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Coad e

" 'La neocorteza esta constltulda por umdades verticales re!atlvamente

= i*cﬂmdrlcas (30 a 50 um de dtametro) que se exttende desde SU superﬂme hasta-

t

s profundldad D:chas umdades remben el nombre de mm[columnas y sus -

""caracterlsticas anatomtcas. neuroqutmlcas 8% ftsnoléglcas son smm:lares al
’ \Jcomparar cerebros de d;st:ntos mam:feros. No obstante esta constancra :
"(estructural aun se desconoce st el numero de smapsus por columna esta’ .
|gualmente preservado en cerebros de d:stmto tamano Asr, en el presente
-traba;o estlmamos el numero de _sinapsis en’ los barnles de la capa’ v de la
‘, corteza somg;osensorlal en ratones normales ¥ transgémcos que presentan
diferencias significativas en su .tai!la'cerebrgl. La sobre expresién del factor de
- crecimiento ;ins'ulina‘tip’o ' (IGF-1). en ratones transgénicos condujo a un
incremento en ¢l tamario cerebral y cortical, asi como en el drea y el volumen de
las columna en ta corteza somatosensorial primaria (81}, al ser comparados con
los fenotipos normales. En contraste, la expresién ectopica cerebral de la
proteina fijadora 1 de los factores de crecimiento tipo insulina (IGFBP-1) en
ratones transgénicos, condujo a decrementos en cada uno de los paramétros
antes mencionados. No obstante tas diferencias significativas en el tamafio
cerebral, el nimero de sinapsis por unidad de &rea (7 sinapsis/20_m?) fue similar’
en los diferentes grupos de animales, sugiriehdo que cada columna . esta
constituida por unidades mds pequefias que podrian corres‘ponder a
minicolumnas (Mouncastle, 1997). Asf, nueétras observaciones sugieren que ef
nimero de sinapsis por unidad de &rea columnar es ‘constante en cerebros de
diferente tamafio. Esto lleva a proponér fue los cambios .eh las din}ensiohgs del
cerebro, de la neocorteza y de sus columnas resultan de incrementos en el
ndmerc de minicolumnas é;ue los constituyen. Nuestros resultados también
sugieren que el aumento en el nimero de sinapsis reportado en cerebros de




mam:feros de mayor tamano resu%ta de a adlcmn de mlmcotumnas y no de un
lncremento en ei numero neto de smaps&s por mmtcolumna “
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‘ Vproporclones relatwas de Ios dlsttntos tlpos de células qUe las consmuyen sufy' S
-patron mtrmseco de conexnones y su neuroqu:mzca resu!tan sumliares al‘,;
‘ t,compararse cerebros de distmtas especnes 'de mamfferos. No obstante estai ,A;‘\ F{if
\constancla, se desconoce aun si-el numero de s:napms por mmlcoiumna dmere - ‘1
..en cerebros de dlstlmo tamario. Dado que el numero de conex:ones neuronales
;_parece ser funcién del tamario cerebral uno podna suponer que. el mcremento

en el namero de .conexiones observado en animales con cerebros de’ mayor

tamafio podria deberse a un aumento neto en el niimero de’ smapsrs por:

mimcolumna

Una manera de abordar exper:menta!mente el estudio de este aspecto
fundamental de la organizacién neocorfical, consiste en determinar el numero de
sinapsis por unidad de drea y/o volumen en cerebros de dlstmto tamano‘
provenientes de diferentes especies de mamiferos. Si bren este abordaje‘

‘comparativo es perfectamente factible, exusten algunos prob!emas mherentes alﬂ
él gue lo hacen un tanto cuanto lnoperante. Primero, es dlficd obtener cerebrost
de una varledad importante de animales eh conducnones adecuadas de ﬂjacién ;
Segundo, también se dificulta la obtencidn de un numero adecuado de cerebros‘ '
por especie animal que nos permita evaluar las tendencras poblacronales més .

que las variaciones individuales. Es por esto que; .en el presente trabajo

tomamos ventaja de las diferencias en e! tamaﬁo cerebrai de ratones‘
transgémoos (Tg} ¢on sobre expresién ‘del factor’ de crecimlento insulma tipo [
(IGF-I) y dé aquellos con producclén ectdptca cerebral de Ia protefna f'jadora 1.
de IGFs (IGFBP-1) para estimar el nimero de sinapsts por umdad de areal

minicolumnar cortical en cerebros de distinto tarnafio.

11




ANTECEDENTES |

Anatomia funcrona! dela neacorteza :
La corteza cerebral en los mamlferos espemalmente en Ia rata, esta‘ ‘

dividida en distintas éreas denominadas cortezas pnmanas y secundanas o

sensorio-motoras, y cortezas multimodales o asociativas (Fig.1). Las cortezas .,

primarias y secundarias motoras son responsables de recibir y procesar
informacion unimodal proveniente de los érganas de los sentidos por un Jado '( :
i.e., visual, somestésica, gustativa, auditiva y olfatoria), y por otro, de genei‘ar

comandos que permiten la efecucién del movimiento voluntario. Por su parte, las

cortezas multimodales o asociativas integran la informacion prbveniente‘ de

distintas regiones cerebrales, incluyendo aquella transmitida desde las cortezas

senscriales primarias y secundarias, permitiendo la percepcion y la consecuente

modulacién de las respuestas conductuales, motoras y cognitivas {Shepherd,

1994; Waite y Trace, 1995;Beatty, 1995) . |

Vias aferentes y eferenies neocorticales

Aferencias
Existen dos tipos generales de vias aferentes a la neocorteza, las denominadas

cortico-corticales e intracorticales, y aquellas inter e intrahemisféricas,
responsables de relacionar estructural y funcionalmente éreas homdlogas y
heterdlogas a lo largo del mismo hemisferio y/o entre ambos hemisferios
cerebrales, respectivamente (Killackey y Belford, 1979; Woolsey, 1990;
Nieuwenhuys, 1994; Gutiérrez-Ospina, 1997).

Existe también aferencias corticales provenientes de los distintos nticleos
del talamo dorsal que proyectan a porciones especificas, o bien que terminan-de
manera difusa en la neocorteza. Los nicleos del tilamo dorsal que proyectan
hacia dreas especificas de la neocorteza se dividen a su vez en tres subgruhos:
a) aquéllos de relevo sensorial especffico (ndcleo geniculado medial, Iateral'y

12



ventrobasal), b} los nicleos relacionados con mecanismos de control eferente
vinculados a funciones motoras como el ndcleo reticular talamico, y ¢) los
nucleos involucrados con funciones integradoras tales como el dorsomedial,
ventromedial y posteromedial, Las regiones 1alamicas que proyectan de manera
difusa son e! nicleo medial y los nicleos intralaminares que reciben informacién
del sistema reticular activador ubicado en el tallo cerebral (Killacky y Belford,
1979; Woolsey, 1990; Nieuwenhuys, 1994; Waite y Trace, 1995).

Otras vias aferentes corticales provienen de los nucleos del rafe dorsaly
del locus coeruleus, localizados en la sustancia gris periacueducta! del talio
cerebral (Nieuwenhuys, 1994; Waite y Trace, 1995; Ganon, 1998).

Eferencias
Las distintas regiones de la corteza cerebral envian proyecciones a una

gran variedad de estructuras subcorticales. Las cortezas sensoriales primarias
establecen contactos sinApticos reciprocos con cada uno de los ntclees
talamicos de los que reciben aferencias (i.e., eferentes cortico-taldmicas). Asi
mismo, eXisten vias eferentes corticales que alcanzan a las estructuras
denominadas ganglios basales y diversos nticleos a lo largo del tallo cerebral.
Finalmente, fibras nerviosas que nacen de las capas profundas de la corteza
cerebral motora, alcanzan las astas anteriores de la médula espinal formando «!
tracto cortico-espinal, responsable de enviar informacion que permite la
ejecucion de los movimientos voluntarios {Peariman, 1985; Price, 1995;
Nieuwenhuys, 1994).

13



Figura 1. Vista lateral de 1a corteza cerebral de la rata. Se muestran LF 16bulo
frontal, LP 16bulo parietal, LT lébulo temporal, LO Iébulo occipital, CO corteza
orbital, Cl corteza insular, CP corteza perirrinal, M corteza motora, S1 corteza
somatosensorial primaria, A1 cotteza auditiva y V1 corteza visual (Modificado de
Zilles 1990 y Beatty 1995).



x \Htstof:swlogta de Ia Neacorteza Cerebral Generahdades : -

La. neocmteza es una.estructura orgamzada vertxcalmente en columnas y\: o
honzontalmente en Iammas de celulas (Fsg 2) ‘La orgamzac:on vertlcal ‘o

columnar de la neocorteza (Fig. 2a) fue descubrerta por Vernon Mouncastle con
ayuda de técnicas electrof:smiog;cas en Ios afios 50'3 Desde entonces un gran
numero de estudios anatémicos y e!ectrofrsno!ogrcos han demostrado quef las

neuronas neocomcafes estdn organlzadas en mlnacolumnas cuyas dtmensmnes ‘

se encuentran entre los 35 a 60 pm de didmetro. Estas mmlcoiumnas corren

paralelas unas a las otras a lo largo de toda la extensuén neocomcal y desde fa

profundidad hasta su superficie. Cada mrmcolumna representa una umdad"
basica de procesamiento de informacion, por lo que el ndmero y la densidad

neuronales, asi como los patrones de conexidn ‘que se establecen entre las

neuronas que las constituyen, son esencialmente similares al comparar
minicolumnas de distintas 4reas de un mismo cerebro, asi come al comparar
minicolumnas de cerebros provenientes de distintas especies de mamiferos
(Rockell y col., 1980; Mouncastle, 1997). La estabilidad estructural de la
minicolumna se traduce también en una estabilidad funcional y neuroguimica
(Rakic, 1988; Swindale, 1990; Mouncastle, 1997). Las minicolumnas ‘se agrupan
en entidades anatémico-funcionales de mayor ‘;amaﬁo (300-500 pm
denominadas médulos (Woolsey y Van der L.oos, 1970; Armstrong-James, 1975;
Towe, 1975; Woolsey, 1990; Killacky, 1990; Mouncastle, 1997). Estos médulos
agrupan minicolumnas que reciben, integran, procesan, y generan un mismo tipo

de informacién, que es especificada por sus conexiones aferentes y eferentes

(Woolsey, 1990; Senft y Woolsey, 1991; Favorov y Kelly, 1984; Malach, 1994;
Mouncastle, 1997).

