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Resumen

Uno de los problemas en la neurobiologia es el de entender como se establecen
las conexiones de los circuitos neuronales. Al respecto, se han propuesto dos
teorias. La primera plantea una sobreproduccidon inicial de conexiones que
posteriormente se eliminan y la segunda postula que las conexiones se establecen
progresivamente en el sitio blanco. En la via tAlamocortical somatosensorial existe
aun controversia al respecto. Por ello, para conocer como se ensambla esta via se
analizaron a la vez los axones, las dendritas y las sinapsis en la capa IV de la
corteza somatosensorial primaria (S1) de la rata durante el primer mes de vida
postnatal. Las proteinas estructurales de dendritas, axones Yy sinapsis
cuantificadas mediante las técnicas de inmunohistoquimica y transferencias tipo
Western se incrementaron en el periodo estudiado. El analisis detallado del patron
de crecimiento de los arboles dendriticos corticales (impregnacion argéntica) y de
los axones talamicos (marcaje con Dil) mostré que los arboles crecen a través de
procesos de formacion y eliminacion concurrentes de sus ramas, seguidos de
aumentos en la longitud de las ramas que se estabilizan. A pesar de estos
cambios, la densidad sinaptica cuantificada por microscopia electronica se
incrementd con la edad. Finalmente, la actividad metabdlica en S1 mostro
incrementos importantes después de los 15DP que pueden estar relacionados a
cambios en los patrones de actividad asociados con la actividad neuronal. En
conclusion la formacion de la via talamocortical somatosensorial integra eventos
de seleccion y de adicion de ramas pero de forma concurrente seguidos de un

proceso de elongacion de ramas.



Abstract

The strategy used by neurons to form circuits in the barrel cortex is yet a matter of
controversy. Some investigators think that barrel circuits result from a sequence of
overproduction and elimination of supernumerary axonal and dendritic branches
and synapses. Others suggest that a precise addition of neuronal processes and
synapses underlies the development of barrel circuits. In this study, we evaluated
the pattern of dendritic and axonal elaboration and synaptic density in the barrel
cortex of developing rats during the first month of life. Morphometric analyses of
terminal arbors of Dil-traced thalamocortical afferents and dendritic arbors of Golgi-
impregnated spiny stellate neurons show that both types of processes tend to
branch extensively during the first 15 days of life. Between this age and postnatal
day 25, both axonal and dendritic arbors retract the most distal, highest order
branches, while elongate more stable, lower order branches. Regardless of this
phase of arbor remodeling, the overall complexity of axons and dendrites
increases, as it does synapse density. Immunocytochemical and Western blot
studies show an increment in the content of proteins considered dendritic, axonal
and synaptic markers during this period. Finally, cytochrome oxidase activity in
barrels increased with age. Overall these results support that neural circuits in the
barrel cortex are build up through molding arbors by forming and eliminating
concurrently dendritic and axonal branches. During this molding process, there is a
predominance of additive events that lead to increased complexity and synapse
density. The whole process is accompanied by increments in oxidative metabolic

demands.



Introduccion

La viabilidad desde los nematodos hasta los mamiferos emana de la actividad de
los circuitos de su sistema nervioso. Es por ello que se piensa que la configuracion
anatomica y las propiedades fisiologicas de los circuitos neuronales determinan
las respuestas conductuales de los organismos (Crick, 1994; Opris and Bruce,
2005). Asi, se propone que alteraciones en el numero, distribucion vy fisiologia de
las sinapsis en estos arreglos a lo largo de la vida de los individuos parecen estar
involucrados tanto de la emergencia de la personalidad, del aprendizaje y la
memoria, como de alteraciones neurologicas y cambios en los patrones de
conducta (Bloom, 1994; Purves et al., 2004). De aqui la importancia de estudiar
los mecanismos por medio de los cuales se forman los circuitos neuronales.

Durante el desarrollo del sistema nervioso, las poblaciones neuronales emiten
proyecciones hacia sus blancos. Dichas proyecciones generan una configuracion
basica que puede ser modificada durante la maduraciéon del cerebro, lo que
permite la formacion de circuitos neuronales maduros (Jacobson, 1993; Nicholls,
2001). Sin embargo, aun se desconocen diversos aspectos sobre las estrategias
que utilizan las neuronas en distintas zonas cerebrales para formar circuitos.
Debido a que el tipo de estrategia puede influir en la manera en que las neuronas
procesan la informacion, la caracterizacion de la secuencia de eventos que
participan en la maduracion de un circuito, abre el camino para entender las reglas
que obedece la generacion de circuitos especificos relacionados, por ejemplo, con

un movimiento o con la evocacion de un recuerdo.
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Los primeros intentos por relacionar una funcion cerebral superior con una forma
determinada de ensamblaje de las redes neuronales provienen de las teorias
cognoscitivas. Desde finales del siglo XIX, en el campo de la psicologia, se
proponia que procesos como el aprendizaje podian ser producto de la seleccion
de conexiones intrinsecamente predeterminadas o de la adicion de conexiones
inducida por la interaccion del individuo con el ambiente (Quartz and Sejnowski,
1997). Hay que tener en cuenta que durante estos afios la teoria de seleccidon de
Darwin fue ganando aceptacion en varias areas del conocimiento. Sus postulados,
como el que supone que una poblaciébn de organismos esta conformada por
aquellos que resultaron ganadores en la lucha por los recursos, se utilizaron no
sOlo para tratar de entender el proceso evolutivo sino también para explicar
eventos del desarrollo de los organismos. Asi, Wilhelm Roux en 1881, introdujo los
términos de seleccién y competencia para describir la formacion de conexiones
neuronales (Jacobson, 1991a).

Durante el transcurso del siglo XX los promotores del seleccionismo neuronal
encontraron en ciertos trabajos experimentales el sustento empirico para apoyar
su modelo. Este es el caso de los eventos de eliminaciéon similares a la poda de
los arboles, que Santiago Ramoén y Cajal describié en las dendritas de las
motoneuronas de la médula espinal, las neuronas de Purkinje y las células
granulares del cerebelo (Jacobson, 1991b). Ademas, el seleccionismo recibié aun
mas apoyo de la observacion que sugeria que proteinas con actividad neurotréfica
liberadas en el sitio blanco promueven la competencia entre los axones que
pretenden conectarse ahi (Loughlin and Fallon, 1993; Purves et al., 2004).

Finalmente, los hallazgos derivados del estudio de la formacion de la placa
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neuromuscular (Balice-Gordon et al., 1993; Culican et al.,, 1998; Walsh and
Lichtman, 2003) de las columnas de dominancia ocular (Hubel et al., 1976; Ghosh
and Shatz, 1992) y de la corteza cerebral de anfibios (Connor et al., 1994) y de
mamiferos (Bourgeois et al., 1989; Bourgeois, 1997), respectivamente,
consolidaron la posicidn seleccionista.

Es importante considerar, sin embargo, que buena parte de los experimentos que
sustentan la seleccion de conexiones neuronales presentan limitaciones técnicas
que inciden directamente sobre la interpretacion de los resultados. Tal es el caso
del arribo y arborizacion de los axones talamicos a la corteza visual. Utilizando
técnicas de trazado transingptico mediante la inyeccion monocular de
hidroxiprolina tritiada, Hubel y Wiesel (Hubel et al., 1975; Hubel et al., 1976, 1977)
observaron que la distribucion de los arboles de los axones taldmicos se
empalmaba representando una banda continua en la capa IV de la corteza visual
de gatos y primates juveniles. Estos resultados sugerian un crecimiento difuso de
estos axones. En contraste, en los animales adultos, se observé una marca
autoradiografica en forma de columnas que fue interpretada como la consecuencia
de un proceso de retraccién axonal en las zonas corticales correspondientes al ojo
no marcado. Ademas, se postuld que la actividad dependiente del uso era la
responsable de la segregacion de las columnas de dominancia ocular. No
obstante estas observaciones clésicas, estudios recientes realizados con
trazadores fluorescentes que permiten un analisis de mayor resolucion revelaron
que los axones talamicos en la via visual del hurdn llegan segregados a la corteza
y arborizan preferentemente en sitios especificos sin empalme (Crowley and Katz,

2000, 2002). Este ejemplo refleja claramente una contradiccion en los resultados
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generados por el empleo de técnicas con distinta resolucion y/o sugiere que la
estrategia de formacién de la via tdlamocortical visual en el gato y el mono es
diferente a la del huron. De ser cierto este ultimo punto se apoyaria el hecho de
que no se pueden generalizar los hallazgos entre especies puesto que sus
sistemas nerviosos se desarrollan con una temporalidad diferente.

Otro problema frecuentemente observado en los estudios que sustentan el
seleccionismo neuronal radica en que la mayor parte de ellos analizan por
separado los elementos que conforman un circuito. Muchos de los trabajos solo
cuantifican el nimero de sinapsis o la cantidad de axones que llegan a un blanco.
Contados estudios consideran los arreglos espaciales de las dendritas y de los
axones asi como la densidad sindptica en su conjunto en la misma via o en el
mismo trabajo (Kasowski et al., 1999; Treloar et al., 1999). Este requerimiento es
importante debido a que el desarrollo de los arboles dendriticos y axénicos no
necesariamente es sincroénico, por lo que no se puede asumir que los elementos
se comportan de la misma manera en una ventana espacio-temporal determinada.
Ademas, se ha propuesto que el niumero de ramas axoénicas tampoco esta
directamente relacionado con el nimero de sinapsis (Lichtman, 1977).

Uno de los modelos experimentales mas utlizados para estudiar diversos
aspectos de la formacion de las conexiones neuronales es la corteza de barriles o
somatosensorial primaria en los roedores. La capa IV de esta corteza posee una
representacion de los mecanoreceptores del cuerpo de roedor que se organiza en
moédulos llamados barriles. Los barriles se forman en los primeros 5 dias de vida
postnatal (5DP), lo que da la oportunidad de estudiar el proceso de formacién de

conexiones de manera relativamente sencilla. Fundamentalmente, los barriles
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estan formados por axones provenientes del talamo y las dendritas de las
neuronas estrelladas espinosas, también denominadas neuronas estelares
espinosas. El barril esta constituido por células estrelladas tanto lisas como
espinosas, cuya densidad es mayor en los bordes del barril. Las dendritas de las
neuronas estrelladas espinosas comunmente se restringen a un barril y se
orientan hacia el centro del mismo aunque un porcentaje minimo proyecta a
barriles vecinos (Woolsey et al., 1975). Aproximadamente el 15% de las células
que conforman el barrii son GABAérgicas y presumiblemente inhibitorias
(Chmielowska et al., 1986; White and Keller, 1987). Las aferentes talamicas del
nucleo ventroposteromerdial terminan en el centro del barril, y hacen contacto
tanto con las neuronas estrelladas lisas, con las espinosas y con las dendritas
apicales de las neuronas piramidales que pasan a través del barril. Los barriles
estan separados por septos, sitios por donde pasan las dendritas apicales de las
neuronas de la capa V. Ademas de estos elementos, los barriles estan
vascularizados y poseen células gliales que delimitan el borde de los barriles
(Voutsinos-Porche et al., 2003).

El desarrollo de los barriles depende de factores neurotréficos BDNF, NT-4 (Vitalis
et al., 2002; Itami et al., 2003; Lush et al., 2005) y de neurohormonas tales como el
factor tipo insulina | (IGF-1), el péptido intestinal vasoactivo, la hormona de
crecimiento y las hormonas tiroideas (Zilles et al., 1993; Calikoglu et al., 1996;
Gutierrez-Ospina et al., 1996; Hajos et al., 1998; Bayraktar et al., 2000).

En el modelo de la corteza de los barriles, y con relacién a la forma en que se
desarrollan los axones en la corteza, Sfent y Woosley plantearon que los axones

talamocorticales somatosensoriales crecen inicialmente de manera difusa en la
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capa IV para ser mas tarde refinados mediante un proceso de eliminacion de un
porcentaje de sus ramas (Senft and Woolsey, 1991). En contraste, Agmon y
colaboradores reportaron que el arribo y la elaboracion de los arboles axdnicos en
esta misma via se restringe a los barriles (Agmon et al., 1993; Agmon et al., 1995).
Aunque estas diferencias entre las conclusiones presentadas en los estudios
pueden deberse a los problemas técnicos antes mencionados, dejan ver que aun
se desconoce si la corteza somatosensorial primaria se ensambla mediante
eventos de seleccion o de construccion.

Por todo lo anterior, el propésito principal de este trabajo fue el de caracterizar la
estrategia que sigue la via talamocortical somatosensorial para ensamblarse. En
este trabajo se estudiaron simultaneamente algunos de los elementos que
componen esta conexion neuronal. El periodo de evaluacion abarcé desde la
llegada de los axones talamicos a la capa IV de la corteza, hasta el inicio de la
consolidacion sinaptica. Esto es, durante el primer mes de vida postnatal.

El desarrollo de la proyeccion talamocortical de la via somatosensorial y el
desarrollo de las neuronas estrelladas espinosas en la capa IV se evalué mediante
trazados del colorante Dil e impregnaciones con la técnica de Golgi,
respectivamente. Se realizé un andlisis morfométrico del desarrollo de los axones
talamicos y de las dendritas de las neuronas estrelladas espinosas. Ademas, se
obtuvo la densidad sinaptica mediante cuantificaciones de sinapsis en
microfotografias de barriles a diferentes edades.

Para complementar las observaciones morfolégicas se midié la dimension fractal
que es un indice utlizado para medir complejidad de una estructura y se

semicuantificaron diversas proteinas estructurales de dendritas, axones y sinapsis.

15



Para dendritas se escogié la proteina asociada a microtubulos (MAP2a y b)
porque mantiene la estabilidad de los microtubulos y se localiza preferentemente
en las dendritas (Dehmelt and Halpain, 2005). Los neurofilamentos se escogieron
para los axones pues es una de las proteinas enriquecidas en los mismos.
(Petzold, 2005), Ademas, ambas proteinas se han utilizado ampliamente con este
fin y se sugiere que los incrementos en el contenido de la MAP2a y b y de los
neurofilamentos indican aumento en el niamero y complejidad de dendritas y
axones (Diez-Guerra and Avila, 1993; Petzold, 2005). En el caso de las sinapsis
se escogio la sinaptofisina que es una proteina asociada a la membrana de las
vesiculas sinpticas que participan en el proceso de liberacion del neurotransmisor
(Thiel, 1993). En la densidad postsinaptica de las espinas dendriticas se
encuentran las proteinas PSD-95 y Shank (Nieto-Sampedro et al., 1982; Naisbitt et
al., 1999; Romorini et al., 2004). Estas proteinas, actlan en conjunto con otras,
reclutado a los canales de potasio y a los receptores que unen glutamato
denominados de N-metil-D-Aspartato (NMDA) y acido propionico alfa amino-3-
hidroxi-5-isosazoleico (AMPA) entre otras proteinas.

De manera general se observé que aunque algunas ramas distales de los arboles
axonicos y dendriticos se eliminan, lo que predomina es un aumento en la
complejidad de los axones y dendritas conforme la edad avanza. Ademas, la
densidad sinptica aument6 de los 5DP a los 30DP asi como las proteinas de
dendritas, axones y sinapsis. Con base en estos resultados se propone que la via
talamocortical somatosensorial combina predominantemente la formacion,
elongacion y estabilizacion de ramas proximales e intermedias con la eliminacién

selectiva de las ramas mas distales de sus arboles dendriticos y axonicos. Este
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proceso de remodelacion se acompafia de un incremento en el namero de
sinapsis. En conjunto este trabajo muestra por primera vez evidencia anatomica
sobre la dindmica de formacion considerando algunos de los elementos de la

conexion talamocortical de la rata.
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Antecedentes

La aceptacion de la teoria neuronal en donde se reconoce a las neuronas como
unidades independientes que se conectaban entre si a través de sitios especificos
(o sinapsis) fue el primer paso para iniciar el estudio de la formacion de circuitos
neuronales (Shepherd, 2004). Como se mencion6 en la introduccion, la vasta
cantidad de conexiones y de circuitos especificos en el cerebro son producto de
un proceso de desarrollo. Este proceso comienza con la proliferacion y
especificacion de los precursores neuronales y gliales, seguido de la generacion,
migracion y establecimiento de los distintos linajes neuronales y gliales.
Posteriormente, las neuronas extienden sus axones y dendritas hacia sus sitios
blanco a través de los procesos denominados de navegacion y guia axonal
(Cowan et al., 1997). Una vez posicionados, axones y dendritas establecen
contactos con sus blancos y aferentes, respectivamente; para después
consolidarlos con base en los patrones de actividad y el reforzamiento trofico (ver
apeéendice I). En los mamiferos, el proceso de formacion de conexiones tiene lugar,
durante un periodo critico del desarrollo el cual es especifico de la especie. Este
usualmente tiene lugar durante el desarrollo prenatal y las primeras semanas o
afos de la vida postnatal (Un ejemplo es la corticogénesis; apéndice II).

Teoria de seleccidn

En la actualidad, la concepciéon dominante sobre la formacion de circuitos es la
seleccion. Esta sugiere que en las etapas tempranas del desarrollo se genera un
namero excesivo de ramas dendriticas y axodnicas, asi como de sinapsis. Este

namero excesivo de ramificaciones neuronales y contactos disminuye a traves de
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un mecanismo de eliminacion inducido por interacciones competitivas entre los
axones o las dendritas con relacion a sus blancos (Changeux and Danchin, 1976;
Purves and Lichtman, 1980; Bourgeois et al., 1989; Katz and Shatz, 1996). La
teoria seleccionista supone que las células blanco expresan de manera limitada
moléculas necesarias para el mantenimiento de la homeostasis de los procesos
neuronales (i.e. factores de crecimiento). Esta limitacion promueve la competencia
y la eliminacion de los procesos neuronales y de los contactos que no obtengan
acceso adecuado a dichas moléculas (Changeux and Danchin, 1976; Bennett,
1983). También se ha propuesto que la eliminacion puede ser resultado de la
secrecion de factores inhibitorios o toxicos hacia los procesos neuronales (Aguilar
et al., 1973; Connold et al., 1986). Ademas de los factores de crecimiento, la
actividad neuronal ha sido considerada el instructor de la formacion de
conexiones. Se ha propuesto que una vez formados los contactos, los patrones de
sefales eléctricas entre los axones y las dendritas deben coincidir espacio-
temporalmente, condiciébn que potencia la liberacion y disponibilidad local de
factores de crecimiento, y como consecuencia la consolidacion sinaptica. La
discordancia entre los patrones de actividad de los axones y las dendritas conlleva
a la disminucion en la disponibilidad local de factores de crecimiento, situacion que
desencadena el mecanismo de eliminacién sinaptica (Haydon and Zoran, 1994;
Bonhoeffer, 1996).

La mayor parte de lo que se conoce con respecto a la formacién y estabilizacion
singptica en un contexto de seleccion deriva del trabajo realizado en la placa
neuromuscular. Diversos grupos de investigaciéon han estudiado con detalle la

formacién de la placa neuromuscular utilizando diferentes técnicas in vitro, in vivo
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y en tejido fijado. El consenso sugiere que inicialmente las fiboras musculares son
inervadas por varios axones. Al cabo de un tiempo, sé6lo uno de ellos persiste en la
placa neuromuscular (Balice-Gordon et al., 1993; Lichtman and Colman, 2000;
Keller-Peck et al., 2001). Esto mismo se ha observado durante la reinervacion del
musculo (Rich and Lichtman, 1989). Los eventos de eliminacion de los axones
redundantes han sido descritos en el ganglio submandibular (Lichtman, 1977), el
nacleo geniculado lateral (Rakic and Riley, 1983; Shatz, 1983; Katz and Shatz,
1996; Meissirel et al., 1997) y la corteza visual primaria (Wiesel and Hubel, 1963)
entre otros. Algunos ejemplos de vias nerviosas que parecen utilizar la estrategia
seleccionista para generar conexiones se detallan en la tabla 1. El modelo se
muestra en la figura 9A.

Con respecto a la elaboracion del arbol dendritico, también se ha propuesto que
su desarrollo sigue un mecanismo de seleccion promovido por competencia
semejante a la descrita por los axones. Las dendritas compiten por los axones y
otras dendritas disponibles. Ahora se conoce que en algunas conexiones la
retraccion de los axones, los filopodios y las espinas, asi como el rebrote de los
mismos no estan directamente relacionados con las sinapsis estables (Culican et
al., 1998; Lee et al., 2006). Este mecanismo también se ha observado durante el
Tabla 1 Ejemplos de elaboracion de arboles axonicos con base en una

estrategia seleccionista

Estructura Especie Edad Método Observaciones Referencia
Placa Raton PO-P21 Marcaje con DiAy  Un par de axones inervan el mismo (Balice-
neuromuscular Dil musculo, posteriormente sélo uno Gordon et
de ellos permanece al., 1993)
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Bulbo Olfatorio

Ganglio
Submandibular

Corteza visual

Nucleo geniculado

Tallo cerebral
somatosensorial

Corteza
somatosensorial

Raton

Rata

Rata

Mono

Hurén

Hurén

Ratén

Rata

Rata

Raton

P1.5-P14.5
P1.5-P5.5

PD1- PD35

7 semanas —
18 meses

P28 — P81

P19- P110

P10-P31

E17

E15- P7

P1-P7

Histoquimica
contra lectina
Trazado de axones
individuales con Dil
o HRP

Registro
intracelular y
microscopia

electrénica

Registro
e inyecciones
monoculares con
trazadores
transinapticos
(hidroxipiolina)

Marcaje con
trazadores
transinapticos
(hidroxipiolina) o
HRP

Registros

Marcaje con Dil en
rebanadas
Registros de fibras
Unicas
Probabilidad de
liberacion

Marcaje con HRP
de axones
individuales

Registros axonales

Marcaje ocn HRP e
histoquimicas para
citocromo oxidasa

Trazado con Dil y
HRP en rebanadas

Algunos axones sensoriales que
forman el glomérulo, inervan de
manera exuberante diferentes
capas y mas de un glomérulo

El nimero de axones
preganglionares individuales que
inervaban a las células
ganglionares son eliminados de
manera gradual a lo largo de 5
semanas
En cambio, el nimero de sinapsis
por célula ganglionar se
incrementan con la edad

Empalme de los axones en la
corteza a los 8 dias. Para los 30
dias los axones se segregan en

columnas.
El periodo de segregacion dura
aproximadamente seis semanas.

