, 1994; D'Ercole 

et.al., 1996b) 

Así, a través de estos mecanismos intracelulares de transducción IGF-1 

regula la expresión genética de diversas proteínas asociadas al control del ciclo y 

la diferenciación celulares como son los proto-oncogenes y sus productos (i e c-

Fos, c-Jun, C-Myc, GAP-43) (Pimentel, 1994, D'Ercole et al., 1996b) 

Regulación de los efectos de 10E-1: Proteínas nadoras do IGFs (10F8Ps). 

La actividad biológica de los IGFs se modula por una familia de proteínas 

estructuralmente homólogas conocidas como IGFBPs (25-30 kDa) (Figura 6) 

Todas estas proteínas fijan a los IGFs fungiendo así como acarreadores. 

reservorios y presentadores de ellos Las IGFBPs se han identificado tanto en la 

circulación como en los distintos tejidos blanco de IGF-I Todas ellas se producen 

en el hígado, pero también se producen de manera local por tipos celulares 

específicos presentes en los distintos tejidos. La modulación de los efectos de 

IGF-I por estas proteínas difiere en los distintos órganos Por ejemplo, mientras 

IGFBP-2 potencia los efectos mitogénicos de IGF-I sobre condrocitos, la misma 

proteína producida por astrocitos bloquea la proliferación celular (Pimentel, 1994, 

Jones y Clemmons, 1995, D'Ercole et.al., 1996b) Finalmente, es interesante que 

los mismos tejidos que expresan IGF-I, producen en paralelo su receptor y 

algunas de las IGFBPs (Lee et.al., 1992., Bondy et.al , 1991) Esto sugiere' 1) la 

existencia de un mecanismo paracnno y/o autocrino por medio del cual IGF-I 

ejerce sus acciones sobre sus órganos blanco, y 2) que las IGFBPs modulen los 

efectos de IGF-I directamente en el sitio en donde éste se expresa 

Planteamiento del Problema. 

El crecimiento del cerebro en los mamíferos es una de las características 

más notables de su desarrollo postnatal. No existen modelos biológicos para 

estudiar los procesos celulares neuronal*s que lo subyacen. 

Un gran porcentaje del volumen cerebral está ocupado por conexiones 

neuronales Así, la elaboración selectiva de las conexiones neuronales puede ser 

uno de los procesos que fomente el crecimiento cerebral (Purves, 1994) En el 
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presente trabajo se evaluó si la elaboración selectiva de conexiones neuronales, y 

por tanto el crecimiento cerebral, depende al menos en parte de la disponibilidad 

de factores neurotróficos del tipo de IGF-I. 

Hipótesis. 

La hipótesis evaluada en este trabajo supone que el IGF4 promueve el 

crecimiento de las neuronas y la elaboración progresiva y selectiva de 

circuitos ~rondes In vivo durante el desarrollo postnatal. Si el crecimiento 

neuronal y de sus circuitos depende de la disponibiided de factores neurotróficos 

del tipo de 	es posible que éste proceso contribuya de manera significativa a 

sustentar el crecimiento cerebral. 

Objetivos 

Evaluar si las variaciones locales de IGF-I conducen a cambios en el 

crecimiento neuronal en S1 

Evaluar si la elaboración selectiva de neuropilo depende de la cantidad de 

IGF-I disponible en S1. 

Justificación del modelo anatómico. 

En la presente propuesta, se decidió restringir el estudio de los efectos de 

IGF-I sobre el crecimiento neuronal de la vía tálamo-cortical somatosensonal Las 

razones fueron fundamentalmente técnicas. Primero, loa barriles corticales se 

pueden distinguir con gran claridad en los cortes histológicos de cerebros adultos 

tenidos mediante distintas técnicas histológicas e histoquímicas Segundo, los 

elementos celulares asociados a esta vía expresan tanto IGF-I, como sus 

receptores y varias de las IGFBPs, durante la etapa de crecimiento rápido del 

cerebro (Bondy, 1991). Y, tercero, la vía talamo-cortical somatosensonal se 

establece durante los primeros días de vida postnatal (Woolsey, 1990). Esto 

permite evaluar directamente los efectos de las alteraciones en la disponibilidad 

de IGF-I sobre la formación y el desarrollo de esta vía debido a que la expresión 

de los transgenes en los ratones estudiados se inicia al nacimiento (D'Ercole, 

1994. Ye st al., 1995). 
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Material y Métodos 

Animales 

Para evaluar los efectos de la sobre expresión de IGF-I y de la producción 

ectópica cerebral de IGFBP-1 sobre el desarrollo poetnatal del oerebro y de S1, el 

presente estudio se realizó utilizando únicamente ratones C56 adultos (-90 días) 

control y transgénicos haterocigóticos para los genes humanos de IGF-I (Behnnger 

et.al , 1990; Maithem et.al , 1990; Ye et.al , 1995) y de IGFBP-1 (D'Ercoie et.al 

1994). Todos los animales fueron mantenidos en cuartos con luz y temperatura 

controladas, alimentados ad libitum, y con libre acceso a agua adicionada con ZnSO4. 

el cual activa al promotor (metalotioneína-l) de ambos transgenes La expresión 

cerebral de IGF-1 and IGFBP-1 en estos animales transgénicos se ha caractenzado 

previamente (D'Ercole et.al., 1994, Ye et.al , 1995), y los efectos de la expresión de 

ambos transgenes sobre el tamaño y el peso cerebrales, y sobre el proceso de 

mielinización han sido discutidos y documentados extensamente (Behnnger et al 

1993; Mathews etal., 1990; Carlon et al 1993, D'Era:4e etal , 1994. Ye etal , 1995) 

Aunque ambos transgenes se expresan ampliamente en el cerebro, existen 

variaciones del peso regional cerebral que resultan de diferencias en la cantidad del 

transgene expresado en las distintas áreas, y en las diferentes líneas de animales 

transgánicos (Ye et.al., 1995) Además, la expresión de estos transgenes empieza al 

nacimiento y alcanza el pico de expresión alrededor de los días 21 a 30 postnatales. 

siguiendo el patrón de expresión endógena de la metalotioneina-I (D'Ercole, 1994; Ye 

et el., 1995). 

Para descartar que los electos asociados con la expresión de los transgenes 

sobre la estructura cerebral fueran simplemente el resultado de mutaciones de 

inserción, los estudios iniciales se realizaron en múltiples líneas (L) de ratones 

transgánicos: ratones de las líneas 26, 32, 43, 50 y 52 para IGF-I, y ratones de las 

linees B y C para IGFBP-1. Debido a que las diferencias más importantes en las 

áreas del subcampo de barriles postero-medial (PMBSF) y de los barriles se 

encontraron en los ratones tranagánicos de las linees 26 para IGF-1 y B para IGFBP-1 
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(Cuadro 1), los estudios más detallados se realizaron únicamente en los animales 

transgénicos de estas dos líneas y en los animales control respectivos 

Si bien arreglos citoarquitectónicos semejantes a los barriles también se 

observan en el tálamo (i.e., berreloidee) y en el tallo cerebral (i.e., barreletas). nuestro 

estudio se restringió al análisis de los barriles corticales correspondientes al PMBSF 

porque ellos se observan fácilmente en animales adultos con técnicas histoquímicas y 

de Unción con violeta de creado. Este no es el caso para los barreloides y las 

barreletas cuyos bordes, incluso en cortes de orientación óptima, tienden a 

observarse difusos conforme el desarrollo postnatal avanza (Killackey el. al . 1990) 

Para evaluar de manera más directa si los cambios observados en la 

estructura cerebral en los ratones transgénicos de las distintas líneas para IGF -I e 

IGFBP-1 se inducen por cambios en la disponibilidad de IGF-I, los ratones 

transgénicos de la línea 52 para IGF-I se cruzaron con aquellos de la línea BL para 

IGFBP-1 (ratones IGF-I/IGFBP-1). Todas las mediciones anatómicas se hicieron a 

doble ciego. Los protocolos aplicados para el sacrificio de los animales fueron 

aprobados por los comités locales de protección de los derechos de los animales en 

la Universidad de Carolina del Norte en Chapel Hill. 

Medida»s del área de e corteza cerelwel, y del área y volumen de los Malles 

del PAISSF. 

Para determinar el área de sección de la corteza, PMBSF y de sus barriles, así 

como el volumen de los bernias, los animales control y transgénicos fueron 

anestesiados con pentobarbital (50mg/14-,i), y perlundidos con una solución salina 

seguida de une solución de glicerol al 10% Los cerebros se removieron del cráneo, 

se pesaron, y sus cortezas cerebrales se disecaron -incluyendo el bulbo olfatorio-, se 

apianaron entre dos portaobjetos separados por 2mm, y se congelaron en 2-rnetil-

butano siguiendo el protocolo descrito por Riddle et al. (1992). Se obtuvieron cortes 

tangenciales de 30 oirn a través de la corteza en un criostato, se montaron en 

laminillas cubiertas con poli-L-lisina, y se tiñeron con la técnica histoquimica para 

revelar la actividad de la enzima oxidativa deshidrogenas. succinic,a (SDH). Esta 

técnica predice la distribución espacial de las aferentes talámicas en S1 Se trazaron 
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mapas bidimensionales de la corteza y del PMBSF y sus bornes con ayuda de una 

cámara lucida a un aumento final de 3X y 40X, respectivamente Los mapas 

completos se digitalizaron, y las áreas de sección de la corteza, del PMBSF y sus 

bernias se midieron con ayuda del programa ImagePro, de acuerdo con los 

lineamientos estableados por Riddle et al. (1992) El área total de S1 ocupada por 

los bamles del PMBSF se calculó sumando es áreas de cada uno de los bamles 

La SDH es una enzima que participa en el metabolismo oxidativo de la 

glucosa Por otro lado, IGF-4 regula el metabolismo celular en distintos tejidos 

incluyendo el cerebro. Es posible, por tanto. que los cambios en el tamaño de los 

barriles identificados con la técnica histoquímica para SDH en los ratones 

Venguemos pudieran deberse a modificaciones del metabolismo oxidativo asociadas 

a la expresión de los transgenes, y no a cambios estructurales reales. Para descartar 

esta posibilidad, cortes tangenciales, secuenciales de la corteza cerebral se 

obtuvieron y tiñeron de manera alternada con violeta de creado y con la reacción 

histoquímica para SDH Los bordes de los barriles definidos por ambas técnicas 

correspondieron de manera precisa (ver también Riddle et. +1,1992 para 

observaciones 'empanes en la rata) Así, los cambios en las dimensiones de los 

barriles revelados mediante la técnica de SDH en los ratones Venguemos responden 

a cambios estructurales, y no reflejan simplemente una estado metabólico alterado 

de la vía telamo-cortical 

Las series de cortes teñidos pare SDH gbtenidas de los ratones transgénicos 

IGF-I 26L e IGFBP-1 BL, así como de sus respectivos controles, se usaron para 

estimar la altura promedio de los barriles del PMBSF (i e., grosor de la capa IV 

cortica» y su volumen. La altura de cada uno de los 34 barriles que constituyen el 

PMBSF se calculó en seis animales por grupo al multiplicar el número de corles en 

los cuales un determinado barril aparecía, por el grosor de dicto* corles. El volumen 

promedio de los barriles se obtuvo multiplicando el área de sección de cada barril por 

el grosor del corte, y finalmente sumando el volumen de cada corte 

También se evaluaron los posibles efectos de la disponibilidad alterada de 

IGF-I sobre los glomérulos olfatorios localizados en los bulbos olfatorios. Asi, el área 
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de sección promedio de los glomérulos olfatorios (n=1000►prupo) se determinó en 

mapas bidimensionales obtenidos con ayuda de una cámara lúcida. Es importante 

mencionar que estos mapas se obtuvieron de los mismos cortes utilizados para 

reconstruir los mapas del PMBSF y de sus barriles. 

Esdniocionoo d I tonoulo, número y densidad do ~nonas en los barriles del 

PAN3SF. 

El área de sección neuronal y el número de neuronas en loe barnles del 

PMBSF se estimaron en cortes tangenciales (50 Um) de la corteza cerebral teñidos 

con violeta de creed°, y obtenidos en un criostato después de su fijación con 4% de 

paniformaldehido en amortiguador de fosfatos. El área neuronal promedio se obtuvo 

en muestras de 5o a 95 neuronas que fueron tomadas al azar del centro de cada uno 

de los 34 barriles del PMBSF en seis animales por grupo, usando un solo corte en el 

que los bordes de los barnles fueran claramente visibles (Pastemak y Woolsey, 1975; 

Curcio y Colman, 1982). Este método de muestreo tiene una probabilidad baja de 

introducir tendencias debido a que se ha mostrado que el área neuronal promedio 

tiene poca variación en función de la profundidad de la capa IV cortica', y tampoco se 

han reportado variaciones regionales intrabern1 (e.g., pared versus centro) en el 

tamaño neuronal (Pastemak y Woolsey, 1975). Para cada grupo de animales, se 

trazaron un total de 9000 perfiles neuronales con núcleo, nucléolo, y citoplasma 

claramente visibles con la ayuda de la cámara lúcida a un aumento final de 1500X 

Los dibuios de las células se digitalizaron y sus áreas se determinaron usando el 

programa Image-Pro. 

Para estimar el numero y densidad neuronales, se contaron las neuronas en 

cada uno de los 34 barriles del PMBSF en los mismos cortes utilizados previamente 

para determinar el área neuronal promedio (Pastemak y Woolsey, 1975; Curcio y 

Colaran, 1982) Se trazaron los bordes de los barriles y se contaron todos los 

perfiles neuronal** usando una cámara lúcida a un aumento final de 450X. El número 

promedio de neuronas en los barriles del PMBSF se estimó con la fórmula: Número 

de neuronas por barril = número de neuronas en el corte x la altura del barril / 50um 

(e$ grosor del corte). La densidad neuronal promedio en los barriles del PMBSF se 
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estimó mediante la fórmula siguiente Densidad neuronal / mm3  = número de 

neuronas por barril / el volumen del barril 

Estinseckin de ~en) de arares en el nervio infisorIntstio, y medición del ente 

de los follados de los bigotes y de los cojinetes faciales. 

Los cojinetes faciales de los mismos animales controles y transganicos 19:1 

261 e IGFBP-1 BL usados para determinar las áreas del PMBSF y de sus bernias se 

dudaron cuidadosamente y posfijaron en formalina al 10% por 7 días, y transferidos 

a sacarosa al 20% en amortiguador de fosfatos por una semana. Los cojinetes se 

aplanaron entre dos laminillas separadas por 2 mm, se congelaron en 2-metil-butano 

y se cortaron de un modo tangencia' (50 µm) en un cnostato Se dibujaron mapas 

bidimensionales de los co inetes faciales con ayuda de una cámara lúcida a un 

aumento final de 14X. Se determinaron las áreas de los cojinetes faciales y de los 

folículos pilosos de los bigotes representados en el PMBSF siguiendo un protocolo 

similar al empleado para medir las áreas del PMBSF y de sus bernies 

Para contar el número de axones en el nervio infraorbitario, se perfundieron 

animales control y transgánicos IGF-I 26L e IGFBP-1 BL con paraformaldehido al 3% 

y glutaraldehído al 2.5% en amortiguador de fosfatos. El cerebro y la piel, con 

excepción de los cc instes faciales, fueron cuidadosamente removidos, y los restos de 

la cabeza, incluyendo el nervio infraorbitario, posferdos en el mismo fijador por 7 días 

Las muestras se transfirieron a una solución de descalcificación (0 25 M EDTA, pH 

7 4) por 3 días a 37°C. Los nervios infraorbitanos se lavaron en amortiguador de 

fosfatos, y se incluyeron en glicol-metacnlato de acuerdo a las instrucciones de 

proveedor (Energy Bien Science, Agavvem, MA) Se obtuvieron cortes transversales 

(5 (Un) de los nervios infraorbetanos en un ultramicrotomo, se montaron en laminillas 

cubiertas con gelatina, y se tiñeron con Azul de Richardson Estos cortes se utilizaron 

para contar el número de *zonas mielinizados en el nervio infraorbitaho siguiendo los 

lineamientos descritos por Sikich et al. (1906) 

Wideción do los Modos 

El porcentaje de cambio del tamaño cerebral como resultado de los 

procedimientos de perfusión se evaluó de acuerdo al método descrito por Riddle el 
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al. (1992). Debido a que se encontró que las perfusiones con paraformeldehído y 

glicerol alteran la talla cerebral en la misma proporción tanto en ratones control como 

en los transgénicos, no se incluyeron factores de corrección en tos datos 

morfométricos La validación de los métodos usados, sin embargo, proviene del 

hecho de que todos los valores morfológicos obtenidos en nuestros ratones control 

son comparables a los reportados en la misma especie por otros autores (Pastemak y 

Woolsey, 1975, Curcio y Colman, 1982, Vongdokmai, 1980, Shuz y Palm, 1989). 