14
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La neocorteza esta también organizada en seis capas (Fig.2b). La éapa I

o molecular estd formada por fibras nerviosas provenientes de los nuc,ileo,‘?,‘
taldmicos inespecificos, del locus coeruleus, y de los nicleos del rafe dorsal. .
También estd formada por las dendritas de las neuronas piramidales de las -
capas corticales subyacentes, ademas de neuronas pequefias: La capa il o -

granulosa externa se caracteriza por presentar un predominio de neuronas
piramidales pequefias gue envian sus procesos dendriticos a la capa | y sus
axones hacia las capas mas profundas. La capa Ul o piramidal externa esta
constituida por neurona piramidales de tamafio intermedio, Sus dendritas
proyectan hacia ia capa |, mientras que sus axones hacen sinapsis homo‘-‘ y
heterotdpicas con fibras ascendentes y tangenciales de los hemisferios
cerebrales ipsi- y contralateral. Ademas, las colaterales axénicas de las
neuronas de la capa lll establecen contactos sindpticos con neuronas de la
misma capa y de las capas profundas. Las capas IVl reciben aferencias de los
niicleas del rafe dorsaly del locus coeruleus. La porcidn profunda de la capa Il
también recibe escasas aferencias de los nicleos taldmicos especificos. La capa
IV o granulosa interna se caracteriza por presentar neuronas piramidales
pequefias que establecen conexiones intracorticales. No obstante esto, el tipo
neuronal predominante en esta capa es el denominado espinosa estelar. Estas
neuronas mantienen sus dendritas en fa misma capa, y establecen conexiones
entre sf y con las células de las capas IHll. Las neuronas espinosas estelares
son el blanco principal de los ndcleos talamicos especificos y de areas
homotdpicas del hemisferio contralateral. La capa V o piramidal interna se
caracteriza por tener neuronas piramidales grandes (i.e., Neuronas de Betz).
Esta capa recibe aferencias de las capas 1I/1ll homo- y heterotépicas, asi como
de los nucleos especificos taldmicos, del locus coeruleus y de los nicleos del
rafe dorsal. La capa V cortical constituye la aferencia motora de la corteza por lo
que los axones de sus neuronas piramidales proyectan al cuerpo estriado, al
tallo cerebral y constituyen el denominado tracto cortico-espinal, todos
enhcargados de enviar los comandos necesarios para orquestar el movimiento
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voluntaric. Finalmente, la capa Vi o de células polimdrficas posee neuronas de
tamafio variable predominantemente de los tipos fusiforme y piramidal. Esta
capa recibe aferencias de las capas I/ili homo- y heterotdpicas, asi como de los
nlcieos especificos talamicos, del jocus coeruleus, y de los nicleos del rafe
dorsal. La capa VI le da origen a tractos nerviosos que establecen contactos
sinapticos reciprocos o no, con estructuras subcorticales (Purves y Lichman,
1985; Pearlman, 1985; Zilles, 1890; Shepherd, 1994; Sur y Coway, 1995;
McConnell, 1995; Levit y col., 1997).

Todas las capas corticales poseen ademds un fuerte aporte de vasos
sanguineos que llega a alcanzar el 15-20% del area total. Asi mismo, las capas
poseen un porcentaje importante de células gliales y de intemeuronas
GABAérgicas (Purves y Lichman, 1985; Peariman, 1985; Zilles, 1990; Shepherd,
1994; Sur y Coway, 1995; McConnell, 1995; Levit y col., 1997).

Citologia neocortical
De manera general, las neuronas neocorticales pueden dividirse en dos

subtipos: las neuronas piramidales y las no-piramidales (Fig.3). Las neuronas
piramidales, que constituyen un 70% de la poblacién neuronal total cortical,
poseen un cuerpo celular piramidal y sus procesos dendriticos emergen de los
vértices. El axén puede salir de un tronco comdn con una dendrita o
independientemente de la base del soma celular y distribuirse en zonas
corticales ipsi- y contralaterales, asi como en dreas subcorlicales (Nieuwenhuys,
1994, Parnavelas y McDonald, 1983; Zilles, 1990).

Las neuronas piramidales presentan contactos sindpticos asimétricos o
excitatorios que se observan distribuidos principalmente sobre sus espinas
dendriticas’. Las neuronas piramidales ocupan predominantemente las capas I,

" Entre las neuronas de la corteza cerebral existen dos tipos de sinapsis, las sinapsis asimétricas o tipo I ¥
las sinapsis simétricas o tipo [ Las primeras se caraclerizan por tener vesiculas esféricas, y se ha sugetido
qQue contisnen neurotransmisores excitatorios (i.e. glutamato). Estas sinapsis presentan una banda de
material electrodenso asociado a la membrana postsindptica. Las sinapsis simétricas o tipo Il presentan
material efectrodenso en las membranas pre y postsindpticas. Las vesiculas de este tipo de sinapsis son

planas y e ha propuesto que contlenen neurotransmisores de naturaleza Inhibitorle {i.e. dcido gama-
aminobutirico GABA).

16



Neuronas Piramidales

Neuronas no Piramidales

Figura 3. Dibujo en camara ldcida de los diferentes tipos de heuronas presentes en
la neocerteza de la rata. (I, A y C) Neuronas piramidales pequefias de axén corto,
tipica de la corteza somatosensorial ($1), (I, B} neurona piramidal pequefia de la
corteza estriada, (I, D y E) neurcnas estelares espinosas de la corteza estriada.
(il, A) Neurcna no piramidal, bipolar de la corteza visua!, {ll, B y C) neuronas no
piramidales en canasta, (ll, D) neurona no piramidal de

la primera capa de la negcorteza, (Il, E) neurona no piramidal tipo candelero, (Il, F)
neurona no piramidal tipo doble penacho, (I, G} neuronas de Martinotti de S1, (i,
H) neurona tipo glia de $1, (I, J) neurona no piramidal muitipolar de S1, (I, K)
neurona multipolar de S1, (II, L) neurcna estelar de la corteza visual, (Il, M} neuvrona
astelar de la corteza visual primaria (Modificado de Nieuwenhuys, 1984).



I, Vy Vi de la corteza cerebral (Nieuwenhuys, 1994; Jacobson, 1891; Beatty,
1995).

Las neuronas no piramidales constituyen el 30% del total de las neuronas
en la neocorteza. Este grupo de neuronas puede ser subdividido en
interneuronas excitatorias e interneuronas inhibitorias. El tipo celular mas
importante de interneurona excitatoria en la corteza de los mamiferos es €l
denominado estelar espinoso. Este tipo celular posee un cuerpo pequeno y
dendritas que radian desde él mismo, o bien que muestran una estratificacion
predominantemente horizontal o vertical. Su ax6n y colaterales establecen
contactos asimétricos con neuronas estelares espinosas localizadas en la misma
capa o con piramidales ubicadas en capas superficiales y profundas (Rockeli y
col., 1880; Parnavelas y McDonald, 1983; Handon y Zoran, 1994; Bourgeois,
1997). Las neuronas estelares espinosas se localizan exclusivamenie en la capa
IV, y son el blanco mas imporiante de las aferencias talémicas provenientes de
los niicleos especificos (Jones, 1983; Parnavelas y McDonald, 1983). Otro grupe
de células excitatorias neocorticales esti formado por interneuronas bipolares
que muestran un cuerpo en forma de huso y ramas dendriticas lisas © con
escasas espinas orientadas radialmente. Los axones de las inlerneuronas
bipolares excitatorias se ramifican localmente estableciendo sinapsis asimétricas
axo-dendriticas que posiblemnente refuerzan a las aferentes excitatorias talamo-
corticales. Estas células estan presentes en distintas capas corlicales, y parecen
recibir aferencias de las fibras talamocoricales y colaterales de las neuronas
piramidales (Nieuwenhuys, 1994; Jones, 1983; Price, 1995).

La corteza cerebral posee ademéas de las neuronas anteriormente
descritas una poblacion de interneuronas inhibitorias no piramidales que poseen
dendritas libres de espinas 0 con un nimero de espinas muy reducido. Sus
axones nunca dejan la corteza, y sus colaterales axénicas se distribuyen
locaimente estableciendo contactos sinapticos simétricos sobre sus blancos
postsinépticos. Aungue existen distintos subtipos de interneuronas inhibitorias,
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virtualmente todas ellas reciben contactos axo-somaticos simétricos y
asimétricos, liberan acido gama-aminobutirico como el neurotransmisor principal,
y provienen de dos familias de precursores (revisado en Nieuwenhuys, 1994;
Goldman y Luskin,1998).

Dascribiremos a continuacidn de maneta breve los subtipos de
internsuronas inhibitorias:

Las neuronas en canasta son células multipolares que muestran dendritas
poco ramificadas que emergen del cuerpo de forma radial. Su axén puede
ascender 0 descender entre las capas corticales, y emite de 1 a 4 colaterales
que originan ramas terminales finas formando un plexo alrededor de los cuerpos
y sobre lag porciones proximales de las dendritas de las neuronas piramidales y
de ofras células en canasta. Estas células son inmunorreactivas a GABA y a
paralbimina (una de las proteinas que participan en los procesos de
amortiguamiento del calcio intracelular). Las neuronas en canasta superficiales
parecen recibir aferencias cértico- y tdlamo-corticales, ademés de fibras
criginadas en la neuronas piramidales, estelares espinosas, y doble penacho, Se
desconoce aun el corigen de las aferencias que alcanzan a las neuronas
profundas en canasta (revisado en Nieuwenhuys, 1994).

Las neuronas en candelero son células multipolares presentes en las
capas Il y V. Su caracteristica anatémica principal es que poseen un axén que
genera un plexo profuso de ramas terminales orientadas verticaimente, sobre los
segmentos iniciales de los axones de las neuronas piramidales y estelares
espinosas. Estas neuronas presentan inmunoreactividad a GABA, paralbimina y
factor liberador de corticotropina. A la fecha, no se cuenta con informacién del
origen de las aferencias que alcanzan a este tipo de células (revisado en
Nieuwenhuys, 1994).

Las neuronas doble penacho se localizan en las capas 11 y Il y presentan
un arbol dendritico bifurcado en dos bloques orientados predominantemente en
el eje vertical. Su axén genera dos plexos de colaterales largas y orientadas
radialmente que cruzan la mayor parte de las capas neocorticales. L.as ramas
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terminales de los axones de estas células establecen contactos sinapticos con
las espinas y troncos principales de las dendritas basales y con las ramas
oblicuas de las dendritas apicales de las neuronas piramidales. Asi mismo,
establecen contactos con los elementos postsindpticos de otros subtipos de
neuronas no piramidales como son las neuronas en canasta. Si bien las
neuronas dobte penacho contienen GABA, eslas células son muy heterogéneas
desde el punto de vista neuroquimico. Asi, estudios de inmunocitoquimica han
mostrado que subpoblaciones de las neuronas doble penacho contienen
takinina, colecistoguinina, y calbindina 28 (revisado en Nieuwenhuys, 1994).

Las neuronas horizontales presentan unas cuantas dendritas largas que
siguen una rula paralela a la superficie de ia corteza. Sus axones largos y poco
ramificados se extienden a lo largo de la superficie coriical legando a alcanzar
una lengitud considerable. Estos axones establecen coniactos sinapiicos con las
porciones distales de las dendritas apicales de las neuronas piramidales
{revisado en Nieuwenhuys, 1994).

Las neuronas de Martinoili son células multipolares o en doble penacho
que se observan predominantemente en las capas corticales V y V. Su
caracteristica distintiva es que presentan un axén ascendente que da origen a
colaterales horizontales a lo [argo de su trayecto hacia la capa L. Asi mismo, al
inicio de su trayecto, los axones de las neuronas de Martinotti dan origen a
ramas terminales que generan un plexo local muy profuse. Si bien se sabe muy
poco sobre sus relaciones sindpticas, se ha sugetido que la neuronas de
Martinotti reciben aferencias de las neuronas piramidales superficiales y que
establecen contactos eferentes con la neuronas piramidales profundas vy
superficiales (revisade en Nieuwenhuys, 1994).