Desde la edad de P28 hasta P50 se
observa una banda en la corteza
visual, para 63 se puede observar
un patron segregado como en el
adulto

Establecimiento de periodos criticos
de formacién de columnas de
dominancia ocular

Comparaciones entre las corrientes
de AMPA y NMDA. Se muestra
como hay un nimero menor de

axones conforme la edad avanza

Competencia entre los axones,
seleccion y arborizacion de los que
permanecen

Competencia entre aferentes, y
seleccion de las mismas

Existe empalme en la llegada de las
aferentes talamicas y una
segregacion posterior

(Tenne-
Brown and
Key, 1999)

(Lichtman,
1977)

(Hubel et al.,
1977)

(Ruthazer et
al., 1999)

(Issa et al.,
1999)

(Chen and
Regehr,
2000)

(Chiaia et al.,
1994)

(Chiaia et al.,
1992)

(Senft and
Woolsey,
1991)

desarrollo de los arboles dendriticos de motoneuronas de la rata (Vaughn et al.,

1988; Kalb, 1994), neuronas corticales, taldmicas, de la retina del mono (Lund et

al., 1977; Garey and Saini, 1981), del gato (Ramoa et al., 1988) y del criceto

(Wingate and Thompson, 1994).
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Finalmente, y en concordancia con lo que parece ocurrir con los axones y las
dendritas, trabajos previos realizados en monos y otras especies de mamiferos
aparentemente muestran disminuciones en el nUmero de contactos sinapticos en

diversas areas del cerebro (Zecevic et al., 1989; Bourgeois, 1997).

Teoria de construccion

No obstante la aceptacion de la teoria de seleccidon como la mejor explicacion para
entender la manera en que los circuitos neuronales se ensamblan durante el
desarrollo, se ha mostrado que los axones de diversas vias sensoriales crecen
con precision desde su origen, invaden de manera segregada los territorios blanco
y definen de manera puntual con poco empalme y pocos eventos de regresion sus
blancos definitivos. La tabla 2 refiere con mas detalle trabajos que apoyan este
modo de elaboracion de los axones en diversas vias del cerebro en desarrollo. El
modelo se muestra en la figura 9B. Ejemplos de construccion se han reportado en
la médula espinal (Silos-Santiago et al., 1995), en los axones sensoriales que
proyectan hacia los glomérulos del bulbo olfatorio (Vassar et al., 1994; Mombaerts
et al., 1996; Klenoff and Greer, 1998; Tenne-Brown and Key, 1999), los axones
aferentes de la corteza entorrinal hacia el hipocampo (Frotscher and Heimrich,
1993), los axones eferentes de la retina que inervan el nucleo geniculado lateral
(Meissirel et al., 1997), los axones visuales talamocorticales (Crowley and Katz,
2000, 2002) y, los axones talamocorticales somatosensoriales (Killackey and
Belford, 1979; Catalano et al., 1991; Agmon et al., 1993; Schlaggar and O'Leary,

1994; Agmon et al., 1995).
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Las dendritas de neuronas localizadas en algunas areas del cerebro también
incrementan en complejidad conforme el desarrollo avanza (Purves and LaMantia,
1990; Purves and LaMantia, 1993; Quartz and Sejnowski, 1997). Este patron de
desarrollo dendritico se ha descrito en neuronas de la corteza somatosensorial,
del hipocampo y de la corteza cerebelosa de la rata (Berry and Bradley, 1976;
Belford and Killackey, 1979; Killackey and Belford, 1979; Wise et al., 1979;
Parnavelas and Uylings, 1980; Petit et al., 1988; Catalano et al., 1996; Dailey and
Smith, 1996). También las neuronas del cerebelo y la corteza visual del mono
desarrollan sus arboles dendriticos utilizando un estrategia constructivista (Rakic,
1972).

Nuevamente, como es el caso para la teoria de seleccion, también existen datos a
nivel sinaptico que apoyan una concepcion constructivista del desarrollo cerebral.
Por ejemplo, en los barriles de la corteza somatosensorial primaria de roedores, el
namero de sinapsis glutamatérgicas y GABAérgicas aumentan durante el primer
mes de vida postnatal y posteriormente se estabilizan manteniéndose alrededor
del mismo numero hasta la edad adulta (Micheva and Beaulieu, 1996, 1997; White
et al., 1997). De manera interesante, estos datos coinciden con otros que apoyan
una relativa estabilidad dendritica en las neuronas estrelladas espinosas de los

barriles en roedores a lo largo de la vida adulta (Curcio and Hinds, 1983).

Tabla 2 Ejemplos de elaboracion de arboles axdnicos con base en una

estrategia constructivista
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Estructura

Médula espinal

Glomérulos

Proyecciones
paleocorticales a
través de la
comisura anterior

Conexiones
interhemisfericas a
través de la
comisura anterior

Proyecciones
conticopontinas

Corteza visual
primaria

Tallo cerebral
somatosensorial

Corteza
Somatosensorial
Primaria

Especie
Rata

Pollo

Raton

Rata

Hamster

Hamster

Ratas

Hurén

Rata

Rata

Raton

Edad
E15-E19

Estadios

28-30

E5.5-6.5

PO-P15

E17-PO

E13-P1

E14-P10

PO-P1

P9 a P22

PO-

PO a P6

PO a P12

Método

Trazado con Dil para la
piel ventral y DiA para
la piel dorsal del cuello

Cultivos de médulas
espinales unidas a
ganglios de la raiz
dorsal
Trazados con Dil

Estudio in vivo
Marcaje con RH414
Tincién con sudan
negro

Inmunihistoquimica
contra GAP-43 y
neurofilamentos

Marcaje con Dil

Marcaje con Dil

Co-cultivos
Marcaje con Dil

Trazado in vivo
Dextran amino
biotinilado
Dextran de tetrametil
rodamina

SDH
Cortes tangenciales

SDH
Cortes transversales de
corteza

Rebanadas
fijadas
Trazado Dil

Observaciones

Existe poco o nada de
empalme entre los axones
provenientes de la parte
dorsal o ventral de la piel en
el asta dorsal de la médula.

Desarrollo de proyecciones
especificas sensoriales
musculares y cutaneas

Importancia del periodo de

espera antes de entrar al sitio
que se va a inervar, para
tener los marcadores que
guian de manera especifica
su crecimiento

Aumento en el tamafio y en
el nimero de glomérulos con
la edad

Aumento en la cantidad de
axones con la edad

No se observan crecimiento
exuberantes, hay un
crecimiento progresivo de los
axones

Aumento en la cantidad de
axones con la edad. Llegada
especifica

Arribo y crecimiento
especifico de los axones de
la capa V de la corteza al
puente

Desarrollo de conexiones
especificas. Axones del
nucleo geniculado lateral
llegan segregados y de
manera precisa a la capa IV
de la corteza visual

Los axones llegan
segregados al nucleo
ventrobasal del tallo

Antes de los 5 dias hay una
marca difusa debido a que no
se han segregado los barriles

después de PD5 hay
progresion

Desarrollo de conexiones
especificas. Axones del
nucleo ventroposteromedial
del tdlamo llegan segregados
y de manera precisa a la
capa IV de la corteza
somatosensorial

Referencia

(Silos-Santiago
et al., 1995).

(Sharma et al.,
1994)

(LaMantia and
Purves, 1989)

(Treloar et al.,
1999)

(Lent and
Guimaraes,
1991)

(Lent and
Guimaraes,
1990)

(O'Leary et al.,
1991)

(Crowley and
Katz, 2000,
2002)

(Belford and
Killackey, 1979)

(Killackey and
Belford, 1979)

(Agmon et al.,
1993; Agmon et
al., 1995)

Para terminar, se debe mencionar que los neurobidlogos constructivistas también

han explorado la participacion de los factores de crecimiento y de la actividad

neuronal durante la elaboracion de los circuitos neuronales. Al respecto, se sabe
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que la adicidon de procesos dendriticos y axoénicos (neurépilo) en los barriles
depende de un aumento en la disponibilidad de factores de crecimiento, por lo que
se hace innecesaria la competencia entre los procesos neuronales para alcanzar
la madurez de los circuitos que constituyen (Gutierrez-Ospina et al., 1996). Con
relacion a la participacion de la actividad neuronal se ha propuesto que el
incremento en los niveles de actividad asociada al uso promueve la adicion de
neurépilo en los barriles (Riddle et al., 1993; Zheng and Purves, 1995). Sin
embargo, esta ultima aseveracion pudiera no ser tan cierta puesto que la actividad
neuronal provocada en la corteza somatosensorial en respuesta a la estimulacion
asociada al uso es escasa durante la primera semana de vida (Landers and
Sullivan, 1999). Ademas, el movimiento voluntario de las vibrisas en las ratas
ocurre alrededor del dia 12 postnatal, por lo que una parte importante del
desarrollo tiene lugar en ausencia de altos niveles de actividad neuronal asociados
con el uso.

Con base en esta evidencia, queda claro que las reglas que gobiernan la
formacién de circuitos son diferentes dependiendo del area del cerebro en
desarrollo y de la especie que se evalle. Mientras que las conexiones
redundantes son eliminadas en algunas &reas, en otras areas parecen generarse
de manera puntual y aditiva (Gutierrez-Ospina et al., 1996; Quartz and Sejnowski,

1997).

Inconvenientes de los trabajos realizados para demostrar las teorias de

formacion de conexiones neuronales
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Como comenté en la introduccion, los trabajos en los cuales una u otra de las
estrategias en torno al como se desarrollan los circuitos neuronales estan sujetos
a limitaciones técnicas importantes. Algunas de ellas son el uso de diversos
métodos de trazado y tincidn celular, diferencias en las especies de animales en
los que se realizaron los estudios y la evaluacion de s6lo uno de los elementos
neuronales que forman los circuitos. Debido a estas limitaciones, pensamos que
se debe reevaluar la estrategia de formacion de conexiones neuronales en las
diversas vias antes estudiadas. Ademas, es importante mencionar que la
interpretacion de los resultados muchas veces es sesgada hacia alguna de las
teorias. Creemos que esto ayudara a resolver en parte el conflicto seleccionista-
constructivista que hasta el momento permanece en la literatura neurobioldgica.

De esta forma, el presente trabajo pretende iniciar este esfuerzo estudiando el
desarrollo postnatal de la via talamocortical somatosensorial en la rata. Este no es
s6lo un buen modelo experimental por el facil acceso a los elementos que los
constituyen sino porque existe aun una controversia seleccionista-constructivista
no resuelta sobre la estrategia que sigue este circuito para ensamblarse.
Adicionalmente se hace una propuesta en torno a la participacién de la actividad

neuronal en este mecanismo.
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Hipotesis

1. La via tadlamocortical somatosensorial en la rata se establece utilizando una

estrategia constructivista.

Objetivo General

Describir el patrén anatomico de algunos elementos que forman la via

tdlamocortical somatosensorial.

Objetivos Particulares

Describir el patron espacio-temporal de expresion de las proteinas MAP2a y b
y neurofilamentos 150 kDa en los barriles de la capa IV de la corteza
somatosensorial primaria a lo largo del primer mes de vida postnatal, mediante
técnicas de inmunohistoquimica y microscopia de luz.

Determinar el contenido de MAP2a y b y neurofilamentos 150 kDa en la
corteza somatosensorial primaria a lo largo del primer mes de vida postnatal,
mediante técnicas de transferencia tipo Western y densitometria.

Evaluar el patron de crecimiento de los arboles dendriticos de las neuronas
estrelladas espinosas en la capa IV de la corteza somatosensorial a lo largo del
primer mes de vida postnatal, mediante impregnaciones argénticas,
microscopia de luz y andlisis morfométrico digital.

Evaluar el patron de crecimiento de las aferentes talamicas en la capa IV de S1
a lo largo del primer mes de vida postnatal, utilizando técnicas de trazado con

Dil, microscopia de fluorescencia y analisis morfométrico digital.
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Describir el patron espacio-temporal de expresion de la sinaptofisina y Shank-2
en los barriles en la capa IV de la corteza somatosensorial primaria a lo largo
del primer mes de vida postnatal, mediante técnicas de inmunocitoquimica y
microscopia de luz.

Determinar el contenido de sinaptofisina y PSD-95 en la corteza
somatosensorial primaria a lo largo del primer mes de vida postnatal, mediante
técnicas de transferencia tipo Western y densitometria.

Estimar la densidad sindptica en los barriles en la capa IV de la corteza
somatosensorial a lo largo del primer mes de vida postnatal, mediante técnicas
de microscopia electronica y analisis morfométrico digital.

Estimar el nivel de actividad de la enzima oxidativa citocromo oxidasa en los
barriles en la capa IV de la corteza somatosensorial primaria a lo largo del
primer mes de vida, mediante el uso de técnicas de histoquimica, microscopia

de luz y densitometria.
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Materiales y Métodos

Animales

Ratas Wistar de 5, 10, 15, 20, 25 y 30 dias de vida postnatal (DP) de ambos sexos
se sacrificaron con pentobarbital sédico de uso veterinario (i.p. 45mg/Kg de p.c.;
Pet’'s Pharma, Nezahuacoyotl, Estado de México, México) para realizar los
diferentes experimentos del trabajo. Las camadas se ajustaron a ocho crias y
permanecieron con sus madres hasta el dia del destete (21DP). Las ratas se
mantuvieron en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas con libre
acceso al agua y comida (Harlan Teklad, Sani-Chips; Harlan Indiana, USA) y con
ciclos de luz-oscuridad 12/12 de 6 de la mafana a 6 de la tarde con luz. Los
animales y todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con las normas
establecidas en la guia para el cuidado y uso de animales de la National Academy
of Sciences 2003. Los procedimientos experimentales se aprobaron en el comité
local de derechos de los animales del Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM.

Obtencidn y preparacion de las muestras para inmunohistoquimica

Las ratas se sacrificaron y perfundieron con solucion salina (0.9%) seguida de una
solucion fijadora (4% de paraformaldehido en amortiguador de fosfatos 0.1M, pH
7.4; PB). Terminada la perfusion, los cerebros se extrajeron y se postfijaron por
dos horas a temperatura ambiente en el mismo fijador. Posteriormente, se
transfirieron a una solucion de sacarosa al 30% y se guardaron a 4°C por 5 dias.
Pasado este tiempo, se congelaron rapidamente en 2-metilbutano enfriado con

hielo seco y se guardaron a -70°C hasta su uso. Antes de la inmunohistoquimica,
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los cerebros se incluyeron en Tissue-tek. Se obtuvieron cortes coronales de 30
micrometros en un criostato y se recolectaron en cajas de 24 pozos que contenian

PB.

Inmunohistoquimica

Los cortes coronales se incubaron toda la noche a 4°C en solucion de bloqueo
(3% de albumina, 0.1% de triton y 0.025% de azida de sodio en PB). Después de
un lavado con solucién de bloqueo por 15 minutos a temperatura ambiente, los
cortes se incubaron con los anticuerpos primarios: anticuerpo monoclonal de ratéon
contra MAP2a y b (1:1,000; Chemicon Interntional Inc, Temecula CA), anticuerpo
policlonal de conejo contra neurofilamentos 150kD (1:1,000; Chemicon
International Inc, Temecula CA), policlonal de conejo contra sinaptofisina humana
(1:5,000; DAKO A/S, Glostrup, Denmark), y anticuerpo policlonal de conejo contra
Shank-2, (1:200; Zymed Laboratories Inc, San Francisco, CA). Los anticuerpos se
diluyeron en suero de bloqueo e incubaron a 4°C toda la noche. Pasado este
tiempo, se lavaron en 3 ocasiones, cada una de 15 minutos, con solucién de
bloqueo y se incubaron 1.5 horas a temperatura ambiente con los anticuerpos
secundarios correspondientes acoplados a biotina, diluidos en suero de bloqueo:
anticuerpo secundario de raton conjugado a biotina (1:500; Chemicon Interntional
Inc, Temecula CA) anticuerpo secundario IgG (H+L) de conejo conjugado a biotina
(1:500; Vector laboratories, Burlingame, CA). Después se lavaron tres veces por
15 minutos con PB adicionado con 0.1% de tritén X-100 (PBT) y se incubaron una
hora a temperatura ambiente con el complejo avidina-peroxidasa de acuerdo a las

instrucciones del proveedor (ABC Kit, Vector Laboratories). Los cortes se lavaron
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en 3 ocasiones con PB y la actividad de la enzima peroxidasa se reveld utilizando
3,3-diaminobencidina como cromogeno y cloruro de niquel y cobalto como
intensificadores de la reaccion, de acuerdo a las instrucciones del proveedor
(Peroxidase staining kit; Vector Laboratories). La reaccidon de peroxidasa se
detuvo lavando con PB. Finalmente, los cortes se colocaron sobre portaobjetos
cubiertos con gelatina y se montaron con Cytoseal 60 (Richard-Allan Scientific).
Todas las incubaciones y lavados se realizaron en agitacion constante. Todos los
experimentos realizados para cada edad, se repitieron en 5 ocasiones con
muestras diferentes. Las preparaciones se observaron al microscopio y se
tomaron microfotografias a 40X (MAP2a y b y neurofilamentos) y 100X
(sinaptofisina y Shank-2) correspondientes a los barriles utilizando el programa
AxioVision (Zeiss, Thornwood, NY). Dichas imagenes se utilizaron para describir el
patron de distribucion y cambios en la inmunotincion de células y procesos
dendriticos y axoénicos, asi como los cambios en la cantidad y la distribucion de
sitios pre y postsingpticos en la capa IV de S1 durante el primer mes de vida

postnatal.

Obtencidn y preparacion de las muestras para transferencias tipo Western

Las ratas se sacrificaron y decapitaron. Se obtuvieron rapidamente sus cerebros y
las cortezas se disecaron y aplanaron de acuerdo al protocolo descrito por
Strominger y Woolsey (Strominger and Woolsey, 1987). Con la ayuda de un
sacabocados se obtuvieron las muestras de S1, se congelaron en 2-metilbutano y
guardaron a -70°C hasta su uso. Las muestras se sonicaron (tres pulsos de 40 W

de 15 segundos cada uno) en amortiguador de lisis (NaCl 100mM, Tris-HCI 10mM,
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PMSF 1mM; Triton 1% y 1 tableta de inhibidores de proteasas -Complete Mini
EDTA-Free; Roche-) a 4°C. Posteriormente, se centrifugaron a 14,000 rpm
durante 15 minutos a 4°C y se recuperaron los sobrenadantes. Estos se utilizaron
para determinar la concentracion de proteinas por el método de Bradford.
Finalmente, se hicieron alicuotas de 20ug de proteina que se almacenaron a -

70°C, hasta su uso.

Transferencias tipo Western

Las muestras de proteina (20ug/carril) se separaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE como Lameli para MAP2a y b, neurofilamentos y PSD-
95. Geles de Tris-Tricina se utilizaron para sinaptofisina (Schagger and von
Jagow, 1987). Los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa.
Posteriormente, las membranas se bloquearon con leche sin calcio al 5% en
amortiguador de Tris-salina (TBS) por 12 horas a temperatura ambiente. Después
se incubaron con el anticuerpo primario diluido en TBS con 0.3% de albumina a
4°C toda la noche: 1:200 para PSD-95 (Chemicon International, Inc. Temecula
CA); 1:1,000 para MAP2a y b; 1:10,000 para neurofilamentos y 1:5,000 para
sinaptofisina. Pasado este tiempo, las membranas se lavaron en 3 ocasiones
durante 15 minutos cada una con TBS adicionado con 0.05% de Tween (TTBS) y
se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado correspondiente diluido en
TBS con 0.3% de albumina por dos horas a temperatura ambiente. Finalizada esta
fase, las membranas se lavaron tres veces por 15 minutos con TTBS y se

incubaron con el complejo avidina-peroxidasa de acuerdo a las instrucciones del
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proveedor (ABC kit, Vector Laboratories). Las membranas se lavaron en tres
ocasiones con TBS y la actividad de la enzima fue detectada por
quimioluminiscencia segun las instrucciones del proveedor (ECL kit; Amersham
Pharmacial Biotech, UK limites Buckinghashire, England). Todas las incubaciones
y lavados se realizaron en agitacion constante. Las membranas se expusieron a
placas fotograficas (Biomax flim; Eastman Kodak Co., Rochester, NY), se
revelaron y se fijaron (Fijador rapido, Kodak). Las placas se digitalizaron (Fluor-S
Bio-Rad, Hercules, CA) y se analizaron los cambios mediante densitometria
usando el programa Quantity One (Bio-Rad). Brevemente, en la imagen
digitalizada se pueden marcar con wuna herramienta los recuadros
correspondientes a las bandas de interés y en otro recuadro el fondo de la placa.
Mediante un algoritmo el programa obtiene el valor de la densidad Optica ajustado,
al que se le rest6 el fondo de la placa. Los valores obtenidos se compararon con

un andlisis de varianza (p<0.05) y una prueba de Tukey.

Morfologia Dendritica

Las ratas se sacrificaron, perfundieron con solucion salina (0.15M), decapitaron y
sus cerebros se removieron rapidamente y se colocaron en una solucion de Golgi-
Cox durante tres meses a temperatura ambiente (Ramoén y Cajal and Castro y
Pascual, 1933). Después de este periodo se obtuvieron cortes coronales de
120um en un vibratomo que fueron deshidratados, aclarados, colocados en
portaobjetos cubiertos con gelatina y cubiertos con Cytoseal 60. Se realizaron
dibujos en camara lucida de las neuronas estrelladas espinosas impregnadas,

pertenecientes a la capa IV de la corteza somatosensorial (n=50 por edad). Los
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dibujos se digitalizaron y las imagenes se utilizaron para cuantificar el nUmero total
de ramas, el numero total de ramas por orden, la longitud total y la longitud total
por orden con el programa Scion Image (ScionCrop, Beta 4.0.2). Brevemente, se
digitalizaron las imagenes y su escala correspondiente. Posteriormente se captura
el valor de la escala y se mide la longitud. Se consideraron ramas dendriticas de
primer orden aquellas que emergen del soma de la neurona, las de segundo orden
corresponden a las que se ramifican a partir de las de primer orden y asi
sucesivamente. Para evaluar con mas detalle la complejidad de los arboles
dendriticos también se realiz0 un analisis fractal utilizando el método de conteo
por caja con el programa “analizador de harmonicos e imagenes fractales” (Harfa;
version 5.0). Los valores obtenidos en cada uno de los parametros evaluados se
compararon estadisticamente entre edades mediante un andlisis de varianza y

una prueba de Tukey (p<0.05). Ver figura 1.