Análisis de los Datos. 

Los promedios en cada grupo se obtuvieron para cada uno de loe parámetros 

morfológicos medidos La signrficancia estadística de las diferencias encontradas 

entre el grupo control y los ratones transgénicos se evaluó empleando Análisis de 

Vananza (ANOVA) y Student t-tests (StatView-II) La aplicación del ANOVA también 

permitió demostrar que la condición transgénica fue responsable directa de las 

variaciones en el tamaño del cerebro, de la corteza cerebral, y del PMBSF y sus 

barriles en los ratones transgénicos. 

Resultados 

Observaciones Generales 

El tamaño del cerebro, la corteza cerebral, y del PMBSF y sus barriles 

difirieron significativamente entre los animales control y los transgénicos. así como 

entre las distintas líneas de ratones transgénicos El número, la forma y la definición 

anatómica de los barriles, sin embargo, fue comparable entre los ratones control y los 

transgénicos (Figura 9) indicando que IGF-I no está involucrado directamente en la 

formación de los barriles No se observaron diferencias significativas en el peso 

corporal entre los ratones control y los transgénicos (Cuadro 1). Esto es consistente 

con el hecho de que la expresión periférica de los transgenes para IGF-I e IGFBP-1 

en estos ratones transgénicos es muy baba (D'Ercole et.al , 1994, Ye et. al.. 1995) 

Peso cerebral y relación cenobro:cuespo (Cuadro 1). 

En consonancia con observaciones previas (Behringer et.al., 1990' Mathew. 

et.al., 1990; D'Ercole, 1994, Ye et 	1995), todas las líneas de ratones transgénicos 

IGF-I mostraron un incremento significativo en la talla del cerebro evidenciado por un 
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Figura 9 Fotomicrografias que muestran el PMBSF en la capa IV de SI en ratones control 
(A) y transgenicos para el gene de IGFBP-1 (B), de IGF-I (C), y para ambos transgenes (D) 
Nótese la disminución y el incremento en el tamaño de la representación cortical de los 
bigotes en los ratones TWIGFBP-1 (B) e 	(C), respectivamente. El tamaño intermedio 
del PMBSF y sus barriles en los ratones con expresión de ambos transgenes sugiere que la 
expresión ectópica de IGFBP- I disminuye los efectos de la sobre expresión del transgene 
para IGF-I (D) (Aumento 40X) 



Cuadro 1. peona corporal y umbral 1 relación cuerpo cerebro en Manee 
anitnal y tranqdralas 	IGFRP-1, e IGF-UIGF11P-1 (821 AL Cnita) 
(promediertSEM1). 

Linea Peso Corporal (g) Peso Cerebral (g) Relación cerebro:cuerpo 

control 
n-6 

33.18 + 4.09 0.46+001 0.013 + 0.002 

L26 ICH 
erró 

32 71 + 2.34 0.88 + 	01* (91%t) 0.026 + 0.0al 

L50 IGF-1 
ree6 

35.60 + 6.04 0.63 + 0.02* 	(37%14) 0.017 + 0.003 

L52 1GF-1 
n•7 

36.92 ± 3.37 0.68 + 0.0I* 	(48X4') 0.018 + 0.003 

L32 10E-1 
n.«7 

36.14 + 2.05 0.72 + 	Ol• 	(56v'.'?') 0.019 + 	003 

L43 83F-1 
a•11 

38.39 ± 6.46 0.36 + 0.002* (22514') 0.014 ± 0.0003 

IGFUIGFBP1 
n.6 

32.32 + 3.74 0.53 + 002* (13%4') 0.016 + 0.005 

LC IGFBP-I 
re.5 

36.25 + 3.28 0 36 ± 0.003* (22%40) 0.009 + 0.0009 

LB IGFBP-1 
aw,6 

32.43 + 1.30 0.35 + 0.01• 	(24914) 0.010 + 0.006 

Student's Nao venus ratones control •pc 0.0001 



aumento en el peso cerebral total En contraste, los ratones tranegénecos IGFBP-1 

mostraron cerebros de peso y talla reducidos al ser comparados con los animales 

control En los ratones transgénicos IGF-I, los incrementos en peso cerebral se 

encontraron entre un 22% en los animales de la línea 43 hasta un 91% en aquellos 

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. El cruzamiento 

de ratones transgénicos IGF-1 52L con ratones transgénicos IGFBP-1 BL (ratones 

IGF4/IGFBP-1) dio origen a animales con cerebros 13 % más pesados que los de los 

animales control Los ratones IGF-1/IGFBP-1 mostraron, sin embargo, cerebros 28% 

(t-student, p<0.0001) más ligeros que los cerebros de los ratones transgénicos IGF 

52L nativos, pero 34% más pesados (t-student, p<0.0001) que los de los ratones 

transgénicos IGFBP-I BL Así. estos resultados indican que los cambios en el tamaño 

cerebral observados en los ratones transgénicos dependen de la cantidad de IGF-I 

disponible, y sugieren que limitaciones en la disponibilidad de éste imponen 

restricciones al desarrollo y crecimiento cerebral y cortical (ver adelante) 

La relación peso cerebral peso corporal se observó incrementada en la 

mayoría de los ratones transgénicos IGF-1 y en los IGF-I/IGFBP-1, y reducida en los 

ratones transgénicos IGFBP.1, al compararse con los animales control Estas 

diferencias resultan de cambios en el peso cerebral sin alteraciones en el peso 

corporal. Los cambios en el tamaño cerebral en los ratones transgénicos. por tanto 

no pueden ser atribuidos a modificaciones del peso o de las dimensiones corporales 

Ares cortica!, área total de /os barriles del PAISSF, y relación área del los 

barriles : afea de la corteza (Cuadro 2). 

El área cortica' incrementó en todas la líneas de ratones transgénicos IGF-1, y 

decreció en las dos líneas de ratones transgénicos IGFBP-1. El incremento en el área 

cortical en los ratones transgénicos IGF-1 vanó entre un 29% a un 81% en los 

animales de las líneas 43 y 26, con respecto a los ratones control. En contraste, el 

área cortica' en los ratones transgénicos IGFBP-1 se redup entre un 10% a un 19% 

en animales de las lineas C y B En los ratones IGF-I/IGFBP-1, el eres cortical se 

encontró incrementada 30% (t-student, p<0.0001) y 37% (t-student, p<0.0001) al 
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malparada con los valores obtenidos en los ratones control y telegénicos IGFBP-1 

BL nativos, pero reducida 13% (t-student, p<0.0001) al compararse con los valores 

obtenidos para los ratones transgénicos IGF-152L nativos. 

Comparaciones de los cambios porcentuales en el peso cerebral y en el área 

cortica' en los ratones transgénicos indican que los cambios en el área cortica' no son 

precisamente proporcionales a los cambios en el peso cerebral (Cuadros 1 y 2). Por 

ejemplo, en los ratones transgénicos IGF4 261, el peso cerebral incrementó 91% 

mientras que el área cortical lo hizo en un 81% En comparación, en los ratones 

transgénicos IGF-1 32L, el área cortical incremento en un 64% mientras que el peso 

cerebral lo hizo en un 56%. La desproporción entre los cambios observados en el 

área cortica' y en el peso cerebral no solamente se observaron en los ratones 

transgénicos IGF-I, sino también en los transgénicos IGFBP-1 y en los IGF-1/IGFBP-1 

Estos datos sugieren que las dimensiones cerebrales y con icales pueden cambiar, 

hasta cierto punto de manera independiente, como consecuencia de modificaciones 

en la disponibilidad local de factores neurotróficos del tipo del IGF-I. Asi, es posible 

que la heterogeneidad de estos cambios se deba a variaciones regionales en la 

disponibilidad de IGF-1 previamente documentada en estos ratones transgénicos 

(D'Ercole et.al., 1994; Ve et. al., 1995). 

El área total de los barriles del PMBSF incrementó para los ratones 

transgénicos IGF-I y los IGF-UIGFBP-1, pero decreció en los ratones transgénicos 

IGFBP-1. Los incrementos para los ratones transgénicos IGF-I variaron desde un 

33% en animales de la línea 43 hasta un 68% en aquellos de la linea 26, al ser 

comparados con los ratones control. Los decrementos para los ratones transgénicos 

IGFBP-1 variaron de un 12% en los animales de la linea C a un 24% en los de la 

línea B. En los animales IGF-IAGFBP-1, el área total de los barriles del PMBSF 

decreció 16% (t-student, p<0.0001) en relación con los ratones transgénicos IGF-I 

52L nativos, pero incrementó 27% (t-student, p<0.0001) y 40% (t-student, p<0 0001) 

sobre los valores observados para los ratones control y los transgénicos IGFBP-1 BL 

nativos, respectivamente (Cuadro 2). 

24 



Cuadre 2. Áreas ceedeal y letal de lo barreen y Muda área de las barrees / área 
arded re Meses usted y trassokaleea IGF-1, IGFLRI, e IGF-IfIGFIIP-1 (521/11Cnua) 
(preme‘o+SILM). 

Llama Ares de loa barriles (mm2) Arca Cortieal (cm= ) Relación Barril Corteza 

metro' 1.44 + 0.047 0.307 + 0.008 0028 + 0.06 
n-6 

L26 IGF-I 
ere 

2 42 + 	098* (68%1'1 0.917 + 0. 04•  (81%1'1 0.026 + 0.02 

L50 IGF-I 
erte 

2.19 + 0.0115* (52%11 0 726 + 0.02* (43%11 0.030 + 0.04 

L52 IGF-1 
e.7 

2. le + 0.010* (51%1') 0.745 + 001. (47%t) 0.029 + 0 01 

L32 IGF-I 
a=7 

2.03 + 0.093* (41%4'1 0.831 ± 0.02* (64%1') 0024 + 004 

L43 IGF-I 1.91 + 	068* (33%1') 0.634 + 	01* (29%1.'1 0 	± 006  029 

IGFVIGFHP1 
a•6 

1.13 + 0.065* (27%11) 0.659 + 	01* 	(30%11) 0.028 + 	06 

LC IGF181.1 
a*,5 

1.26 + 0.022: (12%4) 0.454 + O Olf (105441 0027 + 0.02 

LB IGF5P-1 
a.6 

1.09 + 0.032* (24%4) 0.412 	0 009* (19%40 0.026 + 0.035 

Sliedeal'a Viese vereda ralada control *pe 0.0001.1p< 0.003. f pm 007, j letz0 05 



Las comparaciones de los porcentages de cambio de las áreas de la corteza y 

de los barriles entre las distintas líneas de ratones transgénicos indican nuevamente 

que dichos cambios tampoco son proporcionales. Así, en los ratones transgénicos 

IGF-I de líneas 50, 52, 43 y en ambas líneas de ratones transgénicos IGFBP-I los 

barriles fueron relativamente más afectados que la corteza, mientras que en los 

ratones transgénicos IGF-I de las líneas 26 y 32 y en los animales IGF-1/IGFBP-1 se 

observó lo opuesto (Cuadro 2) 

El efecto diferencial de la expresión de los transgenes sobre el área cortical y 

el área total de los barriles condujo a variaciones pequeñas pero significativas de la 

relación área de los barriles área de la corteza entre los animales transgénscos 

(Cuadro 2). Estas relaciones indican que los cerebros de mayor tamaño no siempre 

tienen los barriles relativamente más grandes (compare por ejemplo a los ratones 

transgénicos/IGF-I de las líneas 50, 52, y 32 en el Cuadro 1). Así, los cambios en el 

área de S1 ocupada por los barriles del PMBSF en los ratones transgénicos no 

resultan simplemente de cambios en las dimensiones corticales. Estas observaciones 

sugieren, por lo tanto, que las dimensiones relativas de la corteza cerebral y de S1 

pueden cambiar, hasta cierto punto, de manera independiente después de 

variaciones en la disponibilidad local de IGF-I. 

Ama de sección dal PAISSF y de sus barriles (Cuadro 3). 

El área de sección del PMBSF y sus bamles se encontró incrementada en 

todas las líneas de ratones transgénicos IGF-I y en los IGF-I/IGFBP-1, y reducida en 

los ratones transgénicos IGFBP-1, al ser comparados con los animales control El 

porcentaje de cambio para el PMBSF en los ratones transgénicos IGF-I vano desde 

un 25% en los animales de la línea 43 hasta un 60% en aquellos de la línea 26. 

Asimismo, el porcentaje de incremento en el área promedio de los barriles del PMBSF 

varió desde 27% hasta 67% en animales de las líneas 43 y 26, respectivamente. El 

área de sección de los barriles, por lo tanto, aumentó de entre un 2 a un 12% más 

que el 111'011del PMBSF en los ratones transgénicos IGF-I, indicando que los barriles 

fueron relativamente mas afectados que el PMBSF por la sobre opresión de IGF-I 
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Las áreas de sección del PMBSF y de sus barriles se afectaron de manera 

similar por la expresión de IGFBP-1 en arribas líneas de ratones transgénicos En el 

caso de la línea C ambas áreas disminuyeron 13%, mientras que para los animales 

de la línea B la reducción fue de un 25%. En los ratones IGF-I/IGFBP-1 el área de 

sección de los barriles se encontró incrementada en un 14% (t-student p<0 0001) y 

en 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-I 521 nativos, sin embargo las áreas de sección del PMBSF y sus 

barriles en los animales IGF-I/IGFBP-1 se observaron reducidas (Cuadro 3) 

En resumen. los cambios en las dimensiones de los barriles en los ratones 

transgénicos no resultan de I-3 expansión o reducción uniforme y proporcional de la 

corteza cerebral debido a que los cerebros más pesados con las cortezas más 

grandes no siempre presentaron los bamles de mayor tamaño Estas observaciones, 

por otro lado, indican que los cambios en el área del PMBSF y de sus barriles 

observados en los ratones transgénicos sean simplemente el resultado del aplanado 

diferencial durante el procesamiento histológico o de diferencias en el ángulo de 

corte 

Altura y volumen de los barriles en el 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-1 26L e 

IGFBP-1 81. los estudios morfométricos subsecuentes se realizaron únicamente en 

estas dos líneas La altura y el volumen de los barriles se incrementaron 18% y 98% 

en los ratones transgénvms IGF-I 261, y disminuyeron 20% y 39% en los ratones 

transgénicos IGFBP-1 01, respectivamente, al ser comparados con los animales 

control (Cuadro 4). 

Área de sección, número, y densidad neuronal en los barriles del PAISSF 

(cuadro 6). 

El área de sección neuronal promedio en los barriles del PMBSF se encontró 

incrementada en un 33% en los ratones transgénicos IGF-I 261, y reducida en un 

10% en los ratones transgénicos IGFBP-1 BL, al compararse con los animales 
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Cuadro 3. Ares de ssccM del MIME 7 ara barriles en SI de ralean central :t 
tranegéaleas 	IGFIIP-1, e IGIVIGFIBP-1 (MAL Cruel (preseditÉSEM). 

Linea Área promedio de los tontica 
(mnii) 

Área del PMBSF 
(mm:) 

control 
tt.6 

0.049 + 0 0035 1 801 0.067 

L26 IGF-I 
n•6 

0.082 + 0.0066* (67%1') 2.89 + 0 012* (60%1') 

L50 IGF-I 0.077 + 0 0076' (56%*t) 2.61 ± 0 093* (45%1 ( 

L52 IGF-I 
tr..7 

0.074 + 0.0063* (50%1') 2.50 + O 063* (38%11 

L32 1GF-1 
n-7 

0.067 + 0.0038* (36%11 2 41 + 0 048* 04%1") 

43L IGF-I 
te=8 

0,063 ± 0.0039* (27%1") 2.26 + 0 046* (25%4') 

IGFI/IGF13P1 
n•6 

0.056 + 0.0036' (14%1') 2.26 ± 0 011* (25%1') 

LC IGFBP-I 0.043 ± 0.0035: (13%40 ) 1.56 ± 0,029* (13%49 

LB 1GFBP-1 
er6 

0,037 + 0.0035* (25%1P) 1.32 + 0 038* (26%&') 

Student's I-test venus ratones control .p< 0.0001, I p<0.007. p<0.05 



Ceadre1. Área de metida, Allem y %desee de les barriles del PMBSF ee ratones mond 
y traairásiess IGF-I 26L e IGFRP-1 BL (promedio + SEM). 