Las neuronas neurogliformes presentan un cuerpo pequefio del cual
emergen numerosas dendritas cortas y sinuosas. Sus axones se ramifican
profusamente alrededor del soma. Si bien este tipo celular estd distribuido de
manera mas o menos homogénea en todas las capas corticales, es
predominante de la capa IV en las cortezas sensoriales, en especial de primates.
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Las neuronas neurogliformes establecen contactos reciprocos con las neuronas
estelares espinosas y reciben aferencias talamo-corticales especificas (revisado
en Nieuwenhuys, 1994).

Otras interneurconas inhibitotias conocidas como elementos 11 a 14, se
caracterizan por ser neuronas estelares sin o con muy pocas espinas. El
elemento 11 se sitta fundamentalmente en la capa ll, recibe aferentes
excitatorias de 1as neuronas bipolares y establece contactos inhibitorios con
neuronas piramidales superficiales. El elemento 12 situado en la capa |V, recibe
aferencias excitatorias talamo-corticales y establece contactos inhibitotios sobre
las neuronas piramidales y bipolares. El elemento 13 se localiza también en la
capa IV, recibe aferencias talamo-corticales y colaterales axdnicas de las
neuronas piramidales y en canasta. Sus axones ascendentes establecen
contactos sinapticos con las neuronas piramidales superficiales. Finalmente, el
elemento 14 se localiza en la regién alta de la capa V, recibe aferencias de fibras
talamo-corticales y establece contacto con las neuronas piramidales profundas
(revisado en Nieuwenhuys, 1994).

Neuroquimica neocortical (Fig.4)

Acetil-Colina.
Las fibras aferentes colinérgicas provenientes del ndicleo magnocelular

del cerebro anterior se distribuyen ampliamente en distintas regiones y capas
corticales. La densidad de terminales colinérgicas parece ser mayor en la capa V
y en las capas superficiales corticales. Las respuestas excitatotias de las
neuronas corticales, especialmente piramidales, para acetil-colina estan
mediadas predominantemente por receptores muscarfnicos y son rnoduladas por
norepinefrina, dopamina y serotonina. Se ha documentado que [a liberacidn de
acetil-colina cortical modula la liberacidn de distintos péptides producidos en [a
neuronas corticales entre ellos destaca la somatostatina (Parnavelas vy
McDonald , 1983).
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Acetil-Colina Dopamina
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Figura 4. Vistas sagitales esquemaéticas del cergbro de rata que muestran la distri-
hucion de las fibras aferentes catecolaminérgicas, dopaminégicas, norepinérgicas,
serotoninérgicas, gutamatérgicas/aspartatérgicas y GABAérgicas. (Ctz) neocorteza,
(Mg) niicleos magnocelulares, (TV) drea tegmental ventral, (LOC) nilcleo /deus coe-
rufeus, (NRD) nicleo rafe dorsal, (Ta) talamo, (Madificado de Salas y cols., 1988},



Acido gamma-amino butitico
El GABA es el neurotransmisor inhibitoric més importante en la

neocorteza. La principal fuente de GABA en la neocorteza son las interneuronas
piramidales tipo Il y no-piramidales bipolares que se encuentran distribuidas
homogeneamente en las distintas regiones y capas corticales. No obstante esta
uniformidad general, existe un ligero predominio de terminales y neuronas
inmunoreactivas a GABA en las capas superficiales de la corteza {i.e., capas |-
V) (Parnavelas y McDonald, 1983).

Hasta la fecha se han identificado tres tipos de receptores para GABA
denominados GABA,, GABA; y GABA,. Los primeros dos tipos de receptores
son ionotropicos y modulan la conductancia del ion cloruro, lo que provoca la
hiperpolarizacion de la membrana. Por otro lado, los receptores GABA; son de
naturaleza metabotrpica por lo que estan acoplados a una proteina G. Estos
receptores interaccionan con canales de potasio o calcio (Dingledine y McBain,
1983; Lerma y cols.,1998).

Los receptores para GABA se encuentran en mayores concentraciones en
el tubérculo cuadrigémino y diencéfalo, y su ntimeroc es menor en la neocorteza,
puente y medula oblongada. (Dingledine y McBain, 1993;Lerma y cols.,1998).

Acido Glutamico

El acido glutdmico es el principal neurotransmisor excitador de la
neocorteza. Es producido localmente por neuronas piramidales y no-piramidales
distribuldas en todas las capas corticales. No obstante esta distribucién general,
se ha documentado un predominio de neuronas marcadas
inmunocitoquimicamente para 4cido glutdmico en las capas IV-VI (Parnavelas ¥
McDonald, 1983). Una fuente adicional de glutamato en la neocorteza ia
constituyen las aferentes taldmicas provenientes de niicleos especificos.

Existen dos subtipos de receptores ionotrépicos postsinapticos para
glutamato. Estos receptores se denominan AMPA (4cido _-amino-3-hidroxi-5-
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metil-4-isoxazol-propiénico) y NMDA (N-metil-D-aspartato}. El tercer subtipo de
receptor para glutamato es el conocido como metabotrdpico (quiscualato). Este
modula Ia liberacién del dcido glutdmico desde la terminal nerviosa. Por otro
lado, receptores metabotrépicos para glutamato han sido identificados en la
membrana postsindptica. Su funcién es la de regular la permeabilidad de
canales ionicos y receptiores ionotrdpicos. En la neocorteza, los receptores
AMPA y NMDA estan distribuidos de forma regular en sus 6 capas. Ambos
receptores actlan en conjunto para excitar la membrana postsindptica
(Dingledine y McBain, 1983 y Lerma y cols.,1998).

Otros aminoacidos neuroactivos
Diversos estudios anatémicos y fisiolégicos han mostrado ia presencia,

liberacion y captura de acido aspartico y taurina por neuronas y células gliales
corticales. Los tipos neuronal y glial responsables de producir ambos
aminoacidos no han sido adn identificados con precisién. Si bien las funciones
que desempefian ambos aminodcidos son aln motivo de controversia, se ha
propuesto que la taurina pudiera jugar un pape! importante en el desarrollo de la
corteza cerebral pues su concentracién decae con la edad (Parnavelas y
McDonald, 1983).

Catecolaminas
Las fibras aferentes adrenérgicas corticales nacen de neuronas

localizadas en el locus coerufeus. La densidad de inervacién adrenérgica varia
significativamente al comparar distintas capas y dreas neocorticales. Por
ejemplo, en algunas especies de mamiferos, la corteza visual muestra una
densidad de inervacién mayor en las capas I-li, mientras que en la corteza
somatosensorial la mayor densidad se encuentra en las capas profundas V y VI.
Las aferentes adrenérgicas forman sindpsis axo-dendriticas, y sus acciones
sobre las células corticales son mediadas por receptores alfa y beta
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adrenérgicos. Los receptores beta tienen una distribucion postsinaptica mieniras
que los receptores alfa se han observado pre y postsinapticamente. Estudios de
unién especifica han mostrado que los recepiores adrenérgicos se concentran
en las capas superficiales de la corteza (Parnavelas y McDonald, 1983).
Finaimente, estudios recientes han demostrado la participacion de las fibras
adrenérgicas en los procesos de plasticidad funcional cortical durante el
desarollo y en la edad adulta a través de ejercer diversas acciones neurotroficas
y quizas modulando ta liberacion iocal de GABA (Hensch et al., 1998; Kolb and
Suthertand 1992).

Serotonina
Las vias serotoninérgicas se originan de neuronas localizadas en los

nicleos lateral y medial del rafe dorsal en la formacién pontina. Estas fibras
ascienden a la corteza a través del tracto medial del cerebro anterior e inervan
“en pasant” de manera difusa a la corteza corriendo desde regiones anteriores a
posteriores. Si bien existen pequefias variaciones en el patrén de inervacion
serotoninérgica al comparar distintas regiones corticales y distintas especies
animales, su distribucién espacial y densidad son bastante homogéneas en las
distintas capas y a lo largo de la neocorteza. La serotonina modula la actividad
de las neuronas corticales (e.g., decrece su actividad espontanea) a través de la
activacion de receptores del tipo SHT1A y 5HT2B (Gutiérrez-Ospina y col., en
preparacién). Adicionalmente, se le ha atribuido un papel neurotrdfico,
independiente de su accion neuromoduladora, durante el desarrollo cortical
(Parnavelas y McDonald, 1983).

Otras aminas biogénicas
Diversos estudios han mostrado la presencia de histamina y dopamina,

asf como de algunos de sus receptores en la corteza cerebral. La distribucién de
ambas, sin embargo, es mds restringida al compararlas con la distribucién de las
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catecolaminas y la serotonina. La dopamina se encuentra, principalmente, en
regiones frontales y areas limbicas, mientras que la histamina se distribuye
predominantemente en regiones rostrales y temporales de la corteza
{Pamavelas y McDonald, 1983).

Cortistatina.
La cortistatina es un neuropeptido que comparte 11 de los 14

aminoacidos estructurales con la somatostatina. No obstante su similitud
estructural ambos péptidos son productos de genes separados. Se ha
observado que la cortistatina presenta un efecto antagénico con respecto al de
fa acetilcolina. Otra caracteristica de este neuropéptido es que las neuronas
activadas por cortistatina también son estimuladas por GABA en varias parte del
SNC (de Lecea y cols., 1997).

Neuronas inmunorreactivas a cortistatina han sido identificadas en los
bulbos olfatorios, neocorteza, estriado, talamo, cerebro medio y médula espinal.
Las neuronas cortistatinérgicas neocorticales abundan en las capas ll-lll y VI, y
estan ausentes en la capa ). Estas células son interneuronas piramidales tipo Il y
no-piramidales bipolares (de Lecea y cols., 1997).

Durante el desarrollo de la neocorteza, 1a cortistatina se expresa después
de la formacién de las 6 capas, alcanzando su méxima concentracion durante la
segunda semana postnata!l (P15-P21), periodo que coincide con ia apertura de
los ojos {de Lecea y cols., 1997).

Somatostatina.
Neuronas inmunoreactivas a somatostatina han sido observadas en las

capas [I-VI en distintas regiones corticales. Dos son los tipos neuronales que
muestran inmunoreactividad para somatostatina. Ambos tipos son neuronas ho
piramidales en penacho y multipolares. Los efectos de la somatostatina scbre la
actividad neurcnal neocortical son diferentes en diversas poblaciones celulares.
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Es claro, sin embargo, que este péptido es un neuromodulador de la actividad
cortical, y su liberacién es a su vez regulada por GABA, catecolaminas y
acetiicolina (Parnavelas y Mc Donald, 1983).

Polipéptido intestinal vasoactive (VIP).
Neuronas inmunopositivas a VIP se encuentran distribuidas entre las

capas lI-Vl, y se concentran en las capas Il y 11l neocorticales. Estas células
constituyen dos poblaciones de neuronas, una de ellas bipolares dispuestas
radiaimente, y la otra, multipotares pequefias localizadas predominantemente en
las capas 11 y VI. El VIP posee acciones excitadoras sobre 1a actividad neuronal
neocortical, a través de la activacion de receptores ligados a ia adenilato ciclasa
(Pamavelas y Mc Donald, 1983).