Morfologia Axonal

Las ratas se sacrificaron y perfundieron con solucién salina (0.15 M) seguida de
una solucién de paraformaldehido (4%) en amortiguador de fosfatos (PB; 0.1 M,
pH 7.4). Después de la decapitacion, las cabezas se colocaron en frascos color
ambar que contenian el mismo fijador a temperatura ambiente por una semana.
Inyecciones estereotéxicas del colorante lipofilico 1,1'-dioctadecil-3,3,3",3’
tetrametilindocarbocianina perclorada (0.5 — 1 uL 0.025% en etanol; Dil, Molecular
Probes) se aplicaron en el complejo ventrobasal del talamo evitando atravesar S1.
Las cabezas se guardaron nuevamente en los frascos ambar con el mismo fijador

por dos meses para las ratas de 5DP y 15DP y por nueve meses para las de
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25DP. Después de este tiempo se obtuvieron cortes coronales de 200um
correspondientes al campo de barriles posteromedial con un vibratomo
(Vibratome, St. Louis, MO). Los cortes se colocaron en laminillas tratadas con
gelatina y cubiertos con glicerol. Los barriles se identificaron y los arboles axdnicos
se dibujaron mediante un sistema de camara lucida (n=48 5DP, n=24 10DP, n=11
15DP y n=8 30DP). Los axones obtenidos de rebanadas de cerebros de 25DP
fueron reconstruidos en un microscopio confocal LSM Pascal (Zeiss Microlmaging,
Inc. Thournwood, NY). Los dibujos se digitalizaron y analizaron de la misma
manera que para las dendritas, asi como el andlisis fractal. Los valores obtenidos
en cada uno de los pardmetros evaluados se compararon estadisticamente entre
edades mediante un andlisis de varianza de Kruskal-Wallis y una prueba de

Dunn’s (p<0.05). Ver figura 1.

Andlisis fractal

Si se considera un segmento de en linea recta y se reduce su dimensién por un
factor 1/N. Entonces, el segmento resultante es 1/N del original. Si se considera
ahora un rectangulo y se multiplican todos sus valores de dimension por 1/N. El
nuevo rectadngulo es mas pequefio, y es 1/N*2 del anterior. De manera similar si se
toman todas las dimensiones de un cubo y se disminuyen por un factor 1/N, se
obtendra un cubo mas pequefio que es 1/N*3 del original. Sabiendo que un
segmento de una linea recta es unidimensional y su dimensién es 1, un rectangulo
es bidimensional y su dimension es 2, y un cubo es tridimensional y su dimensién

es 3, podemos afirmar que un objeto dado es de dimensién D, cuando todas sus
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Figura 1.- Morfologia dendritica y axonal. Fotografias que representan reconstrucciones de
un axon (A) y de una neurona estrellada espinosa (D) de 10DP y sus respectivos dibujos
hechos en camara lucida (B y C).
dimensiones son disminuidas por un factor 1/N, el objeto resultante es 1/N*D del
original.
Un fractal es un objeto matematico cuya dimensién es mas grande que la del
objeto de la que se compone. Por ejemplo un fractal compuesto por lineas tendra
una dimension fractal mas grande que uno pero menor que dos. Los fractales

revelan una estructura mucho mas fina y compleja mientras mas cerca se les

observe (un ejemplo tipico es la costa de Inglaterra). Asi, mientras mas pequefa
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sea la regla con la que se mide, mas grande sera la longitud que se mida. De
hecho la longitud fractal tiende al infinito mientras que la unidad de medida tiende
a cero. Mas aun, el area de dicho fractal es cero porque no llena ninguna
superficie. Esto se debe al hecho de que el fractal esta construido por segmentos
de lineas rectas (Mandelbrot, 1983).

Se puede afirmar de las consideraciones anteriormente expresadas que la
dimensién fractal es una medida que corresponde a la complejidad geométrica de
un objeto. Dada su estructura geométrica fina, un fractal con una dimension mayor
a uno y mas pequeiia que dos son mas complejo que una linea recta. Ademas,
entre mas grande sea esta dimension estard mas cerca de llenar una superficie y
llegando a ser un objeto de dos dimensiones. Estructuras tipo de tres dimensiones
como los dibujos de camara lucida de los arboles dendriticos y axénicos son un
ejemplo de fractales hechos por lineas rectas. La dimensién de estos fractales es
una funcién creciente del promedio de ramas que surgen de cada punto de
ramificacion. Por lo tanto, la dimension fractal se puede utilizar como una

estimacion de la complejidad de los arboles dendriticos y axénicos.

Densidad Sinaptica

Las ratas de las edades de 5DP, 15DP y 25DP (n=5/edad) se sacrificaron y
perfundieron con solucién salina (0.15 M) seguida de una solucion de fijador de
Karnovsky (glutaraldehido 2.5%, paraformaldehido 1% en amortiguador de
carcodilato de sodio 0.2 M, pH 7.3). Los cerebros se disecaron, se aplanaron las
cortezas y se postfijaron por al menos 24 horas a 4° C en el mismo fijador.

Secciones tangenciales de entre 200-250um se obtuvieron con un vibratomo y se
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utilizaron para obtener los barriles con ayuda de un sacabocados de 2mm de
diametro. Posteriormente se contrastaron con tetroxido de osmio al 1% y se
incluyeron en Epon. Tres cortes ultrafinas se obtuvieron de cada uno de los
bloques separados por 65um entre ellos, mediante el uso de un ultramicrotomo.
Los cortes se colocaron en una rejilla cubierta con formvar y se observaron en un
microscopio electrénico de transmisién. Se tomaron 10 microfotografias de cada
uno de los niveles a 2500 aumentos y se obtuvieron tres armados
correspondientes a 10 microfotografias. Cada micrografia tiene un area de
1,316.25 micras por lo que el area total revisada fue de 13,162 micras cuadras por
armado. Asi, se contaron el nUmero de sinapsis asimétricas en una superficie total
de 39,486 micrometros cuadrados por cada barril extraido (n=2 por animal). Los
valores obtenidos se compararon entre edades con base en un analisis de

varianza y una prueba de Tukey (p<0.05).

Citocromo Oxidasa

Técnica histoquimica que se utilizé para evaluar la actividad metabdlica de los
barriles desde 5DP hasta 30DP. Las rebanadas utilizadas para los estudios
realizados en esta seccion del trabajo fueron consecutivas de aquellas usadas
para realizar las descripciones inmunocitoquimicas. La técnica fue realizada como
se ha descrito previamente (Wong-Riley, 1989). Los cortes se incubaron en una
solucion que contenia 0.05% de DAB, 0.03% de citocromo ¢ y 0.02% de catalasa
diluidos en 0.1M de PB. En todos los casos la reaccion se detuvo a las 4 horas de
incubacion. Una vez que los cortes se tifieron, las imagenes de los barriles se

capturaron y digitalizaron en el sistema de andlisis de imagenes descrito arriba
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(ScionCorp, Beta 4.0.2). La intensidad de iluminacion, el contraste y la ganancia
se mantuvieron fijos durante toda la sesion de captura. Para realizar el analisis
densitométrico, se trazé6 manualmente el contorno de los barriles y del cuerpo
calloso, y se obtuvieron los valores de transmitancia. El valor de transmitancia
asociado a los barriles se reporta como la diferencia porcentual relativa al cuerpo
calloso. Los valores obtenidos se compararon entre edades con base en un
analisis de varianza de una via y la prueba de Tukey (p<0.05).

Todos los demas reactivos se obtuvieron de Sigma (Sigma, Saint Louis, Missouri)
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Resultados

Desarrollo del crecimiento de los arboles dendriticos y axdnicos en los
barriles de S1

Con el objetivo de analizar el desarrollo de los arboles dendriticos de las neuronas
estrelladas espinosas de la capa IV de S1, se realizaron impregnaciones de las
neuronas con la técnica de Golgi y un marcaje con el colorante Dil para evaluar el
desarrollo de los axones talamicos dentro de los barriles de la capa IV de S1. En la
figura 2 se presentan los dibujos representativos de las neuronas estrelladas
espinosas menos ramificadas y mas ramificadas en cada una de las edades 5DP,
15DP y 25DP (Figura 2A, B y C, respectivamente). Independientemente de ser las
mas sencillas y las mas complejas de cada edad, al compararlas entre edades se
puede ver el aumento en complejidad de 5DP a 25DP. Las neuronas de 5DP son
poco ramificadas y sus ramas son cortas. Posteriormente, las neuronas aumentan
en tamafo, presentan ramas sencillas muy largas y ramas muy ramificadas. Para
los 25DP el numero y longitud de las ramas se ven parecidos a los 15DP pero se
orientan hacia uno de los lados, esto es debido probablemente a la llegada de las
aferentes taldmicas (Greenough and Chang, 1988). En la figura 2 también se
muestran dibujos de los axones mas sencillos y mas complejos en cada una de las

edades 5DP, 15DP y 25DP (Figura 2D,E y F, respectivamente). En este caso se
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Meuronas Estrelladas Espinosas

Axones Talamicos Somatosensoriales

1004m 100um d 100pm

Figura 2.- Existe gran variabilidad entre las neuronas estrelladas espinosas corticales
y los &rboles taldmicos de la misma edad. Dibujos de cdmara lUcida correspondientes a
las neuronas estelares espinosas y a los axones talamicos méas sencillos y mas complejos a
los 5 (A,D), 15 (B,E) y 25DP(C,F), respectivamente. A pesar de esta gran variabilidad se
puede ver el incremento en la complejidad a lo largo de la edad
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puede observar que los axones son mas complejos a los 25DP que a los 5DP. Los
arboles de 15DP son muy ramificados y sus ramas son cortas en comparacion a

los arboles de 25DP donde las ramas son mas largas.

Los arboles dendriticos de las neuronas estrelladas espinosas se remodelan

con la edad

En términos generales, las neuronas estrelladas espinosas muestran un
incremento significativo en el nimero de ramas dendriticas desde los 5DP y hasta
los 15DP (p<0.05). Después de esta edad, el nimero de ramas de los arboles
dendriticos permanece relativamente estable (Figura 2 A-C; Figura 3A). De
manera semejante, la longitud dendritica total incrementa significativamente desde
5DP hasta 15DP (Figura 3C). Entre 15DP y 25DP existe un ligero incremento que
no es significativo (Figura 3C).

Otro parametro que se evaluo fue el nimero de ramas dendriticas de distintos
ordenes presentes en las neuronas estrelladas espinosas a distintas edades.
Como se muestra en la figura 4, el numero de ramas del primero al cuarto orden
incrementa entre 5DP y 15DP. A los 15DP, se desarrollan las ramas que van
desde quinto hasta el noveno orden. Para 25DP, sin embargo, disminuye
ligeramente el nimero de ramas del primero al quinto orden, tienden a incrementar
aguellas del sexto y séptimo ordenes, se mantienen las del octavo orden y se
pierden las del noveno orden. Estos resultados indican que, en general, las
neuronas estrelladas espinosas muestran una retraccion de procesos dendriticos

de todos los 6rdenes con excepcidon de aquellas pertenecientes al sexto y séptimo

42



ordenes. Es importante destacar que no obstante la retraccion generalizada de
procesos dendriticos entre los 15DP y 25DP, la longitud total de las ramas
dendriticas por orden incrementa desde los 5DP hasta los 25DP (Figura 4). En
otras palabras, aunque las neuronas en cerebros de ratas de 25DP tienden a tener
un namero discretamente menor de ramas dendriticas por orden con relacién a
sus contrapartes observadas a los 15DP, la longitud de las ramas dendriticas de

distinto orden es mayor en las neuronas de 25DP que en aquellas de 15DP.
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Figura 3.- Los arboles dendriticos de las neuronas estelares espinosas corticales y
los arboles axénicos talamocorticales se remodelan al mismo tiempo que
incrementan su complejidad durante el primer mes de vida postnatal. Graficas que
muestran andlisis morfométrico de dendritas y axones que corresponden a la cuantificacion
del nimero de ramas totales (A,B), la longitud total (C,D), y la dimensién fractal (E,F) a los
5,10,15 y 25DP. El nimero de ramas aumenta significativamente desde los 5DP y hasta los
15DP y disminuye para 25DP. La longitud, en cambio aumenta significativamente con la
edad en ambas estructuras. Por su parte, la dimensién fractal indica que la complejidad de
los &rboles aumenta significativamente para los 15DP y se mantiene (* p<0.05).
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El andlisis fractal del crecimiento dendritico de las neuronas estrelladas espinosas
revelé que, no obstante la intensa remodelacion a la que es sujeto el arbol
dendritico de estas neuronas, su complejidad aumenta durante el primer mes de

vida (Figura 3E)

Los arboles axdnicos provenientes de neuronas localizadas en el nudcleo

posteromedial del tAlamo se remodelan con la edad

Nuevamente, en términos generales, los arboles terminales de los axones
talamocorticales somatosensoriales muestran un incremento en el ndmero de
ramas desde los 5DP hasta los 15DP. Después de esta edad, el nimero de ramas
de los arboles axonicos disminuye, aunque no de manera significativa (Figura 2 D-
F; Figura 3B). De forma similar, la longitud total del arbol terminal axdénico
incrementa significativamente entre 5DP y 10DP. Entre 10DP y 15DP, la longitud
permanece relativamente constante, para finalmente entre 15DP y 25DP
incrementar de forma notable (Figura 3D).

En este caso también se evalu6é el numero de ramas y la longitud de distintos
ordenes presentes en los arboles terminales de los axones talamocorticales
somatosensoriales. Como se ilustra en la figura 4, el nimero de ramas del primero
al noveno orden incrementa significativamente entre 5DP y 15DP. A los 15DP, se
desarrollan las ramas que van desde décimo hasta el décimo séptimo orden. Para
25DP, sin embargo, disminuye el nimero de ramas del cuarto al décimo cuarto
orden y se retraen aquellas del décimo quinto, sexto y séptimo ordenes. Estos

resultados indican que, los axones talamocorticales retraen procesos de todos los
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ordenes a lo largo del primer mes de vida. A pesar de esta retraccion generalizada
de ramas, la longitud total de las ramas que permanecen por cada orden
incrementa significativamente desde los 5DP hasta los 25DP (Figura 4B y D). Se
puede observar también que los axones tadlamocorticales en los cerebros de las
ratas de 25DP retraen las ramas de todos los 6rdenes en su arbol con relacion a
las observadas en los 15DP, la longitud de las ramas que permanecen de distinto
orden es mayor en los axones de 25DP con relacion a aquellos de 15DP.

Finalmente, como fue el caso para las dendritas, el analisis fractal del crecimiento
de los arboles axonicos reveld que, no obstante la intensa remodelacion, la
complejidad del arbol incrementa durante el primer mes de vida, lo cual sugiere

que aumentan también los sitios potenciales de sinapsis (Figura 3F).
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Orden de Ramificacion

Figura 4.- Existe una retraccién de procesos en varios 6rdenes de ramificacion tanto
en dendritas como en axones, asi como un aumento en la longitud de la ramas
restantes. Graficas que muestran el analisis morfométrico de ramas por orden en dendritas
y en axones tanto para el numero total de ramas (A,B) como la longitud de las mismas (C,D)
a los 5,15 y 25DP. La dindmica entre el nimero de ramas y la longitud es inversa entre los
15DP y los 25 DP.
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La cantidad de elementos neuronales inmunopositivos para MAP2ay b en el
interior de los barriles incrementa con la edad.

En concordancia con el analisis morfométrico que indica un incremento de la
complejidad dendritica entre los 5DP y los 15DP, el neurépilo de los barriles en
este mismo periodo mostr6 un aumento en la cantidad de elementos
inmunoreactivos a MAP2a y b (Figura 5A-C). De hecho, mientras que en el
neurdépilo de los barriles a los 5DP (Figura 5A) existen pocos procesos dendriticos
y algunas células marcadas, a los 15DP (Figura 5B) el nimero de procesos y de
células marcadas se incrementan. Cualitativamente no parece existir un cambio
evidente entre los 15DP y los 25DP (Figura 5C), lo que también coincide con el

resultado obtenido en la morfometria dendritica (Figura 3A 'y 4A).

El contenido de la proteina MAP2a y b en la corteza somatosensorial se
incrementa con la edad.

El analisis densitométrico de las transferencias tipo Western muestran que, en
general, el contenido de MAP2a y b en la corteza somatosensorial tiende a
incrementar desde los 5DP y hasta los 20DP. Después de esta fecha, no se
observan cambios significativos en el contenido de MAP2a y b en la corteza
somatosensorial. Es importante destacar que no obstante la tendencia a
incrementar con el tiempo, se observa un decremento en el contenido de MAP2a y
b a los 15DP. Esta variacion en el contenido probablemente refleje una
remodelacion de las dendritas en esta edad (ver mas adelante). Después de los

20DP la cantidad de MAP2 no varia. Los porcentajes de diferencia relativos a los
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5DP fueron de 85% a los 10DP, 44% a los 15DP, 112% a los 20DP, 133% a los

25DP y 123% a los 30DP.

Figura 5.- El contenido de la proteina MAP2a y b y de neurofilamentos en la corteza
somatosensorial tiende a incrementar con la edad. Inmunocitoquimicas de cortes
coronales contra MAP2a y b (A-C) y neurofilamentos (D-F) a los 5, 15, y 25DP en la capa IV
de S1. Se puede apreciar que la marca para proteinas de dendritas como de axones
aumentan con la edad. Las cabezas de flecha anchas indican neuronas inmunoreactivas y
las cabezas de flecha delgadas indican neurépilo inmunoreactivo. Las flechas indican
dendritas apicales de neuronas piramidales de la capa V que atraviesan la capa IV.
Transferencias tipo Western contra MAP2 (G) y neurofilamentos (H) a los 5, 10, 15, 20, 25,y
30DP en S1. Se observa una tendencia a incrementar la cantidad de MAP2 durante los
primeros 20DP, que se estabiliza posteriormente. La cantidad de neurofilamentos aumenta
hasta los 15DP y luego se estabiliza. Los asteriscos denotan incrementos significativos con
referencia a los 5DP. Escala 20 micras, *p<0.05.

La cantidad de elementos neuronales inmunopositivos para neurofilamentos

en el interior de los barriles se incrementa con la edad.
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Como fue el caso para las dendritas, en concordancia con los resultados
morfométricos que indican un incremento de la complejidad axdnica entre los 5DP
y 15DP, el neuropilo de los barriles en este mismo periodo mostré un aumento en
la cantidad de elementos neuronales inmunoreactivos a neurofilamentos (Figura
5D-F). Mientras que en el neurépilo de los barriles a los 5DP se observé una
tincion escasa (Figura 5D), hacia las edades mas tardias ésta incrementa e
incluso algunos cuerpos neuronales y dendritas muestran inmunoreactividad para
neurofilamentos hacia PD25 (Figura 5F). Cualitativamente, sin embargo, no
parece existir un cambio importante en la intensidad de la inmunotincion entre los
15DP y los 25DP, lo que coincide con el resultado obtenido en la morfometria

axonica (Figura 3B y 4B).

El contenido de los neurofilamentos en la corteza somatosensorial
incrementa con la edad.

El andlisis densitométrico de las transferencias tipo Western muestran que el
contenido de neurofilamentos en la corteza somatosensorial tiende a incrementar
desde los 5DP y hasta los 15DP. Después de esta fecha, no se observan cambios
significativos en el contenido de neurofilamentos en la corteza somatosensorial.
Los porcentajes de diferencia relativos a los 5DP fueron de 42% a los 10DP, 84%

a los 15DP, 85% a los 20DP, 109% a los 25DP y 80% a los 30DP (Figura 5H)
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La densidad sinaptica aumenta en los barriles con la edad

Los estudios de microscopia electronica se realizaron para estimar la densidad de
sinapsis en la capa IV de la corteza somatosensorial primaria durante el primer
mes de vida postnatal (Figura 6A-C). Los resultados muestran una densidad de 6
sinapsis por 100 um2 a los 5DP, aumento a 13 sinapsis por 100 um2 para los
15DP. Para los 30DP la densidad fue de 16 sinapsis por 100 um2.

La pendiente entre 5DP y 15DP es muy pronunciada lo que indica un periodo
intenso de sinaptogénesis, mientras que entre los 15DP y los 25DP la
sinaptogénesis continda pero en menor grado (Figura 6D). Los porcentajes de

diferencia relativos a los 5DP fueron de 105% a los 15DP y 146% a los 30DP.

Densidad Sinaptica

(= =] -
o o (=}
L L 1

=
b

g

5 10 15 20 25 30
Edad (Dias Postnatales)

Figura 6.- La densidad sinéptica aumenta en los barriles al avanzar la edad en el
desarrollo. Microscopia electronica de la capa IV de S1 a los 5(A), 15(B) y 30DP(C). Las
cabezas de flecha indican sinapsis. La grafica muestra la cuantificacién de dichas sinapsis.
Existe un incremento significativo en la densidad de sinapsis entre 5DP y 15DP que
continta para PD30 (D). Los asteriscos denotan incrementos significativos con referencia a
los 5DP. Escala 1 micra, *p<0.05.
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La marca en el neurdpilo para las proteinas sinaptofisina y Shank-2 se
incrementa en el interior de los barriles durante el primer mes de vida.

Las terminales sinapticas contienen vesiculas en cuya membrana se encuentra la
sinaptofisina. Esta es la razén por la que las variaciones de la marca
inmunohistoquimica de esta proteina se consideran como indicativo de cambios
en el nimero de sinapsis. Por otro lado, la proteina Shank-2, forma parte de la
densidad postsinaptica lo que la sitta como un buen marcador de sitios
postsinapticos, y por ende de sinapsis. La marca inmunohistoquimica de Shank-2
se incrementd claramente en el neurdpilo desde los 15DP a los 25DP. Durante
este tiempo, se observd una reorganizacion de la marca para Shank-2 en las
neuronas y en el neurdpilo de los barriles. Inicialmente, a los 5DP, la marca se
concentré fuertemente en los somas neuronales (Figura 7A). Para los 15DP, la
marca continla siendo somatica, si bien se nota algo mas dispersa, y aparecen
puntos en el neurdpilo circundante a los cuerpos neuronales (Figura 7B). Algo
semejante se observo a los 25DP. Sin embargo en esta edad, la marca en el soma
de numerosas neuronas se aprecia muy dispersa y la marca en el neurdpilo se
incrementa (Figura 7C).