Linea 

Barriles del PMBSF 

Área de sección µIn) Volumen (mm') 

Control 
a-6 

0.019+0.0033 179+1 1 0.0087+0.004 

L26 IGF-I 
n=6 

0.0$2+00066• (67%7') 211+2 0• (111%1') 0 01740 013* (98%t) 

LB IGFHP-1 
a-6 

003740.0035• (25%'I) 143+1 3• (20%4,1 0.0052+0.004• (39%4,) 

•SIudeat's tleq yermo ratones control p<0 001 



control. Por otro lado, el número promedio de neuronas contadas en los barriles del 

PMBSF en secciones únicas no varió significativamente entre los animales control y 

los transgenicos Los estimados del número total promedio de neuronas por barril del 

PMBSF. sin embargo, sugieren que los ratones transgénicos IGF-I 26L poseen 24% 

más neuronas que los animales control. mientras que los ratones transgénicos 

IGFBP-1 BL tienen 15% menos neuronas que los ratones control (Cuadro 5). Estos 

cambios en el número de las neuronas en los barriles de los ratones transgénicos 

concuerdan con. 1) los cambios en altura de los barnles (i.e., grosor de la capa IV 

cortical) ya que ambos guardan una relación directa (Windrem and Finlay, 1991), y 2) 

los cambios en el contenido de DNA total observados previamente en los cerebros de 

los ratones transgénicos IGF-I 26L e IGFBP-1 BL (Carson et al 1993, D'Ercole et al 

1994 Ye et.al . 1995). 

No obstante el incremento en el número de neuronas por barril en los ratones 

transgénicos IGF-I 26, la densidad neuronal se encontró reducida en un 39% Lo 

opuesto se observó en los ratones transgénicos IGFBP-1 en los que la densidad 

neuronal incrementó en un 39 % no obstante la reducción del número 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 -1 

inactivado por recombinación homóloga en los que presumiblemente existe una 

disponibilidad reducida de IGF-I (Beck et.al , 1995) Las modificaciones en la 

disponibilidad de IGF-I, por tanto, conducen a cambios en el tamaño, número y 

densidad neuronales en los barriles del PMBSF. 

Área de sección de los glomerulos «felones. 

El área de los glomérulos olfatorios se observó incrementada solamente en un 

10% en los ratones transgénicos IGF-I 26L (0.00700 + 0 0011 mm2) al compararse 

con los animales control (0.00638 + 0.0017 mm2, promedio ± SEM, t-student p<0 05) 

El área de estos módulos en los ratones transgénicos IGFBP-1 (0.00635 + 0.0010 

mm2), sin embargo, fue comparable a la de los animales control. Debido a que las 

áreas de los barriles y de los glomérulos olfatorios 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 corle del tejido ni 

el producto de alteraciones de la talla cerebral asociados a la perfusión Por otro lado 

debido a que el tamaño de los barriles resulta ser más afectado que el de los 

glomérulos olfatonos, 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 sornatosensorial en la cámara antenor de ojo crecen más que aquellos del 

bulbo olfatono después de ser tratados con IGF-I (Giacobini et.al , 1990, 1995). 

111148 de los cojinetes feciaies y de los folkulos de los bigotes, y número de 

axones ~Micos en el nervios Infroorbiterio (Cuadro 6). 

El área de los cojinetes faciales, el área de sección de los folículos de los 

bigotes, y el número de axones mielínicos en el nervio infraorbstano no difirieron entre 

los ratones control y transgénia>s. Estos datos indican que los cambios en el tamaño 

relativo del PMBSF y sus barriles en los ratones transgénicos ocurren 

independientemente de posibles influencias de la periferia sensorial, 

Discusión 

Efectos de 10E-1 sobre el desarrollo y le estructure del cerebro. 

El IGF-I es una hormona protéica involucrada en la regulación endocrina 

del crecimiento corporal. Recientemente se ha documentado que el IGF-I también 

participa en la regulación 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 así como de hibridación in 

situ sugieren que IGF-I pudiera promover' 1) la división de precursores 

neuronales en la pared ventricular, en el hipocampo y en la retina, 2) el 

crecimiento y la supervivencia de neuronas GABAérgicas y sensoriales, y 3) los 

cambios plásticos que ocurren en el bulbo olfatorio y en algunos núcleos 

hipotalámicos bajo ciertos estados funcionales (D'Ercole et.al., 1996b). En el 

sistema nervioso periférico, por otro lado, IGF-I juega un papel importante en la 

transición de le inervación polineuronal hacia la inervación mononeuronal que 
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Cuan S. Área de metida, eimere, y ~dad maread ea les ~tea del PROS? de 
ralean anind y ~ion IGE-I 26L e IGRIBP-1 SIL (iinmedleISINI). 

Neeironas de los barriles del PMBSF 

Linea Área de amena Número acción Número Total Densidad 
(105hnm'1 Gua') de 50 ign (anmado) 

Control 611 13+12 28 444 + 29 1589+101 1.8+0 41 

L26 1W -1 90 42+13 41f 466 + 20 1966+84* 1 140 08* 1 
a..6 (335411 (24%t) (39144) I 

e 

LB 1GFBP-1 61 41+10 5111 470 + 30 1344+86* 2 5+0 41* e 

a*.6 (10%4) (15%4) (39%1'1 e 

• Saident's t4ed venus mimes control p<0 0001 ) o«) 05 



Cuadro •. Áreas de los cejietees rublo s de lee felfeelee, y el Muero de exesee leielfaleee 
es el servio 'drene° e* retomes control s Tg/ IGF-I 24L e IGFBP-I el (promedie + SLM). 

Linee Área de los cojinetes faciales (ntrn ) Afea de los folículos (mm) Número de avenes 

control 
n=6 

19 02 :1 01 0 24611 + O 0081141 12820 + 1800 

L26 IGF-I II 91: O 67 0 23898 + 0 007963 12240 + 2100 

LB IGFBP-1 19 91 + O 69 O 26147 + 	001030 11125+1975 



ocurre durante el desarrollo del patrón de inervacion de las fibras musculares 

estriadas. así como en la regeneración nerviosa (Carona 1993, Ishii 1993) 

Si bien diversos estudios in vitro sugieren la participación de IGF-I como 

regulador de distintos aspectos del desarrollo neuronal en el sistema nervioso 

central, su papel in vivo es aún poco conocido Así para evaluar el papel de IGF-I 

como regulador del crecimiento cerebral y neuronal. y como factor promotor de la 

elaboración de circuitos neuronales in vivo. decidimos analizar los cambios en la 

estructura cerebral que siguen a las modificaciones en la disponibilidad de IGF-I 

Para ello. aprovechamos la ventaja de la existencia de distintas líneas de ratones 

transgénicos que sobre expresan IGF-1 en el cerebro. y aquellas con producción 

ectópica cerebral de IGFBP-1, una proteína que bloquea los efectos de IGF-I 

Nuestros resultados muestran que IGF-1 juega un papel central en la 

regulación del crecimiento global del cerebro Los ratones transgénicos IGF-I 

mostraron cerebros más pesados y de mayor tamaño que aquellos de los 

animales control Exactamente lo opuesto se observó en los ratones transgénicos 

IGFBP-1 cuyos cerebros fueron menos pesados y más pequeños que en los 

animales control. 

Las alteraciones del crecimiento cerebral observadas en nuestros ratones 

transgénicos se deben, en parte, al incremento en número de los oligodendrocitos 

y en la producción de mielina (Carson et al 1993; Ye et al.. 1995) Estos 

resultados son consistentes con los obtenidos en animales con el gene de IGF-I 

inactivo por recombinación homóloga los cuales poseen cerebros de tamaño 

reducido e hipomielinización (Beck. 1995). 

Efectos de 10E-I sobre el desarrollo neuronal: Evaluación en 11. 

Nuestros datos indican que la sobre expresión de IGF-I incrementa no sólo 

las dimensiones del cerebro, sino también las dimensiones corticales y las de S1 

En contraste, la expresión ectópica de IGFBP-1 en el cerebro tiene exactamente 

el efecto opuesto, es decir, reduce tanto las dimensiones corticales como las de 

S1 Las líneas de ratones con los niveles de expresión de los transgenes más 

altos tuvieron también los cambios más significativos en la talla cerebral 
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,Gutierrez-Ospina. Ye. D Ercole . resultados no publicados) Esto sugiere que los 

cambios estructurales en el cerebro de los ratones transgénicos se correlacionan 

con e! grado de expresion de los transgenes En apoyo a esto último. los ratones 

transgénicos que expresan ambos transgenes mostraron cerebros. mantos 

corticales y S1 de tamaño intermedio al de los ratones transgénicos IGF-I 52L e 

IGFBP-1 81 nativos, sugiriendo que IGFBP-1 atenúa los efectos de la sobre 

expresión de IGF-I 

Estos resultados muestran que si la disponibilidad de IGF-I se altera 

durante el desarrollo, el cerebro modifica las proporciones absolutas y relativas 

de las regiones que los componen Estos cambios confirman la importancia de 

IGF-I en la regulación de crecimiento del cerebro Además, nuestras 

observaciones en S1 son consistentes con hallazgos previos que muestran que !a 

neuronas sensoriales de proyección del sistema somatosensorial exhiben 

expresión de IGF-I durante periodos de crecimiento neuronal y sinaptogénesis 

(Bondy. 1993). En su conjunto, estos resultados sugieren que IGF -I modula es 

crecimiento neuronal en la vía somatosensorial en desarrollo, y que las 

limitaciones en la disponibilidad de IGF-I imponen restricciones al crecimiento de 

las neuronas sensoriales. 

Los cambios en las dimensiones corticales y de S1 no fueron 

proporcionales, en algunas líneas de ratones transgénicos la corteza se afecto 

más que S1, mientras que lo opuesto se observó en otras líneas Una posible 

explicación para estos hallazgos es que las variaciones regionales en la 

disponibilidad de IGF -I como resultado de la expresión 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 expresión de ambos transgenes varía en las distintas 

regiones del cerebro siendo las más afectadas aquellas áreas que muestran 

mayor expresión de los transgenes (Ye et al, 1995). Así, es posible pensar que las 

variaciones regionales de la disponibilidad de IGF -I influencian las dimensiones 

relativas de la corteza y de St de manera independiente. 
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Por otro lado, factores tales como la distribución espacio-temporal de los 

receptores para IGF-I y de sus IGFBPs. y las diferencias regionales en el tiempo 

en el que los transgenes se empiezan a expresar podrían contribuir también a 

determinar las variaciones regionales del crecimiento cortica' y de sus áreas A 

este respecto. sería interesante investigar si el crecimiento heterogéneo de S1 

reportado recientemente en la rata (Riddte et.al., 1992) resulta, al menos en parte. 

de la expresión diferencial de IGF-I, de sus receptores, y/o de sus proteínas 

fiadoras. 

A diferencia de las dimensiones de los barriles, la forma y el número de 

ellos parece no estar afectada por las variaciones en la disponibilidad de IGF-I 

Estas observaciones indican que IGF-I no está involucrado en la formación de los 

barriles Esta conclusión se apoya en el hecho de que en ratas en desarrollo la 

expresión de IGF-I mRNA se detecta por vez primera en la vía tálamo-cortical 

hacia el día cinco postnatal (Bondy, 1991), periodo en el cual el mapa 

somatosensorial ya se ha especificado completamente (Killackey et al . 1990) 

Nuestro estudio, sin embargo. no descarta la posibilidad de que IGF-I pueda 

influenciar el tiempo de llegada de las aferentes talámicas a la placa cortical. De 

cualquier manera, nuestros resultados sugieren que la formación de los barriles y 

su crecimiento son eventos independientes y posiblemente regulados por 

diferentes factores 

Los procesos celulares que subyacen a las modificaciones del tamaño 

cerebral inducidas por IGF-I aún se desconocen. Se ha documentado, sin 

embargo, que la sobre expresión de IGF-I en nuestros animales transgenicos 

aumenta la producción de mielina así como el número de oliogodendrocitos 

funcionales (Carlon el. al , 1993, Ye et al , 1995) Lo opuesto se observa en los 

ratones transgénicos IGFBP-1 y en aquellos cuyos genes de IGF-1 han sido 

inactivados por recombinación homóloga (Reck et.al., 1995). Asi, las alteraciones 

del crecimiento cerebral en estos ratones transgénicos se deben, en parte a los 

cambios en la producción y contenido de mielina. 
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Nuestras observaciones en S1 indican que las diferencias en el tamaño 

cerebral en los ratones transgénicos IGF-I e IGFBP-1 también resultan de 

cambios en el número y tamaño neuronal, y en el volumen ocupado por neuropilo 

Asi, los barriles de los ratones transgénicos IGF-I 261 mostraron un incremento 

en el número y en el tamaño de las neuronas, al compararse con los animales 

control. No obstante esto, la densidad neuronal en los barriles de estos ratones se 

encontró disminuida sugiriendo así un aumento en el volumen ocupado por 

neuropilo (la densidad neuronal tiene una relación inversa con el volumen 

ocupado por neuropilo, Tower, 1954, Jerison, 1973). En contraste, los barriles de 

los ratones transgénicos IGFBP-1 BL mostraron una reducción en el número y en 

el temario de las neuronas, al ser comparados con los animales control La 

densidad neuronal, sin embargo, se encontró aumentada sugiriendo una 

reducción del volumen del barril ocupado por neuropilo Estas observaciones, 

además de corroborar que las modificaciones en el tamaño cerebral responden a 

cambios en el número y tamaño de las neuronas y en el volumen ocupado por 

neuropilo, sugieren que IGF-I promueve el crecimiento neuronal y del neuropilo 

en la vía somatosensonal del cerebro en desarrollo 

Los mecanismos involucrados en la alteración del número de neuronas 

corticales debida a las modificaciones de la disponibilidad de IGF-I aún se 

desconocen Sin embargo, las modificaciones en el número de células 

precursoras, los cambios en su velocidad de proliferación yto en el tiempo que 

toman en la fase de división antes de su migración durante el periodo de 

neurogénesis, y las alteraciones en la supervivencia neuronal postnatal pudieran, 

cada una o en conjunto, explicar el cambio en el número de neuronas corticales 

observado en loa ratones transgénicos (Finlay y Slattery, 1983, Dehay et al., 

1991, 1993; Kennedy y Dehay, 1993; Caviness et.al , 1995; Finlay y Darlington, 

1996, Rakic 1988, 1995a,b) 

Por otro lado, estudios in vitro e in vivo han mostrado que IGF-I promueve 

la proliferación de precursores neuronales (DiCicco-Bloom y Black, 1989, Drago 

, 1991, Ishii, 1993, Zackenfels et.al., 1995) y la supervivencia neuronal de 
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distintas tipos neuronal** (Recio-Pinto et al., 1986. Aizeman y Vellis. 1987 

Calissano et al., 1993, D'Mello atol , 1993: Ishii, 1993) Nuestros datos no 

distinguen entre estas posibilidades Pensamos. sin embargo. que las 

modificaciones de la disponibilidad de IGF-I afectan la supervivencia de las 

neuronas corticales directamente, o bien indirectamente a través de alterar la 

supervivencia de las neuronas talámicas de proyección Las siguientes 

observaciones apoyan esta idea 

1) Las neuronas de la capa IV de la corteza cerebral se generan prenatalmente 

hacia el final de la gestación (Hicks y D'Anudo, 1968) En el ratón, la muerte 

neuronal en el tálamo y la corteza somatosensorial ocurre durante los primeros 

diez días postnatales, alcanzando el pico alrededor de los días postnatales 5 y 8 

en el tálamo y la corteza, respectivamente (Heumann y Leuba. 1983, Pearlman, 

1905) Así, debido a que la expresión de ambos transgenes inicia al nacimiento 

(D'Ercole et.al., 1994; Ye et.al., 1995), es poco probable que su expresión afecte 

a la generación, aunque si a la supervivencia de las neuronas talámicas y 

corticales. 

2) Los pesos de los cerebros de los animales transgénicos no difieren de los de 

los animales control al nacimiento (D'Ercole et al 1994; Ye et.al , 1995) Si 

existieren efectos de ambos transgenes sobre la generación de neuronas se 

esperarían cambios en los pesos cerebrales de los ratones transgénicos en la 

etapa neonata' 

3) Se sabe que las dimensiones tangenciales de las áreas corticales reflejan en 

buena medida el número de axones talámicos que alcanzan la corteza. (Killackey 

y Belford, 1979; Catalano et al., 1991, 1995, Agmon etal., 1993, 1995, ver 

también Rakic, 1908; O'Leary, 1989; Kennedy y Dehay, 1993). Así, el incremento 

en la áreas tangenciales del PMBSF y de sus barriles refleja un aumento en el 

número de eones en la vía talamo-cortical. y por tanto un incremento en el 

número de neuronas talámicas que inervan la corteza. 