Colecistoquinina (CCK)
Estudios anatémicos han documentado que cerca del 1% de la poblacion

de neuronas no piramidales en penacho y multipolares pequefias muestran
inmunoreactividad para CCK. Estas células se observan en todas las capas
corticales, si bien predominan en las capas Il y lil. Estudios anatémicos
detallados documentan que los axones derivados de estas neuronas forman
plexos finos que se distribuyen localmente en las mismas capas coriicales.
También se ha documentado la presencia de inmunoreactividad para CCK en
neuronas horizontales de la capa I. Existen diversas variantes moleculares de
CCK en el cerebro. Las funciones de dichas variantes sobre la excitabilidad
neuronal cortical estdn siendo evaluadas sin que se hayan alcanzado adn
resultados consistentes. Finalmente, estudios autoradiograficos han mostrado
que |la mayor concentracién de receptores para CCK se observa en las capas IV
y VI (Parnavelas y McDonald, 1983).
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Otros péptidos
Estudios inmunocitoquimicos han mostrado la presencia de péplidos de la

familia del polipéplido pancreatico aviario, neurciensina, neuropéptido Y,
substancia P, motilina, metionina-encefalina, bombesina y dos de las variantes
d? la hormona estimulante de los melanocitos. La identificacién de ios tipos
celulares que producen cada uno de estos péplidos y la distribucién de sus
receptores estd en camino, asi como la caracterizacion de sus funciones
(Pamavelas y McDonald, 1983).

Desarroflo de la neocorieza

Generalidades sobre el desarrollo del sistema nervioso.
Después de la fecundacidn, y asi de la formacion def huevo o cigoto, los

proniiclecs de los gametos masculino y femenino se fusionan, su ADN se
duplica, ¥y se da inicio a una serie de divisiones celulares, coniroladas por
factores solubles citoplasmicos, que dan origen secuencialmente a entidades
multicelulares denominadas, en orden cronoldgice, morula, blastula y gastrula.
Durante la transicion d;e blastula a gastrula, ocurren una serie de movimientos
morfogenéticos y migraciones celulares gue permiten la formacién, primero, de
un embrién bidimensional bilaminar, y més tarde, de un embridn bidimensional
trifaminar en el que se pueden identificar tres capas de tejido: el endodermo, ¢!
mesodermo y el ectodermo {Fig.5 A-E).

A 1o largo del desarrofio embrionario subsecuente y a través de distintos
mecanismos celuiares y moleculares, el endodermo da origen a los distintos
4rganos que constituyen a los aparatos digestivo y respiratorio. El mesodermo,
por su parte, origina a los musculos esqueléticos, los huesos, al tejido conectivo,
y a los sistemas cardiovascular y urogenital. El sistema nervioso {SN) y Ia piel se
forman a partir del ectodermo (Purves y Lichman, 1985; Jacobson, 1991; Gilbert
1991; Hatten y Heintz, 1999; Harland, 1887).
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Figura 5. Vista superficial de un embrin en etapas de neurulacion y estados més
avanzados, en un embrién completo (a-c) y en cortes coronales del mismo. Estados
de desarrollo mas avanzados (d-g). Vista coronal de la formacién del tubo neural (A-
D). Vista corenal de un embridn que muestra la relacién del tubo neural con las
demas estructuras (E) (Modificado de Purves,1985).



La evidencia que indica el inicio de la formacion del SN es un
engrosamiento medio-longitudinal que corre sobre ia cara dorsal del endodermo
{Fig.5 a-f). Este engrosamiento, conocido como la piaca neural, resulta del
inctemento en la altura de las células del ecltodermo a lo largo del gje
longitudinal del embricn. Experimentos recientes han mostrado que el cambio en
la altura de las células ectodérmicas se debe a un proceso inductivo en el que
participan moléculas producidas en el mesodermo y el ectodermo. E! ectodertno
produce constitutivamente proteinas morfogenéticas de! huesae (BMPs) que
confieren a sus células una tendencia a transformarse en piel. Por otro lado, el
mesodermo cordal parece producir, de una forma restringida en tiempo y
espacio, proteinas (e.g., folistating, noggina, y condrina) capaces de bloquear a
las BMPs. Dicho blogueo permite la progresion, en las células ectodérmicas, del
programa de diferenciacién neural (Hartand, 1997).

Una vez formado el primordic de la placa neural, éste sufre cambios
significativos en su longitud y grosor. La placa crece en sentido anteroposterior,
siguiendo el crecimiento longitudinal del embrién, como resultado de la adicién
de nuevas células. En el eje horizontal, sin embargo, la placa neural disminuye
sus dimensiones debido, por un a lado, a un reacomodo de las células del ahora
famado neurcectodermo, y por otro, a un incremento mayor de la altura celular
acompaiado de un adelgazamiento del citoplasma. En paralelo a estos cambios,
el embrién, y por tanto la placa neural, se doblan ventralmente, y los bordes de
la placa se elevan formando pliegues gue corren longitudinalmente y que son
mas altos en la parte anterior del embrién. Durante este proceso, las células
cilindricas del neuroepitelio sufren una constriccién apical, adquitiendo una
forma semejante a una botella (Smith y Schoenwolf, 1997). Esta modificacién se
acompafa del engrosamiento de los bordes y la generacién del surco o canal
neural. En estadios subsecuentes del desarrollo, los bordes del canal neural se
acercan por su extremo dorsal debido a la reduccidn en las dimensiones de las
células neuroectodérmicas localizadas en el tercio medio de la pared del canal, v
al crecimiento progresivo latero-medial del ectodermo epidérmico.
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Finalmente, los bordes se unen, la piel se separa del neuroectodermo y
se fusiona, y se crean dos repliegues dorsales que corren a lo largo del eje
longitudinal paravertebral del embrion que se conocen como las crestas
neurales. Las células de estas regiones daran origen a algunas de las
estructuras que constituyen el SN periférico, a la médula adrenal y al sistema
neuroendderino difuse {Fujita y Kobayashi, 1978; Andrew, 1982; Hatten y Heintz,
1999). Una vez que ¢l canal ha sido cerrado, se dice que el SN en desarrollo ha
alcanzado la etapa de tubo neural.

Terminada la formacién del tubo neural, este sufre dos flexiones y tres
dilataciones como resultado de efectos hidrodindmicos y de los ciclos mitdticos
asincrénicos. Dichas flexiones limitan tres grandes vesiculas primarias
denominadas, en sentido antero-posterior, el procencéfalo, el mesencéfalo y el
rombencéfalo (Fig.6 A y B), (Martin y Jessell, 1991, Cowan, 1973; Cowan y col.,
1984, Jacobson, 1991; Pansky y col., 1988; Hatten y Heintz, 1998). Como
resultado de la adicién de nuevas células y del consecuente incremento de la
densidad celular del tubo neural, el procencéfalo v el rombencéfalo se dividen
cada uno en dos vesiculas secundarias. Asi, el procencéfalo arigina al
telencéfalo y al diencéfalo, mientras que el rombencéfalo da lugar al metencéfalo
y al mielencéfalo. Durante este proceso, el mesencéfalo no sufre modificacion
alguna. De esta forma quedan definidos los segmentos béasicos del SN (Fig.5 C,
D y 1, g). Més tarde en el desarrollo, el telencéfalo origina a la corteza cerebral,
los ganglios basales, el hipocampo vy fos bulbos olfatorios. El diencéfalo origina
al talamo, al hipotdlamo, al subtalamo, a las retinas y a 10s nervios y tractos
opticos (Jacobson, 1978; Pansky y cois., 1988; Hatten y Heintz, 1998): El
mesencéfalo se mantiene como tal, mientras que el metencéfale da origen al
puente. El mielencéfalo origina al bulbo raguideo. El cerebelo, de origen mixto,
se forma a partir de dos estructuras que nacen en la regidn dorsal lateral de la
unidn entre e} bulbo y la protuberancia. Estas estructuras, conocidas como labios
rémbicos, crecen en sentido latero- medial hasta fusionarse en la linea media
dorsal del embrién (Pansky y cols., 1988; Gilbert, 1991; Hatten y Heintz, 1999).
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Si bien los eventos descritos anteriormente determinan los segmentos y
diferenciacién generales del embrioén en desarrolio, actualmente se sabe que
cada uno de estos eventos resulta de la expresién de una familia de genes
homedticos que fos especifican dentro de un marce espacio-temporal (Talbot, y
cols., 1995)

Corticogénesis

La neocorteza deriva de la region dorsolateral de las vesiculas
telencefdlicas. La primera evidencia de su formacion ocurre como una
evaginacion del telencéfalo, alrededor del dia de gestacién 14 en la rata. Hacia
el dia embrionario (E) 15/16, la neocorteza estd basicamente formada por el
neuroepitelio que se encuentra en franca actividad mitotica generando
precursores y neuroblastos que mas tarde migraran para formar la placa cortical.
Con base al grosor del neuroepitelio, durante esta edad se pueden distinguir dos
gradientes de desarrollo neocortical. El primero de ellos es antero-posterior y el
segundo sigue una direccidn ventro-lateral a dorso-medial. Asi mismo, a esta
edad se distinguen ya el primordio de la capa plexiforme y algunas de las
primeras neuronas diferenciadas que formardn la placa cortical, futura
substancia gris neocortical (Gilbert, 1991; Sur y Cowey; 1995; McConell, 1995).
Para los dias de gestacion 17/18, las paredes de la corteza se han engrosado al
aumentar el nimero de neuronas jévenes en la placa cortical, e inician la
formacién de la capa [V cortical (Killacky y col., 1983; Killacky, 1990; Kintner y
col., 1999). Paralelamente, el grosor del neuroepitelio se reduce y aparecen
campos transicionales de diferenciacidn celular conocidos como las zonas
subventricular e intermedia. Durante esta edad convergen fibras nerviosas a lo
largo de la cara interna de la corteza que dardn origen a la capsula interna. Entre
los dias 18/19, el grosor del neuroepitelio estd muy reducido en comparacién
con estadios previos. Para esta edad, los campos transicionales y la placa
cortical han crecido considerablemente, siguiendo un gradiente en direccién
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ventrolateral-dorsomedial. Por debajo de la placa cortical aparece una banda de
células que corre en direccidn laterc-dorsal conocida como la subplaca. En la
cara interior de ésta, se pueden observar las primeras fibras nerviosas que
formaran el cuerpo calloso. Finalmente, entre los dias embrionarios 20/21 el
neuroepitelio se ha adelgazado considerablemente y su actividad mitética
aunque presente, también se ha reducido. La corteza cerebral ha ganado grosor
a expensas de crecimiento continuo y rapido de los campos transicionales y de
la placa cortical. El cuerpo calloso, por debajo de los hemisferios cerebrales,
forma ya una estructura claramente discernible, al igual que la cdpsula interna.
Las primeras fibras interhemisféricas aparecen también a esta edad. Para el dia
21 de desarrollo embrionario, la corteza ha adquirido su plan anaidmico general,
sus distintas areas casi tienen complete su complemento de células, y empieza
a diferenciarse hacia su forma aduita (Bayer y Altman, 1991; Gilbert, 1991;
McConell, 1995; Kintner y col.,1999) .