En el caso de la sinaptofisina se observa un patrén en el neurépilo punteado
difuso a los 5DP (Figura 7D). A los 15DP, la marca parece organizarse de manera
homogénea sobre los somas neuronales y es mas intensa en el neurdpilo (Figura
6E). Para los 25DP, continda la marca sobre los somas se incrementa en el

neurdpilo notoriamente (Figura 7F).
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El contenido de PSD-95 y sinaptofisina en la corteza somatosensorial se
incrementa con la edad.

Otra proteina que también ha sido ampliamente utilizada como marcador de sitios
postsinapticos y forma parte de la densidad postsinaptica es la PSD-95. El analisis
densitométrico de las transferencias tipo Western mostr6 que el contenido de
PSD-95 no se detecta a los 5DP pero comienza a aumentar desde los 10DP hasta
alcanzar un maximo en el periodo estudiado a los 30DP. Es importante mencionar
que el incremento, notorio en el contenido de esta proteina, tiene lugar a partir del
20DP. Antes de esta fecha el incremento con la edad es discreto y no significativo
(Figura 7G). Los porcentajes de diferencia relativos a los 10DP fueron de 17% a
los 15DP, 24% a los 20DP, 64% a los 25DP y 161% a los 30DP.

Por otro lado, el mismo tipo de andlisis realizado para las transferencias tipo
Western para sinaptofisina revel6 que este marcador de terminales incrementa de
forma muy regular desde los 5DP hasta alcanzar su méaximo a los 30DP en el
periodo evaluado (Figura 7H). Los porcentajes de diferencia relativos a los 5DP
fueron de 41% a los 10DP, 128% a los 15DP, 190% a los 20DP, 240% a los 25DP
y 275% a los 30DP. Estos resultados reflejan que el contenido de marcadores
sinpticos incrementa de manera importante con la edad, lo que coincide con los

resultados de la microscopia electronica.
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Figura 7.- El contenido de las proteinas Shank-2, PSD-95 y sinaptofisina aumentan en
la corteza somatosensorial con la edad. Inmunocitoquimica en cortes coronales contra
Shank-2 (A-C) y sinaptofisina (D-F) a los 5, 15, y 25DP en la capa IV de S1. Las cabezas de
flecha anchas indican neuronas marcadas y las cabezas de flecha delgadas indican sitios
potenciales de sinapsis. La cantidad de ambas proteinas aumenta de manera importante
con la edad. La distribucion de la marca cambia con la edad. Transferencia tipo Western
contra PSD-95 (G) y sinaptofisina (H) a los 5, 10, 15, 20, 25, y 30DP en S1. Se puede
apreciar que la cantidad de PSD-95 incrementa lentamente hasta los 20DP y posteriomente
aumenta de manera significativa. En el caso de sinaptofisina el incremento es gradual. Los
asteriscos denotan incrementos significativos con referencia a los 5DP. Escala 20 micras,
*p<0.05.

La actividad para la enzima citocromo oxidasa aumenta en los barriles a lo
largo del primer mes de vida.

Con el propésito de documentar el grado de actividad sinaptica en la capa IV de
S1 evaluamos la actividad de la enzima oxidativa citocromo oxidasa. La técnica
histoquimica para citocromo oxidasa ha sido ampliamente utilizada para localizar

los barriles de S1y para determinar su actividad metabdlica. En la Figura 8 se
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Figura 8.- La actividad para la enzima citocromo oxidasa aumenta en los barriles a lo
largo del primer mes de vida. Histoquimica para citocromo oxidasa en la capa IV de S1 a
los 5, 15, y 30 DP. Cortes coronales de cerebros de 5(A), 15(C) y 25DP(E). Las cabezas de
flecha indican los barriles. En los paneles de la derecha se muestran amplificaciones de los
barriles, las flechas indican los sitios donde existe una mayor actividad mitocondrial. En la
gréfica (G) se puede apreciar el aumento casi lineal de la actividad metabdlica de los
barriles. Los asteriscos denotan incrementos significativos con referencia a los 5DP. Escala
100 micras (A,C,E) y 20 micras (B,D,F), *p<0.05.
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ilustran cortes coronales de la corteza S1 donde se puede observar
perfectamente tefidos los barriles, a los 5DP(A), 15DP(C) y 25DP(E). El analisis
densitométrico muestra un incremento significativo entre los 5DP, los 15DP vy los
20DP (p<0.05, Figura 8G). Entre los 20DP y los 30DP no hay diferencias
significativas. Los cambios con respecto a 5DP son de 23% para 10DP, 50% para
15DP, 110% para 20DP, 107% para 25DP y 143% para 30DP.

Por otro lado, la distribucion de la marca histoquimica para la citocromo oxidasa
cambid con la edad. A los 5DP, la marca se observa en el interior de los somas
neuronales asociada a cumulos mitocondriales (Figura 8B). A los 15DP, la marca
no solamente se observa asociada a estos cumulos en los cuerpos neuronales,
sino también en aquellas localizadas en el neuropilo (Figura 8D). Para 25DP, la
tincion en el neurdpilo es acentuada, y los cimulos mitocondriales en el soma

tienden a dispersarse (Figura 8F).
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Discusion

En los roedores, la estrategia ontogenética que sigue la via talamocortical
somatosensorial para establecer circuitos es aun controversial. Mientras que
algunos grupos sostienen que los circuitos neuronales en esta via se ensamblan a
través de un mecanismo de seleccion (Senft and Woolsey, 1991; Schlaggar and
O'Leary, 1994), otros postulan que este mecanismo se apega a una concepcion
constructivista (Agmon et al., 1993; Agmon et al., 1995; Catalano et al., 1996).
Nuestros resultados no apoyan ninguna de estas posturas. Los datos obtenidos
sugieren que los axones y las dendritas adicionan ramas hasta los 15DP, para
luego ser sujetas a una remodelacion en la que si bien existen mecanismos de
eliminacion de las ramas mas distales, también procede de manera concurrente
un mecanismo de elongacion y estabilizacion de las ramas proximales. Esta forma
de ensamblaje de los arboles dendriticos y axonicos es compatible con el modelo
de formacion-eliminacion concurrente propuesto por Hua y Smith, en el que el
crecimiento selectivo de ramas y la eliminaciéon de algunas de ellas ocurren
simultaneamente (Hua and Smith, 2004). Nuestros resultados afiaden tres
elementos importantes al modelo descrito. Primero, parece que en una primera
fase, tanto los arboles dendriticos como axdnicos predominantemente afaden
elementos. En una segunda fase, los eventos de eliminacion de ramas dendriticas
y axonicas se acompafan de la elongacion de aquellas ramas que permanecen y
no de la formaciéon de nuevas ramas. El tercer elemento que aportamos al modelo
de formacidn-eliminacién concurrente es que la porcion de los arboles que esta

sujeta a remodelacion a través de los eventos de eliminacion es la mas distal del
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arbol, lo que sugiere que el desarrollo de las porciones proximales y distales de los
arboles dendriticos y axonicos estan regulados diferencialmente y que su
desarrollo es, hasta cierto punto, independiente el uno del otro. Es importante
destacar que a pesar de la intensa remodelacion de la que son sujetos los arboles
axonicos y dendriticos entre el 15DP y el 25DP, ambos tienden a incrementar en
complejidad. Esta conclusion se apoya en los valores obtenidos del analisis fractal
gue muestran un aumento en la complejidad de las arborizaciones dendriticas y
axonicas. Esto aunado al incremento observado en el contenido de
neurofilamentos y MAP2a y b en S1 con la edad (Riederer and Matus, 1985). La
caida del contenido de la MAP2a y b al los 15DP pudiera reflejar el mecanismo de
remodelacion que ocurre en las porciones distales de los arboles dedriticos donde
se necesitaria desestabilizar a los microtabulos. Asi, nosotros proponemos un
modelo en el que la formacién-eliminacién concurrentes seguidos de un proceso
de elongacion que promueve un aumento de la complejidad tanto de axones como
de dendritas en la via talamo-cortical durante los primeros 25DP.

El modelo propuesto no solamente encuentra apoyo en nuestros resultados sino
en datos obtenidos durante el desarrollo de los arboles axonicos de la neuronas
sensoriales de la sanguijuela (Kramer and Kuwada, 1983; Wang and Macagno,
1997; Reese and Drapeau, 1998), de las motoneuronas del pez cebra (Jontes et
al., 2000), y de neuronas taldmicas que proyectan hacia la corteza visual en
hurones (Crowley and Katz, 2000). Asi mismo, el modelo concurrente modificado
también se apoya por datos obtenidos en estudios que evaluan el desarrollo de
arboles dendriticos de las neuronas hipocampales (Dailey and Smith, 1996; Ziv

and Smith, 1996), corticales de las capas Il y lll en la corteza somatosensorial
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(Lendvai et al., 2000), y mitrales del bulbo olfatorio (Purves and LaMantia, 1990;
Treloar et al., 2002).

Una de las observaciones fundamentales realizadas en el trabajo tiene que ver
con la estrecha relacion espacio-temporal de los eventos de crecimiento (5DP a
15DP), remodelacion (15DP a 25DP) y estabilizaciéon (mayor a 25DP) durante el
desarrollo de los arboles dendriticos y axonicos en los barriles. Estas
observaciones son compatibles con la idea de que los arboles dendriticos de las
neuronas corticales estrelladas espinosas y los axones provenientes de las
neuronas del nucleo posteroventromedial del talamo crecen de manera sincronica
durante el primer mes de vida postnatal. Esta conclusion difiere de datos
obtenidos en cultivo que muestran que los axones y dendritas de neuronas
hipocampales maduran asincrénicamente (Craig et al., 1996). Entonces, ¢Cual
podria ser el mecanismo de sincronizacion?. Nuestros resultados no nos brindan
claves para inferirlo. Sin embargo, se sabe que las aferentes taldmicas
somatosensoriales inducen un cambio en la orientacion de las dendritas de la
neuronas corticales asociadas con los barriles cuando aquellas penetran a la capa
IV (Greenough and Chang, 1988). Este evento podria ser el inicio de un proceso
de comunicacién bidireccional que fomentase el desarrollo sincronizado de ambos
elementos. En apoyo a este concepto, se sabe que las dendritas de las células de
Purkinje requieren de sefales liberadas por las fibras paralelas para asegurar un
desarrollo adecuado. Al mismo tiempo, las dendritas de las neuronas de Purkinje
proveen de factores que mantienen el desarrollo de las fibras paralelas. Asi, esta
comunicacion bidireccional permite el desarrollo sincronico de las dendritas y los

axones que seran compafieros sinpticos (Jacobson, 1991a).
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En contraste con la sincronizacion de los patrones de desarrollo de las dendritas y
los axones dentro los barriles, a primera vista, la sinaptogenesis en esta via no
pareceria sincronizada con la sincronia entre las dendritas y los axones, puesto
que el numero de sinapsis incrementa con la edad, no obstante la intensa
remodelacion de los axones y las dendritas. Esta discrepancia podria ser
explicada si uno considera que la sinaptogénesis se da principalmente en las
ramas proximales que son mas estables y remodelados por eventos de
elongacion. En apoyo a esta conclusion, observamos que las marcas
inmunohistoquimicas para la sinaptiofisina y la Shank-2 a los 5DP se concentran
en la zona perisomética para luego dispersarse de forma centrifuga hacia el
neuropilo en edades mas tardias. Esto sugiere que la sinaptogénesis da inicio en
el soma y se extiende hacia las ramas proximales y distales conforme el arbol
dendritico madura. Un mecanismo semejante ha sido reportado en el cerebelo en
donde las fibras trepadoras primero establecen contactos con el cuerpo y luego se
trasladan a al tercio interno de arbol dendritico (Berry and Bradley, 1976a) .
Ademas, datos recientes documentan que la sinaptogénesis promueve la
elongacion de las ramas dendriticas (Niell and Smith, 2005).

Por otro lado, el hecho de que la densidad sinaptica incremente con la edad es
compatible con la idea de que la via talamo-cortical somatosensorial utiliza una
estrategia constructiva para generar conexiones neuronales, y sugiere que las
estrategias globales de desarrollo de los arboles dendriticos y axénicos no
necesariamente reflejan aquella utilizada durante los eventos de sinaptogénesis.
Esta idea es robustecida por datos previos que muestran que el niumero de

sinapsis glutamatérgicas (White, 1976) y GABAérgicas (Micheva and Beaulieu,

58



1996) se incrementan en el neurdpilo de los barriles desde el nacimiento hasta los
30DP. Después de este periodo, el nimero de sinapsis permanece relativamente
constante sin que se haya reportado evidencia de eliminacién sinaptica en esta
area de la corteza de roedores. En conjunto nuestros datos y datos previos
contrastan con aquellos obtenidos en la corteza cerebral de monos en donde se
han reportado fendmenos de eliminacion sinaptica a lo largo del desarrollo
postnatal.

Los fendmenos de redistribucion podrian interpretarse como eliminacion sinaptica.
Es importante mencionar que los analisis derivados de estudios de microscopia
electrénica asumen que el observador estd analizando terminales asociadas a la
via de interés. Esto, evidentemente, no es del todo cierto puesto que, por ejemplo,
en el caso de los barriles el conteo de las terminales glutamatérgicas podrian
incluir no solamente las asociadas con las aferentes taldmicas sino también
aquellas relacionadas con las horizontales. No obstante, las conexiones
horizontales se desarrollan unos dias mas tarde (entre 10DP y 15DP) con relacién
a las aferentes tdlamocorticales (entre 4-5DP y hsta 15DP), y estas ultimas forman
cerca del 50% de las sinapsis totales dentro del barril.

Si bien arriba se discutié que la aparente discrepancia de las estrategias de
desarrollo para generar dendritas, axones y sinapsis en la via talamocortical
somatosensorial podrian ser debidas a la adicion de sinapsis en los sitios que son
remodelados a través de eventos de elongacién y no de eliminacion, es posible
también que la discrepancia pudiera ser real. Esta posibilidad se apoya por lo
datos que muestran que la expresion y cambios en el contenido de la sinaptofisina

en S1 antecede a aquellas de Shank-2 y PSD-95, lo que sugiere que los axones, y
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en especial las terminales, maduran antes que los sitios postsinapticos. Esto no es
de sorprender puesto que se ha documentado que se necesita una maquinaria de
liberacion madura para iniciar la sinaptogénesis (Ahmari et al., 2000; Friedman et
al., 2000), y que existe una asincronia en la maduracién de las terminales y sitios
postsinapticos en neuronas hipocampales en cultivo (Craig et al., 1996).

Con base en el concepto de que existe una asincronia de la maduracion de los
elementos sinapticos en el neurépilo de los barriles, la pregunta que surge es si
los perfiles de sinapsis observados con ayuda de la microscopia electronica
corresponden a sinapsis maduras. El hecho de que el contenido de PSD-95 y
Shank-2 incrementen significativamente pasados los primeros 15 dias desde el
nacimiento sugiere que la consolidacion singptica ocurre fundamentalmente
después de esta fecha y muy probablemente asociada a la detencién de los
eventos de remodelacion entre los 15DP y 25DP. Estos datos coinciden con el
hecho de que las sinapsis en los barriles son muy plasticas y muchas de ellas
silenciosas hasta antes del 15DP (Feldman et al., 1999). Con base en esto se
puede inferir que la cantidad de PSD-95 esta intimamente relacionada con la
morfogénesis de las espinas, la sinaptogénesis, la maduracién (i.e.,
transformacion de sinapsis silentes en activas) y consolidacién sinapticas (Jontes
and Smith, 2000; Okabe et al., 2001).

Otro elemento interesante de discusion en nuestro trabajo es que investigaciones
previas sugieren que los relevos inferiores de la via tAlamocortical somatosensorial
se ensamblan a través estrategias seleccionistas. Jacquin y colaboradores
mostraron que las aferentes primarias provenientes de las neuronas del ganglio

del nervio trigémino se seleccionan por mecanismos competitivos al alcanzar el
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nacleo principal del nervio trigémino en el tallo cerebral. Nuestras observaciones
sugieren que la relevo talamocortical de la via somatosensorial se ensambla por
un mecanismo de formacidn-eliminacibn concurrentes con una posterior
elongacion que refleja incrementos en su complejidad. La razén por cual a lo largo
de una via somatosesorial sus distintos relevos se ensamblan utilizando
estrategias diferentes es desconocida. Se ha propuesto, sin embargo, que las
diferencias observadas entre areas del cerebro con relacién a la estrategia para
formar circuitos pudieran reflejar si las estructuras son o no de reciente adquisicion
durante la evolucién de le especie en estudio.

Uno de los principios que guia el crecimiento de los arboles dendriticos y axonicos
postula que existe una relacién inversa entre su grado de ramificacion y su
longitud. En general, arboles dendriticos y axdnicos muy ramificados muestran
una longitud total menor que aquellos con escasas ramificaciones. Aunque se ha
propuesto que esto se debe a que los pudieran existir mecanismos moleculares
independientes que promuevan la elongacion o la ramificacion (Smith and Skene,
1997), el mecanismo por el cual esta relacion inversa entre longitud y ramificacion
resulta es aun poco claro.

Una de las ideas mas arraigadas en la neurociencias es que la actividad neuronal
promueve el refinamiento de los &rboles dendriticos y axonicos, asi como la
sinaptogénesis. Se ha mostrado que las neuronas corticales e hipocampales de
animales sometidos a enriquecimiento ambiental sensorial y/o motor muestran un
incremento en el numero de ramas y espinas dendriticas, asi como de sinapsis.
En S1, se ha mostrado que la estimulacion de los bigotes incrementa la inmuno-

marca para PSD-95 (Skibinska et al., 2001), sinaptofisina (Ishibashi, 2002) y GAP-
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43 (Kesterson et al., 2002). Existe, sin embargo, evidencia que sustenta que el
inicio de la actividad neuronal induce el colapso de los conos de crecimiento y
promueve la consolidacion y eliminacion, y no la adicién, de contactos entre las
neuronas. Asi mismo, se ha mostrado que la privacion sensorial o la inactividad
facilitan la elongacion de axones y dendritas, y la adicion de contactos entre las
neuronas. Asi, debido a que la actividad neuronal en S1 solo se puede evocar
después de aplicado un estimulo hasta pasados los ocho dias de nacido (Landers
and Sullivan, 1999), y a que las ratas muestran movimientos voluntarios de la
vibrisas hasta el dia 12DP (Welker, 1964; Landers and Sullivan, 1999), es dificil
sostener que la fase de adicion de procesos axonales y dendriticos y sinapsis
documentada en el presente trabajo entre 5SDP y 15DP es debido a la actividad
neuronal asociada con el uso. Esto no es de sorprender pues se sabe que un
porcentaje de la estructura de, al menos, los arboles dendriticos puede elaborarse
en ausencia de inervacion aferente.

Considerando al informacion descrita en el parrafo anterior, pensamos que es el
mecanismo de remodelacién (formacién-eliminacién y posterior elongacion) lo que
debe estar sujeto a los efectos de la actividad neuronal asociada con el uso pues
dicha remodelacion ocurre entre 15 y 25DP. La existencia de este periodo de
remodelacion intensa en animales normales podria explicar porque no se
encontraron diferencias en el nimero final de espinas cuando este pardmetro se
comparo entre ratas control y aquellas expuestas en enriquecimiento ambiental,
no obstante que este Ultimo grupo mostré un incremento en la movilidad y el
recambio de las espinas dendriticas entre 5DP y 25DP. Asi mismo, el hecho de

que el contenido de PSD-95 incremente significativamente entre 15DP y 25DP, y
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que esta proteina esté relacionada con la consolidacion sinaptica, nos hace
suponer que la actividad asociada al uso en S1 en verdad promueve la
consolidacion sinaptica, y no la formacion de nuevos contactos. Esta ultima
conclusion gana sustento en el hecho de que después de 15DP la densidad
sinaptica en los barriles de S1 es practicamente constante, es dificil generar
potenciacion en sus sinapsis (Feldman et al., 1999) y dejan de existir sinapsis
silenciosas en la zona (Mierau et al., 2004).

Finalmente, dos observaciones hechas en el presente trabajo requieren de ser
discutidas. La primera de ellas tiene que ver con el significado de la tincion de
citocromo oxidasa entre 5DP y 10DP. La segunda es como explicar la
redistribucién de la marca para citocromo oxidasa observada en las neuronas
corticales a lo largo del primer mes de vida.