4) El número de neuronas corticales se relaciona directamente con el número de 

neuronas talámicas que las inervan (Windrem y Finlay, 1991). Los cambios en el 
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número de neuronas corticales observados en los ratones transgénicos, por 

consiguiente. indican cambios en el número de neuronas talárnicas Los cambios 

en la citoarquttectura de los barriles en los ratones transgenicos posiblemente 

resultan de un incremento en la supervivencia neuronal a nivel talámico y cortical 

4) Finalmente, estudios preliminares conducidos en el laboratorio han mostrado 

que la aplicación local de IGF-I previene la muerte neuronal en el ganglio del 

trigémino. consecutiva a la transección del nervio infraorbitano (Figura 10) Estos 

resultados indican de manera directa que IGF-I promueve la supervivencia 

neuronal en la vía somatosensonal in vivo 

IGF-I y la relación Cuerpo-Cerebro. 

Influencias originadas en la periferia sensorial se han implicado en la 

determinación de distintos aspectos de la estructura y la función de S1 (Van der 

Loos y Dorfl. 1978. Welker y Van der Loos, 1986 a. b Dawson y Killackey 1985 

Killackey et al , 1994, White et al , 1994. Killackey et al 1995) El tamaño de los 

barriles así como el numero de células que los constituyen parecen ser 

proporcionales a la densidad de la iiiervación de los órganos sensoriales 

periféricos (e g , los bigotes) (Lee y Woolsey, 1975 Welker y Van der Loos 

1986a) la cual a su vez parece depender del tamaño relativo de los órganos 

sensoriales (Welker y Van der Loos, 1986a) Nosotros investigamos si los 

cambios estructurales observados en el PMBSF y sus barriles en los ratones 

transgénicos ocurrían en respuesta a cambios en el tamaño o inervación de las 

vibrisas faciales No observamos diferencias en el tamaño de los folículos de las 

vibrisas, ni en la inervación de ellos al ser comparados los animales control con 

los ratones transgénicos 

Estas observaciones indican que los cambios estructurales en los cerebros 

de nuestros ratones transgénicos ocurren independientes de cambios en la 

periferia sensorial, a través de cambios en las interacciones tróficas locales Es 

decir nuestros resultados muestran que cambios importantes en la talla cerebral y 

en las proporciones relativas de sus áreas pueden ocurrir de manera 

4 



A 
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Figura 10 Fotomicrogratias 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 en un ganglio intacto (B) Neuronas en 

degeneracion después de la transección 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 las dimensiones corporales y de la densidad de la inervación 

periférica, modificando la disponibilidad de factores neurotróficos como el IGF-I 

Esta conclusión se refuerza por observaciones recientes hechas en ratones 

mutantes (Welker et al. 1996) y transgénicos cuyo gene para la enzima 

monoamino oxidase ha sido inactivado por recombinación homóloga (Cases et al 

1996) En ambos casos los ratones carecen de barriles corticales no obstante que 

la periferia sensorial está intacta Además, le desproporción entre la densidad de 

enervación periférica y el tamaño de los barriles ha sido reportada después de la 

destrucción selectiva de bigotes en ratones (Welker y Van der Loos, 1986b) en 

cepas de ratones con bigotes supernumerarios (Welker y Van der Loas, 1986a), y 

en cuyos tratados con anticuerpos anti-NGF in utero (Sikich et.al , 1986). También 

se ha documentado que el establecimiento de la topografía tálamo-cortical puede 

ocurrir sin la intervención de la periferia (Kaiserman-Abramof, 1980, Dawson y 

Killackey 1985. Agmon et.al . 1995), y que la eliminación permanente de los 

bigotes no interfiere con el crecimiento postnatal de los barriles (Woolsey y Wann, 

1976, Gutiérrez-Ospina et.al., en preparación). Nuevamente, estas observaciones 

apuntan a que la formación y crecimiento de los barriles puede suceder de 

manera independiente de la periferia sensorial, posiblemente a través de 

interacciones tróficas subcorticales-corticales 

Ahora bien, que el tamaño del cerebro y las proporciones relativas de sus 

partes no reflejan simplemente el tamaño y la densidad de inervación del cuerpo y 

de sus distintos segmentos es apoyado por una serie de observaciones. 

1) Existen mamíferos con una talla corporal semejante cuyos cerebros varian 

dramáticamente en su tamaño (Fox y Wilczynski. 1986; Kaas. 1987; Northcutt y 

Kaas. 1995) 

2) En varios mamíferos, incluyendo el hombre, la talla cerebral adulta se alcanza 

mucho tiempo antes que la talla corporal (Jolicoeur et.al , 1988; Jolicoeur y Pirlot, 

1988; Cabana etal., 1990). 

3) Los incrementos progresivos en el peso y superficie corporal no modifican el 

número de neuronas sensoriales ni la densidad de inervación periférica en la rata 
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(Pover et.al , 1994) Así mismo, no se han encontrado variaciones sistemáticas de 

la superficie corporal y su densidad de inervación en diversos mamíferos (Fox y 

Wilczynski, 1906) 

4) En algunas especies de mamíferos, como el hurón y la marta, se han 

encontrado reducciones del tamaño cerebral sin modificaciones equivalentes de 

las dimensiones corporales en animales juveniles (Kruska, 1993) 

Ellednedón versus eieboreckin de conexiones en Si. 

Con base en observaciones hechas en el sistema visual de carnívoros y 

monos se ha propuesto que la eliminación de conexiones redundantes, a través 

de mecanismos competitivos mediados por interacciones tróficas, juega un papel 

central en el establecimiento de los circuitos neuronales durante el desarrollo 

cerebral (Cowan et.al 1984, Cabelli et al 1995) Agmon et al. (1993, 1995) han 

demostrado recientemente, sin embargo, que las aferentes talámicas alcanzan S1 

con alta precisión topológica, y que los circuitos en los barriles son elaborados 

progresivamente conforme el desarrollo postnatal transcurre, en oposición a ser 

eliminados o refinados a partir de un repertorio de conexiones inicialmente 

redundante (ver también Killackey y Belford, 1979, Catalano et.al , 1995). Por otro 

lado, Riddle et al (1992) documentaron que el neuropilo en tos barriles de S1 se 

elabora de modo progresivo y selectivo conforme el desarrollo postnatal avanza 

Así, esta evidencia en conjunto sugiere que procesos progresivos y no regresivos 

participan en el establecimiento de los circuiteria neuronal en S1 

Nuestras observaciones de que los barriles permanecen como unidades 

anatómicas discretas no obstante los cambios significativos en su tamaño, y que 

el volumen ocupado por neuropilo está modificado en los ratones transgénicos 

IGF-I e IGFBP-1, sugieren que la elaboración selectiva de neuropilo en los 

barriles pudiera estar regulada y ser promovida por IGF-I. Esta conclusión se 

apoya en los datos obtenidos en los ratones IGF-I/IGFBP-1 en los que el PMBSF 

y sus barriles alcanzaron una talla intermedia comparada con la observada en las 

líneas nativas de los progenitores, debido presumiblemente al bloqueo de los 

efectos del trangene de IGF-I por la IGFBP-1 



Finalmente, nuestras observaciones contrastan con hallazgos recientes 

hechos en la corteza visual de gatos en los que un exceso de NT4 y BDNF, pero 

no de NGF, intenumpe la formación de columnas de dominancia ocular (Cabelli et 

al., 1996). En nuestro caso, el exceso o le disminución en la disponibilidad de 

IGF4 no conckiio alteraciones de la formación de los barriles. Estas observaciones 

sugieren que las reglas que gobiernan el establecimiento de conexiones tálamo-

corticeles son diferentes para distintas regiones ~cales en distintas especies 

animales. Mientras que en el sistema visual de galos y monos las conexiones son 

eliminadas a partir de circuitos neuronaies redundantes a través de un proceso de 

competencia entre les neuronas por factores tráficos disponibles en cantidades 

restringidas, en S1 de los roedores los circuitos parecen elaborarse selectiva y 

progresivamente dependiendo de la disponibilidad de factores neurotróficos, 

como el IGF4. Así, en este último escenario, la necesidad de invocar 

interacciones competitivas es innecesaria. 

En relación a esto último, cabe destacar la sugerencia de que la formación 

de barreletas en el núcleo del trigémino depende de la eliminación de conexiones 

a través de interacciones competitivas (Chiaia 	1992). Esta observación, 

junto con las obtenidas en el presente trabajo, implican por lo tanto que distintas 

estrategias de desarrollo también pudieran ser utilizadas en diferentes relevos de 

la misma via sensorial. 

Ahora bien, que IGF-1 está involucrado en la elaboración selectiva de 

nsuropilo no es sorprendente pues en el sistema nervioso periférico se ha 

observado que los procesos de crecimiento de terminales nerviosas in vivo se 

modulan por IGFs durante el desarrollo normal, y durante el proceso de 

regensiscdin nerviosa después de una lesión (Caroni, 1993, Ishii, 1993). Además, 

en el sistema nervioso central la expresión de IGF4 a lo largo de los vias 

sensoriales coincide con el periodo de einaptogénesis (Bondy, 1991), y se ha 

reportado le presencia de receptores para IGF-1 en los conos de crecimiento 

axónioo (Aigner y Caroni, 1995; Cluirogs et al., 1996). 
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Modificaciones en la disponibMded de 	implicaciones pare la evolución 

del cerebro. 

El incremento progresivo de la talla del cerebro, la adición de nuevas áreas 

citoarquitectónicas, la distribución heterogénea del espacio cortical, y el 

incremento en volumen cerebral ocupado por neuropilo son, entre otros, algunos 

de los elementos estructurales que caracterizan la evolución del cerebro de los 

mamíferos (Kase, 1987; Northcutt y Kase, 1995; Rakic, 1995a, b; Krubitzer, 1995) 

Aunque algunos experimentos hechos en la corteza visual del mono han 

sugerido un mecanismo por el que nuevas áreas pudieran haber emergido en el 

curso de la evolución (Rakic, 1990, 1995a; Rakic et al., 1991), los mecanismos 

celulares que subyacen al incremento en el tamaño cerebral y a la distribución 

diferencial del espacio cortical aún son poco claros. 

Se ha propuesto que el tamaño del cerebro y la dimensión de las áreas 

corticales pudieran cambiar al modificar la velocidad y el tiempo de proliferación 

de los precursores neuronales y gliales en la pared ventricular durante los 

periodos de generación celular (Rakic, 1988, 1995a, b; Caviness et.al., 1995; 

Finley y Darlington, 1995). Nuestros datos, y evidencia previa obtenida en los 

ratones transgénicos IGF-1 e IGF8P-I y en ratones hipotiroideos sugieren, sin 

embargo, que las variaciones regionales en la disponibilidad de factores 

neurotróficos, como el IGF-1, modifican tanto el tamaño del cerebro, como las 

dimensiones relativas de la corteza y sus áreas de manera independiente, 

posiblemente alterando la supervivencia neuronal y la elaboración de neuropilo. 

Así, las diferencias regionales en la producción y disponibilidad de factores 

neurotróficos del tipo de IGF-1 podrían haber sido una fuerza importante en la 

formación de la estructura del cerebro durante la evolución. Sin embargo, es 

necesario hacer estudios comparativos sobre la producción de factores 

neurotróficos en distintas regiones cerebrales y en diferentes especies para 

evaluar este posibilidad. 
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Conclusiones 

En conclusión, nuestras observaciones apoyan que el IGF-1 es un factor 

neurotrófico que modula el crecimiento del cerebro promoviendo la supervivencia 

y el crecimiento neuronales y la elaboración diferencial de neuropilo. Además, 

nuestros resultados sugieren que los circuitos neuronales se ensamblan 

siguiendo al menos dos estrategias de desarrollo diferentes. Una de ellas. 

involucre la eliminación de conexiones a través de un mecanismo competitivo 

dependiente de factores neurotróficos producidos en cantidades limitadas La 

segunda estrategia, apoyada por nuestro trabajo, involucra la elaboración y el 

crecimiento selectivo de conexiones dependiendo de la cantidad de factores 

neurotróficos disponibles y en ausencia de interacciones competitivas. 
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AIISTItACT 
In the rodela 1011111. inoolin.likegrowth 1111:40 1 1 	ineautentter 

(HA . tranatently exproised in sonvory 111 of etli011 11001011k do ring 
periodo of synaptageneola iind neuronal growth. Tranagenic in) mire 
o ah Itntin IGF•I nverev limosina liad eelopir brain expreasion of 10F. 
'ondulo ¡antelad ill11,111'.11. m ndlihilnr of 	enano., show 
brocea in latan sine and inyellitation Wr unerl (heme 110.11cv DIO/lelo 

ln evoluale In oteo IGF.I elTisto un xenatiry pathway devellipineal by 
tonductIng analontical aludoes in the SI borre' fleld. Bram cine, cor• 
pool oreo, and barre! field dimenoiona cero ince...cal in ICIFT and 
14.111.1C1.0 111 105111,1 Te inste eninpared with (hose lo wilintype l oil 
ocre .1 ic brain 111111 cerebral corlee id Tµ note with the Ingliest 
ransgvne elpreitioun were the mon allered ro sine. Cortex Ilnd 1101 I el 

lirld size changos *ere no( arecitiely painnotional, hcoutato in sentir Tg 
1111(r harreh o ere relalively ilion,' 111TVVI VII (11.111 the corleo, when... 

III ollIelo (11V oppioate tvini 011,1.1,01 In ala 1011.114,1 exprengion in. 
leinual the 10/01110e alindan.  of neonato per harten neuronal eell Indy 
noriatuctional lloro, and 1.1/11Tel neoriipa colicno, whereaa bocio eo• 

peculio! of 10F111'. I I eduted euch. Neuronal denaity Wras greolly 
redueed :a 1011 l'A linee and inerealed in ICHIP.1 Tg mire. No 
dilletenrini 61 looly woutlit. wholker ittil and fnlhclu orcas, and chi.. 
hm-  rol innervation densIty turre round 'momo Tu land wt mire. Thou 
ithoervinicana inthoote that 10 	enhuntea neuronal growth In devel• 
uping senvory pathwayo and support the tont cal that ntoddied avail. 

of local tinplue factor sud, un 1081, changos hra in, neuror• 
i11111 Si tintine 1111111110110011 Ir> :dlertng ileuronal aurvival and 

neuelail eloloirolion. Study uf the SI corte. pnwideo on eacollent 
mode' 4,1111111C Lile al VIVO mechan..0 of IGF actuar.. lii.odocriniainv 
77, f14114 44112, Ilticlt 

I
NCI41:ASING ce idtniee ~ese. that lastilindike grtitellt 

farol I OCI'd ) piar. .111 important role in t'entra, itervous 
system development (1). For eoample, in silo hybridization 
studies have detecte(' ICF.I ines.senger RNA (tuilthIA) in the 
sobventristilar 	hippocampus, retina, and cerebelluin 
developinental Iones When glial and neuronal l'o:Curso!, 
undergo celo division (2-6). Tranment 1G11-I inI(NA expreo. 
1.1011 OCCIUN 111 the developiitg retina, hippocampus, cerebd. 
luna, cerebral corlee, and several sensor). thalailtie and Indio 
dein 1111111,1 during periods of 114:1111111/11 growth and synap-
logeivasio (2, 4). In the olfactory bulb and hypothalanitis, 
otructures ihal remain plastic into adulthood, !CFA mItNA 
cs pression persisls nuoughout lite (2, 4). Furthermore, rectal 
studies in transwitic (T8) mice show that !CFA regulates 
bramo growth. Tg mire overespressing IGF-I have increased 
brain weight and 517,e compartid with their wild lype (wt) 
Intermates (7-II). Conversdy, mice carrying !CFA genes 

disrupted by homulogous recombination (12), and thuse 
with brain eclopic espression uf ICF-binding proteind 
((CEO)'-1) (10, II, 13), an inhibitor uf IGF-I actions, have 

111,1.11,ki tuno A lit% 
/tkIllre5t alletwremsisslettreallt/ rispiesis loe reitrlals In. 1./r. A livorli 

1r. 	11rimilioeill ni Ilethalrits, Invisinti 	luokterinoliow. 
1110220. I linvonaly io Main t'andana Chava I hin North ('refina 
27'19I-7221i 1 aliad All I NI /SI ANSAitIn.11111 LNI11 

1111,  1.1Ik was stinnothvl 	NII I lama 111/MI42W 
11 	id de. Natitithil Ciained of ience and Ti', Iletidogy. M1,111.  

sinaller bratits Iban huir mil rotillleritarts. ClialtgeS in brota 
sin. in 'hese 	tttttt se linea .11'1( (111C 111 parí tu the Merla uf 
1G11-1 on oligodendrocyte ourvival and holt-tino (9-12), bu) 
there is atoo 1:VilIV111:11 uf alterations in neuron number (7, 12. 
13). 