Histogénesis de la Neocorteza
La formacion de las capas celulares que constituyen a [a neocorteza

resulta de la migracion, predominantemente radial* de acuerdo a un patrén de
organizacién minicolumar, de clonas celulares que se disponen secuencialmene
unas sobre otras siguiendo un gradiente de “adentro hacia afuera”. Asi, st bien
ta capa mas superficia! cortical, que dara origen a la capa I, es la primera en
formarse, son las capas profundas VI y V de la corteza las que se desarrollan
primero, seguidas, en orden de aparicion, de las capas IV, lll v Il (Rakic, 1988,
1980; Rakic y col., 1991; Favorov y Kelly, 1994; Malach, 1994; Mouncastle,
1997).

Las primeras células destinadas a formar la capa 1 aparecen alrededor del
dia 13 de gestacion. Las células que dardn origen a la capa VI empiezan a
generarse al dia E14, alcanzan su pico de proliferacién entre los dias E15 y E186,
y cesan su generacidn casi totaimente para el dia E17. Las neuronas de la capa
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V inician su generacion hacia el dia E14, alcanzan su pico entre los dias E15 y
E17, y cesan su generacién hacia el dia E19.

Finalmente, las neuronas que ocuparan las capas IV, [l y (il corticales
inician su generacion entre los dias E14 y E15 (mas tardiamente para las capas
mas superficiales), alcanzan su pico entre los dias E17 y E19, y cesan su
proliferacién para el dia E21. "

Los procesos de generacion y posicién celular en las distintas capas y
minicolumnas corticales siguen el mismo gradiente ventrolateral-dorsomedial
antes descrito. En general, el proceso de migracion celular termina de 2 a 4 dias
después de que el pico de generacién para las células de cada capa se ha
alcanzado. Por esto, la corteza cerebral termina de ensamblarse despuss del
nacimiento. Los procesos de muerte celular ocurren siguiendo el mismo
gradiente ventrolateral-dorsomedial de desarrollo, y son consecutivos a la
posicion final celular y a la entrada de las vias aferentes provenientes de la
corteza cerebral contralateral y de otras regiones cerebrales (Bayer y Altman,
1991; Jacobson, 1891).

Para terminar, cabe mencionar que la aferencias colinérgicas corticales
que se originan en el telencétalo basal alcanzan a la placa cortical durante los
dias E14/15, si bien no la penetran hasta el nacimiento. Estas aferencias
expresan acetilcolina después de la segunda semana de vida postnatal. Las vias
aferentes tslamo-corticales penetran la corteza hacia el dia E19, y expresan
transitoriamente acetilcolina durante la primera semana de vida postnatal
(Schlaggar y O’Leary, 1994). Después de este periodo, las fibras talame-
corticales adquieren un fenotipo glutamatérgico. Las aferentes dopaminérgicas
mesencefélicas alcanzan la placa cortical hacia el dia E15, aunque la penetran,
al igual que las colinérgicas telencefélicas, solamente hasta el nacimiento. Las

-
Baci

; 1t 56 ha mostrado que los neuroblastos migratorios tamblén se desplazan langencialments una vez alcanzada la place
cortical en desaroiio (Goldman y Luskin, 1938). Esta forma de migrecidn, sin emberga, a0 63 el tipa predominanta an la neacoriaze da l0s
mamiferos {para revisidn ver Raklc, 1998). Asi mismo, se ha docyr do que las células precumoras pueden desplazarse
tangenciaimente on la pared vantricular permitisndo 1a dispersidn de clenas cajulares lejos de su lugar de origen. Tamblén se ha
documentade quo aigunas células neacorticales derivan, no de la poreitn del tubo naurel corespondlants a los hemisterios cerabrales,
sina a partir de o8 pAmordios de otras rogiones telencetaticas { Haten, y Heintz. 199%),
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fibras noradrenérgicas originadas en el locus coeruleus alcanzan y peneiran el
primordio cortical hacia el dia E17. El crecimiento longitudinal ulterior de estas
fibras sigue el gradiente de neurogénesis antero-posterior y ventrolateral-
dorsomedial, de tal manera gue las regiones, capas y columnas formadas
primero son también las primeras en recibir a la inervacion adrenérgica. Por
Gltimo, algunas fibras serotoninérgicas provenientes de los niicleos del rafe
dorsal alcanzan el primordio cortical alrededor del dia E17. La mayoria de la
fibras serotoninérgicas arriban a 1a corteza hacia el dia E19. Como es el caso
para las fibras adrenérgicas, el desarrolio de 1as fibras serotoninérgicas también
sigue los gradientes globales de desarrollo cortical. Asi, nuevamente, las areas,
capas y columnas formadas méas tempranamente son las primeras en recibir
inervacion serotoninérgica. La inervacién serotoninérgica penetra ia corteza
cerebral entre los dias 5 y 7 de vida postnatal, alcanzando su patrén adulto
alrededor del dia 12 (Bayer y Altman, 1991; Jacobson, 1891).

El sistema somatosensorial de la rata.
El sistema somatosensorial (S1) de la rata se ha utilizado como modelo

experimental para investigar los principios y procesos celulares responsables de
promover la formaci6n y plasticidad de circuitos neuronales durante el desarrollo.
Este modelo es especialmente Gtil debido a que cada uno de los relevos
sindpticos mantiene una organizacién somatotépica, en registro con la
distribucién de los mecanorreceptores y otros receptores somatosensoriales
distribuidos en la superficie del cuerpo (Fig.6 y 7). La organizacion somatotépica
delinea a su vez representaciones anatémicas modulares de cada uno de los
segmentos corporales, denominados barreletas, barreloides y barriles, a lo largo
de los distintos relevos de la via en el tallo cerebral, talamo y 81,
respectivamente (Fig.8, también ver abajo) (Woolsey y Van Der Loos, 1970;
Woolsey, 1890; Riddle y col., 1992; Price, 1995; Gutiérrez-Ospina, 1997).
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Generalidades estructurales del sistema somatosensorial (Fig.9)
El sistema somatosensorial esta constituido por receptores y vias

sensoriales que son responsables de recibir, transferir, filtrar e integrar
informacion tactil exteroceptiva (i.e., dotor, temperatura, discriminacion gruesa y
fina, presién y vibracion) y propioceptiva derivada de las articulaciones y
musculos. Las vias aferentes sensoriales primarias nacen en l0s cuerpos
neuronales localizados en la cadena ganglionar dorsal paravertebral y dan
origen a los mecano-, baro-, y termoreceptores localizados en la dermis y
papilas dérmicas, asi como a los husos musculares y tendinosos. Las aferencias
sensoriales que transmiten el dolor generan terminaciones nerviosas libres, es
decir, no asociadas a ningtin receptor especializado, que se distribuyen en la
dermis. La informacién somética sensorial proveniente de los receptores por las
vias aferentes sensoriales primarias, se dirige hacia la médula espinal o al tallo
cerebral sin hacer ningtin relevo sindptico en el ganglio. Las mismas neuronas
que originan a las aferencias primarias periféricas, transfieren la informacion
hacia las astas dorsales de la médula espinal, o bien hacia los nicleos del
trigémino en el tallo cerebral, a través de un proceso especializado, continuacion
de [a via aferente primaria (Waite y Tracey, 1995).

Para el caso de la informacién somatosensorial extero- y propioceptiva
que concierne al tronco y a las extremidades, los procesos de las neuronas
ganglionares que inervan estos segmentos corporales establecen contactos
sinapticos con diversos nicleos de la médula espinal, dependiendo de la
modalidad sensorial (i.e., temperatura, presién, vibracion y dolor) que transmiten.
Las neuronas espinales, nuevamente dependiendo de la modalidad sensorial,
envian sus axones ipsilateral o contralateralmente hacia los funiculos anterior y
dorsal, tractos nerviosos a través de los cuales ascienden hasta el tallo cerebral.
A lo largo del tallo cerebral, existen diversos nlcleos que sirven de relevos
sinapticos a los tractos somatosensoriales provenientes de [a médula espinal.
Por ejemplo, para la via que conduce informacion tactil generada en los
mecanorreceptores, y que viaja ipsilateralmente por los tractos gracilis y
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Figura 6. Distribucién espacial y representacién cortical de Ia vibrisas faciales en la
rata. Los bigotes del hocico de rata {a) estdn representados en la capa IV de la
corteza somatosensorial primaria (b), @ manera de un conjunto de médulos o
barriles localizados en la subzona de barriles posteromedial (PMBSF) (c). Asl, cada
barril de esta regién representa de manera correspondients cada uno de los bigotes
faciales (Tomado de Gutiérrez-Ospina, 1997).



Figura 7. a) Dibujo que muestra los distintos segmentos corporales de la rata, cada
unc de estos segmentos representados con un color diferente. b) Fotomicrografia
del mapa corporal, cada segmento corporal se delinea de acuerdo al cédigo de
color mostrado en el panel a.



Figura 8. Esquema que representa la via del nervio trigémino que transmite la infor-
maci6n percibida por los bigotes hacia S1 (a). Esta via nace en las aferentes prima-
rias sensoriales del ganglio del trigémino (b), vy esta constituida por tres relevos
sindpticos. El primero es el nicleo del nervio trigémino en el tallo cerebral (¢; nV). El
segundo es el nicleo posteroveniromedial del talamo contralateral (d; VB). Y el
tercero esta constituido por la corteza somatosensorial primaria (e; PMBSF). Esta
via se caracteriza por estar organizada en unidades citoarquitecténicas denominada
barreletas en el tallo cerebral, barreloides en el tdlamo y barriles en S1. Cada una
de las unidades en los distintos relevos son la representacion de colecciones discra-
tas de mecanoreceptores localizados en los foliculos de los bigotes (compare a y €)
{(Modificado de Woolsey, 1890).



Talamo

Figura 9. Esquema anatémico que representa los barriles en la capa IV de la cor-
teza somatosensorial primaria {$1) de la rata. Note que et esquema representa un
corte coronal de la corteza de Ja rata en el que se ilustran las seis capas que la
constituyen, y la ubicacién de los barriles en la capa 1V, predominantemente. Los
barriles estan constituidos principaimente por las aferentes talamicas que provienen
de los nlicleos posteromedial (PoM) y ventroposteromedial (VPM) (Modificado de
Waite y Tracey 1995).



cuneatus en los funiculos posteriores, ei relevo sinaptico en el taile cerebral son
los nicleos homoénimos. Una vez fransmitida e integrada la informacion en los
nicleos del tallo cerebral, fas neuronas correspondientes proyectan a nicleos
talamicos dorsales {en el caso particular de ta informacién tactil derivada de
mecanorreceptores de tronco y exiremidades, el relevo taldmico es el nicleo
ventroposterolateral VPL} e hipotaldmicos responsables de procesar las distintas
modalidades de informacién somatosensorial, para luego, después de un tercer
relevo sinaptico, ser transmitida contralateraimente hacia las cortezas
somatosensorial primaria y secundaria (Woolsey y Van Der Loos, 1970; Jones,
1983, Killacky, 1990; Woolsey, 1990).