Con relacion a la primera de estas interrogantes, se ha dicho que la actividad de la
enzima citocromo oxidasa refleja los niveles de actividad neuronal evocada. Sin
embargo, como se mencion0 anteriormente, la actividad neuronal evocada es
escasa en los barriles antes del 8DP y el movimiento voluntario de la vibrisas no
ocurre antes del 12DP. Por tanto, es improbable que la presencia de la actividad
de la enzima a 5DP y su consecuente incremento entre esta fecha y 10DP, refleje
los niveles de actividad asociada con el uso. Una posibilidad es que refleje las
demandas metabdlicas asociadas al crecimiento neuronal. En apoyo a esta idea,
se observé que la marca histoquimica para la citocromo oxidasa se concentra en
el soma de las neuronas corticales a los 5DP, y no en el neurdpilo como uno
esperaria pues en neuronas maduras se le localiza fundamentalmente en los sitios

postsindpticos (Wong-Riley, 1989). Sin embargo, aunque durante los primeros 10
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dias los arboles dendriticos crecen, el crecimiento mas importante ocurre entre los
10DP y los 15DP. Este crecimiento abrupto no se acompafia de un incremento de
la actividad de citocromo oxidasa, lo que sugiere que no se asocia linealmente con
el crecimiento. ¢Qué podria estar reflejando entonces la actividad de citocromo
oxidasa durante los primeros 10 dias? En un intento por aproximarnos a este
problema, realizamos de manera complementaria a este trabajo un estudio que
nos permitid evaluar si los indices metabdlicos utilizados comunmente para
monitorear indirectamente los niveles de actividad, podrian ser sensibles a
cambios en los patrones de activacion (Uribe-Querol et al., 2005). Esto lo
realizamos pensando en que la actividad de citocromo oxidasa en los barriles
entre 5DP y 10DP pudiese reflejar cambios en los patrones y/o niveles de
actividad neuronal asociada a la estimulacién pasiva y no a la derivada el uso
voluntario. Para ello, utilizamos un modelo de lactancia en el que la estimulacion
sensorial de los pezones, modifica el patron de disparo espontdneo de las
neuronas magnocelulares sin alterar el nimero de potenciales de accion en la
unidad de tiempo (i.e., nivel de actividad). Este es un modelo interesante porque
las neuronas magnocelulares no siguen el patrén de estimulacién (un estimulo -
una respuesta) sino que requieren de varios minutos de estimulacion antes de
disparar (Jiang and Wakerley, 1997). Un fendmeno semejante se ha observado en
la corteza somatosensorial inmadura, cuyas neuronas requieren de que, por
ejemplo, los bigotes se muevan por el experimentador durante varios minutos
antes de responder al estimulo (Armstrong-James and Callahan, 1991). Asi,
utilizando el modelo de la lactancia pudimos mostrar que tanto la captura de

glucosa radioactiva, como la actividad de las enzimas oxidativas y la densidad de
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vascularizacion se incrementan como resultado del cambio en el patron de
actividad neuronal. Este resultado nos hace pensar que la actividad de citocromo
oxidasa observada en los barriles quizas refleje cambios en el metabolismo
oxidativo asociados con modificaciones en los patrones de activacion, y no en los
niveles de actividad, a su vez asociados con la estimulacién pasiva y no al
movimiento voluntario. Es evidente que estudios electrofisioldégicos se requieren
para evaluar con mas detalle los méritos de esta idea.

El segundo aspecto relacionado con la actividad de citocromo oxidasa que
requiere de explicacion es la redistribucion de la marca histoquimica en las
neuronas corticales que se observa conforme el desarrollo avanza. A los 5DP,
esta marca es somatica y hacia el 15DP se detecta en los procesos dendriticos y
en el neurdpilo vecino. Para los 25DP, la marca histoquimica es intensa en el
neurodpilo. Si bien esta redistribucién de la marca para citocromo oxidasa pudiera
reflejar la redistribucién y funcién de botones sinapticos a las que ya se hizo
referencia anteriormente, es posible que también resulte de la multiplicacion y
redistribucién de las mitocondrias en el citoplasma de las neuronas corticales. En
apoyo a esta posibilidad, el trabajo colateral que realizamos en ratas lactantes
mostré que en las neuronas magnocelulares y en la neurohipdfisis —el sitio de
terminacion de sus axones — se incrementé la cantidad relativa de mitocondrias y
se modificé su patron de distribucion (Uribe-Querol et al., 2005)

En conclusion, nuestro trabajo muestra que la via tadlamocortical somatosensorial
se ensambla a través de un modelo de formacion-eliminacion y elongacion
concurrentes que conduce a un incremento de la complejidad dendritica y axdnica.

Este mecanismo se acompafa de una estrategia aditiva para generar sinapsis en
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la que, nos obstante la remodelacion de dendritas y axones, la densidad sinaptica
aumenta con el tiempo. Proponemos ademas, que la fase inicial aditiva de ramas
dendriticas y axénicas parece proceder de manera independiente de la actividad
neuronal asociada con el uso, pero relacionarse con aquella debida la
estimulacion pasiva. La actividad neuronal asociada al uso paraceria promover la
remodelacion de los arboles axdnicos y dendriticos por medio de fendmenos de
formacion-eliminacion concurrentes, ademas de reducir la tasa de sinaptogénesis
a través de inducir la consolidacion sinaptica. Todos estos eventos probablemente

se asocian a una redistribucion de las mitocondrias en las neuronas corticales.

Figura 9.- Modelos de diversas teorias de formacién de conexiones neuronales. A)
Teoria seleccionista, B) Teoria constructivista y C) Propuesta de estrategia de formacion-
eliminacion concurrentes con una posterior elongacion y aumento en la complejidad
neuronal.



Apéndice 1: Guia axonal y sinaptogénesis

La formacion de conexiones debe entenderse como un continuo, aunque se ha
separado en etapas para su estudio. Dichas etapas son: la neurogénesis, la
migracion neuronal, la navegacion, la guia axonal, y finalmente la sinaptogénesis.
La formacion de conexiones tiene lugar, dependiendo de la especie, durante el
desarrollo prenatal y las primeras semanas o afios de la vida postnatal.

Dentro de las etapas tempranas de la formacion de conexiones se encuentra la
transicion del cono de crecimiento movil en una sinapsis estable. EI movimiento
del cono de crecimiento depende de la dinamica de los componentes del
citoesqueleto (e.g., la actina y los microtubulos) y su estabilizacion permite la
formacién de un botén presinaptico. La guia axonal es una especializacion del
movimiento de las células en la cual una parte de la célula, el cono de crecimiento,
es movil. El cono de crecimiento expresa moléculas de adhesién celular que le
permiten el movimiento y que modulan su adhesién a la matriz extracelular y a
otras células. Ademas, el cono de crecimiento es guiado por moléculas de
atraccion y repulsion. Estas moléculas pueden ser difusibles (e.g. netrinas,
semaforinas) o ancladas a las células (e.g. efrinas), y pueden promover el
crecimiento, el colapso (i.e. repulsién) o estabilizacion (i.e. atraccion) del cono de
crecimiento, dependiendo de la expresion de los receptores especificos y de las
respuestas celulares que estos receptores promuevan.

La estabilizacion inicia cuando los microtubulos de los conos se doblan formando
asas, Y las proteinas asociadas a microtubulos (MAP) establecen “amarres” entre
ellos. Las formacion de las asas conlleva a una disminucion de la movilidad del

axon y a la formacion de terminal (Schaefer and Nonet, 2001). Sherrington uso el
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término sinapsis para expresar el efecto funcional del axén de una neurona sobre
la dendrita de otra, pero no definio el area precisa de membrana responsable de
dicho efecto. Con el microscopio electronico, las especializaciones membranales
se pudieron identificar tanto en la terminal presinaptica como en la dendrita
postsinaptica y por ello la sinapsis vino a ser considerada con el area de dicha
especializacion membranal (Somogyi et al., 1998). La sinapsis es una conexion
que transmite informacidén que puede excitar o inhibir neuronas receptivas, siendo
asi la unidad estructural y funcional en la construccion de circuitos neuronales
(Nieuwenhuys, 1994a; Shepherd, 2004). Al parecer, en algunas sinapsis, los
componentes presinpticos llegan a la terminal en paquetes de transporte que
podrian representar sinapsis prefabricadas, ya que contienen la maquinaria
completa de secrecion, antes de que el axén tenga contacto con el elemento
postsindptico. Aln no es muy claro el papel de estos paquetes, pues en algunos
casos son moviles (Nakata et al., 1998) y en otros son inmdviles (Ahmari et al.,
2000) antes de de que el axon llegue a su sitio blanco. Las vesiculas sinapticas
(VS) son otro componente de la presinapsis. Entre las proteinas que se
encuentran en las VS se encuentra la sinaptofisina, la cual ha sido ampliamente
utilizada como marcador presinaptico (Kelly, 1991).

La presinapsis tiene una contraparte que es la postsinapsis, esta se encuentra en
las dendritas o el soma de las neuronas blanco. En la postsinapsis exite una zona
especifica que es la densidad postsinaptica. En ella se localizan proteinas como la
PSD-95 y la Shank que se encargan de reclutar, entre otras proteinas, a los
canales de potasio y a los receptores que unen glutamato denominados de N-

metil-D-Aspartato  (NMDA) y AMPA. La union entre los elementos pre y
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postsinapticos constituyen una sinapsis, y recientemente se ha mostrado que la
presencia del complejo neurexina-neuroligina es muy importante durante la
sinaptogénesis y son el interruptor para establecer una sinapsis (Scheiffele et al.,
2000). Las neuroliginas son moléculas transmembranales de adhesion celular
heterofilicas que se unen a las pB-neurexinas.

Los componentes de la pre y postsinapsis se expresan de manera temporal, este
hecho puede permitir conocer el grado de madurez de una sinapsis. Por ejemplo,
la proteina Basson se expresa en presinapsis inmaduras mientras que la PSD-95
no. Las subunidades GIuR1 y NR1 tienden también a estar ausentes en sinapsis
inmaduras (Friedman et al., 2000).

En el caso de las sinapsis inhibidoras en lugar de tener un reclutamiento de
receptores a glutamato se tiene un reclutamiento de receptores a glicina 0 GABA,
anclados a la PSD por la gefirina, misma que se ancla a microtubulos.

Los mecanismos moleculares precisos de ensamblaje aun se desconocen, mucha
evidencia es resultado de estudios en la placa neuromuscular y en células en
cultivo, y no se pueden extrapolar a todas las areas del sistema nervioso. Ademas,
dependiendo de si la sinapsis es central o periférica, las proteinas y su expresion

temporal difieren durante las fases de sinaptogénesis.
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Apéndice II: Corticogénesis

El desarrollo del sistema nervioso se inicia con la induccion neural en donde
determinadas regiones del ectodermo se especifican como neuroepitelio. Este
neuroepitelio da origen al tubo neural que por proliferacion diferencial genera tres
vesiculas: el prosencéfalo, el mesencéfalo y el rombencéfalo. EI prosencéfalo
genera a su vez al teléncefalo y al diencéfalo y el rombencéfalo genera al
metencéfalo y el mielencéfalo. La neocorteza deriva de la regién dorsolateral de
las vesiculas telencefalicas. En la rata, desde el dia 13 embrionario (E13) la pared
del telencéfalo pierde su homogeneidad y la laminacion fetal empieza (Kolb and
Tees, 1990). En E13 el primordio plexiforme se empieza a formar en la parte mas
lateral de la pared neural del telencéfalo. Dentro de las células que componen el
primordio plexiforme se encuentran las Cajal-Retzius que son generadas entre los
dias E11 y E15, teniendo el pico maximo de proliferacion en E13. Entre los dias
E15 y E16, la neocorteza esta basicamente formada por el neuroepitelio que se
encuentra en alta actividad mitésica para generar 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 direccion ventro-lateral
a dorso-medial. Asimismo, en este rango de edad se distinguen algunas de las
primeras neuronas diferenciadas que formaran la placa cortical. ElI primordio
plexiforme se separa en dos zonas: la zona marginal y la subplaca por la
formacién de la placa cortical entre E15 y E17. Para los dias E17 y E18, las
paredes de la corteza se han engrosado al aumentar el nimero de neuronas

jovenes en la placa cortical (Killackey et al., 1983). Paralelamente, el grosor del
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neuroepitelio se reduce y aparecen campos transicionales de diferenciacion
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 daran
origen a la capsula interna. Entre los dias E18 y E19 el grosor del neuroepitelio
estd muy reducido en comparacion con estadios previos, los campos
transicionales y la placa cortical han crecido considerablemente, siguiendo un
gradiente en direccion ventrolateral-dorsomedial. Por debajo de la placa cortical
aparece una banda de células que corre en direccion latero-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 E20 y E21 el
neuroepitelio se ha adelgazado considerablemente y su actividad mitésica 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 distinguible, al igual que la capsula interna. Al nacimiento la corteza ha
adquirido su plan anatémico general y empieza a diferenciarse hacia su forma
adulta (Kolb and Tees, 1990; Bayer and Altman, 1991; Bayer et al., 1991).

La corteza esta constituida por 6 capas o laminas como resultado de la migracion
predominantemente radial de los neuroblatos de acuerdo con el patron de
organizacion minicolumnar, de acuerdo con el gradiente de “adentro hacia fuera”.
Es decir que la primera capa en formarse es la 6, luego la 5 y asi sucesivamente.
De la superficie a la zona ventricular se distinguen: la capa molecular (I, contiene
células con axones horizontales y células de Golgi tipo Il), la capa granulosa

externa (ll, formada por células granulares, piramidales pequefias), la capa
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piramidal (1l compuesta por dos capas de células piramidales), la capa granular
interna (IV, formada por células estrelladas espinosas e interneuronas), la capa
piramidal interna (V, constituida primordialmente por neuronas piramidales
medianas y grandes, cuyas dendritas apicales ascienden hasta la capa molecular
y sus axones salen principalmente como fibras de proyeccion) y la capa multiforme
(VI, que posee neuronas fusiformes cuyos largos axones son perpendiculares a la
superficie cortical). La estructura laminada de la corteza se establece con base en
el patron de migracion de células neuronales. Una vez que se establecen las
neuronas en las distintas capas se forman los circuitos. Los circuitos locales de la
neocorteza se separan en dos categorias: verticales y horizontales. Los circuitos
verticales son conexiones que unen a las neuronas de diferentes capas unas con
otras. Estas conexiones son la base de las columnas corticales. Los circuitos
horizontales se presentan entre células de la misma capa. Las conexiones
verticales se desarrollan a través de patrones especificos de crecimiento, que
probablemente estén basados en moléculas especificas para cada capa, mientras
que las horizontales poseen una remodelacion tanto estructural como funcional,

bajo la influencia de la actividad neuronal para llegar a los patrones del adulto.

Aferencias Corticales

Existen dos tipos generales de vias aferentes a la neocorteza, las denominadas
cortico corticales e intracorticales, y las interhemisféricas e intrahemisféricas.
Estas aferencias relacionan estructural y funcionalmente areas homologas y

heterblogas a lo largo del mismo hemisferio o entre ambos hemisferios cerebrales,
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respectivamente (Woolsey and Van der Loos, 1970; Killackey and Belford, 1979;
Nieuwenhuys, 1994a).

Existen también aferencias corticales provenientes de los distintos ndcleos del
talamo dorsal que proyectan a porciones especificas, o bien que terminan de
manera difusa en la neocorteza. Los nudcleos del tdlamo dorsal que proyectan
hacia areas especificas de la neocorteza se dividen a su vez en tres subgrupos: a)
aquéllos de relevo sensorial especifico (nucleo geniculado medial, lateral y
ventrobasal, ventro posterimedial y ventro posterolateral), b) los nucleos
relacionados con mecanismos de control eferente vinculados a funciones motoras
como el nucleo reticular talamico, y c) los nucleos involucrados con funciones
integradoras tales como el dorsomedial, ventromedial y posteromedial. Las
regiones talamicas que proyectan de manera difusa son el nicleo medial y los
nucleos intralaminares que reciben informacion del sistema reticular activador
ubicado en el tallo cerebral (Woolsey and Van der Loos, 1970; Killackey and
Belford, 1979). Otras vias aferentes corticales provienen de los ndcleos del rafe
dorsal y del locus coeruleus, localizados en la sustancia gris periacueductal del
tallo cerebral (Kolb and Tees, 1990).

Los axones talamocorticales se caracterizan por tener una especificidad laminar.
Durante el desarrollo los axones talamocorticales sensoriales viajan por la cadpsula
interna y la zona intermedia hasta alcanzar la placa cortical. Después, estas fibras
pasan a través de las laminas méas profundas de la corteza para formar arboles en
la capa IV y hacen conexiones. (Lund and Mustari, 1977; Wise and Jones, 1978;
Catalano et al., 1991; Ghosh and Shatz, 1992; Agmon et al., 1993; Catalano et al.,

1996; Molnar et al., 1998).
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Las terminaciones talamocorticales se segregan en dos sitios, en una zona inferior
difusa entre la capa V y la capa VI y una densa capa en la zona de la capa IV y el
nivel bajo de la capa Ill (Caviness and Frost, 1980; Frost and Caviness, 1980;
Herkenham, 1980) En la capa IV las arborizaciones de los axones talamocorticales
se organizan en grupos o glomérulos denominados asi por Lorente de NO, cada
glomérulo se localiza en el centro de un agregado de células o barril (Woolsey and

Van der Loos, 1970).

Eferencias Corticales

Las distintas regiones de la corteza cerebral envian proyecciones a una gran
variedad de estructuras subcorticales. Las cortezas sensoriales primarias
establecen contactos reciprocos con cada uno de los nucleos talamicos de los que
reciben aferencias (i.e., eferentes corticotaldmicas). Asimismo, existen vias
eferentes corticales que llegan a los ganglios basales y a diversos nucleos 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 el tracto corticoespinal, responsable de enviar
informacion que permite la ejecucion de los movimientos voluntarios

(Nieuwenhuys, 1994b).
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(e[ Regrasion y reconstruccion

Regresion y reconstruccion:
estrategias de formacion de sinapsis
en el cerebro en desarrollo

La sinaptogenesis es el proceso mediante el
cual las neuronas forman conexiones durante
el desarrollo del cerebro. Para ello, las neuronas
emplean dos estrategias: la “regresiva” vy la "cons-
truccionista”, mismas que aqui se describen

Gabriel Gutiérrez Ospina, Eileen Uribe Querol

| cerebro estd constimuido, entre orros elementos,

por cientos de miles de neuronas. Estas neuronas se

relacionan entre sf a través de unones especiales,

denomnadas smapss. Debido a que las sinapsis son
utilizadas por las neuronas para comunicarse v tmansferir infor-
maciin, los neurobidlogos hemos dedicado mucho esfuerzo pa-
m tratar de entender como se forman, funcionan v modifican
estis uniones intemeuronales. En el presente trabajo, comenta-
remis especificamente las estrateging generales que parecen se-
guir las neuronas para establecer sinapsis durante el desarrollo
del cerebro. A este proceso se le conoce como smaprogéness,
no debe ser confundido con bos eventos celulares que ayudan a
dirigir a las tibras nervicsas hacta su drgamo blanen; esto dlrimo
W CONOCE COMmo Ravegacnm avona

DESARROLLO CEREBRAL Y ELIMINACION DE SINAPSIS

Durante el desarrollo cerebral, lus neuronas emiten fibras en
direccidn o las regiones que inervarin (con las que formardn

v Norma Sdnche: Avendadno

conexiones ), ayudindose de diferentes sefiales
wue pufan su crecimienio | navegac idn axonal ).
Una ves alcanmdo el termtorio "blanca®, estas
fibras generan un nimero excesivo de sinapsis
sobre las neuronas que se localizan en dicho
termitono (sinaprogénesis). La sobreproduccidn
de sinapsis es el resuliado de una elevada con-
centracitn de moléculas llamadas factores de
crecimiento, liberadas por las neuronas locali-
zadis en el territonio inervado. St este ndmero
de sinapsis persistiera hasta la vida adula, la
funciin del cerebro maduro se verfa profunda-
mente dificultada. Asi, una ves alcanzada una
densidad crinica de sinapsis, la producciin de
factores de crecimiento por las neuronas iner-
visdas disminuye progresivamente, hasta alean-
I UNA Concentraciin minima que les permi-
te retenet el nimero de sinapsis que requieren
para funcionar adecuadamente (Figura 1), La
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[#] Desarrolio cerebral |

a) Nacimiento b)

actividad neuronal parece jugar un
papel fundamental en este proceso,
pues la coincidencia espacio-tempo-
ral de los patrones de sefiales eléctri-
cas entre la neurona que inerva y la
que es inervada potencia la libern-
cidn v disponibilidad local de fac-
tores de crecimiento. Esto, a su ves,
favorece la permanencia de algunas

Adulto

Figura 1. Esguema gue ilustra {os eventos sobresalian-
tes gue caracterizan al modelo regresivo para la for-
macitm de contactos sindpticos en ol corebro en desa-
rrallo. @) En la Fase infclal un gran ndmer de afersntes
frimden el territorio blanco, v establecen comtactos de
manesa difusa con las neuronas que en & s& encusntran,
Sé supane que este comportamients e inducido por el
exceso de factores de crecimbento (sombreado rosa) en
#l territorio blanco. b) En etapas tandias ded desarrolls,
la disponibilidad de los factores de crecimiento en el
territoria blanco disminuye. Esta situacidn conduce a uns
competencia entre las fibras y a b2 comsecuente conso-
lidacion o elimfnacidn diferancial de Las sinapsis,

A8 cienvia « juto-septiembre 2004

sinapsis v la eliminacidn de otras, A
lo largo de los afios, se ha sugerido que la estrategia de elimina-
cidn sindptica es utilizada por distintos grupos de neuronas que
estublecen sinapsis con otros grupos neuronales localizados en
la corteza cercbral, la médula espinal, €] tdlamo v el mesencé-
falo, asi como con las células que inervan los masculos que per-
miten ¢l movimiento voluntario.

No obstante la gran aceptacidn que goza esta visidn regresi-
va del desarrollo de las sinapsis entre los neurocientificos, existe
una serie de aspectos que son dificiles de conciliar con una ima-
gen regresiva del desamollo cercbral. Hay evidencia reclente
que muestra que algunos factores de crecimiento, cuando estidn
presentes en concentraciones fisioldgicas, inducen la retraccidn
selecriva de las prolongaciones neuronales, e incluso provocan
la muerte neuronal. Se han documentado incrementos, en lugar
de reducciones, en la disponibilidad de factores de crecimiento
durante periodos en los que se supone que ocurre la elimina-
cidn de sinapsts, Por otro lado, ain no es claro si la mayor par-
te de los contactos que se establecen entre las neuronas en de-
sarrollo constituyen realmente sinapsis, pues muchos

de ellos carecen de los marcadores moleculores y es-

rructurales que las camcrenzan.
La eliminacién sindptica mmpoco parece ser
compatible con el incremento, a lo largo del desa-
rrollo, del tamafio de las neuronas y la complejidad
de los circuitos neuronales. Finalmente, estudios so-
bre los mecanismos de la memoria v el aprendizje
indican que ambos procesos ocurren en paralelo a la
formacidn de nuevas sinapsis en el cerebro. Esta obser-
vacidn es contraintuitiva si uno asume que los circuitos
neuronales se forman como resultado de la elimina-
citn de sinapsis durante el desarrollo del cerebro.
De hecho, es precisamente durante ¢l desarrollo
que el individuo aprende y memoriza la mayor par-
te de In informacidn que le serd necesaria para con-

ducirse en su entomo.
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EL DESARROLLO DEL CEREBRO
¥ LA CONSTRUCCION SINAPTICA

A finales del siglo pasado, distintos grupos de investigacion,
entre ellos el nuestro, aportaron evidencia que muestra que las
neuronas forman sinapsis duranie el desarrollo cerebral siguien-

do una estrategia diferente a la regresion sindptica. La pre- rr /g
misa hdsica de esta “nueva” estrategia es que las neuronas :
establecen sinapsis de manera puntual, precisa y progre- : ) |

siva (figura 2), Asf, los circuitos neuronales aumentan
su complejidad a lo largo del desarrollo a rravés de un
proceso de adicion de sinapsis. Nosorros hemos mostra-
do que esta generacion selectiva y progresiva de si-
napsis depende de la disponibilidad creciente de fac-
tores de crecimiento a lo largo del desarrollo. Asi, en
esta concepcidn “construccionista” de la formacidn
de la circuireria cerebral, la eliminacion de sinapsis ju-
garfa un papel menor en la modelacidn de los circuitos

neuranales. Efectivamente, si existe un meremento controlado

y paulatino en la disponibilidad local de factores de crecimien-

to, el elemento que induce la eliminacion sindiprica {la reduce

cifin del acceso a factores de crecimiento) queda cancelado.