The trainient early pool natal ilopreosiun uf ICE.' in oensory 
projection Ilet1111115 Ntigge515 that ICF-1 may be especially 
important in neuronal growth and synaplogeneois in devel• 
upulg seilsory systems (2). lo directly evaluate the in ama 
eilects of IGF•I on oensory oystent development, we used 
IGF-I and I0113P-1 	mire as modelo tu determine whether 
alte;-ed IGF.I availability influences the growth of neurona 
and (heir circuito in (he sontatic sensory cortes (SI). Specif. 
ically, we fOCUlled our analyStii 011 the posterior medial barre) 
subfield (PM8.5F) (14), a regios in cerebral corten layer IV 
that is a ¡sorban of the trigeminal thalanto-cortical pathway 

(111(2). la rodents, the 1111C is responsible for transmilling 
tactile information from facial whiskers lo the cerebral cortes. 
Each of the 34 PMBSE barrels is the representation of a single 

whisker 111 the facial whisker pad. These 3-dimensional bar-
re) strudures are composed of a eell dense wall surrounding 
a hullow that le predontinately componed of oscura! connec• 
linos among aso¿ terminal fields from de ventroposteru-
media' thalantic inicletis 'talentos and corlical layer IV den. 
tiritoo. For litio reason, harrel dintensions sorrelate with 
chango in the nuntber uf neurona and the compleslly and 
ituinher of (heir ronnectiono (14, 15). 
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We chuce the I'MUSI' for study because I) 	highty 
expressed by thalamic and cortica! Mis uf the TThC, with a 
peak al the lime of 	fono:Ilion (2), a finding that 
suggests a critica' role for ler.1 in ils development; and 2) 
because of ils sharp analontical definition with classical hls-
lologicat lechniques, the PMItSF permiis and facilitates qua n. 
t ltati ve analysis o' neuron growilv and ihus provides a near. 
optimal system lo evaluale the ettects oí 'CFA on central 
nervous system neuron growlh. We asked whether 
availability modifies the sine, structure, and composition ol 
I'MDST barreis. Our observalions indicate that ICF.I stintu. 
lates Mercases riv cortica' and I'MBSI,  barre' size and their 
relative dinwisions. In the ('MOSE ICA•1 Mercases neuron 
number and 11w portion rvt barrel volume occupied by neo• 
ropil, probably by enhancing neuron survival and stimulal. 
ing the growth oí I halam ic and curtical ne 	al connections, 
respectively. Each of Mese changes proceeded with no al-
lerations in bosly and seilsory periphei y influeme, 

Materiales and 1114111<mb 
Mere 6611 	 dt,gri 

SIodies w 	1,10,14..1 	.1,1 I 1  IN 1 dar. ol ame) helero/ yynits 
ICF.I 1111  and 1111111,1 113) Tg tune t arry 	ICI:-1 and IC111,1 1 	MI 
Iransgenes lineen by lise awlallofiumwite I promoler and @heir tul lit. 
termal.. All 	mice sitithtsi were from ilw third lo ninth generan... 
and liad breo niaintalins1 by bremlIng to nonfiansgemr non,  oí die 
C57/116 M'AM. Mwv were Inri in leinpvf Al Iire. and light .conirolks1 
runms fuel siandard laboraiory dime Al Bloom and Momo ove dot,I, 
veme, rontanung 25 num 7.50„ IG1,1 And 1G1111,1 iransgene brain 
enpression un the.. 1 g 	 has laves premonsly charaderereti ( 1 I, 111. 
and ihe elk•els Men elli•IeShion 100 1,1111 	brain svoglii, and 
myelenalion have breo extensor/Ay disrussed and des 	sfied 17-1 I, 
13). Alihough With ominosw+ are widely eiprvvaal in 	brain, re• 
gional variaboos in wtsghl reinen from dillermices in ihe ablintlanre '1 
ICF.I and 1G1111,1 0111111A• esproned ,n Jineteen Antas as well a. MI. 
Avenas in IfsOligens.Iwysint .0 Aus..% »multe 1..11 I y the es pressk 
ol Mese transiten. in the (nato tvguts alter bulh and lwaks betiveen 
isislnalal dar 21-11 Itakuving the dem:S5o...411AI pauten • 4 ex presmitr 
td en4ogentnts ntedulloihmensiel III, 111 

Tn nikt out ellens senindary k1 inrwrinunal imitaimen. 'tunal silidies 
~re carnal 1x11 ul nitilliple tramos», moto.. lisies 11.1) 26, 37 11. 5), 
and 53 IGI1t1 Tg mime, and 11 And C IGI 112.1 Ts 	Ikvainw tlw greales1 
dillertinces ul 19411511  and barrel ama itere 1.1011d in 201. 1G1-1 and 111. 
IC1111'.1 Tg Inkv (ere Tabla. 1 y holt. 	WrIr porsosylintly in more 
.14 'hese lin. Ana luir ivt 'Mermo. w1 bUcrmal,.4 diese 	,vete 
usad as Asomaos los all ropereomm. In aJJoom, 10 CV.110Ale whelher 
altered IGE.1 »vegetares...mon uvas direcily relalssl 01 dung. in brain 
morphoksy, 521, le/ .1 Tg, 01111' were ,nos.-tunal 0.  III, 111, ICI 111..1 1g 
no« (10,1/11.1. 111,1,res.. 1g 4111‘ e) 

Although bar re' Mke struclitres kave lavo descolsts1 in the Ilialantio 
barreksols) and brain sien, (i e harn4e1.1 (16 	resiricled oto 

analyse,. lo 11141151 0111,11 IIArrels InIC.Iinse huy kan he n..0111).  iderildied 
111.11111e.110111,11% alter Immehernital ami cresyl moki slainetts hi. 1.  

nol Irtie lor harn4els And harn•lolds, t'yen in optima' avlslms, whow 
lend to Mur a. posinatal development progre... Mamo.. 

ual nleasnreilleols tys.re perlormed blindly. All molote probwols were 
av(nimos' by an In.nlunnn revivir mnmullee ai (he University ol North 
Carolina-Chape' 11111 

Afraiumniennt 4c-orles, PAIBSF, and barren croal•rectional 

01111/1 ron/ farol oler me 

Tu determine the com....Atonal arca ol the con., the 1%41151-  and 

constiluent barreis, as well as barrel volunse, anesIhrbred mier ivere 
wiili normal .auno' hillowed by 10% glycertil. The hemos were 

removed and weIghed, and ilw cerebral corles, including the iillarlory 
buil,, veas thmecied, Ilallened, and limen, AS derribad hy Kuldle 
(19) TAnge1111.11 	1111 0/n) th 	gluten Ihe ron. ivere rol in • 
cryostal Sedloin. w .  nekl 1,11 	slkles al 37 C lor 30 romo lised 

loreltalut, id I 7 fi.
en  

al 1 r_ 1..1' 1 min. and rimad in domines' %vilo 	y 
weIe 11101 s1.110.11 Int thed 	 'aove  aivity ol the   	tvir pise, Micc011s 
dd 

 
/I 	by reas ling ibero with 0.05 u stnlium wenn". 

and 0.55 011.1 Miro blue lel ra,ollunI irt 0.05 hl pholphale buffer, p11 7 h. 
The sbJ,. were onsed :tont in difIIIIIrd water Anil coversiipped wlh 
Anua Miami II efiturl...1,0,010 0,1511.1.firgl, VA) en/I1,11 .111‘1 1.1.111.1 
I w0.11111101,100.11 au1p. viere Ilhen tratml di 1111.11 aiayllllh,l linn% nl  

and 240, resperbeely. using a cansera IuriJa. Complesed mar. were 
tligninsl. and 00I0,11, 2M11111, and barra., cross...61mM arras wen• 
111.1.0111,1 tising 	linagetrro imaging analysis modem (Media C)'ber• 
Ocho,. Silos.. 91104 M13), basad upen ~dude denrribed by Rodilla,  , 
«1.119 Total barre' arsa sst as &ter tnined by adding rr,ss,sHkmal arcas 
ol PM1151 barreis 

To 'sok. ,vil 1hr pinsibilny that ;enerva in compromiso/ oxidaos.: 
inetaboleon, • altered 51)11 as by,  ily, aro mnied Ior Iba'  difieren,. in 
11,11111AI. k9Weril w1 and .1g 1111“.. WIN uf .sequenlLJ langentia I serio OIS 
ul 1110 corles men• cut and stained alternaiively with trend vivid arwl 
51)11 hisinclvenvisiry.liarret botindarki 	nrd by bslh c resy I viole! and 
51311 siaining coincide/1 prernaly in boli, vol and Tg mire (ser Also Net. 
15 	ir a sino lar observalion in raleé Mos, rhanges in ha rrel proa reveaktd 
by 5011 lusiticheintstry m Tg 011,e demonstrate modilications in barre' 
di/M.0100ns and do mol simply relled dianges in melabolimn. 

The series t 4 5011-smoned «vi ICAI tenArnliel sorbo,. obtAinel Inms  

201 	and el, I(:11115. 1 Tg Imre and lucir WI Iypr Iillern1.1101 alelo 
;vela,  used b, oslin1Ale IIw average 11141151 barrel heighl Mayor IV titulo 
nos) asid volear,, The height of yac', Id the 34 I'MOSF barreis leas 
delermined in owh cerebral cawural hemisphere 411 6 animals/grrsup by 
mielliplying 11w number col sechons in e/bichear', barril Apswared by the 
ilvickness ol Mem...timo< llarn1 	n.o tsslained by multiplying 
the barrcl rr,w. vrliunal arta by die berlion úname. and then itilalang 
fise vohnoes t 4 vado sedo.. 

Possible vllnu ol ~fiord IGT•1 availaliilily nn ollar modules sil 
neuromal el rcuitry roen v1,11.14.11 in 	41(.1(107 bolb 11Ir Avv/AW 
t.n.s..4111011.11 anal 011.14 Infy glom.n111 In • 1001/go lid pi osa,014,1. 

TANLR 5. 11•21y anal lefilin 	deful 
	

ainAmily nana. in 11)2.1. 1112111,  I, iatil 1111,1/1111011,1 1521/111, entren 1 Ti( mire and thor wikl• 
lype I sil/ lillernsifies 

lana 111e iu1 

Normal in • 51 311.1/1 4a1e 
261.162.1 In • 61 32.1I ± 2 34 
601. :Gr.' I n • sil I• 0.04 
Sil, 1C/2.1 in 	= 	7, )16.112 	• 1 37 
:1'21.1(W.1 tu 	• 	71 36 14 2.121 
431, IGY.I in • 61 36.00: 6.46 
161.1/1GFHP.1 in • 6/ 32.32 13.74 

1111111,  I 	ri • ro 36.25 • 3.22 
111. 114,111' 	I 	In 	sil 32.13 • 1,511 

Invon u né3d. 
• P c O.0001 er. vol nue.: 

/' < 0 05 

' 1' o 0.01 ro vil non. 

lllll vil 40 lioniehsta • mi i• 

0.40 0010 0.013 • 0.002 
0.22 t.  0.0111" 1911 I 0.026 ± 0.004' 
11.1111 	2 0.021T 137% f 0.017 1  ano:1 
062 1  11.1/10.  14141 01118 t 	on:r 
11.72 a (tour 1562 I o 	 loto o 0111' 
0.511 i 0.00? int I 1 
	

0.014 1 0.003 
0.63 2 	111.11 
	

0.016 ± 0.001 
0.36 . o.nar 1221 1 1 
	

Ofgfil 0.001' 
0.35 	011111'1242 1 i 

	
0.010 1 0.001' 
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sures' in camera lucida drawings I non Ihe sano Series of SOI I•slamed 

langential seetitins prevniusly used tu determine I'MlISU and barre' 

oreas 

EditiOrtitions uf sur, n' orillar, and denairy 
PMBSF barreta 

Net000 Qraes....clIonal ama and mili, %ven%  esninated m 1.411.51%  

cresyl vu del•stágitell, cryoxiat tangential 6.•ett11ns (50 pro) 

filler paralornsaldellysle Ivan' himno° The mean neuronal ama in 
barreis wat suman,' using previously described ettelbods (15, 

201 Single sethons with ckarly xisualord barre) boundaries were se• 
lis led Iris° boli. cerebral ir rireal I14.01194141,1 	011.11 01 /hl 	,mee ifer 

groulf. and Moto) 	 bol Isol e clearly visible mole.. 11‘101e. 
1110-., and cyloplasin llore I raed Inint the hollow Mem-1,01 116.34 barreis 
in s benusphere using a camera lucida ala ¡mal magnelication 	x 
A tina' of IODO fouron l'almo rol and Tg no ocre conectes' and 

digilued (10i10/ mous.: Tilo orean f rossfsedional arca was delermined 

nom; 	 syslein 	 rociliod is uollkely In 111% 

...hese a bias because ilw mean neuronal arca chango. hule asa loor  
ol lave, IV depilo and no regional dillefellel, 111 neuronal 1/1.0 Wilhill 

barro). hace 1,0011 repOOled SI 
T.. eslintale neuronal nuorear in 1'41151 narre', nem.s moro 

sounted m each fil do 34 1.4.41br barreisin sirigki hecho. isreerously 

used lar dcierniining neuron arel (15. 20). Barre) boundaries ocre 
naced. and m'oren ¡nobles acre confluid in barre' .des and luillows 
1 non cada hernisplicre using a cantora lucida al a final magnifican.° ni 

•Ja 	I lie average mortin nonas., ni cach 1'41151 narre' o.. Ihan 
foliolares' with the humilla baritel ncuron °motor • lln, 	oi neunins 

each banal/single Seclion x barre) height (microns)isn 
vchon Ihickness). The P41151: barba ;mono density seas estiniated 
usmg the equalino. Ncuron dono' y / in 	• I'MUST barro) neto., num. 

lar / narre' colume. 

A/casa/valen/a whmker )suda and whieker lidlick aovan 
and nionber 	//I Ole O/1//X/Orbil/ii /1e0O10 

Whisker 	from die same 26L 	111. ICE111,1 1' and w1 
sao,' le/ t'OVO/1111W 19111151 and 13,61 áreas 10010 carelidly dissed“1 411111 
ps.l)lud ron un. 101111/1101 lor 7 .laye os' Iheir 11,03/11,1 real lo Ilse sarro 

ir salo o cortlaiiiing 2irs, susrose 1111111 iluy 6ink. The gris tova. don 
1,01.1,11 11011  1010101/001/0 sudes separáis,' ny 2 inflo ciernen 111 

enerlielliiiiaw. and oil iangentially (50 pral in á crylOna. 
oolitnensionfai imitoIone altmv .1 I nri osporrisil 	 °sino; a 

.111101 /1 1111 111/1 Ibis° 111.1,101111/11100, 	) Ano, 	olusker )mole fir 
17/mm00am' 	 represeillas1 lor (he IIMIISI in - 41W/grngy,rrre 

tle•ivrmootell lollowing a ¡Inducid similar 10 thál used for nwasuring 
l'S11161 and barrel. Mea, 

1 „ ,,,mil 	11111111‘, 01 4%00». 10 Ilr'tnb aolIntal mara, Tul. 1( ;Ud, 111. 
11 .1 111 '. 1 I g, and wt 11111 1.  111 	li/gr oler) lose swfitNell IVith 	isum 

iininaldellyde and 257,giutaialtlellyde in phosinsile nube, (Id 1 7.4;11 1 
The brain sud +kin ocre tare( olly removed (n'oh exceplusi W liw 

wlsisker pads), and ihe tentaining head, including llee in(raurtsital ner Ye, 

1,11/ rO11.1filled in ihe sama' (nativo 10O 7 dar. the saiopies ocre trans 

Irnos' lo A 0.23.k1 LUTA. (11 7 4..ielidion lar 3 days at .17 C lo Jecalcily 

Ihe >Madi bines aod thereby laohialc ildraurbilal ¡sirve dissestions. 
Infraorbital naces were ilmroughly was)wd ir phosphalc buffer and 
einbscIded m glecill nwthacrylale lo)lowing the suppher's (indocta 1Ln• 
ergo &din Science. Agaivant. MA). Ricliardssues bliw•sta iiii 11,11110 

cera' Id:01.W (5 gin) were used 10 nsini die 1111Illber ad myelinaled 
aso., w Ihe inliaorbilal IlerVe, as described by Saadi el nl. 12 

l'ulidallun o( MCI ill111.t 

dirilikage in 101 elling afier )watt... 104300,1111.1101// 10011111% 
10 Ihe 0101/11Aillownbal by Iliddle el al. (1111. &cama. paralormakkhyde 
and glseend pecrusion allered brain sin' /11 Ihr same e.teill in te! and 
Ig 	llllll 11.111. 	lorm direilkags• or stvelling Ovo 011/0111/0,1 
111 lile 41/11.1 V.111/1/111011 /1/ 1110 ruellifids ovil i11 die ifnoeril ~I yfins 

	

ihe Indmg iba) valuen libiatised for casi, ol the 	phologic
o
al 

',n'ameren delernimed ro out ter unen are 1-11/1).  comparable lo values 

rivorlssi previously in mies. (15, 20-22) 

Dula una/pila 

bleans 10, all gritops were obtained ha each innrphological paran, 
crin 11101/01Ied, asid 	signilisarice Iras 41141,Sell by ANOVA and 
'alar coolinued using Studeins 1 let/l (S/J)Vie 10 	l'of 0/15eol C011, 

l'anulo, anee dillerenees anule% grourf are ropo,,,' as the percani 
chango, malo:nal analyse. .31 diese compansons, however, ocre per • 
111,111,1 w11h 1111, mea/nov.1 paranwiers rather han wilh "nein chante 
ealeulahoo6 For some analyse+, simple regressions Ocre used. 