La informacién somatosensorial proveniente de la cara y parte del cueilo
es, en mayor grado recibida y transferida desde la periferia hacia el tallo cerebral
a través de las vias aferentes primarias generadas por las neuronas localizadas
en el ganglio del nervio trigémino. Las aferencias primarias hacen relevo
sinéptico en el complejo nuclear del nervio trigémino, el cual es un conjunto de
cinco subnicleos que se extienden a lo largo del tallo cerebral. Algunos de estos
subndcleos proyectan hacia el cerebelo, los nicleos ventral v
ventroposteromedial del talamo, y al nGcleo del nervio facial. El denominado
nicleo principal del nervio trigémino proyecta hacia el nticleo
ventroposteromediat dei talamo desde donde, después de un relevo sinéptico, la
via sigue en direccion a las cortezas somatosensorial primaria y secundaria
(Woolsey y Van Der Loos, 1970; Jones, 1983; Killacky, 1990; Wooisey, 1990},
(Fig.10}.

Generalidades sobre el desarrollo del sistema somatosensorial.

Establecimiento de la topografia,
El establecimiento de la topografia, es decir de los planos anatémicos

mayores (i.e., dorsomedial, ventrolateral y posteroanterior), y de las relaciones
espaciales de los distintos grupos neuronales entre elios y a lo largo de los
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relevos sindpticos de la via somatosensorial en roedores, ha sido estudiado mas
extensamente en la divisién cefdlica de la via. Como se menciond con
anterioridad, esta division se inicia con las aferencias primarias faciales del
nervio trigémino que emergen del ganglio homénimo. De aqui, la via proyecta
secuencialmente al complejo del nervio trigémino en el fallo cerebral, al nicleo
VPM(ventroposteromedial) del tdlamo y a la corteza S1 (Woolsey y Van Der
Loos, 1970; Jones, 1983; Killacky, 1990; Woolsey, 1890).

El establecimiento de las relaciones topograficas a lo large de la via trigeminal
ocurre con base en tres procesos independientes entre si, e independientes del
desarrolio de la inervacidn periférica. El primero de estos procesos es el
responsable de establecer las relaciones espaciales entre el ganglio del
trigémino y el nicleo homonimo en el tallo cerebral. Esto ocurre alrededor del
dia 12 de gestacién, y parece estar determinado por un fenémeno de
fasciculacién intrinseca de las aferencias primarias del nervio trigémino,
asociado a la apoptosis de neuronas ganglionares. Asf, existiran fasciculos
destinados a las regiones dorsal, ventral, caudal y oral de la cara. Esta
organizacion primaria es “‘impuesta” sobre la estructura de los nticleos del nervio
trigémino en el tallo cerebral cuando las aferencias primarias arriban a él. Al
mismo tiempo que las vias aferentes primarias han alcanzado a las neuronas del
nucleo del nervio trigémino e impuesto cierta organizacin en este relevo (edad
gestacional 15), las neuronas de este Ultimo empiezan a extender sus procesos
hacia el nticleo posteroventromedial taldmico. Alrededor de la misma edad
embrionaria, y por tanto de manera independiente del proceso de crecimiento de
las vias aferentes trigémino-talamicas, las neuronas taldmicas también inician el
crecimiento de procesos en direccidn a la corteza S1. Una vez més, tanto las
aferentes trigemino-talamicas, como las tdlamo-corticales crecen ya
fasciculadas. En el caso de las primeras, su fasciculacién refleja aquella
observada en las aferencias primarias. Para las segundas, sin embargo, la
fasciculacién refleja la organizacién intrinseca del tdlamo en sus planos
dorsomedial, ventrolateral y posteroanterior. Esta organizacién sera mas tarde
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Figura 10. imagen que muestra ia via ascendente {izquierda) que sigue la infor-
macidn recibida de los receptorss localizados en la piel, vy la via descendente
{derecha) que manda la corteza somatosensorial hacia la periferia (Modificado
de Bloom, 1998).



impuesta sobre la estructura de la corteza cerebral, y se refleja en ella como un
gradiente de desarrollo que sigue estrictamente los planos de diferenciacion
celular. Una vez conectados todos los releves, y con base en mecanismos
celulares de adhesidn, las topografias de las aferencias trigémino-talamicas y
talamo-corticales finalmente coinciden (Woolsey y Van Der Loos, 1970; Jones,
1983; Killacky, 1990; Woolsey, 1990).

Aspectos sobre el factor de crecimiento tipo insulina I { IGF-I ).

Estructura
El IGF-i pertenece a una familia de proteinas cuyos miembros son el IGF-

il y la insulina. Esta formado por 70 aminodcidos y organizado en tuairo
dominios denominados A, B, C y D. Se conoce que el grupo génico del dominio
B participa en la unién de IGF-I al subcampo de barriles correspondientes a las
vibrisas IGFBPs. La funcién del dominio A es la de promover la proliferacién
celular y el crecimiento tisular. Finalmente, la sustitucién de los residuos de
tirosina en posiciones 24, 31 y 60 de la secuencia primaria de IGF-1 producen fa
eliminacién de la unién de su receptor (Daughaday y Rotwein, 1989; Pimentel,
1994 y D'Ercole y cols., 1996).

El gen para IGF-{
En el hombre, el IGF-) estd codificado en un gen que se localiza en ¢l

brazo largo del cromosoma 12. Tiene un tamafio de 95 kilobases y esta formado
por cinco exones y cuatro intrones. La transcripcién de este gen y la traduccion
del RNA mensajero (RNAm) puede generar dos pre-pro péptidos. Uno de ellos
(IGF-1A), con tamafio de 153 residuos de aminoécidos es codificado por los
exones 1 ai 4. E! segundo {IGF-IB), cuya longitud es de 195 aminoAcidos,
codificado por los exones 1 al 3 y 5. Ademéas el gen para IGF-| tiene dos
promotores en el extremo 5° regulados en forma diferencial en los distintos tipos
celulares (Pimentel, 1994, D Ercole y cols., 1996).
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Fuentes de produccion y factores de regulacién de IGF-
Si bien el higado es el productor principal del IGF-i circulante, existen

atras regiones del organismo que producen IGF-l. a través de meganismos
autberinos y pardcrinos. Entre ellos esta el cerebro, lo que sugieren como
productores y utilizadores de IGF-I local. La secrecién endécrina, autdcrina y
pardcrina esta regulada por distintos factores entre los que destacan: ia hormona
del crecimiento, el factor de crecimiento epidérmico, la prolactina, la ACTH, las
hormonas tiroideas y paratiroideas, [a progesterona, los estrégenos v el factor
transformante de crecimiento beta (Pimentel, 1994).

Funcién de 1GF-i
El IGF-1 modula el desarrollo embrionario y fetal, ademds de regular el

crecimiento y el metabolismo corporal durante el desarrollo postnatal y en la vida
adulta. De entre [as funcicnes que tiene el IGF-1 cabe destacar la de modular
algunos efectos de la hormena del crecimiento scbre el crecimiento celular en
todos los tejidos, la regulacién de funciones reproductivas a través de promaver
la maduracidn de algunos grupos celulares, estimula la reabsorcién de} hueso
regulando la actividad osteoclastica, promueve la neovascularizacién y
proliferacién de los precursores hematopoyéticos (Pimentel, 1994)

Receptores para e IGF-1
Los efectos sobre drganos blanco de IGF-1 son mediados por un receptor

especifico localizado en la membrana celular (IGF-1r1). Este receptor es un
heterotetramera glicosilado formade por dos dimeros. Cada uno de estos
dimeros estdn, a su vez, constituidos por una subunidad alfa (125 kDa}, que
constituye el dominio extracelular del receptor, y contiene la secuencia de
aminoacidos que interacciona con el figando. La subunidad beta, por otro lado,
(90 kDa) constituye el dominio intracelular y posee actividad de tirosina cinasa.
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El IGF-Ir1 es el producto de un gen localizado en el cromosoma 15 en el
humano, y tienen una gran homologfa estructural con el gen que codifica el
receptor de la insulina. De hecho, IGF-Ir1 y e} receptor de la insulina puede
formar receptores hibridos cuya funcion se desconoce. Se conocen dos
isoformas del IGF-Irt, las que se le han llamado la y Ib, y se han localizado de
manera independiente o coexistiendo en células de la placenta, de! tejido
tinfoide, del cerebro y de los tumores hepaticos (Pimentel, 1994, D'Ercole y
cols., 1996).

Mecanismos de transduccién asociados al IGF-1.
La union de IGF-| a la subunidad alfa de su receptor induce un cambio en

su conformacion que resulta en la avtofosforilacién de la subunidad beta. Esta
autofosforilacion dispara una cascada de sefiales que involucra la fosforilacién,
medida por la activacion de tirosina ¢inasa de la subunidad beta, de los
substratos 1 y 2 del receptor de la insulina (IRS-1/1RS-2). Una vez fosforilados,
los IRSs se unen al complejo de protefhas Grb2 y Sos. Este complejo de
proteinas es entonces traslocado a la membrana plasmatica para activar a Ras,
una proteina G. La activacion de Ras conduce a la fosforilacion de Raf y asi a la
activacion de la cascada de la proteina cinasa activada por mitégenos (Pimentel,
1994, D Ercole y cols., 1996).

Asl, a través de estos mecanismos intracelulares de transduceion IGF-!
regula la expresion genética de diversas protefnas asociadas al control de los
ciclos y de ia preliferacion y diferenciacidon celulares como son los genes de
expresion temprana y sus productes (i. e., c-Fos, C-Jun, C-Myc, GAP-43)
{Pimentel, 1994, D'Ercole vy cols., 1996).

Regulacidn de los efectos de IGF-I: Proteinas fijadoras de IGF-s (IGFBPs)
La actividad biolégica de los IGFs se modula por una familia de proteinas

estructurales homdélogas conocidas como IGFBPs (25-30 kDa). Todas estas
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proteinas fijan a los IGFs fungiendo asi como acarreadores, reservorios y
presentadores de ellos.  Las IGFBPs se han identificado tanto en la circulacion
como en distintos tejidos blance de IGF-i. Todas ¢llas se producen en el higado,
pero también se producen de manera local por tipos celulares especificos
presentes en los distintos tejidos. La modulacién de los efectos de IGF-l por
estas proteinas difiere en los distintos d6rganos. Por gjempio, mientras IGFBP-2
potencia los efectos mitdégenos de IGF-1 sobre condrocitos, la misma proteina
producida por astrocitos bloquea la proliferacién celular (Pimentel, 1994; Jones y
Clemmons, 1895; D’'Ercole y cols., 1996). Finalmente, es interesante que los
mismos tejidos que expresan IGF-, producen en paralelo su receptor y algunas
de las (GFBPs (Lee y cols., 1882; Bondy y cols., 1991). Esto sugiere: aj La
existencia de un mecanismo pardcrino y/o autdcrino por rmedio del cual IGF-I
ejerce sus acciones sobre sus érganos blanco, y b) que las IGFBPs modulan fos
efectos de IGF-1 directamente en el sitio en donde éste se expresa.
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HIPOTESIS

Dada la conservacién anatomo-funcional de las minicolumnas, se propone

que el nimero de sinapsis es invariable en cerebros de distinto tamario.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el nimero de sinapsis por columna y minicolumna en cerebros

de distintos tamafios.
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MATERIALES Y METODOS

Animales
Se utilizaron ratones macho C56/B6, adultos (90 dias de edad) control y

transgénicos heterocigéticos para los genes humanos de IGF-1 ¢ IGFBP-1
(Gutiérrez-Ospina ycols., 1996).