Algunos ejemplos de grupos de neuronas que parecen seguir la -

estrategia “construccionista” se localizan en los panglios perifé- Figura 2. Esquema gue ilustra los eventes solinesalien-
i tiales. 1 % beilal icle . I el tes que caracterizan al medels comstrccionista para

cos sensoriales, la cortezn cerebral, algunos nacleos talamicos ia formacian de contactos sindgticos en el cerebro en
v los bulbos olfatorios. desamalin, @) En (3 fase inicial, un nameno discroto de

fibras tnvaden el termitorio blanco, y establecen con-

| l.Jnn de Ins I.I'IIE..'TEGEEIII'EEL‘S que surgen con relacion al recono- bt e e Gl ckrcan o e e e Al
cimiento de la existencia de la estrategia “construccionisia” es s& encuentran. S supone que este comportamiento &
por qué no ha sido bien aceptada por la mayoria de los neurobis- L";‘;i:gﬂﬁ'ﬁ:;:h::‘::ﬁf‘:ﬂf_:‘;“:’ﬁ::ﬂ::; “"M: m“"
logos contempordneos, Pensamos que esto se debe, al menosen | b) En etapas tardias del desarrolo, la disponibilidad de
parte, a la prevalencia de la filosofia “darwinista” para explicar | los factares de crecimiiento en el territorio blanco au-
wE menta progrestvamente. Esta situacion conduce a una
¢l desarrollo neuronal. En esta visidn, la eliminacion de los ele- elaboracitn paulstina de los drboles terminales de las
mentos neuronales y conexiones nerviosas menos apras ( jague- fibas neryiosas. sin que fsta tha mediada pot la com-
Al ; i ol petencia entre ellas ni moldeada mediante la elimina-

llas que no son utihizadas!) ¢s necesaria para “esculpir” la geo- ¢itn sindptica.

metria final de los circuitos neuronales. La mayor parte de la |
evidencia experimental referen-
te @ la formacion de sinapsis ha
sido interpretada bajo esta Gpri-
ca, st bien los mismos resultados
pueden ser interpretados en otro
contexto. En los renglones sub-
secuentes describiremos algunos

ejemplos que ilustran este punto.
Durante el desarmollo, el gan-
glio cervical superior es inervado

a) Nacimiento b) Adulto
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Los mecanismos que median
la “decision” de las neuronas
acerca de la estrategia
que seqguiran para formar

siNapsis 30N alin poco claros

Fgura 1. a) Fotomicrsgrafia que ilustra o awpecio de
una rebanada del cerebro de rata que comtiers, entre
otras pstructuras, a la comess somatosorsariad [51). Esta
rebamada fue martenida en cultivo par 45 dias. &), ¢) Fo
tomicrografias obienidas en el microscoplo confocal que
flustran la cantidad velativa de terminales nenviosas (fe
chas) activas identificadas mediante la incorparaciin
del colomnte supravital FM1-43, Lot imigenes Tueron ob

temidat en la conlora somatotensoral de rebanadas de
cerebm manteniday en culthve por 12 b) y 40 dias c)
Hotese &l niremento @0 €l numero te tErminaies mar
cadas confarme la e=dad an cultive avania, Tambign s
ghservan marcados algunds cuerpos 1

onaled (n)

u
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por muchas fibras preganglionares. Conforme ¢l animal madu-
ra, el nimero de fibmas preganglionares disminuye damiinica-
mente. Estos datos, a primera vista, sugeririan una eliminacidn
de sinapsis. No obstante esta interpretacion, se ha observado
que, acompafiando a la reduccion en el nidmero de fibras pre-
ganglionares, hay un aumento en el ndmero de sinapsis escable-
cidas entre as fibras preganglionares que permanecen y las new-

ronas ganglionnres

Chera ejemplo de estos problemas de interpremacion se ha ols-
servado mnto en la corem cerebral visual de comivoros v pri-
mates, como én la corteza cerebral somatosensorial de roedores
En ambas regiones, experimentos realizados con rrazadores m
|‘||| CTIVOS O I-|l|-. CACENTCS SUMIrTenon, ialmente, e |."I:~ lllE"l“.I'\
1.t].11|||;|_‘.h s ranmibican \IL' manera difusa en las cortezas visunl v
&0 -|||.1||:'-|_'|1~|l1|.|| =in |.'||'||'.||un, l"‘-\-rlll.lll"‘-\- recientes realizados con
ayuda de mejores téenicas para el trazado de fibras nerviosas han

mostrado que las fibras taldmicas inervan a la corteza de manera

precisa v gque su complejidad aumenta a lo largo del desarrollo
postruatal. En el laboratono no solamente hemos confirmado
estas ohservaciones, sino también hemos obrenido evidencio
preliminar que indica que, en la corteza somatosensorial de los
roedores, éste crecimiento preciso de las fibras se acomparia de

un aumento en su niamero de rerminales (fioarm 3)

LREGRESIONISTA O CONSTRUCCIONISTA?
ESTE ES EL DILEMA,

Lis mecamismes que medion la “decision” de las neuronas acerca
de I estratepia que seguinin pam fonmar sinapsis son aun poco
claros. Como s¢ menciond, sin embsirgo, o probable que las new-
ronas localizadas en los rerritorios Blanco regulen el nomero de

sinapsis que seestablecen sobre ellas al modular cuidadosamen

te la dispomibilidad local de los
factores de crecimiento. Debido
a que las fibras nerviosas pare

cen “buscar” dvidamente estos
factores, ln restriccion o ¢l libn
acceso a ellos podria definir el
tipo de estrategla que las fibras
sepuirian para establecer con-
rmctos con las neuronas blanco

Asi, en el esuema “regresionis-

™, la reducida disponibilicad
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tre las fibras, Como consecuencia de esta competencia, las fibras
que tuvieran un buen acceso al codiciado factor de crecimiento
permanecerian y consolidarian sus sinapsis. En contraste, las fi-
bras menos afortunadas, agquellas que no fueran expuestas a su-
ficientes cantidades del factor de crecimiento liberado por las
neuronas blanco, serian removidas y sus contactos eliminados,
Por otro lado, para aquellos grupos de neuronas que “decidie-
ran” seguir el esquema “construcciomista” para elaborar sus si-
napsis, la historia seria diferente. Las neuronas blanco podrian
incrementar gradualmente la disponibilidad local de facrores de
crecimiento promoviendo asi la adicién paularina y conrrolada
de sinapsis. Esto evitaria la redundancia sindptica v la necesidad
ulterior de eliminar un gran niimero de sinapsis en etapas pos-
teriores del desarrollo. 51 bien hay evidencia expenmental que
apoya la existencia de ambos mecanismos durante el desarrollo
cerebral, min desconocemos una infinidad de detalles que deben
de ser aclarados antes de tener respuestas mas definitvas.

Por ejemplo, en el esquema anterior, pareceria que las neu-
ronas que inervan son elementos pasivos cuyas fibras estin dis-
puestas a seguit las instrucciones dictadas por las neuronas
blanco al modificar la disponibilidad local de factores de creci-
miento. Existe evidencia que sugiere, sin embargs, que las neu-
ronas gue inervan podrian auto-instruir el crecimiento de sus
fibras v regular la respuesta de las neuronas blanco (figura 4). En
estudios realizados en neuronas del caracol de tierra se ha mos-
trado que aquellas neuronas que secretan neurctransmisores
desde las puntas de sus fibras en crecimiento, o cuyas fibras se-
cretan tan pronto como establecen contactas con sus céhilas
blanco, persiguen una estrategia “regresionista” para formar sus
conexiones. En contraste, algunos grupos de neuronas cuyas fi-
bras no empiczan a secretar neurotransmisores sino hasta trans-
curridas vanas decenas de minutos después de que contactan a
suis células blanco, elaboran smapsis de manera selectiva y pro-
gresiva. Adin no se sabe si estas reglas son aplicables al sistema
nervioso de los mamfferos en de-
sartollo. Cabe destacar, sin embar-
goe 1) que las fibras de neuronas
obtenidas del cerebro de distintos

k]
@ @

mamiferos poseen las proteinas a) O
) ]
— @ -0 QO
O O

asociadas a la secrecidn regulada
de meurcrmansmisores antes de
que CONtacten a SUs MEUronas
hlanco; 1) que estas fibras son ca-

paces de secrerar diferentes neu- .

rotransmisores conforme crecen b)

| @] Regrasidn y reconstrucaion |

mianeE

Figura &. Esquemas gue tustran la posible participa-
clan de la secracion en gl proceso de seleccion de la
astratagia que seguirin las Abras nerviosas para estalbio-
cer sinapiis sobre lad nedronas del tertoro “blanca”,
@) Aquellas neuronas que liberan cantidades significa-
tivas de newratramsmisores desde sus canos de dredl-
miento conforme se aproximan al territorio “blance”, o
bien gue secretan neutrammisones (sambreado en oo-
lor) tan pronto contactan & sus cklulas Blanco. seguirdn
una estrateqgia “regrevionista”, b)) En contraste, las meeu-
rongs que no secretan nedrptransmisores en cantidades
detectables desde sus conps de crecimiento, sing hasta
warias decenay de miinutol dedpuid de haberis pueito
e contactn con wis oblulag Blanos, Weguirdn wa st
teghs “comstruccionista”,
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hacia su termtorio blanco, v 3) que estos neu-
rormansmisores regulan, al unirse a receprores
especificos, el crecimiento de las fibras nervio-
sas. Al las observaciones descritas hocen pro-
bable que los resuleados obtenidos en las neu-
ronas del caracol pudieran ser aplicables a las
neurenas en desarrollo de los mamiferas.

COMEMTARIOS FINALES

Con base a lo expuesto con anterioridad, la
evidencia expenmental acumulada en afos re-
clentes sugiere que distintos grupos de neuro-
nas forman sinapsts siguiendo dos estrategias
bisicas, En una de ellas, las neuronas produ-
cen mas sinapsis de las necesarias, por lo que
en etapas subsiguientes del desarrollo una frac-
ci'm significativa de ellas es eliminada. En la
segunda estraregia, L neuronas elaborn sinap-
sis de manera precisa v paularina. La faloa de
redundancia hace innecesaria ln eliminacion
sindprica mds tarde en el desarrollo. Como suele
ser el caso en la investigacion cientifica, cuando
EXISIEN POsIUras apareniemenie opuesias 0 muy
prabable que, para el caso de la formacidn de
sinapsis en ¢l cerebro, las neuronas desarrollen
estrategias hibridas, en las que las dicotomias re-
dundanciafeliminacién y preciston/construc-
cion participen selectivamente en la genemcion
de los circuitos neuronales. Chnzis en algunas
regones del sistema nervioso en donde pare-
CEN EXISTT CSITICRIAS PUris Part generar sinap-
sis, en reabidad existan ambas estrategias, pero
con cierto predominio de una o L o, Estable-
cer estas relaciones en el funuro inmediato se-
ni de gran relevancia, pues dicho conocumiento
nos permitird entender mejor aspectos basicos
y clinicos de la relacion formaffuncién en el
cerebro nommal v enfermo.
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El desarrollo postnatal enlos mamiferosesun proceso
complejo alo largo del cual se definen, entre otras cosas,
laestructuray funcion del sistema nervioso. Durante este
periodo, la maduracion neuroldgica se caracteriza por €l
refinamiento delos patrones de movimiento, €l incremento
en lacomplejidad del repertorio conductual y unamejora
en la habilidad para aprender y memorizar informacion.
Se haconsiderado que estas caracteristicasreflgjan eventos
de organizacion y reorganizacion anatémica y funcional
de los circuitos neuronales. Si bien esta visién parece
correcta, |os neurobiélogos alin no se han puesto de acuerdo
con relacion alos mecanismos celulares que subyacen ala
organizacion y reorganizacion de los circuitos neuronales
durante el desarrollo cerebral. Una de las posturas,
denominada seleccionista, sostiene que los circuitos
neuronales se organizan y reorganizan através de eventos
regresivos tales como lamuerte neuronal y la eliminacion
deconexionestransitorias (4, 5, 6, 13, 19). Laotrapostura,
referida como constructivista, afirma que los circuitos
neuronal es se organizan y reorganizan mediante laadicion
de elementos neuronales, particularmente de | os procesos
celulares denominados dendritasy axonesy de susuniones
o sinapsis (9, 11, 14, 20). En el presente capitulo,
reflexionaremos y discutiremos sobre ambas posturas,
tratando de proveer al lector deunavision ampliay objetiva
paraque norme su criterio sobre lasituacién actual de esta
fascinante &rea de laneurociencias.

Seleccionismo y la formacion de circuitos neuronales
(Figura 1).

A mediados del siglo XIX, Charles Darwin publicé
susideas en torno alaevolucion de las especies por medio
delaseleccion natural. Delasinnumerablesideas vertidas
al seno de la teoria evolucionista, la concepcion de la
seleccion natural como el mecanismo de consolidacion de
caracteres fisicos especificos (i.e., fenotipo) en una
poblacién dada, hasido laque méshainfluenciado lasideas
gue los neurobidlogos tienen sobre los eventos que
subyacen a la organizacion y reorganizacion del sistema
nervioso en desarrollo. En esencia, la concepcién
seleccionista asume que el conjunto de individuos de una
poblacién ocupa un nicho ecolégico especifico que les
provee de recursos necesarios para su subsistencia,
interaccién y reproduccion. Estos recursosy el acceso a
ellos son limitados, 1o que conlleva a un fenémeno de
competencia entre los individuos de la poblacion. Asi,
aquellos individuos que posean fenotipos idoneos para
acceder a los recursos eficazmente seran capaces de
sobrevivir, interaccionar y reproducirse, |o que garantizara
su continuidad y lapermanenciade su patrimonio genético
enlapoblacion. En caso contrario, aquellosindividuos que
posean fenotipos que no les permitan contender
adecuadamente sucumbiran, y su patrimonio genético sera
eliminado del repertorio genético de lapoblacion. De esta
forma, las condiciones ambiental es gjercen unapresién que
“selecciona’ alosindividuos con base asus caracteristicas
fisicas. Debido aque € ambiente esrel ativamente dinamico,
lacondicion referida permite que lacomposicién fenotipica
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Figura 1. Diagrama que ilustra los elementos conceptuales fundamentales de la teoria seleccionista. Dos poblaciones de
neuronas que establecen conexiones estables, transitorias e inestables con 6rganos diana adecuados, relativamente adecuados
e inadecuados. Las neuronas (perennes) que se conectan con 6rganos diana inadecuados mueren. Aquellas que se conectan
con 6rganos diana adecuados permanecen y forman circuitos estables. Las conexiones de células que ademas de conectarse a
6rganos diana adecuados |0 hacen con 6rganos diana menos adecuados, retiran sus conexiones de estos Ultimos. Las conexiones
transitorias son, sin embrago, €l substrato para la reorganizacion de los circuitos en el caso de que asi sea requerido. En
conjunto la elimiminacion y seleccion de ciertos grupos de conexiones da como resultado el refinamiento conductual.

de la poblacién cambie constantemente por 10 que se cree
gue la reorganizacion de los fenotipos en una poblacion
posee un valor intrinsecamente adaptativo.

De manera similar a lo descrito en el parrafo
precedente, el seleccionismo neurona propone que las
neuronas y conexiones que pasaran a formar parte del
sistemanervioso maduro son seleccionadasapartir deuna
poblaci6n numerosa, através de mecanismos competitivos

(13, 19). Asi, se asume que durante las fases de formacion
del sistemanervioso, se producen neuronas en exceso que
establecen sinapsis con varios érganos diana potenciales
(6). En este escenario, existen neuronas que contactan
organos diana inadecuados que no les proveen de
neurorecursos. Esto setraduce enlapérdidadeloscontactos
y en lamuerte de dichas neuronas (4, 5). Existen también
otro tipo de neuronas que contactan Grganos diana mas
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adecuados que les proveen de neurorecursos suficientes,
lo que les permite estabilizar su contactosy sobrevivir. Es
importante destacar, sin embargo, que los contactos de
diversas neuronas de este segundo tipo convergen sobre
organos dianacomunes, generando contactos redundantes.
Este exceso obliga a los 6rganos diana a elegir aquellos
contactos con los que tengan mayor afinidad quimicay
funcional. Una vez identificados los contactos afines, los
organos diana los favorecen brindandoles mayor
accesibilidad a los neurorecursos. De esta manera, y de
acuerdo al seleccionismo, se establece un marco de
competencia que conduce a la estabilizacion de agunos
grupos de contactos y a la eliminacion de otros (13, 19).
La eliminacion de contactos, en el contexto descrito
anteriormente, no conduce alamuerte celular debido aque
mientras |as neuronas eliminan unafraccion de contactos,
estabilizan otros que establecieron con 6rganos diana mas
afines. Deestaforma, quedaimplicitalaideade queexisten
conexiones definitivas, transitoriasy aberrantes.

¢Cuales son los neurorecursos por 10s que compiten
las neuronas? Se ha propuesto que |os neurorecursos son,
por unlado, los érganos dianaen st mismas, y por otro, los
factores neurotréficos de natural eza protei caproducidosy
secretados por ellos (13, 19). Evidenciaque apoyaque los
organos blanco son motivo de competencia proviene de
experimentos en |os que se mostré que laimplantacion de
una extremidad adicional previene la eliminacion de
neuronas y conexiones supernumerarias en la médula
espinal deembrionesdepollo (12). Asi mismo, laretencién
de conexiones transitorias en presencia de un exceso de
factores neurotroficos apoya que estos promueven la
competencia (8).

¢Como saber si el compariero sindptico es adecuado?
El seleccionismo neuronal propone que ésta decision se
toma con base en tres elementos (13, 19). El primero de
ellos, esel grado deafinidad quimica, mediadapor molécula
deadhesion celular y posi blemente de histocompatibilidad,
entre los posibles compafieros sinapticos. El segundo, es
el grado de aprovisionamiento mutuo de neurorecursos
entre los compafieros sindpticos potenciales. Y, el tercero,
es el grado de reforzamiento funciona de la union entre
los compafieros sindpticos causada por la coincidenciaen
laactivacion electroquimicade ambos en respuestaal flujo
de informacion entre ellos. Si estos elementos coinciden,
laprobabilidad de que delas conexiones establ ecidas entre
comparieros sinapticos potenciales se estabilicen es alta,
por lo que dichas conexiones habran ganado la
competencia. En caso contrario, serédn solo conexiones
transitoriasy se eliminaran durante las fases subsiguientes
del desarrollo neural.

Finalmente, y una vez expuestos los lineamientos
basicos, es importante remarcar una falla fundamental en
la concepcion seleccionista neuronal cuando se considera

su equivalencia con el seleccionismo evolutivo. En este
ultimo, los individuos de la especie compiten por los
recursos. Losrecursos, con laexcepcion delosrelacionados
con la reproduccion, no participan como factores que
emitan decisiones sobre aquién permitirle o restringirle el
acceso a€llos. En contraste, en el seleccionismo neurondl,
los 6rganos diana como neurorecurso, “deciden” cuales
seran las conexiones favorecidas bajo ciertas condiciones.
Asi las cosas, no podemos estrictamente hablar de una
competencia sino de una eleccion. De esta forma, los
eventos que subyacen a seleccionismo neural son mas
afines, no con eventos de seleccion basados en la
competencia por recursos, sino con aquel relacionado con
laeleccion delapargjabajo un contexto evolutivo. Esto es
ventajoso pues la eleccion brinda una mayor posibilidad
gue la competencia para desarrollar una reorganizacion
fenotipica controlada.

Seleccionismo y la “reorganizacién” de los circuitos
neuronales

Para el seleccionismo neuronal, existen grupos de
neuronas que son dispensables para la organizacion
anatomica y funcional del sistema nervioso. Esto,
afortunadamente, parece estar aejado de la realidad. Al
menos para algunos de | os grupos neuronal es que mueren
durante el desarrollo temprano, se hamostrado que fungen
como blancos transitorios para otros grupos de neuronas
gue requieren de soporte neurotréfico en su camino de
encontrar al compariero singptico “ideal”. Los cuerpos
celularesy las proyecciones citopl &smicas aparentemente
erréneas delas neuronas perennestambién proveen deguias
que facilitan que los procesos celulares de las neuronas
sel eccionadas a cancen asus comparieros sinapticosideal es.

Por otro lado, el seleccionismo neuronal también
predicelaexistenciade conexionestransitorias que por ser
supernumerarias son eliminadas en el transcurso del
desarrollo. Estaidea, sin embargo, también parece errénea
puesto que las conexiones transitorias pueden permanecer
si las neuronas que las establecen no “encuentran” al
compafiero sindpticoideal. Asi, las conexionestransitorias
generan “redundancias de conectividad” que le permiten
al sistema nervioso en desarrollo tener un substrato
anatémico alternativo del cual echar mano para
“reorganizar’ |os patrones de conexion entre las neuronas
gue sobreviven si esto es necesario (8). La retencién de
conexiones transitorias ha sido invocada como la
explicacién delos procesos de “ reorganizacion” cortical y
mesencefalica observados en distintas especies de
vertebrados (7). Un gemplo de esto seria el estrabismo.
En sujetos que padecen de estrabismo, los territorios del
cerebro que eran utilizados para procesar informacion de
el ojo estrébico, adquieren la habilidad de procesar
informacion relativa al ojo que esta bien orientado con




100

Organizacion y reorganizacién neuronal

relacion al espacio visual (14). No obstante estas
observaciones, con base en las ideas presentadas, es claro
guelosmecanismos sel eccionistas, en estricto, no conllevan
aun proceso de reorgani zacion delos circuitos neuronales
en desarrollo. Més bien utilizan un substrato anatomo-
funcional pre-existente para generar alternativas de
conectividad.