Resulta 

General observalions 

Ovaran brain size and curling) and barre' fíela( crosiesec-
tional arcas difiera( among val and Tg mice and among 
d iteren( bines of Tg mica (Tabla 1). Uarrel no Inbar, shape, and 
anatomical definition, however, were comparable in Tg and 
mi mica (Fig. 1). No significan differences in body weight 
were observad between cal and Tg Ill(Cl2 (Tab)e 1). This is 
consiatenl with the relatively low levels of peripheral 
premorir of boli, IGF-I and ICHIP-1 transgenes in 'hese Tg 
maese linea (11. 13). 

Oran' welglits and brain l body ralios 

Consistan( with previous observations (7, 8, 10, 11, 13), 
ICF•boverespressing Tg mire showed significan) (recreases 
in total brain weight, whereas 	Tg mire liad redorad 
brain weights comparad with ml mire (Tabla 1). In ICH Tg 
mica, brain weight increases ranged from 22% lo 91% in 43L 
and 25L Tg mire, respectively. In CL and BL IGFBP-1 Tg 
mire, bra in weight was &cremad 22% and 24%, respectively. 
Crol s-breeding 52L 'CF.' Tg mica with 1.1L ICFBP-1 Tg mire 
((C1'.1/1C,1111.-1 cross) produce,' animas with 13%, heavier 
Mol' Wall». (hall thinie in set mica. 'CF.(/ IGFBI'-1 cross Tg 
mica luid 28%. (1' < 0.(001) smaller brains iban nativa 52L 

Tg mire bol 34% (11  < (1.0001) largar brama 'han nativa 
111. ICF111'.1 TC ;ince inelicaling Out IGRIP-1 M'anuales the 
citarla of the 	iransgene cre brain growilt. Fu rthermore, 
Ihe &gra!: uf kansgene expeciisinii in brain corresponded lo 
brain size, as asse6sell by Norlhern blot analysis (dala out 
bilown). The rank arder of transgene ICF-I mILNA abun-
dama in 1GF4 Tg mica (26L > 32L >52L > 50L > 43L) was 
the sane as iba' ul brain weight (Tabla 1). when:as the 111. 

Tg robe exisressed more IG6111'. I Iransgeiw and liad 
anialler brains than CL 1C1111'.1 Tg mico,. Taken 
diese findings indicare that the changas in brain size in IGF-I 
and ICF111'.1 Tg mire depend opon the amount of IGF-1 
available, and suggesl Mal limitations in IGF-I availability 
may ill1pOtie a developmental ronstraint ore brain, cortica', 
and barre) growth (see he(ase). 

Brain weight/body weight rabos were increased in MOM 
IGF•1 Tg omisa linar and in IGF-I/ICFBP-1 cross Tg mica, 
and weredecreased in IGFBI'd Tg unce comparad with those 
in wt mire (Tabla I ). These differences in brain weight /body  
weight rallos are doy lo changas in brain weight vial' no 
alterationa in body weight. Changas in brain size in ICF-I and 
IGFIW-I Tg Mire, Bit:refute cannol be attributable to mod-
ifications of body weight and /or body dimensions. 

Corral,/ are«, tata/ barre( urea, and barre( 	/Vilo/ 

Cortica' arao was increased from 29% in 43L lo 81% in 26L 
'CFA Tg mire comparad with that in wl mire (Tabla 2) 
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Fin. I. The 114100,  In wt and TO mire. Plinto/met in:rindo. from SHIlnitiiined langentiol 	throughout layer IV of SI in ea mico la) and 
ie 134. IGE111n1 Ib1, 261.1G14.110, and IGY-1/1GF111'.1 croad Tu mico (d1. 'l'he number and chapo of l'611131,  berro!' are comparable in wt and 
Ti mire 

TABLE a. Toliel bierrol I. n I tmtortil litime, and 	 muto. in II IF.1. 	/1,111'. I. itettl RIF.VI(F111.. I 1121/111. Crin,i 	/met, ¡mil 
their atild-type iwt1 'Merma'. 

Sum uf loirrol oreas /men" Corte. eme Borrelkorten Filio 

144 	OS 
2.42 • (I. I1r11I871 I 1 
2. III 0 ic ic or 1521 	1 
2.18 .0 001.1017.1 1 

01 	1 
112: 4" 417.1 
73 a 2" 14311 / 
76 e 1" 147% / / 

0.026 ± 0.006 
0.026 ± 0.002 
0.030 0 0.004 
0.029 0. 0.001 

2.113 	o.ntr 1413 I1 6.72 r 1647.11 0.024 ± 0.004' 
1.111 	t II 117 	i:131 	i f,9 	I" 120%. t / 0.029 .• 0.006' 
I El t. 018r 1273. I i 60 0 I" 1301. I 0.026 2 0.006 
1.20 2 0.02" (127. 1 1  46 ± 1'110%1 1 0.027 2 0 002 
1 ott a. o o:r 120.1 41 ± 1"129'11 1 0.026 2 0.003 

Normal In • 6) 
261. IGVI In - ni 
501. IGY-1 In • 10 
621. ICF.1 In - 71 
321. IGF.1 in - 7) 
431. IGF-I In 	/0 
1CF.1/1431,01,1 In • 1/1 
CL 101111.1 in • Si 
111, ICFBI'-I In • 01 

Valuee ere the alean 0 aro. 
• P < 0.0001 m. nit mico. 

< 0.01 tu. tal entre. 
"P • 0.06 oe. tal miee. 

contraat, cortical crea wao devreased in CI. and IlL 
;mire by 22% and 24%, respectively. In 1OF-1/ icrord cross 
lig mire, cortica, aren avaa increaaed 13% (P < 0.0001) anal 
.77%(P < a 0.0(01) aboye VA1111.11 lor cortical arca in vd1 anal  

nativo IGFDP.1 Tg mico,, milpees ively, but aval decreased 13% 
(P < 0.0001) compartid to thuee in native ION 521. Tg mi«. 
Relativo cortica' arca (for the IGF-I Tg mico, 261. > 321. > 
521 > SOL >434; for the IGFDP-I Tg mice, DL < CL) corre- 
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spunded tu (he de fina of I ramigene expression. Cintiparisons 
of percent changes in brain weight and cortica' area among 
Tg mice, however, indican: that cortica! area varialions are 
Oil precisely pwportional tu ehanges in total brain weight 

I.ur instante, in 26L 'CFA Tg mice, brasil weight increased 
more (91%) than cortical ares (81%)„ whereas in 32L 1CF-11'g 
mica, cortica' area increased more (64'%) Iban brain weight 
(56%,, Tables I and 2). lIctupie expression of 1G171.1P-1 also 
affecled total brain weight and cortical area tioniewhat dif- 
ferently. In CL 	Tg mire, brain weight was 22% 
decreased, whereas cortical aren was only decreased by 10%. 
In 111.11:11W-1 	With di inellSitilis Viere Mine silliilarly 
redtwed (24% and 19%, respectively). 	d if fi:n.101a' effects 

ICF•I and IGEOP-1 expression un brain and corti, al di-
inensions a (so were seco in ICILI/10.11'.1 cross Tg nuca in 
I hese hit•, brain weight was onl y mercases) by 13%., whereas 
cortical area was increased by 30% comparad tu duna in wt 

Brain weight and cortical relativo dintensions thus, 
mere alterad independently (ron, eaeil other LO some colon, 
probably due tu regional v31331100 in 	 (II, 
13). 

Total barre) arca was increased from 33'1, in 43L lo 68%, in 
26L IGF-1 Ty, mice compared with that in sol mice (Table 2). 
In IGF131'..1 Tg mice, total barril area was decreased 12%, in 
mice from (he CL and 24% in thuse from the 13L. In IGF-1/ 
IGE131'-1 cross Tg mico, total barre) atea odas increased 27'%, 
(I' < 0.0001) and 411% (1' < (1.0101) compared with lhose in 
normal and nativo 13L IGFLIP-1 Tg mice, respectively, and 
mas decreased 16.1(1' < 0.0001 )cumparei.1 	I hal in nativo 
52L IGF•) Tg mice. Comparisons of percent changos in cm- 
liCal and total barre) aleas 	Ig linee indican: that (hese 
dtanges are l'u( proportional. l'Idead, in the IGV-1Tg mouse 
Unes SOL, 521, and 431. and in both linces of 1G1111'.1 Tg mice, 
bairels were l elatively hure allecied than the cortes, 
whereas Ilw opposite mas true lar 261. and 32L IGF-I and 
IGI'-I/IGFUE•1 cross Tg mice. This differenhal response by 
the cuides and 	reos tiwespression of bothirilititgellesled 
tu 	bul signilicenl, Varialions in barre' / cortes ratio,: 
lllll 	.1.8 mous.: hiles (Tabla 2). Ibera. rabos "hule that 

largor brains du nul always have coriespondingly larger 
barreis (compare, for instance, SOL, 52L and 321. in 'rabie I). 

changes in total barrel arca in nur Tg 	Ihus, do mil 
irise simply as a consequence oí chaligeb in cortical mea. 
.rhese observations 1/11111Whi that cortica! and SI barrel field  

relativo Jillielisions May chango lu Sume extent indepen. 
dently alter variations lo Ilw availability of neurotruphie 
factors, such as ICE-1. 

PAILISP and burrel ertNIS.Seelientil oreo 

I'MLIF and barre! crosss•sectional arcas were increased in 
all five linos of IGF-I Tg atice compared to (hose in wt 
wnnanw (Table 3). The percent increase in l'hIBSF ares, how-
ever, variad from 25% in 43L Tg mire to 60% in 26L Ts mice, 
and Ihat in barre! area rangos) from 27% lo 67% in (hese same 
Tg intrusa finca. Barret cross-sectional area, thti, increased 
2-12%, more Iban MOSE arca in IGF-I Tg mice, indicating 
that barreis are n•lalively mole affected by IGF-I overex pres. 
sino) than the l'MIISI' as n whole. This is cunsislent with the 
finding that barreis grow relatively more than SI and the 
cortical maulle during ¡maniata' brain development in rato 
(19). 

I'MlISF and barro) cross .seciional arcas viere similarly al• 
fected by IGIIIIII-1 eopression; both were decreased by 13% 
in CL and by 25% in OL IGF111'.1 Tg mice compared with 
)hose in wi atice (Table 3). In IGF-(/1CFBP-1 cross Tg mice, 
barre) cross-so:tonal aren was increased by 14% (P < o.00)1t) 
and 51%, (1' < 0.00(11) campa red with (hose in wt and native 

Tg mice, respectively. !CFA/ IGF111'.1 cross Tg mice, 
however, had reduces) 1.1411SF and barre' arcas comparad tu 
nativa 52L 1GF•1 Tg inice. Fin. tty, I'MISSF and barrel cross• 
sectional arcas were highly currelated in all lunes of Tg mice 
(r = 0.56 P = (LOW luir IGF-1Tg once and r = 0.97; P < 0.1X101 
for IGE131'.1 .1.1.1 mice). In contrast, neither I'MBSF nor barre) 
arca was t'inri:1,1W with cortica' arca in (Cl.('  (26L: r = 0.41; 

= 0.72; 321.. = 0.17; P 0.68; 43L; r = 0.53; P 0.47; 501; 
r = 0.64; )' = 11.35; 521., r = 016; I' = 043) and 1GFOP-1 (131., 
r 	11.96; E = 0.6, C(.: r = 110: P = 0.09). Changos in the 
Jintensionc un the barrel field in IGF71, IGFI3P-1, and ICE-
1/IGFIll'.1 cross Tg mire, therefore, do nut madi from un). 

sir ndurliuls of the corleo, 
because heavier brains contaiiiing the largad cortical mutiles 
1161 1101 alw•ays have the largest somallc rcpresental)ons. 
These observations also strongly argue against the changas 
in I'MUSF and banal size betng simply a resulto( differential 
flalleiling uttle tul histological processing ora consequence of 
differences in the inane uf seCtioning. 

'123111,1; 3. Ctwwww.<11,/nal aura sil 1.1w 121.1103F .1113 0!111.1111111111/1111111111/111111d 1111.011111rel itrua m Olmo priniary sornatin aenaory Cortos of 
IGF I, 101,111'.1, and ICF.I/IGY111'.1 1521./131, Grosor 't' 	mire and 	wild.type 	vil Interinatos 

Lar* Avrnwelmmel amo loww/o 	 1$1111« «realehten11 Inter/mm.1 are. lima.' 

0.20:0.02 
O 47 7 0.04' 102% I / 

Normal h, s 01 
201. IGF-1111 

11.0451 7. 0 0114 
0 002 i 11.007" 1675 

1.110 • 0117 
2 89 	0.01- 

501, IGF.1 in s 61 0.1177 7. 0.008.1562 2 61 ± 0.08"145% 042 7 0.01' (45% r 
521, IGF.1 In .t 71 0.074 7 0.0014" 1502 2.00 u- 0.00' 1389 0.35 	0.0r 121%11 
321. ICF•I fa = 71 0.067 7 11.004" 130% 2.41 7  0.05"114`. 0 36 	o.or 131%11 
431,161.1 t,t • 0.063 	0.004" 1277/ 2.26 7 0.05'125% 0.38 	0.04' 135%(1 
Itir•VICY111'.1 0.11116 7 0.004- 147 2.26 7 0.01" 13.5% O.» 	0.01 14%) 
f.% 14:1111'.1 
111. wriiiki in - oi 

01/43 ± 0.004• 	132 
0.0:17. O 004•' 1252 

1 titi • o or 11.74 
1.12 7. 0.04'1267 

0.3050.01 	14%1 
0.36 ± 0.03 1141 

11..11111111 / 
P , 11.01811 wo *o *me. 

"P <0.01 ea wt mire. 
' 	c 0.05 **. *1 mico. 
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Barre( height ami m'ame la the l'AIIISP 

Beca use the gleateeet differeisee, u, MINI' and Kern-tarea. 
were round in 20L ICF.I and 111. 	1g mece WIN•11 

compartid svith wl mete detailed evaluation in the in tren 
effects of 	uso barree stnecture and developrnent were 
pursued in illem I g nwusc hiles. AH Wiill 1.64051,  anal barril 
cross-sectional ama, barree height and barril voluene were, 
respeetively. increased 18%, and 98% in 26L IGF•I Tg mice 
and decwased 20%. and 39% in hl. icrnv• 1 Tg mice, come 
pared tu thow en wt Interinatos (Fig. 2). 