Los ratones fueron mantenidos bajo condiciones de Iuz y temperatura
controladas, alimentados ad libitum, y con libre acceso a agua adicionada con
25mM de ZnSO,. Este compuesto activa al promotor de la enzima
metalotioneina-l que dirige la expresion de ambos transgenes (Gutiérrez-Ospina
y cols., 1996). La expresion de los transgenes IGF-1 y IGFBP-1 en el cerebro de
nuestros ratones ha sido previamente caracterizada y muy bien documentada
{Gutiérrez-Ospina y cols., 1996). A pesar de que los transgenes se expresan en
todo et cerebro, existen variaciones en las dimensiones de diferentes regiones
cerebrales que son proporcionales al grado de expresion del transgene. E! inicio
de la expresién de ambos transgenes en el cerebro coincide con el nacimiento, y
alcanza un pico de expresion alrededor de los 21 dfas postnatales. Este patrén
de expresion es, en gran medida, dependiente del consumo de zinc, si bien
existe una produccion endégena independiente del moderador (Gutiérrez-Ospina
y cols., 19986).

Obtencion y procesamiento de las muestras

Histoquimica para la enzima deshidrogenasa succinica
Animales control (n=6) y transgénicos (n=6) fueron anestesiados con

pentobarbital (50mg/kg), y perfundidos con solucién salina (0.15M) seguida de
una solucién de glicerol al 10% en agua. Los cerebros se removieron del créneo
y se pesaron. Las cortezas cerebrales fueron entonces disectadas, aplanadas
entre dos portaobjetos separados por 2 mm, y congeladas en 2-metil-butano de
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acuerdo al protocoio descrite por Riddle y ¢ols., (1992). Las cortezas se cortaron
tangenciaimente a 30 um en un criostato a -20C*?, y los cortes se montaron en
laminillas cubiertas con poli-L-lisina y se tifileron utilizando la técnica
histoguimica para revelar la actividad de la enzima oxidativa deshidrogenasa
succinica (SDH), a cual predice la distribucion espacial de las aferentes
talamicas en 81 (Killackey y Belford, 1979 y Riddle yA cols., 1992).

Violeta de Cresilo
Animales control y transgénicos fueron anestesiados con pentobarbital y

perfundidos con solucién salina seguida de una solucién de paraformaldehido al
4% en amortiguador de fosfatos (0.1M, pH 7.4}). Los cerebros se removieron del
créneo y se pesaron. Las coriezas cerebrales fueron entonces disectadas,
aplanadas entre dos portaobjetos separados por 2mm, v postfijadas en el mismo
fijador por 3 horas a temperatura ambiente. Las cortezas se cortaron
tangencialmente a 50 prn en un vibratomo.
Las cortes se montaron en laminillas cubiertas con poli-L-lisina y se

tiferon utilizando la técnica de violeta de cresilo, con la cual que se hace
evidente la localizacidn de las paredes y los limites anatémicos de los barriles.

Microscopia Electronica
Animales control y transgénicos fueron anestesiados con pentobarbital y

perfundidos con solucion salina seguida de una solucién de glutaraldehido at 5%
en amortiguador de fosfatos (0.1M, pH 7.4). Los cerebros fueron extraides del
créneo, y las cortezas disectadas, aplanadas, y postfijadas en el mismo fijador
por una hofa a temperatura ambiente, como se describié anteriormente. Se
obtuvieron cortes tangenciales de 80 um en serie de la corteza utilizande un
vibratomo. Los cortes fueron montados en portaobjetos, y visualizados en un
microscopio estereoscépico con el objeto de identificar, por transiluminacién, la
regién ocupada por $1. Los barriles D3 y C3 fueron microdisectados empleando
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un sacabocados con un didmetro interior de 1mm. Estas muestras fueron
entonces utilizadas para evaluar el nimero de contactos sinapticos siguiendo la
técnica de tincion con acido fosfotiingstico etanélico descrita por Bloom y
Aghajanian (1968). Después de tefiidas, las muestras fueron incluidas en epon y
cortadas en un ultramicrotomo. Los cortes se montaron en rejillas embebidas en
Formvar. Se obtuvieron corles a tres distintos niveles de la muestra separada
por 20 micras uno de ofro. Los cortes fueron ohservados en un microscopio
electrénico de transmision (Carl Zeiss) a un aumento de 20 000X,

Obfencién y andlisis de los datos

Determinacién de las dimensiones de los barriles.
Los cortes seriados tefiidos histoquimicamente para la enzima SDH, se

utilizaron para trazar mapas bidimensionales de la corteza, del PMBSF (ver
figura 8) y de sus barriles con ayuda de una caAmara licida en un aumento de
20x. Estos mapas se digitalizaron, y las areas de seccién de la corteza, del
PMBSF y de sus barriles se determinaron con ayuda del programa Image {NIH),
en acuerdo con los lineamentos del protocolo descrito por Riddle y cols., {1982).

Por otro lado, estos mismos cortes se usaron para calcular la altura
{grosor de la capa IV cortical) y el volumen promedio de los barriles del PMBSF.
La altura de cada uno de los 34 barriles que constituyen el PMBSF se calculd en
seis animales por grupo al multiplicar e} nimero de cortes en los cuales un
determinado barril aparecia, por el grosor de dichos cortes. El volumen promedio
de los barriles se obtuvo muitiplicando el area de seccion de cada barril por el
grosor del corte, y finalments sumando el volumen de cada corte.

Estimacién del tamafio, nimero y densidad celular en los barriles
El drea de seccidn neuronal y el nimero de neuronas en los barriles del

PMBSF se estimaron en cortes tangenciales de 50 um de la corteza cerebral
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tefiidas con violeta de cresilo. El drea neuronal promedio se obtuvo en muestras
de 50 a 95 neuronas que fueron tomadas al azar del centro de cada uno de los
34 barriles (Pasternak y Woolsey, 1975; Curcio y Coleman, 1982). Este método
de muestreo tiene una probabilidad baja de infroducir tendencias debido a que
se ha mostrado que el area neuronal promedio tiene poca variacion en funcién
de la profundidad de la capa IV cortical, y tampoco se han reportado variaciones
regionales del tamafio neuronal dentro de cada barri! (Pasternak y Woolsey,
1975). Para cada grupo de animales se trazaron un fotal de 9000 siluetas de
neuronas, con ayuda de la camara lacida (1500x), cuyo nicleo, nuclieolo y
citoplasma fueran claramente visibles Estos dibujos se digitalizaron v las dreas
neuronales medidas usando el programa Image (NIH).

Para estimar el niimero y densidad neuronales, se contaron las neuronas
en cada unc de los 34 barriles del PMBSF en los mismo cortes utilizados
previamente para determinar el area neuronal promedio (Pasternak y Woolsey,
1975; Curcio y Coleman, 1982). Se trazaron los bordes de los bartiles v se
contaron todos los perfiles neurcnales usando la ¢cdmara licida a un aumento
final de 450x. El nimero promedio de neuronas en los barriles de PMBSF se
estimé con {a formula: Ntmero de neuronas por bartil = nimero de neurcnas en
el corte por la altura del barril / 50 um (grosor del corte). La densidad neuronal
promedio en los barriles del PMBSF se estimd mediante ta férmula siguiente:
Densidad neurconal / mm3 = nimero de neuronas par barril / el volumen del
barril.

Determinacion del ndmero de sinapsis
Los cortes procesados para microscopia electrénica fueron fotografiados

a 20 000x de magnificacidén. Se obtuvieron 12 micrograffas del centro del campo
{centro de barril) identificado con ayuda de cortes semifinos tefidos con azul de
toluidina. Cada micrograffa representé 19.53 micras cuadradas de superficie del
barril, area que corresponde aproximadamente a fa mitad del didmetro de una



minicolumna. El numero total de contactos sindpticos por barril se estimé
multiplicando el nimero de sinapsis en 19.53um? por el 4rea y el volumen
promedio de los barriles en cada grupo de animales.

Andlisis de los datos
Se obtuvieron los promedios para cada uno de los parametros

morfoldgicos medidos en cada grupo de animales. La significancia estadistica de
ia diferencias encontradas entre los grupos coniro! y los ratones transgénicos se
evalud empleando el andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba { de Student.

Validacion de los métodos
El porcentaje de cambio del tamafio cerebral como resultade de los

procedimientos de perfusién y aplanamiento se evalué de acuerdo al método
descrito por Riddle y cols., {1992). Debido a que se encontrd que las perfusiones
con paraformaldehido y glicerol alteran la talla cerebral en la misma proporcién
tanto en ratones controles como en los transgénicos, no se incluyeron factores
de correccion en los datos morfométricos. La validacién de los métodos usados,
provienen de! hecho de que todos los valores morfométricos obtenidos en
nuestros ratones control fueron comparables a los reportados en la misma
especie por otros autores (Pasternak y Woolsey, 1975; Curcio y Coleman, 1882,
Vongdokmai, 1980; Shuz y Palm, 1989).
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RESULTADOS

Observaciones Generales (Figurall y Tabla 1)
El peso corporal entre animales controles y transgénicos no presento

diferencias significativas. No obstants, el peso cerebral se encontré aumentado
92% en los ratones transgénicos IGF-1 y reducido 24% en los ratones
transgénicos IGFBP-1, en relacién a los animales control. Asi mismo, el area
total de la corteza cerebral se encontrd aumentada 81% en ratones fransgénicos
IGF-1 y disminuida 29% en ratones IGFBP-1 (ver también Gutiérrez-Ospina y
cols., 1996).

Dimensiones de los barriles (Figura 12 y Tabla 2)
Como fue el caso para el peso cerebral y el area cortical, el 4rea de

seccion de los barriles del PMBSF en los ratones transgénicos IGF-1 fue mayor
en un 67%, en comparacion con la de los animales control. En contraste, en los
ratones transgénicos IGFBP-1 el drea de seccién de los barriles se encontré
disminuida en un 25%. En concordancia, el area total de PMBSF fue mayor en
un 60% y menor en un 28% en los ratones transgénicos IGF-1 e IGFBP-1,
respectivamente, al compararlos con los ratones control. Finalmente, la altura y
el volumen de los barriles del PMBSF se encontraron incrementados en un
17.8% y 95.4% en los ratones transgénicos IGF-, y disminuidos en un 20.1% y
40.2% en los ratones transgénicos /GFBP-1, respectivamente, en relacién a los
valores control(ver también Gutiérrez-Ospina y cols., 1996).

Estimacion del tamafio, nimero y densidad neuronales (Figura 13 y Tabla
3)

El area promedio de seccion de las neuronas de los barriles del PMBSF
en [os ratones transgénicos IGF-1 aumentd en un 33%, mientras que agquella de
los ratones transgénicos IGFBP-1 disminuyé en un 10% en comparacion con los
animales control. Si bien el ndmero total de neuronas por barril en los ratones
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transgénicos IGF-1 se encontré aumentado en un 24% y en los ratones
transgénicos IGFBP-1 disminuido en un 15% en relacién al control, el nimero de
neuronas en una seccidn de 50 micras no fue significativamente diferente al
comparar los distintos grupos de animales. En correspondencia a los cambios en
el tamafio y nimero neuronales, la densidad celular en los barriles de los
ratones transgénicos IGF-1 disminuyd en un 39%, mientras que en los ratones
transgénicos IGFBP-1 incrementd en un porcentaje semejante (ver también
Gutiérrez-Ospinz y cols., 1996).