Seleccionismo, actividad neuronal y la organizacion /
reor ganizacién delos circuitos neuronales

Por afios, se ha pensado que la organizacion y
reorganizacion del sistema nervioso en desarrollo es
susceptible de ser modificada por influencias ambiental es.
Estaideahasido reforzadapor el aparente efecto quetiene
el “enriquecimiento” del medio ambiente externo sobre el
crecimiento delos procesos cel ulares neuronal es. También,
en la concepcion seleccionista, y puesto que el sistema
nervioso medialainteraccion del organismo con el medio
ambiente, se hapensado que lamayor parte deloscambios
enlaestructuray funcion cerebral es son adaptativos. Pero,
¢como podria el medio ambiente externo moldear la
estructuray funcién nerviosas? Se piensaque cadaatributo
fisico delosestimulosambiental esexternos seriacodificado
en patrones especificos de actividad el ectroquimicaen los
distintos circuitos neuronales. Estos patrones, a su vez,
producirian cambios especificosen laconfiguracion delos
circuitos neuronales, lo que conduciria a cambios de la

“A B
Nacimiento

funcién nerviosa. De estamanera, |os patrones de actividad
€l ectroquimicaasociados alos estimul os serian traducidos
en cambios morfo-fisiol6gicos del substrato neuronal que
adaptarian a sistemanervioso al ambiente externo (13).
Se ha propuesto que la actividad electroquimica
neuronal (de ahoraen adelante nosreferiremosaellacomo
actividad neuronal) puede jugar un papel inductivo o
instructivo sobrelaestructuray funcion del sistemanervioso
alolargo del desarrollo (13). Como elemento inductivo, la
actividad neuronal promoveriadirectamente laformacion
de conexiones definiendo asi la geometria final de los
circuitos neuronales. Como factor instructivo, laactividad
neuronal modularialaseleccion delas conexiones, aunque
en suausencialoscircuitos neuronales seformarian detodas
maneras. De acuerdo al seleccionismo, la actividad
neurona tieneun valor instructivo, masqueinductivo. Asi,
se hapropuesto que cada uno delos compafieros sindpticos
potenciales muestran una actividad intrinseca esponténea
que presenta un patron, amplitud y frecuencia
caracteristicos. Si la actividad de ambos coincide
estadisticamente en tiempo y espacio, entonces ambos
entrarian en un estado de “resonancia funciona”. De esta
forma, laconexion seriareforzaday se consolidariaporque
€l compafiero post-sinaptico proveeriade un mayor aporte
tréfico a pre-singptico (Figura 2). En éste contexto, la
actividad neuronal asociadaal estimulo también aumentaria
laprobabilidad de coincidenciafacilitando el reforzamiento

Madurez

Figura 2. Esquema queilustralos efectos dela actividad neuronal en el proceso de seleccién de las conexiones neuronal es.
Las neuronas presinpticas A 'y B proyectan sus axones a neurons diana comunes. Cuando las neuronas postsinapticas
comparan su patron de actividad con aquel de las neuronas que las inervan, aumentan la disponibilidad de factores
neurotréficos a los axones cuyo patrén de actividad es similar. Al mismo tiempo, reducen la disponibilidad de factores
neurotr6ficos a los axones cuyo patrén de actividad es disimbolo. Esto conduce a la consolidacion del primer grupo de
contactos y a la eliminacién del segundo grupo en ambos casos. Al final, los axones quedan segregados en neuronas

diana diferentes.
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y laconsolidacion sindpticas. El caso contrario, esdecir la
pérdida de coincidencia de los patrones de actividad entre
los potenciales compafieros sinapticos, resultaria en €l
debilitamiento de las conexiones y su consecuente
eliminacion (13).

Si e esquemaseleccionistaa que nosreferimosen el
parrafo anterior fuera correcto, lacapacidad quetendriala
estructura del sistema nervioso para modificarse iria en
detrimento conforme se alcanza la madurez puesto que se
seleccionarian y estabilizarian solamente las conexiones
maés fuertes. Aungue durante mucho tiempo se pensd que
esto en realidad era asi, ahora sabemos que incluso €l
sistema nervioso adulto modifica su conectividad en
respuesta a alteraciones del medio interno y externo. Asi,
la existencia de un proceso de reorganizacion del cerebro

adulto impone un problema conceptual para la teoria
seleccionista (7). Ademas, se ha mostrado que dicha re-
organizacion puede ocurrir en cuestion de minutos, por lo
gue se hasugerido que resultadel desenmascaramiento de
conexiones pre-existentes pero que, bajo condiciones
normales, se mantenian relativamente “silentes”
funcionalmente (7). Esto, evidentemente, es otro problema
para la teoria seleccionista, pues se supone que las
conexiones gque no se utilizan se eliminan. Para salir del
paso, l0s “seleccionistas’ han propuesto que la actividad
neuronal del compafiero post-sinptico oscilaentrediversas
frecuencias, amplitudes y patrones a lo largo del tiempo,
abriendo asi la posibilidad de retener conexiones que
presenten distintos niveles de actividad.
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Figura 3. Diagrama queilustra los elementos conceptual es fundamental es de la teoria constructivista. Poblaciones de neuronas
gue establecen conexiones estables con 6rganos diana adecuados. Los 6rganos blanco proveen de factores neurotréficos que
favorecen el crecimiento de las conexiones y su ulterior consolidacién formandose asi circuitos estables. La reorganizacion es
producto de una exacerbacion o una inhibicion del crecimiento focal de conexiones. Como resultado de la modulacion del
crecimiento focal de conexiones emerge €l patrén conductual refinado.
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Constructivismo y la formaciéon de los circuitos
neuronales (Figura 3)

Durante una buena parte del siglo XI1X y en los
primeros afios del siglo XX, los estudiosos del cerebro
habian concebido que el sistemanervioso central elaboraba
sus circuitos a través de agregar elementos neuronales
durante su desarrollo. Laadicién de neuronasy conexiones
explicaban el incremento enlacomplejidad y refinamiento
de la conducta, asi como el crecimiento del cerebro en su

conjunto. Laideaconstructivista, sin embargo, fue puesta
en duda por Santiago Ramén'y Caja quién mostré que un
importante nimero de neuronas perdian algunos de sus
procesos citopl asmicos conforme se a canzabalamadurez.
A lo largo del siglo XX, se acumulé més evidencia que
documentaba que tanto las neuronas como |0s procesos
celulares neuronales decrecian en nimero y que incluso
las sinapsis disminuian al paso del tiempo (4, 5). La
concepcion constructivistadel desarrollo neuronal cay6 en

Seleccionismo

Estructura

Referencias

Dendritas
a) Corteza del mono
b) Retina de gato
c) Médula espinal de larata

Lunaet. a.; 1987 J Comp Neurol 176: 149-188
Ramoa et. Al.; 1988 J Neurosci 8: 4239-4261
Kalb 1994 Development 120: 3063-3071.

Axones
a) Corteza del gato

b) Olivainferor de larata

L6pez-Roman & Armengol 1994. J Comp Neurol 350:
485-496

Bressoud. & Innocenti 1999 J Comp Neurol 406: 87-
108

Sinapsis
a) Corteza visual del gato

Aggoun Aouaoui et. al.; 1996 Eur J. Neurosci 8: 1132-
1148

Constructivismo

Estructura

Referencias

Dendritas
a) Corteza cerebelosa del mono
b) Corteza de larata
¢) Retina del pescado dorado y Xenopus

Berry & Bradley 1976. Brain Res 112:1-35
Parnavelas & Uylings. 1980. Brain Res 193: 373-382
Sakaguchi et. a.; 1984 J Comp Neurol 224: 231-251
Bloomfield & Hitchcock 1991. J. Neurosci 11: 910-
917

Axones
a) Médula espinal de rata
b) Glomérulos deratay ratén
¢) Hipocampo de rata
d) Nucleo geniculado de mono
€) Conexiones interhemisféricas comisurales
delarata
f) Corteza visual primariadel hurén
g) Corteza somatosensorial primaria de larata
y ratén

Silos-Santiago, et. al., 1995 Neuroreport

Kasowski et. al. 1999 J Comp Neurol 407: 261-274
Treloar et. a.; 1999 J Comp Neurol 413: 289-304
LaMantia & Purves 1989 Nature 341: 646- 649.
Frotscher & Heimrich 1993 Proc Natl Acad Sci 90:
10400-10403

Meissirel et. a. 1997 Proc Natl Acad Sci 94: 5900-
5905

Pires-Neto & Lent, R.1993 Brain Res Dev Brain Res
72: 59-66

Crowley & Katz 2000 Science 290: 1321-1324

Katz & Crowley 2002 Nat Rev Neurosci 3: 34-42
Killackey & Berford 1979 J Comp Neurol 183: 285-
303

Agmon et. al., 1993 J. Neurosci 13: 5365-5382
Agmon et. al. 1995 J Neurosci 15: 549-561
Catalano et.al. 1991 Proc Natl Acad Sci 88: 2999-3003

Sinapsis
a) Corteza somatosensorial del raton y de larata

Micheva & Beaulieu 1996. J. Comp Neurol 373, 340-
354
White et. al.; 1997. Somatosens Mot Res 14, 34-55

Tablal. Listadeagunasdelasregionesdel sistemanervioso que parecen elaborar susconexionesatraves de mecanismos
seleccionistas o constructivistas, en distintas especies de mamiferos.
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desuso, al grado que no se consideraen loslibros de texto
contemporaneos dedicados al area de las neurociencias.
En el transcurso de las dos Ultimas décadas del siglo
pasado, la concepcidn construccionista resurgio con base
aun limitado, pero no despreciable, cuerpo de evidencias
que mostraron que en algunas éreas (Tabla 1) del sistema
nervioso de los mamiferos, el nimero de procesos y
conexiones aumentaba con la edad hasta llegar a una
meseta. Se mostro que diversos grupos de axones invaden
a sus organos blanco de manera precisa y crecen
selectivamente en areasrestringidasy bien definidas (1, 2,
9,10, 15, 17, 22, 23). En estas &reas del sistema nervioso,
no se ha observado un decremento en el nimero de
conexiones con la edad (24), y no hay evidencia de que
exista competencia asociada a la restriccion en la
disponibilidad de factores neurotréficos y/o blancos (11).
De hecho, parece que el nimero de conexiones aumenta
en funcién de la cantidad de factores tréficos disponible

en el territorio blanco (11). Primero, éste fendbmeno se
observd en éareas que se consideran primitivas
filogenéticamente, por lo que se pensd que la elaboracion
de circuitos a través de mecanismos constructivistas era
caracteristico de regiones cerebrales de adquisicion
filogenética temprana (16). Mas recientemente, sin
embargo, se ha mostrado que diversas zonas de la
neocorteza en distintos mamiferos en desarrollo elaboran
suscircuitos siguiendo un estrategia constructivista. Hasta
el momento no se ha mostrado que las poblaciones de
neuronas se remodelen a través de mecanismos
constructivistas. Asi, parece que €l gjuste del nimero de
neuronas que constituiran al sistemanervioso sedaatravés
de eventos regresivos en un marco sel eccionista, mientras
que aquellos eventos relacionados con la formacién de
circuitos parecen seguir al menos dos estrategias diferentes
una de ellas seleccionista y la otra constructivista (16;
Figura4).

Nacimiento

Madurez

Figura 4. Esquema queilustra el proceso de organizacion de las poblaciones neuronales y de sus conexiones a través de
mecani smos seleccionistas y constructivistas. EI nimero de neuronas que constituye una poblacion dada se ajusta después
de la eliminacion de conexiones aberrantes, a través de mecanismos de seleccion y muerte celular. Aquellas neuronas (A)
que establecieron contactos con 6rganos diana adecuados y menos adecuados, eliminan aquellos asociados con los
6rganos diana menos adecuados y consolidan |os contactos establecidos con los 6rganos diana adecuados. En contraste,
las neuronas (B) que establecen contactos precisos con los 6rganos diana adecuados, elaboran sus conexiones al paso

del tiempo.

Constructivismo y la reorganizacion de los circuitos
neuronales

En la vision constructivista, 10s circuitos se forman
mediante la adicién de axones, dendritas y sinapsis de
maneraselectivaalolargo del desarrollo. Estaadiciontiene
un limite superior que parece estar definido por lahabilidad
del compariero post-sinaptico pararetener conexiones. Una

vez alcanzado este limite, el nimero (alin no sabemossi la
distribucién espacial) de conexiones parece permanecer
relativamente constante por €l resto de la vida. De esta
manera, si durante la organizacion de los circuitos
neuronales, las conexiones que losforman se adicionan en
lugar de eliminarse, eslégico suponer que los mecanismos
de reorganizacién de los circuitos en desarrollo pueden
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resultar de la inhibicion o de la exacerbacién del
crecimiento de los procesos neuronales y de la
multiplicacion sindptica. Este en verdad parece ser el caso
para las modificaciones anatdmicas que ocurren en la
neocorteza de los animal es que han perdido un érgano de
los sentidos durante la vida postnatal temprana. En ellos,
las &reas sensoriales corticales no afectadas directamente
por lapérdidadelavisién seexpanden (3), y estaexpansion
se asocia a incrementos en el contenido de proteinas
asociadas a crecimiento axones y dendritas, asi como a
aumentos en lalongitud total y en el &rea ocupada por las
ramas terminal es de dichos procesos neuronales (Guzman
y Gutiérrez-Ospina, en preparacion). Asi, en el contexto
constructivista, parece existir una reorganizacion formal
deloscircuitos neuronalesdurante el desarrollo conbasea
la elaboracion de nuevas conexiones. Ademas, en contra
de lo que sucede con relacion al seleccionismo, la
reorganizacion del cerebro adulto no parece ser un
problema si se aprecia desde la Optica construccionista.
Deacuerdo a€lla, unavez que el sistemanervioso alcanza
la madurez, el nimero de conexiones establecidas entre
|as neuronas permanecerel ativamente constante. Uno puede
imaginar que se establece una jerarquia funcional de los
distintos grupos de conexionesyaconsolidados atravésde
aumentar o disminuir losnivelesdeinhibicion lateral alos
gue son sujetos los diferentes grupos de conexiones (7).
Asi, sin necesidad de invocar la formacion de nuevas
conexiones, podrian darse procesos de reorganizacion
funciona por fendbmenos de desenmascaramiento singptico.
En otras palabras, habria en €l sistema nervioso adulto
“constructivista’, un cierto grado de redundancia de
conectividad jerarquizada funciona mente que permite la
redireccion de los flujos de informacion sin necesidad de
producir nuevas conexiones.

Constructivismo, actividad neuronal y la or ganizacién
/ reorganizacién delos circuitos neuronales.

Como hemos discutido ya en parrafos previos, se ha
propuesto que la actividad neuronal juega un papel
fundamental en los procesos de organizacion /
reorganizacion de los circuitos neuronales. En el contexto
seleccionista, la actividad neuronal parece ser un factor
instructivo que modula la formacién de circuitos
promoviendo el reforzamiento o e debilitamiento de las
sinapsis. En el contexto constructivista, alln no conocemos
con precision si laactividad neuronal juegaun papel como
factor instructivo o inductivo durante laformacién de los
circuitos neuronales. Se haobservado, sin embargo, quela
reduccion de los niveles de actividad neuronal en
poblaciones de neuronas que elaboran sus circuitos de
maneraconstructivafavorece laelongacién delosprocesos
neuronales sin alterar el patrén de distribucién de sus
conexiones (Geovannini et al., en preparacion). Losniveles

aumentados de actividad neuronal, por otro lado, detienen
el crecimiento de los axones y dendritas favoreciendo asi
laformaciony estabilizacion sinpticas. Asi, parecequela
actividad neuronal también juega un papel instructivo
durante los eventos constructivistas, particularmente en
fasestardias delaelaboracion de los circuitos neuronales.
Con base en lainformacion descrita, esimportante destacar
quelareorganizacion del sistemanervioso concebidadesde
el punto de vista constructivista tiene lugar cuando los
niveles de actividad neuronal son reducidos, y no cuando
estos estan el evados como se hasugerido previamente (18,
21, 25).

¢Eslareorganizacién del cerebro adaptativa?

El seleccionismo propone que las conexiones mas
utilizadas se fortalecen y perduran, 1o que llevaria a la
“reorganizacién” y adaptacién de la configuracion de los
circuitos neuronales a su entorno. El constructivismo
sugiere que la disminucion de los niveles de actividad en
las redes neuronal es promueve su reorganizacion. ¢Como
es entonces que la reorganizacion de los circuitos
neuronales puede ser adaptativa en el contexto
constructivista? La respuesta a esta contradiccion entre el
seleccionismo y el constructivismo es simple: La
reorganizacion del sistemanervioso no esintrinsecamente
adaptativa, aunque circunstancialmente asi lo parezca.
Ejemplos como son las sensopercepciones sobre la
existenciay €l dolor de extremidades que fueron amputadas,
y la disminucién las capacidades discriminativas para
ciertos atributos fisicos de estimul ostéctilesy auditivosen
individuos ciegos apoyan que la reorganizacion cerebral
Nno es necesariamente adaptativa (3). Asi, el seleccionismo
neuronal con su énfasis en la naturaleza adaptativa de la
reorganizacion cerebral, parece tener problemas para
explicar ejemplos como los arriba citados. El
constructivismo, en cambio, predice de maneranatural que
las reorganizacion de los circuitos neuronales puede no
ser adaptativa, y mashbienreflgjalatendenciaintrinsecade
las neuronas a cambiar, reconectarsey sobrevivir.

Seleccién y construccién: ¢Dos caras de la misma
moneda?

En un intento por ayudar a resolver este aparente
conflicto, en el laboratorio hemos dedicado parte de nuestra
labor al estudio de los mecanismos de elaboracion y
reorganizacién de la circuiteria neuronal en la corteza
somatosensorial primariade lasratas durante su desarrollo
postnatal. Si bien existe evidencia de que los axones,
dendritas y sinapsis aumentan en nimero y complejidad
hasta la segunda semanade vida, tambi én observamos que
algunas ramas dendriticas se pierden entre los quince y
treinta dias de vida postnatal (Uribe-Querol et al., en
preparacién). Un andlisis mas detallado, sin embargo, ha
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mostrado que en realidad los fenébmenos regresivos
dendriticos reflejan una reorganizacion de configuracion
del arbol dendritico, puesto que la superficie total de la
membrana celular se mantiene constante durante la
eliminacion de procesos dendriticos (Uribe-Querol et al.,
en preparacion). Esto significaque, al menosparalacorteza
somatosensorial de larata en desarrollo, existe un evento
de reorganizacion, mas que eventos regresivos. Nuestra
conclusion se refuerza por el hecho de que la densidad
sindptica en esta zona del cerebro de la rata incrementa
hasta los veinte dias de vida postnatal, manteniéndose
constante a partir de esta edad (24). No sabemos ain si
nuestras observaciones pueden ser generalizadas a otros
model os animalesy regiones cerebral es. Existe evidencia,
sin embargo, que indica que esto pudiera ser asi (14).
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METABOLIC INDICES SHIFT IN THE

HYPOTHALAMIC-NEUROHYPOPHYSIAL SYSTEM DURING
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RELATIONSHIP WITH NEURONAL ACTIVITY
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Abstract—Metabolic indices of neuronal activity are thought
to predict changes in the frequency of action potentials.
There are stimuli that do not shift action potential frequency
but change the temporal organization of neuronal firing fol-
lowing modifications of excitatory inputs by inhibitory syn-
aptic activation. To our knowledge it is unknown whether this
kind of stimulus associates with adjustments of metabolic
markers of neuronal activity. Here, we used the hypothalamic—
neurohypophysial system of lactating rats to address whether
shifts in the temporal organization of neuronal firing relate
with modifications of metabolic markers of neuronal activity.
Cytochrome oxidase activity, *H-2-deoxyglucose uptake, and
the area occupied by blood vessels increased in the paraven-
tricular nucleus and neurohypophysis of lactating rats, as
compared with their virgin counterparts. Taken together,
these results suggest that metabolic demands denote shifts
in the temporal organization of action potentials related with
the adjustment of excitatory synaptic activation, and support
that changes in metabolic markers do not necessarily reflect
shifts in the frequency of action potentials. © 2005 Published
by Elsevier Ltd on behalf of IBRO.

Key words: paraventricular nucleus, succinic dehydroge-
nase, 2-deoxyglucose, neuronal plasticity, lactation, brain
metabolism.

In the adult brain, it is thought that a significant fraction of
the ATP synthesized from glucose oxidation is used to
repolarize neuronal membranes following stimulation
(Erecinska and Dagani, 1990; Sokoloff et al., 1996) and to
fuel glial glutamate and sodium/potassium buffering sys-
tems (Pellerin and Magistretti, 1994; Sokoloff et al., 1996;
Magistretti and Pellerin, 1999; Chatton et al., 2003; Loaiza
et al., 2003). It is then assumed that increments in the
frequency of action potentials after stimulation lead to in-
creases in neuronal and glial energy metabolism (Dietrich
et al., 1982; Humphrey and Hendrickson, 1983; Yarowsky

*Corresponding author. Tel: +52-55-5622-3865; fax: +52-55-5622-3897.
E-mail address: gabo@correo.biomedicas.unam.mx (G. Gutiérrez-
Ospina).