Couto «chapad urea, 'lamber, usad destody lwonom ur 
PMBSF bornefo 

The cross-seetional mea uf barril ataron cele 1.,0d10.1 was 
increased 33% in ICF-1/261. Tg mice and decreases1 101. in 
111. IGF011.1 Tg eran compared with 	sil animal,. 
(Talle 4; photomicrograpits sleinonstrating ihes difference 
are shown In Fig 3). The average ayunen number en carie 
barree (counted m single barre) sections), however, did nen 
vary significantes, aniong mi and Tg mece (hable 4; see alzo 
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IGF111,1 Normal 10E-1 

Fai 2 enma-olorlion.ii urea flop pororl I, Iweahl Ilmehile. 'm'ovil. and 
(borroui paaoll uf PMI181,  borrarla in 251. it;11.1 and III. 
IV more and t heir wl litterrnineu n 	for trmounevtional 

u••• and rolunle, .1.1.1 o • 11 Les Ivcighla Dobla. Ihe mero 	01.5 
•, P• 0.001.  

ig. 3). keine*,  haferl vedo mes del lee est among the ganares eh( 
linee, the average number of nennens in carie barril vea. 
encreased 24'%, in 261. ILF•1 Tg mece and decreased 15% in III. 
IG11111'.1 Tg mies' compared to that In wt mece (Table 4)  The 
enervases in munas number m ICX-1 Tg mire and the de-
creases in 11;11111-1 Tg mies- are consiste:ni with changue, in 
DNA coinent measured in biains oí ItIF.1 and IGFB1'.1 Tg 
mece (9, II, 13). Despile the increment in the number of 
neuruns per barre), neuronal density was decreased 39% en 
I'MIISF barreis of 261.ICF.ITg mire (Talle 4; set- also ni; 3) 
11w opposite was trua lar 111 IGELIP-1 Tg mece. Although 
barrel neuron number mas decreased, barre) neuronal den. 
sity was increatied 39% coonpared with that in wt mece. Sim-
ilar inereases in cortecal neuronal densii y llave heces reponed 
en IGF•I knock-out mice (12), a mouse model that. libe 

Tg mece, reflects decreased ICH availability. Mude 
ificatieens in ICILI availability, there(ne, kr) lo changos en 
neuron size, number, and density in Tg mice. 

Aren oí soffmetary glomeredi 

fhc aren ol olfastory gloineruli was increased 10% in 261. 
1C.F.1 Tg mice compared lo that in wt litlermates (mean t 
si si. 0.0070 t 0.0011 and 0.(1064 ± 011017 mor', respectively; 

< 0.05). 	oreo of thew modules in OL ICF9P.1 Tg mete 
1011064 ± 11.31(111 	 however, dist out differ from that of 
olfaclnry glomeruli in wt anemia. Because SI barreis mere 
relatively more af (vetes' Osan Illfactory glomeruli, it is ap. 
parral that ICH exerts a alegree ul regeonal speedicity. Sup-
lan( for thes conslosion comes irme Me Mulles 11sa1 ICH 
IN: lineen eminulates the growili elf the parietal cortes, bu I nol 
that of the tillaclory bulb %Wien these reyouns are implanlrd 
1010 elle eye's anlerior chansber in rol,. (23, 24). In addition, 
our observations for the olfactory bulb argue against the 
chango. in 11M0511  and barril dimensions in Tg mice being 
the resten of ilitferential flatiessing nr Ilifference% in lbe cut-
ring angle, because harte' and otras-tory glomerieli arcas mere 
bolle determinad from the same series uf flagened langential 
sections 

Anees solusiker pudo and Minino, and lhe muss:Ler of 
infraoraltal 	Iflyeillitlf anuos 

The orea of the whisker pads, the cross•sectional arca ot 
whisker follicles, and the number uf myelinated asnas in the 
infraorbital 111.1rWl• were not siatisticallv different among 261. 
IGF-I and 111 	Tg mece and their wt Interinato. (Table 
5). Changes in the relative size id the I'MIISP and its C1111• 

inducid barreis. Illou, are independent oí changos in the sen. 
sory periphery. 

Di4C140/11011 

Our data intlicale iba) icr.i overesprosiiim in Tg mice 
increases brain, cortica', and I'MUSF barre) dinvensions, 
misereas ectopic brain cima...Men of 1G11111.1, DO enhebillo of 
IGE-Iactions, has °premie effects. Tg mice with 11w highesi 
IGF-1 ur ICF131'.1 transgene expression liad the moler affeeted 
brains and cortica' mandes. Furlhermore, mies' carrying bolh 
1CF-1 and ICFU11.1 transgenes Izad braing, cortica' manller 
and barree field• inlermed iale in uzo lo num of native IGF-I 
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TAALE 4. Croes- tonalarca, number, and denaity of neurona m 1'51115F buriel. of 261. 1GF-1 and 111.1GF111...1 Ta mica and their al d. 
typa (ad) lalarnlowa 

Lino 
111118F 1~114 mona. 

Cnroaeettonol ano I oon'l NuJundle 54/ Mm secUon Total no U•nahlylilMnam.  

Control in o 21 
241.101.1 	r 31 
111. IGY111,1 in • 3/ 

	

641.13 	12.241 

	

00.42 	13.4 r 133% 

	

61.41 	t 	10.510111Y1. 
1 

4441 25 
4111, 	• 	211 
471). 311 

1590! 101 
1066 	M" 1245 1 i 
1344 ± 86"1151, 1 

1.11 a 041 
I 1 ± [vos^ 130'1 1 / 
2.5 o 043'139111 

Velem are the masa ± 
• P < 0.0001 us. sol mico. 

<0.05 ux •40 miar 

0.1 mm 
3'1,: 	l'Itkonwrograulha 	,rerol 	1,tomad tachono r 	 2411. 1(11,•1 iAi and 111,101131'T te' Tp non, and Iron, e sol Illterrnale 101. Ti.. 

6,,,,  1401us m cocó pliolomocrourilpil 111.1lione Individual Lunada 	'11m derrereneeo in Itarnol erusebseetional arca, me u ron eellbudy siso, and neo ron 
densuly can In. nevn 

'191nt.r. 5. Whoárr pad and Ldhcic atea 111111 	 Lrogeit...1.11 tu, ve myelindk,1 ;41111" in 261. IC1' 1 1.11, 101,111,1 Tg mire and their 
wild.type Imil liUtrineLa4 

LOW Wil1•11, 	114.44 Y/le:oh, lulbrit. “1 va 	 "1114011. 

1.41/r111111 	- 	111 1011'1'1.1.1 11241i 	• O 000 12.1420 1,900 
pi 1. 1111.110 161)1 	u 13239 • 111111 12.240 t 2,100 
IIL 11:1,111,1 In 	• 111 19111 	O IV/ ¿111 11.001 12.125 1,975 

Values are 42w mena '*5 

and ICF8P-1 Tg mace, indicating that 1CFDP-I attenuates the 
eflects of 1CF-1 overespression. These resulte demonstrate 
that alterad ICF-I availability is responsible for the changas 
in brain, cabal, and PMBSF barre) dimensiuns in that: Tg 
mico and confirm the impurtance uf ICF-1 in regulating over• 
all brain and cortica' growth. Our obaervations in SI are 
consistent with findings show mg that developing profect ion 
neurons of the somatosensory system exhibit ICF-I expres-
mon during periods ol neuronal growth and synaptogenesis 
12. 6). Togrther, thow data strongly suggest that ICF.I mod• 
utiles neuronal gruwlh in the develuising somatusensory 
pathsvity, and that limitaba» of ita availability Impuse a 
developmental constraint lo senaory mearon growth. Fut-
thernime, our findings show that the PMBSF providea an 

niodel 10 preohely delmeate 16F-1 adioi1li and 
meehaniuns in the prumntion of iteumn gruwth. 

Changas h1 ~wat and barrel lield dimensions asan not 
itrivortional. In some Tg aura, 11w corlen wal 111111e abacial)  

Iban the barreis, whereas the °oposite occurred in ollar Tg 
mice. A likely explanaban 1.01" 111i5 finding is that regional 
Varillii0lIS in ICF-I availability, resulting from dillerential 
expression of the I ransgenes, cid lo variabas' in cabal and 
PMBSF barrcl dimensions. Vste have shown that the exores-
siun of these iransgenes sanes among brain regions, and that 
Oto« regions with the greatest transgene espressiun eshibit 
the grea test altera tions in growth (I I). The size of the PMBSF, 
however, precludes direct assessment of transgene mRNA 
abundance, lt, nonetheless, seems reasonable ta asume that 
regional variabais in the availability uf 	influence the 
relative dimensions of the ncocortcs and PAUSE barreis. The 
differential spatiatempural distributions of ICF-I receptor. 
and 1CF8Ps and regional differences in the °nao ol tranagene 
expreitaion also could ~tribute tu variabas* in regional 
cortical growth. 

Unlike barrd di1111211610111, barrel abalar: and number mere 
(tul affeeled by 1111,411f iCalionbillICF•lavailability, suggusting 
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that ICH is not involved in barre) formation. This W not 
surprising, because IGF-1 toRNA espression is M'a detect-
able in the thalamibcortical pathway 011 alma postitmal day 
5 in rata (2), alter the time when reos) of the PMI151,  has 
already beca formal in 51 (14). Furthermore, we round Ille 
PM1151,to be normally («sushi, btit extremely S111.111, in ICX-1 
knock-out atice (unpublisbed dala). 1 lowever, it rentains 
possible that IGF-I has are influence un the time when tha• 
lamic afferents arrive in the developing cortes. Taken tu-
gether, our observations suggest that barril tormation and 
growlh are indepenslent protestes. 

Some of the «titilar processes by which modifications in 
ICH availability alter brain size Itave ¿tiren amsessed. 11 has 
betas shown that myelin production and conlent are hl. 
Creastd in IGF-In mice and detreaseti in IGFBI'• 13'g (9, II) 
and !CFA knock-out mice (12). The present observations in 
the barre' field of ICF-I and ic19w.1 Tg mice indican. that 
modificabais a IGF-I availability ala° ch,inge Ihe sumiller 
and size of neuruns and the V01111TIC 111 cortical layer IV 
occupied by neuropil. Barreis in IGF-1 Tg mice had 1.1/40" 
cells and contables] more neurons Iban those in al miel?. 
Barre) neuronal density, 110WeVer, was reduced, and barrel 
volaste was increasecl, indicaiing an increase in the barre! 
t'alome devoted to neuropil. In contras), barreis in IGFIIP-1 
Tg note had smaller cells and contained fewer neurons )han 
Mole in wt mire. Uarret neuronal densa), was increased, 
whereas barre) volante was decreased, indicaling a diminti-
tion of neuropil volume (25). Chango; in neuron retumba and 
neuropil volante are concordant with the total DNA comen' 
previously describes) in the brains of our Tg mice (7, 13). 
Thus, modifications in neuron number and size and in neu-
ropil valone accounl for chama, in MINE barrel size, and 
probably for show in overall brain anal cortica! dimensions, 
in IGF.I and ICHI1•1 Tg anee 

The mechanisms by which modifications in IGF-1 aval-
ability alter layer IV neunm number are not known. The 
number oí neuron precursor:, the rale of precursor prolif-
eration, the length uf the proliferation pitase, anal /or nell• 
natal 'aviva' ;my afluente munas 'tumba (2o-29). lo edito 
and in niwt studies have sitian that 1CF-1 can enlutas. neo• 
ron precursor proliferai ion ( I ) .1114.1111.11nm surviv,11(1, 311, 31). 
Our data do not directly distinguish among !hese 

flowever, we believe that modifications in IGF-I avail-
ability predominantly Med the survival of cortica' .red 
lainie neurons. A lllll ber uf observations ',tenlo" duo 
contestas'. In the mutase, corlical layer IV netift1111. MI: gen• 
erated at the end of geStation (32), and ccli death actas 
between embryonieday 19 and posinalal day (I'N) la in the 
thalanws and SI, peaking ore PNO in the thaiamus and l'N7 
in the neocurtex (33-35). The transgenes in our Tg atice are 
first expressed alter birth (11, 13). al a time when cell death 
recaes bid alter the generalion O( cortica' layer IV neurosis. 
Urain weights in these Tg mice do mil Jiffer from Illow in 
thcir wt littermates al birth (11,13), suggesting that the trans-
genes have not yen hall an aupad ore brain development. 
Taken togellter, tt appears that 111ro ellarig, in ha 
archttecture in Tg mice result from the diana of icr-) 011 
neuronal survival. 11 has tasen shown that the number of 
radical ella cardales with that of thalamic afferents (36) 
and, ihus, with Matalote neuron number. &catos,  ihe num- 

ber of thalamic afferents correlates with aren dimensions In 
the mirones (27, 37-40), the promution of neuron survival 
probably actas Will in the acicates and at subcorlical 
levels. 

Peripheral influyan% have beca implicated in delermining 
valios: slnieliiral (Cataras oí the barre) field (14, 41-44) 
Barril size and cal) number appcar proportional to the whis-
kers' sensory innervation density (14, 45), which, in luan, 
depends nn whisker size (14) We imestimated whelher SI 
stalC11.0.11 chongo in'Fg mtc occurred in response lo mod• 
ifications in body dallen:han% or peripheral innervation den-
any. Ni, differences in body weight, whisker follicle and pad 
sims, 01' the ilinerVatiOn density to whisker pada were found 
ansong Tg and wt mice. Theta' observations indican, that 
when there are changas in local trophic interactions, atrae-
oval changos in the brain, cortes, and barre) field can proveed 
independently from Istis,  and senmiry periphery influences. 
'Chis conclusitin is StreregMened by the rema findings that 
certain mutan' mice lack barreis despite having an intact 
rensory periphery (a naturally occurring mutant monte de-
scribed by Welker rl of. (4(i) and monoamine oxidase A 
knock-out mire (47)(. In the laner knock-out lince, barre) 
formation is profoundly alterad by changas in serutonin 
availability, suggesting that tisis amine plays a trophic role in 
the developing SI (47). Furthermore, a disproportion be• 
iween the number of netVeS innervating whiskers and barre! 
size has leen notad alter reducing whisker innervation den-
sily following prenatal ti eat rant with antinerve growth rae• 
lar antibodies (21), alter selective whisker ablation (42), and 
in mice with supernumerary whiskers (14). 

Elimination of redtindani connections by menas of neo-
nata' CoMpellt1011 fur nellMirophie (aclara la thOlig111 to play 
a maja role in establishing brain neuronal circuttry (48, 49). 
Agmon el ol, (39, 40) have recently shown, howcver, that 
thalainic 11,11.111inal arbors in the barre! cortes are progres-
sively elaborated with high topological precision, as opposed 
to being eliminated if0111 are initially extiberant panero as 
necios in the visual system (37, 18, SO) Kiddle el al (19) 
doctimented that barre' ewtiropil is progressively and meter-
tively constructed as posinatal development proceeds. This 
evidenco suggests 111M progressive, and not regressive, 
velopmental protemes sisare neuronal connections in the 
barril corten. Our 441,ervalions 111,11 barrel, remain disertar 
mimosa...II units t' espite 'heir si riki ng change in size and Mal 
neuropil volume isgreally modified in ICF-1 and IGFB1'.1 Tg 
mice suggest mitin selettive elaboraban of barre' neuropil la 
regulated by 	Tsigether 'hese observ,tliuns ind ira le Illai 
roles governing the development of thalamo-cortical con. 
nections are different in distinct corlical arcas. Although 
redundan( contwctions are pruned in the visual cortes by 
manso' neuronal comodition for neurnirophle (adora, lit' 
barre) corten terma lo selectively elaborate neuronal con-
nections in a fashion dependent upon the amount of lrophic 
f acli si s val lable. 
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THE MORPHOLOGY 

AND FUNCTIONS OF THE BRAIN 

Guillermo Gutiérrez Ospina 

nderstanding the relationshtp between 

the brain's morphology and function has 

lacen a fascinar ing and challenging sci-

entific and philosophical enterprise Once 

considered a device to cool off our bod- 

les, rhe brain is no longer thought of as a "cool-

mg system" but the organ where our 

sensations and en-10[1011S are une 

grated. More important, the br.un 

is the organ where our human-

ness resides and from which 

our individual identities 

emerge. liut how does ibis 

extraordinary organ creare 

illusions, expectations, ideas, 

obsesiono, emonons, lam 

guage and niernories? 

in other words, how 

does it creare rhe story 

of our hves? Neurobto-

logistsbelieve the answer líes 

soincwheie in the truncare 

and convoluted anatomy of 

the brain (Figure 1). 

A largo iraction of the hrarris 

tomas is ruede up ofconnecnons aniong 

nerve cells or neurona. 

Theseconnections forro cir- 

culis responsible for receiving, proccamg and stonng the 

information we percerve through our sensory organs. 

h la fan. [hen, tO think that studying how rhese con-

nections are established and assembled teto eircuics 

will load us m bet ter understand how the structure 

and furknon of the brain interrelate. 

Here, 1 will suckinetly describe cur- 

rent thinking un how the brain 

deals with the problem of aman-

bling neurakircurts It may 

surprise lay readers that 

the prevailing view sug- 

gests that the final geom- 

erre and function of 

neural circo -as ante miren 

many connectionsamong 

neurons ate removed dur-

ing brain growth. 1 will argue, 

1111WeVer, that the assembling 

of ricura] cucuits alto involves the 

progressive elaboration of new con-

nections as the bramo matutes. This 

gives use to more complot circuits, thus 

peoviding dse anatorruc substratum nec - 

essary for the bramo to accomplish 

some of its formidable functions. 