Estimacion del nimero de sinapsis por barril (Figura 14 y Tabla 4).
Como era de esperarse dados los cambios de las dimensiones globales

de los barriles, el nimero de sinapsis por barril se enconird aumentado en los
ratones ftransgénicos IGF-1 en un 55.4% y disminuidos en los ratones
transgénicos IGFBP-1 en un 47.9%, al compararlos con los animales control. No
abstante esto, el nimero de sinapsis en dreas restingidas a las dimensiones de
una minicolumna fue equivalente para todos los grupos de animales.
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Tabla 3. Tamafio, nlimero y densidad neuronales en los barriles de

ratones control y transgénicos IGF-I e IGFBP-1.

Linea Area de seccién No. De No. De Densidad
neural (um?) neuronas/barril | neuronas/50um |  neuronal
(10°/mm®)
Control (h=3) 68.13+12.28 1589 = 101 444 + 29 1.8+ 0.41
IGF-l (n=3) 90.42 £ 13.41° 1966 + 84 466 20 1.1 +0.08*
(33% T) (24%7) (39% 1)
IGFBP-1 (n=3) 61.41 £ 10.58° 1344 + 86" (15% 470+ 30 25+043*
{(10% 4} b (39% 1)

Promedio + SEM; #P<0.0001, ® P<0.05
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DISCUSION
El IGF-I es un factor de naturaleza proteica que regula el crecimiento

corporal. En fechas recientes, se ha sugerido que este factor, producido
localmente, modula el crecimiento del cerebro fomentando la praliferacion,
maduracién, y supervivencia neuronales. Los cambios en el peso cerebral, las
areas cortical, del PMBSF y de los barriles, asi como en el ndmero y tamafio
neurcnales en los barriles de ratones transgénicos con sobre expresion de IGF-|
y expresién ectopica de IGFBP-1 cerebrales confirman el papel de IGF-1 como
factor promotor del desarrolio del cerebro. Es interesante destacar que los
cambios en las dimensiones cerebrales no ocurren paralelamente a cambios en
las dimensiones corporales. Se ha propuesto que el tamario absoluto y relativo
del cerebro depende, en gran parte, de la talla corporal. Nuestros resultados
sugieren, sin embargo, que cambios en las dimensiones relativas y absolutas del
cerebro y de las areas que lo constituyen pueden proceder, hasta cierto punto,
independientes de los cambios corporales, como producto de alteraciones en la
disponibilidad local de factores de crecimiento del tipo del IGF-i

{ver también Gutierrez-Ospina y cols., 1996).

Bondy y cols., (1993) han propuesto que el IGF-I promueve ia
sinaptogénesis en los distintos relevos de las vias sensoriales en desarrollo,
durante las tres primeras semanas que siguen al nacimiento. Nuestros
resultados apoyan esta idea. El "espacio” interior de los barriles esta constituido
por un 3% de células gliales, un 15% de vasos sanguineos, y el resto, por las
conexiones sinapticas que se establecen entre las dendritas de las neuronas
espinosas estelares de la corteza cerebral y las terminales axdnicas de las vias
aferentes provenientes del nicleo ventroposteromedial taldmico. Es decir, el
mayor porcentaje del neurdpilo de los barriles lo ocupan las conexiones
neuronales. Por lo tanto, cambios en las dimensiones de los barriles sugieren,
en mayor grado, modificaciones en la cantidad de conexiones neuronales. Asi,
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los cambios del area de seccién, la altura, v el voiumen de los barriies en
huestros animales transgénicos apoyan la idea de que el IGF-I promueve la
sinaptogénesis en los barriles de S1 durante el desarrolio. Asf mismo, las
modificaciones en la densidad, nimero y, sobre todo, del tamaifio neuronal
sugieren que el numero de conexiones o sinapsis dentro de los barriles en
desarrollo es afectado por la disponibilidad cortical de IGF-I. Existe una relacién
directa entre el tamafo del cuerpo neuronal, la complejidad del arbo! dendritico y
su nimero de conexiones. También se sabe que la densidad neuronal reducida
reflefa un incremento en el nimero de conexiones neuronales. Finaimente,
evidencia directa de que el IGF-1 promueve la sinaptogénesis es mostrada por
las estimaciones del nimero total de sinapsis por barril. El hecho de que los
ratones transgénicos IGF- e IGFBP-1 muestren, respectivamente, un 55% de
incremento y un 48% de reduccidn del namero total de sinapsis por barril
confirma la importancia del 1GF-I como factor promotor de [a sinaptogénesis en
la via somatosensorial in vivo.

La eliminacién de conexiones redundantes mediada por la competencia
neuronal por factores neurotréficos liberados por los sitios blanco juega, en
apariencia, un papel preponderante en el refinamiento y estabilizacién sindptica,
y por tanto en el ensamblaje y determinacién de la geometria de la circuiteria
neuronal (Figurai1). Sin embargo, Agmon y cols., (1993) han publicado
evidencia que muestra que [las arborizaciones de las aferencias talamicas que
inervan los barriles son elaboradas progresivamente, con una gran precision
topolGgica, a partir de un repertorio discreto de conexiones. Por otro lado, Riddle
y cols.,, (1992) documentaron que el neurdpilo de los barriles es construido
progresiva- y selectivamente a lo largo del desarrollo postnatal, Asi, en conjunto
estos datos sugieren que la formacion de sinapsis en los barriles de S1
involucra, en mayor medida, procesos de elaboracién selectiva y no de
efiminacién de conexiones, como la idea convencional sugiere. El hecho que los
barriles de nuestros ratones transgénicos se conserven como unidades
anatémicas discretas, no obstante los cambios notables en su tamafo sugiere
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que la elaboracion selectiva del neurdpilo esta regulada por los niveles y
biodisponibilidad de IGF-I. Todas estas observaciones nos indican que las reglas
que gobiernan el desarrollo de las conexiones télamo-corticales son diferentes
en distinias 4reas corticales. Si bien, en la corleza visual y otras regiones del
sistema nervioso central, las sinapsis redundantes son eliminadas por un
proceso mediado por competencia neurconal por factores neurotréficos, en la
corteza somatosenscrial la estrategia de desarrollo parece ser diferente. Aqui,
las aferentes talamicas arriban a S1 con alta precision topolégica y elaboran sus
conexiones selectivamente dependiendo de la cantidad de factor neurotréfico
disponible. En este contexto, los procesos de competencia son innecesarios
(Figura 11)

La neocorteza esta formada por minicolumnas de 30-50 um de diametro
organizadas radialmente a lo largo de la superficie cerebral. Ademds de las
dimensiones, estos mddulos poseen una estructura, ndmero y tipo de células,
patrones intrinsecos de conexion, propiedades fisiologicas y neuroguimicas
comunes en todos los cerebros de los mamiferos estudiados hasta la fecha. Es
aln desconocido si el nimero de sinapsis por minicolumna en cerebros de
diferente tamafio esta también conservado. Debido a que el nimero de
conexiones neuronales, y presumiblemente la capacidad para procesar
informacién de los circuitos, parece estar en relacién directa con el tamafio
cerebral, se podria imaginar gue las minicolumnas de los cerebros de mayor
tamafio pudieran tener un mayor nimero de sinapsis. Este, sin embargo, no
parece ser el caso. Nuestros resultados sugieren que el nimero de sinapsis en
las minicolumnas de animales con cerebros grandes o pequefios es semejante,
si bien el numero total de sinapsis es mayor en los primeros, Estos datos,
apoyan la idea de que, durante la evolucién, el cerebro incrementa su tamafio en
base a adicionar unidades basicas altamente estereotipadas (i.e., minicolumnas)
cuya estructura es esencialmente la misma (ver también Rakic, 1988). Asi
mismo, nuestros datos sugieren que el incremento en el tamafio de la corteza
cerebral a lo largo del desarrollo ontogenético se debe a la estabilizacién del
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niamero de minicolumnas por efectos neurotréficos. Previamente se ha
documentado que IGF-I promueve la supervivencia neuronal. Asi, la
estabilizacion del nimero de columnas, podria resultar de un incremente de la
sobrevida, y por tanto, del nimero de neuronas en las dimensiones radial y
tangencial de la corteza, producto de interacciones neurofroficas. Nuestros
resultados que muestran los cambios en las dimensiones de los barriles en los
animales transgénicos apoyan fuertemente esta idea.

Un aspecto técnico de nuestro trabajo que podria disminuir la importancia
de las presentes observaciones es que los ratones control y transgénicos
presentan, presumiblemente, un contexto genético similar. Nuestres hallazgos
podrian ser atribuidos, por tanto, a restricciones genéticas especie-especificas.
Si bien nuestros datos no pueden descartar esta posibilidad, estudios recientes
en la corleza visual de varias especies de mamiferos, inctuyendo el hombre, han
mostrado que el niimero de sinapsis por milimetro cubico es muy similar. Esta
evidencia valida nuestras observaciones, y en conjunto, sugiere que existe una
restriccion, no especie-especifica, sino filogenética del ndmero de conexiones
por minicolumna.

Finalmente, nuestras observaciones modifican la definicién de lo que es
un barril cortical desde el punto de vista estructural. Tradicionalmente, los
barriles han sido considerados como las representaciones anatémicas de las
minicolumnas et 81 de los roedores. Los datos de que el nimero total de
neuronas y sinapsis covarien con el tamafio de! barril y que el nimero de
sinapsis sea similar en dreas pequefias contenidas en las dimensiones de una
minicolumna apoyan que los barriles estan constituidos en si mismos por
unidades esterectipadas estructuralmente. Esto no es sorprendente puesto que
estudios previos han mostrado grupos de neuronas unidas por unjones
estrechas formando dominios dentro de los barriles. Ademds, se han observado
la presencia de "parches” de alta y baja actividad metabdlica alternados a lo
largo y ancho del neurdpilo del barril. Estos dominios y parches bien pudieran
representar las subunidades citoarquitecténicas que conforman cada barril.
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Dicho en otras palabras, cada barril representa en realidad una macro- 0
hipercolumna; un conjunto de minicolumnas con caractetisticas anatdmicas y
fisioldgicas similares.
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CONCLUSIONES

Nuestros resuitados confirman el papel de [GF-I como factor promotor del
desarrolfo de los barriles de S1.

El efecto de IGF-1 no promueve la sinaptogénesis per se. El cambio en el
nimero de sinapsis observado en los animales transgénicos probablemente es
producto de cambios en el nimero de minicolumnas.

Debido a que los barriles se conservan como unidades anatémicas
discretas, nuestros resultados apoyan que IGF-I promueve la elaboracidn

discreta y progresiva de neurépilo.

La elaboracién de conexiones depende de concentraciones crecientes de
factores neurotréficos.

El nimero de sinapsis en las minicolumnas de animales con cerebros
grandes o pequefios es semejante.

El tamafio final de la neocorteza resulta de la estabilizacion del nimero de
minicolumnas que la constituyen.

Los barriles estan constituidos por unidades altamente estereotipadas,
por o que deben ser visualizados como macrocolumnas.

El incremento en el tamafo cerebral a lo largo de la evolucion puede
resultar de un elevacion en la produccién de factores de crecimiento, seguido de
un aumento en la sobrevida neuronal.
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