Figure t. Al Ihr and uf the righternth centro): the behefthas mental fulano» werc baalrud 
in particular regiona oírlo brain wat daply moled in tome neurologists miedo This tern: of 
Minking (plirenology) would laten provide the basu for the "localizationist" vicsv of brain 
functions chal still duminates, albeo in a difieren: contar, modem neuroacience (original by 
Spur-Me:1m reproduced in P l Chtirchland, Norrophrlogyll riman d • Urerfied &mote el' 'Ir< 
WirtriMroor, MIT, MA, 1992). 
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FtEFINING THE BRAIN'S CIRCUITEY 

In the 1960s, Nobel laureares David Hubel and 

Tornen Wiesel carried out a series of experimenta cha: 

provtded important clues about how neural circuits are 

assembled. Based on their observations of che visual 

system of growing cara and monkeys. Hubel and Wiesel 

concluded that at birth the brain has many redun-

dan( connectrons that are subsequently removed as vve 

rasure 2. In My mamila y bulo. un 1111111111AM, rural 111101111.111..11 

ir transfered (mm ilw eyes m the primary visual corma, in tbr 

bah pole of the brain. Hube' and Wiesel noticeJ that in adulr 
monkeys the visual curten reas 	ano antromic and fune- 
uonal units calle! ocular dominance columna (um:1- Under 

mal conditions, each of Mese columna receivea information (mm 
a single eye. For instante. red columna in the skerched adult sisa 

al corra nnly recrive information from the eh (red) cae. Funhermore. 

left (redí and right (black) eyo-assocraied columns alictruic 
throughout the adult primary visual corten. Ocular dominance 
columna, however. do nor tafia in the primary visual corten of 
newborn monkeys Ar birth. neural connections *updated with 

bah ()ea cwerlap entensively over the mire visual cortes. Ocular 

dominance columna M adult monkeys gradually emerge aíre, 

neurona in the lateral genrculate mides» (cc" darle blue) remos* 
many of their connections from the visual corten, as the animal 
matutes (Adapte! from D. Parees & J.W.lichtman. Prineiple, 

<Mural Development. Sinacer, ara, 1985. 

The brain is the organ where 

our humanness resides and 

from which our individual 

identities emerge. 

expericnce our surroundings during postnarai Inatu-

ration (Figure 2). Whar could be the purpose of remov-

ing connections among ncurons wlule che brain ti 

son maturing' Ir has been suggested that chis process 

refines the geometry and functional properties of neur-

al circuir, and decreases the number of erroneous con-

rICCt1011S between ncurons and (herr many potencial 

targets. Thus, apparently the final goal of reducing 

the nurnber of connections is to shape neural circuies 

in harmony with the needs imponed by che surround-

ing environment, thus roaking the braiOs functionrng 

more efficient 

Since Hubel and Wiesefs landmark experiments 

in the visual system, new evidente has been gathered 

to suggest that elimination of connections may be a 

general mechanism by which neural circuir, are assem-

bled in all brain regions. Howcvcr, a process hice chis 

is difficult ro reconcile with at least two facts, I) The 

brain and its ncurons greatly mercase in size from 

binh to adultImod (Figure 3) and 2; The elimination 

of neural vonnections mins to occur at a orne in 

developmenr when our hrains receive, process and 

atore increasing amounts of information, and when 

complex patterns of behavior progressively emerge 

(Figure 4). Severa( questions irise then from these puz-

zling observations, among them: How do the brain 

and its neurona increase their aire while neural con-

nections are removed? Why should neurona Mercase 

their aire if they lose contact with their neural peces? 

How can the brain progressively increase ira capaciry 

ro process and memorice information and generare 

complex patterns of behavior, while at che same time 

eliminating neural connections? 



a 
	

• r) ato ensa 

Figure 3. The Miman bulo mercases ras sur by aboca rour-fold 

during postnacal developmenti a) Al bittli, the human brain soceghs 
an •scrage oí 350 grama reaclung approvirnately 1400 grama in 

adultlumol. 6)1 hio mercase in brain sur nos only rebecas che "pas-
M'e"  elliárgrOltill o nolirinu and Mear u-lun.:trono. bol da "active" 

claburonon uf more “nplco orara, (Adapte,' (ruin 1) Turres, 
IVe10,11 ArilMay 0.1 the Grouvér níthe Bram, Cambridge University 
Tras, Carobridge, u.k., 1904). 

ELABOILATION OF NEW CIIICUITRY 114 TI II. BliAIN 

A mechanism whereby the brain's circuitry may be 

sculpted during postnatal development would be to 

progicssively add ncw connec:tions tu onmature neur-

al circuits. These additions would provide the anatom-

ic substratum necessary for the developing brain to 

increase its capacity to procesa and atore novel and 

relevanr information. Evidente supporting chis pos-

sibility has been found in the periplieral nervous sys-

tem, which as formed by neurona in the brain stens, 

the spinal cord and in small, seed-like structures called 

peripheral (terve ganglia (Figure 5). Thesc neurona givc 

rase to necee fibers that regulo,  the activity of organs  

such so muscles and víscera. Neurona localimd in some 

types o( ganglia are themselves targets of nerve fibers 

from neurona in the Tina' cord. Early in development, 

ganglion neurona receive many ribera but only a few 

connections are made. As postnatal maturation pro-

ceeds, the number of ribera reaching ganglion neurona 

diminishes. The rematning fibers, however, grow to mal« 

many connections wnh ganglion neurona (Figure 6). 

This observation suggests, therefore, that selective 

growth of connections also chapes neural circuits dur-

mg posmatal development. 

Recently, it has been demonstrated that new con-

nections are ala° made in the developing brasca after 

birth. The somatic sensory cortes is a region of the 

brain that contamos a map representing the body's ato-

face (Figures 7 and 8) This map in the human brasca is 
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oled the "homunculus" (Figure 7), and similar 

body maps exist in the brains of all manimals. The 

brame body map can be readily visualizo.' in rato and 

mice in which it is organizad in units terrned barreis 

because of their three-dimensional appearance. Each 

of these barreis representa sensory organs such as the 

facial whiskers on the surface of che skin (Figure 8). 

Studying how the pattern ofconnections arises in the 

rat barre) somatic sensory cortes, Ariel Agmon and 

bis collaboratou at the University of California, Irme, 

have demonstrated that neural circuits are progtes-

sively elaborated during postnatal hl, and that elim-

ination of connections does not occur in chis repon 

of the rat brain (Figure 9). Addition of new connec-

nons to immature neural COT,IIIS has been 

alzo documented in the olfacto-

7 system, spinal cord and 

cerebellurn during braco 

development Thus, 

together these obser- 

vations support the 

g idea that neural con-

nections are progre/sive-

ly added to immature cir-

culo in the brain and sug-

gest that different ateas 

of the brain use differ-

ent ways to shape their 

neural circuito dur- 

ing 	devel- 

opmau For insta:kr, 

while arras such as the 

visual rentero eliminase connections, 

odien, like che somatic sensory cones, 

appear to selectively creare more. 

Figure 5. The periphrral nervous system is 

fumad by neurona localued in the brain sten 

(be), :final cord (cc) and in difierent ryper o) 

nieve ginglia (4).111eur neurona and rant nave 

Flan (asna) eo ilikrent talan apero, thale 

replanta. «be tau dm, masada. gua meta-

reuma, ál besa besa, dar pupdr macea light 
alta sé farde Imaginad desunas by Andreu 

\tima% 154b tarifad boa P T. Cleakkaland. 

1992) 

wJall 
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Figure 6 Soma typcs 	neurons (round modoso) in neripheral 
ganglta are reached by nerves from the 'pina' cord neurom a) At 

baúl, many libera (disk linea) teach ganr„lion neurona Inn unly 

kv: connections (darla doro) are made en them: b) As develop-

nen, continuo and the adulo patean of connectiona u eatab. 

habed. the number of nave Libas diminahes abete the number 

oí contacta created upen ganglion neurona mercases This oboe, 

yermo suggesta that connections are added tu immature ramal 

during puntual rnaturatton (bom Puras and lachtman, 

085). 

SENSOR'," EXPFRIENC, AND NIURAI CONNECTIONS 

Up to chis point, I have described evidence to the 

effecr that the developing brain creares new circuitry 

as postnatal development proceeds. 1 'hall turn now 

to an explanaron as to how Chis might happen. I will 

summarize experimental data suggating that sensory 

experience spurs the elaboraron of neural connecnons 

in the brain. 

For some time, psychologisu have known chas envi-

ronments rich in sensory stimulation promoce and 

improve, so to 'peak, the development of the brain 

and its functions. Experimenta have demonstrated 

that groups of rara living in cages with "interesting 

obiects to explore and play with" have reJatively largar 

brains chan thoae living in environments with poor 

sensory and social srinalasioa. Anatomic compar-

nona of brains from both groupi of rata have shown 

that the number of neural connections increases in 

some braco regrons of thcwe animal, expoliad lo *en-

sory-enriched environmenu. Although 'hese experi- 



menta Kens to suppon the contention that increased 

sensory experience promotes the elaboration of neur-

al connectiona, u u important to pan( out that dif-

ferent paru of the brain respond differently to envi-

tonmental enrichment. V/hale tome regions of the 

brain indeed inerme in size, °cher:do not dung< and 

ruin duninish in their dimensions. Thus, (hese exper-

imenta show that the effects of enreched sensory 

ulation oro the elaboration of ncural conneduins are 

compita and that mofe remedo u norded befo« advanc-

ing further condusions. 

More dear evidence supporting the role oí senso-

ry stimulation in the development of neural orcutts 

cornea from saudita of the brain structure following 

the surgical removal of sensory organs (te., anatom-

IC deprivation). For instance, deprivation of visual cupe-

riente aher eye removal lea& to a reduction in the num - 

bcr of neurona, their sine and their connections in arcas 

of the brain that proceu visual information. However, 

anatomic deprivation of sensory organs probably alters 

interactions other than (hose dependen( oro sensory 

expericnce, making rime interpretation oí (hese results 

difficulz This shortcoming has Lacen solved by depnv-

mg animals of sensory stimuli without compronusing  

Farm II. a) Mace utilicen 

prende rutile information 

mamar" (or atoe 4111111ab in 

surtan in theta natural envi-

ronment, b) A. os humano. 

that rodeaos have a body rep-

naentation 'ornpronted• in the 

promary SOMitiC sensory cm 

tea of their bruno. roe tirad 

and, in panieular, the whiskers 

occupy a iargc percentage uf 
rhu body repreunratoon; c) 

71oe Muges representation rn 

fati and mace can be readdy 
icen in Ices uf the brain as 
remeto,: figures called bar-

tel.. Each of bese barreis in 

the cone represento each of 

che *hidrato en che face The 
anatema definition uf che 

whisker representauon, among 

other reunas. malea it a sun-

arhie morid to ask hos., neural 

connections are established 
during development 

anatomical ludo between the braco and sensory organs. 

An example oí chis kind of experiment is sewing che 

eyelids closed no accomplish visual deprivation while 

the oyes preserve (heir anaiomic position. These sorts 

of manipolation have confirmed that the absence of 

sensory acimut' decreases neuron number, their sita and 

the complexity of neural circuits in the brain. 

The mota compelling evidence supporting the 

hypothesis that sensory experience regulares neural 

sita and growth and the elaboration of new connec-

t'ion, has beca furnished by natural modela of incrased 

sensory stimulation. For insana, in lactating rata some 

groups of neurona and their circuir. mercase in sita 

and complexity as a result of suekling, the constan( 

Restrictions of the neurons' 

aóility to grow and create new 

circuitry might also play a role 

in the pathogenesis of 

neurodegenerative disorders. 

Figure 7. The hurnan 

brain to Jondol in niany 

dasionct regions 'opon-

tibie for processing dif-

(trent types ol in(ot-

mutan. a)Onc of -'Irse 

resumas u callad the pri-

muy amaste senoury 

~tea 	uta) lince 

ir merares rutile in(or • 

nason la.a, usual), mal 

▪ Abrasan tensperatunr 

orad pairo; b) The :omitir 

arnaory corres comuna 

a repteientation of rhe 
budy surface callad the 

luanunculus; C) Thu rep-

neerniatwn to ~letrita( 

diga:reved prettimably re. 

Ilecung anatornic differ-

«ION in the onuory inner-

asaron of &Remo parto 

dm: boches 



SOME FUNCTIONAL IMPLICAT1ONS 

Figure 9. The development uf neural circuir en libt barre) correa 

involves :he gradual elaboration of conneecionv a) For :n'unce, 
Al day (out aíre, birih (P4), only a few Manches mien,: from die 
nerve fihers :o the barre) eones; h) 	 day eigh: 

huwever. an  macase lo die number oí Manches re, nerve libo 
in the bairel conca is obscrved nese result‘ suggesi d at llllll 
regions of the brain assemble Olor curcuits by mutua:N; the 
number of conne,tions as opposed lo eliminating diem 

stimulation of nipples by hungry and demanding pups 

(Figure lo). nese changos in neural size enhance the 

ability of some uf diese neurons co secrete oxyrocin, 

the hormone diat facilitares mi& secretion. These dungcs  

disappear once the suckling stimulus ends alter wean-

mg. Time 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. 

ls the elaboration of connections necessary to accom-

plish normal brain function? Differen( lineo of evi-

dente document that Chis indeed is the case. It has 

been documented that neurons in different arcas of the 

brain (including regions of the visual system!) necease 

(heir number of neural connections steadily during 

pos:natal mai uration. Condiciono causing hormonal 

and or nutritional deficiencies, as well as some genet-

ic syndromes that impute the formaron of neural 

C011111M10115 during brain development. lead to mental 

retardation in humano, and in rodents, co low per-

formance scores In learning and memory tasks. 

Restnctions of the neurons' ability to grow and 

creare new circuitry might also play a role in the 

pathogenesis uf neurudegenerative disorders such as 

Alzhennefs and l'arkinsons distases. As with humans, 

studies of aged ammals have documented cognitive 

alterations associated to the degeneration of neurons 

and Mear connecnons in spectfic ateas of the brain. 

This cognitive impairtnent can ro some extent be 

reversed by treating the animals with protems, known 

as neurotrophic iactors. that snmulate neural growth 

and the elaboration uf new circ U118 in affected ateas. 

I he braMo capacity ro modify as anatomy and 

function is terrned plasticity, and perhaps it is bes( 

exemplifted by the paula) or total recovery of neural 

functions fullowing severo head injuries. Although the 

mechanisms underlying chis cecovery are not fully 

understood, n has bree) shown that, in mame cases, 

functional compensation follows the re-innervation 

of injured ateas by their original conneeting partners. 

This compensatory niechanism dependo opon the alnl 

iry of neurons to grov, and make cunnections in a solee-

cine fashion. 

While some regions of the 

brain indeed increase in size, 

others do not change and even 

dirninish in their dimensimrs. 



Figure 10. a) In lactating rata changa in the muiphology of 

neurona and 'heir circuits occur as a result uf sensory stimulai 

tion. An example oí 'hese chango es illustrated by comparing 

the size of neurona uf the p aaaaa n'ocular nudo» in the brain 

uf virgin (b) and lactating (c) rata. Neurona in lactating rail are 

urgen 'han in virgen rata, These dilterencea m neural aire dtaap• 

pele d'en weaning. tino suggesting that locking atimulus 

some, nunulatmn) ea important fiar the iiccurrence oí Mete 

changa 

Neural connections and brain 

circuits are shaped by complex 

interactions of biological and 

environmental factors. 

Addition of new neural connections have long been 

rhoughr ro underhe procesan such as learning and 

memory. In support of tina idea, it has been shown that 

certain paucrns delectrical sumulation directly deliv-

ered ro the hippocampus, a brain structure involced 

learning and memory, nos only strenrthen neural 

connections and mane their abiliry to tranamit infor-

mation, bus siso induce the elaboration of new con-

nections among stimulated neurona. Elaboration of 

new cuiinections has siso been reponed in che cere-

bellum, a 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 atore information comes from 

compararive anatomic studies among different ani-

mal species. These studies indicare that the progres-

sive minase in brain size during evolution resulta nos 

only from augmenting the overall number of neu• 

rons, bus from increasing the brain'' volume desored 

to neural connections. lt ts likely that Chis increment 

tn neural connections, and nos their elimmuion, led 

tu the anatornic and functional specialiutions of the 

mammalian brain. 

In summary, neural connections and brain circuits 

are shaped by complot interactions of biological and 

environmental factura. Although it has been thought 

that the elimination of connections mediares the áreas 

of these factor on the neural circuitry, recent evidence 

suggescs that the developing brain elaborares new ones 

as postnatal development proceeds. This addition of 

new connections to neural circuito may explain the 

increased capacity of the developing brain to process 

and atore information, ita abiliry co generase complex 

patterns of behavior and its capacity to recover after 

different rypes uf injuries. 
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