Abbreviations: SDH, succinic dehydrogenase; 2DG, 3H-2-deoxyglu-
cose.
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et al., 1983; Sokoloff et al., 1996; Magistretti and Pellerin,
1999; Sokoloff, 1999). Because of this assumption, meta-
bolic indices such as blood flow, hemoglobin oxygenation,
cytochrome oxidase activity and its oxidation state, uptake
of glucose analogues, and capillary density are often used
to map brain functions in vivo and in brain slices (Wong-
Riley and Carroll, 1984; Nudo and Masterton, 1986;
Mathiesen et al., 1998, 2000; Heekeren et al., 1999; Ichimi
et al., 1999; Sheth et al.,, 2003; Conejo et al., 2004).
Despite its acceptance, the concept that the frequency of
action potentials correlates with metabolic activity has
been challenged by observations that show that the fre-
quency of neuronal spiking is not necessarily coupled with
shifts in glucose uptake (Auker et al., 1983), blood flow
(Lauritzen, 2001; Norup Nielsen and Lauritzen, 2001;
Thomsen et al., 2004), and cytochrome oxidase oxidation
state (Uludag et al., 2002; although see Heekeren et al.,
1999; Uludag et al., 2004). Hence, metabolic markers have
a non-linear relationship with neuronal spiking activity (An-
ces et al., 2000; Lauritzen, 2001; Sheth et al., 2003; al-
though see Wobst et al., 2001).

Neuronal assembles may process stimuli that do not
associate with variations in action potentials frequency, but
with a change in the distribution of action potentials over
time (i.e. activity patterns). These types of stimuli do not
shift the expression of markers commonly associated with
neuronal activation or with increments in action potential
frequency such as c-fos (Luckman et al., 1994). To our
knowledge, it is yet unknown whether changes in the pat-
tern of neuronal activation associate with shifts of neuronal
metabolic demands. If this association occurs during
meaningful behavioral states, it would have important im-
plications for our understanding on the physiological bases
underlying the generation of biological signals detected
through functional imaging methods.

A good model to study the association between activity
patterns and metabolic demands in neuronal networks is
the magnocellular hypothalamic—neurohypophysial system
during lactation. Under basal circumstances, the magno-
cellular neurons of the paraventricular nucleus in this system
display a pattern of steady-state discharge. As nipple’s pres-
sure increases with suckling, however, these neurons show
“periods of acceleration and after-inhibition [that when] com-
bined, the total number of action potentials is not substantially
different from the one observed during a similar period of
background activity” (Wakerley and Lincoln, 1973). In this
paper, we present data supporting that shifts in the temporal
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organization of action potentials during lactation associates
with increases of metabolic demands in the hypothalamic—
neurohypophysial system. Hence, the interpretation that
changes in metabolic markers reflect only modifications in the
frequency of neuronal spiking may be misleading (Riddle et
al., 1993). We also advance the concept that shifts in meta-
bolic indices also reflect changes in the temporal organization
of neuronal activity associated with modifications of the
strength of synaptic inputs. These results have important
implications for the analysis and interpretation of neuroimag-
ing studies.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Animals

Adult Sprague—Dawley female virgin and primiparous lactating
rats (Charles River, Raleigh, NC, USA) were used in this study.
Rats were housed under controlled conditions of lighting (12-h
light/dark) and temperature with access to water and food ad
libitum. Lactating rats were maintained with 12 pups until they
were killed by midlactation (11 days postpartum). Animal handling
and experimentation followed the Guidelines for Care and Use of
Laboratory Animals published by the National Institutes of Health.
The local Animal Rights and Research Committee at the Instituto
de Investigaciones Biomédicas approved all experimental proto-
cols. We minimized the number of rats used and their suffering or
pain as much as possible.

Succinic dehydrogenase activity

The measurement of the relative activity of oxidative enzymes has
been used to monitor chronic metabolic demands associated with
neuronal activity in brain slices (Riddle et al., 1993). SDH (Sigma,
St. Louis, MO, USA) is an enzyme involved in the tricarboxylic acid
cycle and respiratory chain, both pathways necessary for synthe-
sizing ATP through glucose oxidation. To evaluate the relative
activity of SDH, virgin and lactating rats (n=6/group) were deeply
anesthetized with sodium pentobarbital (250 mg/kg i.p.) and killed
by decapitation. The brains and hypophyses were quickly re-
moved and frozen in 2-methylbutane (Sigma-Aldrich Inc., St.
Louis, MO, USA) prechilled with dry ice and stored at —70 °C until
sectioning. Fifteen micron thick coronal and transverse sections
from the anterior hypothalamus and hypophysis, respectively,
were cut in a cryostat. These sections were stained with the
histochemistry for SDH (Riddle et al., 1993). Tissue sections were
examined with a bright field microscope (Nikon Optiphot-2 micro-
scope, Nikon, Tokyo, Japan), and images were captured, digitized
and analyzed using computer densitometry (see below).

3H-2-deoxyglucose (2DG) uptake

Virgin and lactating rats (n=3/group) were anesthetized with ket-
amine/xylazine (40/2 mg/kg, respectively) and a catheter was
implanted into the femoral vein (Riddle et al., 1993). After the
surgical procedure, and once recovered from the anesthesia,
virgin and lactating rats were returned to their home cages. Lac-
tating rats had then their offspring for 48 h. In the day of the
experiment, awake rats of either group were infused through the
catheter with 3 nCi/g of 2DG (American Radiolabeled Com-
pounds, St. Louis, MO, USA). In the case of lactating rats, the
offspring was removed from the home cage for 8—10 h before the
experiment. Suckling was then allowed for 20—30 min prior to
isotope injection, and it continued throughout the experiment.
After the administration of 2DG, the animals were placed in a dark,
silent environment for 45 min. By the end of this period, the rats
were killed by an overdose of pentobarbital administered through

the catheter. Brains and hypophyses were removed, frozen and
stored as described above. Coronal and transverse sections
(15 wm) of the brain and hypophysis, respectively, were cut in a
cryostat at —27 °C, thawed mounted onto slides coated with
gelatin and processed for tritium autoradiography on film (Riddle
et al.,, 1993). After 15 days at 4 °C, the autoradiograms were
developed and fixed. The corresponding tissue sections were
stained with Cresyl Violet. Autoradiograms were observed under a
bright field stereomicroscope (Nikon SMZ1500, Nikon, Tokyo,
Japan), and images were captured, digitized and analyzed using
computer densitometry (Scion Image beta 4.0.2, Scion Corp,
Frederick, MD, USA).

Densitometry

Images of the regions of interest were captured maintaining the
same values of brightness and gain, and dark and bright reference
images were used to correct for uneven illumination (Riddle et al.,
1993). Three reasons guided our decision to carry out this study in
the paraventricular nucleus. First, its anatomical distinctiveness.
Second, the easiness to identify and outline individual magnocel-
lular neurons. Third, single unit recordings have shown that these
cells shift their activity pattern in response to suckling (Wakerley
and Lincoln, 1973). For SDH, the density of the reaction product
was assessed in individually traced magnocellular neurons (100
cells/animal group) and in the neurohypophysis as a whole. Only
cells showing a negative image of the nucleus were included in the
analysis. Regarding 2DG autoradiograms, it was not possible to
determine 2DG accumulation in individual magnocellular neurons
due to the resolution limits of this technique. The uptake of 2DG
was then estimated in the paraventricular nucleus as a whole. The
nucleus was outlined based on Cresyl Violet-stained sections.
Optical density was estimated as a percentage of light transmit-
tance relative to the fimbria hippocampus. Percent differences of
densitometric values were averaged per animal and then per
animal group. Statistical comparisons between virgin and lactating
rats were carried out by using Student’s f-test at a significance
level of P<0.01.

Percent area occupied by blood vessel

The area occupied by blood vessel is a good morphological indi-
cator of chronic metabolic demands in excitable tissues. There-
fore, we estimated this parameter in the paraventricular nucleus
and neurohypophysis of virgin and lactating rats (n=6/group). The
animals were anesthetized and perfused with a solution contain-
ing 2% paraformaldehyde and 0.5% glutaraldehyde followed by
India ink (Riddle et al., 1993). The brains and hypophyses were
removed and frozen as described above. Coronal brain sections
(50 wm) containing the paraventricular nucleus and transverse
sections (20 wm) of the hypophysis were cut in a cryostat,
mounted on to gelatin-coated slides and slightly stained with
Cresyl Violet. Once coverslipped, images of the paraventricular
nucleus, neurohypophysis and fimbria hippocampus were cap-
tured and digitized. An outline of these regions was created for
each section in which they appeared, and the percentage area
occupied by blood vessels was estimated within this area. The
values were averaged per section, animal and animal group.
Mean values were compared among experimental groups by us-
ing Student’s t-test at a significance level of P<0.01.

RESULTS

Densitometric analyses showed that the activity of SDH
and uptake of 2DG increase in the paraventricular nucleus
and neurohypophysis as a result of lactation (Fig. 1a—f).
Both increments were specially prominent in the neurohy-
pophysis (Table 1) supporting that oxidative metabolism is
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Fig. 1. Photomicrographs showing coronal sections of the paraven-
tricular nucleus (PVN) and tangential sections of the neurohypophysis
(nh) of virgin (a, c) and lactating (b, d) rats stained for SDH. Notice the
difference in the distribution of the mitochondria in the PVN (arrows in
a and b; scale bar=20 pwm) and the increase of staining in the PVN (c)
and nh in lactating rats (d; scale bar=500 pum). In accordance with
SDH staining, the uptake of 2DG was greater in the nh of lactating rats
(f) than in virgin rats (e; scale bar=1 mm); warmer colors indicate
higher levels of deoxyglucose uptake. Photomicrographs in (g) and (h;
scale bar=170 um) illustrate coronal sections of the PVN of virgin and
lactating rats, respectively. The diameter and area occupied by blood
vessels increased in lactating rats.

more intense in nerve terminals than in neuronal bodies
(Mata et al., 1980). Magnocellular neurons not only dis-
played increased deposits of SDH reaction product in their
cytoplasm, but a relocation of their mitochondria. While the
perinuclear location was frequent in virgin rats, widespread

Table 1. Relative activity of SDH and uptake of 2DG in the paraven-
tricular nucleus (PVN) and neurohypophysis (nh) of virgin and lactating
rats

Group Percentage difference relative to fimbria hippocampus

(%+=SEM)

SDH activity 2DG uptake

PVN nh PVN nh

n=6 n=6 n=3 n=3
Virgin 57+1 3+1 9+1 2+2
Lactating 67+2* 33+3* 13+1* 31+1*

(A7%1)  (1000%1)  (44%1)  (1450%17)

Student t-test * P<0.01.

Table 2. Percentage area occupied by blood vessels in the paraven-
tricular nucleus (PVN), neurohypophysis (nh) and fimbria hippocam-
pus (FH) of virgin and lactating rats

Group Percentage of sampled area (%+SEM)
PVN nh FH
n=6 n=6 n=6
Virgin 64+2 61+1 8+1
Lactating 70+2* 70*+1* 8+0.3
(9% 1) (15%1)

Student t-test * P<0.01.

cytoplasmic distribution predominated in lactating ones
(Fig. 1a, b).

Finally, the percent area occupied by blood vessels
increased, relative to the fimbria hippocampus, in the para-
ventricular nucleus and neurohypophysis of lactating rats
(Fig. 1g, h and Table 2). This difference likely results of
greater blood vessel diameter and number (compare g and h
in Fig. 1). As for SDH and 2DG, changes in the area
occupied by blood vessels were more pronounced in the
neurohypophysis than in the paraventricular nucleus. This
supports that increments of the area occupied by blood
vessels closely associate with increased metabolic de-
mands (Table 2).

DISCUSSION

Brain metabolic markers are thought to co-vary with
action potential frequency. Current evidence suggests,
nonetheless, that shifts in brain metabolic markers do
not always reflect action potential frequency (Auker et
al., 1983; Ances et al., 2000; Lauritzen, 2001; Norup
Nielsen and Lauritzen, 2001; Caesar et al., 2003; Sheth
et al., 2003; Thomsen et al., 2004). Here, we present
data that support this view. Indeed, magnocellular neu-
rons of the hypothalamic paraventricular nucleus shift
their pattern of activity, but not much their action poten-
tial frequency during lactation (Wakerley and Lincoln,
1973). Yet, increments in the metabolic demands occur
in the paraventricular—neurohypophysial pathway during
suckling. This supports that metabolic indices of neuro-
nal activity may reflect changes in the temporal organi-
zation of neuronal firing. This conclusion is strengthened
by the fact that suckling and lactation do not elicit c-fos
expression in the paraventricular and supraoptic nuclei
(Fenelon et al., 1993; Luckman et al., 1994). This
marker has been used to map neuronal activation in
response to salt loading and dehydration, stimuli that in-
crease action potential frequency in the hypothalamus—
neurohypophysial system (Watt, 1970; Sutherland et al.,
1983; Fenelon et al., 1993).

Despite striking advances in functional brain imaging,
the cellular and molecular mechanisms that originate the
signals detected by these techniques are still a matter of
controversy (Magistretti and Pellerin, 1999; Lauritzen,
2001). It has been suggested, however, that the physio-
logical processes involved in glutamate release and up-
take, neuronal repolarization, blood flow and oxygenation,
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glucose utilization and the activation of glial sodium/potas-
sium ATPase contribute all in different degrees in the
generation of signals captured during brain functional
imaging studies. Our data complement these views by
showing that metabolic demands also reflect shifts in the
temporal organization of action potentials. Because this
reorganization of activity patterns in the magnocellular
paraventricular—neurohypophysial pathway results in an
increase in the number of GABAergic terminals (Theodosis
et al., 2004), our results suggest that a change of the
GABAergic modulation of excitatory transmission may be
another physiological source of signals in functional imag-
ing studies. Our conclusion is in line with 1) the concept
that GABA-mediated synaptic transmission does not con-
tribute directly to brain imaging signals and that much of
the energy consumption relates with glutamatergic trans-
mission (Attwell and Laughlin, 2001). Furthermore, we
believed that signals generated by the modulatory effect of
GABA on the excitatory transmission are partly indepen-
dent of glial cell functioning because GABA uptake into
astrocytes is not associated with significant metabolic
costs (Chatton et al., 2003).

The cellular components (i.e. neurons, glia and syn-
apses) of the hypothalamic paraventricular nucleus un-
dergo profound structural a functional changes when sub-
jected to stimuli that increase or not action potential
frequency. Although our results do not assess the contribu-
tion of the morphological plasticity to the increased meta-
bolic demands in the paraventricular nucleus of lactating
rats, we think such a contribution might be negligible. This
is supported by studies that show that neuronal plasticity
proceeds with no major changes in neuronal activity and
metabolic demands (e.g. Chiaia et al., 1994).

Magnocellular neurons display subcellular plasticity
when exposed to osmotic challenges. Increments in the
size of their nucleus, in the amount of endoplasmic retic-
ulum and in the number of nucleoli have been described
(Hatton and Walters, 1973). Here, we illustrate a qualita-
tive increase in the amount and changes in the distribution
of mitochondria as a result of lactation. Although we did not
carry out quantitative electron microscopy studies, a rela-
tive increase in the number of mitochondria per neuron
must not be surprising since it has been reported in the
visual cortex of rats exposed to environmental enrichment
(Black et al., 1991). Also, activity-dependent redistribution
of mitochondria was reported in neurons of the rat superior
colliculus (Liu and Wong-Riley, 1994; Nie and Wong-Riley,
1996). Hence, changes in the amount and distribution of
mitochondria likely relate with enduring shifts in metabolic
demands associated with the reorganization of the neuro-
nal firing, the enhancement of pathways of protein synthe-
sis and secretion (Friesen and Astwood, 1967) and neu-
ronal plasticity (Black et al., 1991) associated all with
lactation.

In addition to the cellular and subcellular plasticity
that occurs in the paraventricular nucleus, axons of the
magnocellular neurons sprout and remodel in the neu-
rohypophysis during lactation (Theodosis et al., 2004).
This increment in the number of terminals, together with

increased metabolic demands, may explain the greater
SDH activity and 2DG uptake observed in the neurohy-
pophysis when compared with the paraventricular nu-
cleus in lactating rats. A final consideration regarding
plasticity in the hypothalamus—neurohypophysial sys-
tem of lactating rats must be discussed. Although plas-
ticity in the paraventricular nucleus and neurohypophy-
sis in lactating rats has been attributed to increased
neuronal activity, our observations suggest that this re-
modeling is better conceived as the result of a change in
the pattern of neuronal activity during lactation. This
distinction is important because it supports that shifts in
the temporal organization of neuronal firing associated
with changes of excitatory synaptic activation might be
instructive or inductive of plasticity.

Shifts in the blood vessels density, area, diameter,
and in blood flow and volume indicate ongoing changes
of brain metabolic demands. Because all these param-
eters vary following acute and chronic neuronal activa-
tion, they are thought to reflect shifts in the levels of
neuronal activity. In the present work we showed that
lactation modifies the angio-architecture of the paraven-
tricular nucleus and neurohypophysis, thus suggesting
that it is also sensitive to changing patterns of neuronal
activity and of synaptic activation. In addition, our ob-
servations are in line with increments in the blood vol-
ume, vascular cross-sectional area and number of blood
vessels observed in the neurohypophysis following the
application of hormone-releasing stimuli (Sooriyamoor-
thy and Livingston, 1972).

An interesting aspect of our observations regards
the mechanisms inducing vascular changes and how the
modifications in activity patterns/synaptic activation
could instruct or induce them. The magnocellular neu-
rons produce at least three angiotrophic factors. The
vascular endothelial growth factor (Ferrera et al., 1993),
14 kDa prolactin (Clapp et al., 1994), and nitric oxide
(Calka and Block, 1993; Ceccatelli and Eriksson, 1993).
These factors may act in concert to regulate the angio-
architecture in the paraventricular and neurohypophysis
during lactation. Although information supporting this
possibility is lacking with respect to the two peptide
messengers, nitric oxide participates in the coupling of
cerebral blood flow with neuronal activation (Dirnagl et
al., 1993; Akgoren et al., 1996; Thomsen et al., 2002)
and promotes angiogenesis (Pipili-Synetos et al., 1993).
In this regard, it is known that nitric oxide synthase gene
expression increases in the paraventricular and su-
praoptic nuclei of lactating rats (Ceccatelli and Eriksson,
1993).
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Abstract

The strategy used by neurons to form circuits in the barrel cortex is yet a matter of
controversy. Some investigators think that barrel circuits result from a sequence of
overproduction and elimination of supernumerary axonal and dendritic branches and
synapses. Others suggest that the precise addition of neuronal processes and synapses
underlies the development of barrel circuits. In this study we evaluated the pattern of
dendritic, axonal and synaptic elaboration in the barrel cortex of developing rats during
the first month of life. Morphometric analyses of terminal arbors of Dil-traced
thalamocortical afferents and dendritic arbors of Golgi-impregnated spiny stellate
neurons show that both types of processes tend to branch extensively during the first 15
days of life. Between this age and postnatal day 25, both axonal and dendritic arbors
retract the distal-most, highest order processes, while elongate more stable, lower order
branches. Regardless of this phase of arbor remodeling, the overall complexity of axons
and dendrites increases, as it does synapse density. Immunocytochemical and Western
blot studies show an increment in the content of proteins considered dendritic, axonal and
synaptic markers during this period. Finally, cytochrome oxidase activity in barrels
increased with age. Overall these results support that neural circuits in the barrel cortex
are build up through molding arbors by forming and eliminating concurrently dendritic
and axonal branches. During this molding process, there is a predominance of additive
events that lead to increased complexity and synapse density. The whole process is
accompanied by increments in oxidative metabolic demands.



During the ontogeny of the nervous system, axonal and dendritic branches as well
as synapses are thought to be formed in numbers that far exceed the amount required by
the mature brain to function properly. It is widely accepted that the stage of
overproduction of neuronal processes and synapses is followed by the elimination of an
important fraction of them. The process of elimination is driven by competition; axons or
dendrites compete for synaptic partners that may provide neurotrophic factors in
sufficient amount to consolidate synapses and retain axonal and dendritic branches
(Purves, 1988). Axonal and dendritic branches that establish synaptic-like contacts with
incorrect partners are eliminated because they do not receive enough trophic support.

Even though the notion described above constitutes the dominant view about how
the developing brain sculpts its circuitry, increasing evidence supports that the
selectionist scenario is by no means a universal rule. Indeed, anatomical evidence
gathered during the development of different brain structures support that axons may
grow towards and within their targets by preferentially adding branches with high degree
of precision until they attain their adult size (Crowley and Katz, 2000). Similarly,
abundant evidence recently summarized by Quartz & Sejnowski (Quartz and Sejnowski,
1997) pinpoints that the dendritic arbors of some classes of neurons may develop
preferentially by summing up branches until reaching their adult configuration. White et
al (White, 1976) and Micheva & Beaulieu (Micheva and Beaulieu, 1996, 1997) also
showed that, at least in the rodent primary somatosensory cortex (S1), both glutamatergic
and GABAergic synapses increase their numbers during the first month of life, and no
evidence of synapse elimination was reported from this age to adulthood.

An adequate system to study the strategies used by neurons to generate circuits is
the rodent S1. This cortical area contains a representation of the body formed by modules
termed barrels. Each barrel represents collections of mechanosensory receptors
distributed throughout the body. Barrels also are the locale where thalamic afferents from
neurons of the ventro postero medial (VPM) nucleus meet dendrites of the spiny stellate
neurons placed in the cortical layer IV. Previous studies aimed at unraveling the strategy
used by these elements to establish synaptic connections have reached controversial
results. While some investigations support a regression-based strategy (Senft and
Woolsey, 1991), other suggest a more constructive scenario (Killackey and Belford,
1979). To our knowledge this controversy has not been properly settled. It might be
claimed that the disagreement arises from technical issues or be associated with species
differences (mice v.s. rats). We think, however, that discrepancies result from the lack of
information on the overall developmental pattern of VPM afferents and spiny stellate
neuron dendrites over a period long enough to ensure a certain degree of morphological
stability. In the rat S1 this seems to occur after the first month of life, when dendritic
architecture and synapse density reach their adult values (Curcio and Hinds, 1983; White
and Keller, 1987) Therefore, the aim of the present work was to analyze the strategy used
by neurons that integrate the thalamo-cortical circuit to establish their synaptic relations
during the first month of life.

Materials and Methods

Animals



To carry out the experiments described above male Wistar rats were euthanized with
pentobarbital (45mg/Kg of body weight) at postnatal days (PD) 5, 10, 15, 20, 25 and 30.
Litters were adjusted to eight pups each. Pups were kept with their mothers until weaning
at PD21. Rats were housed in controlled temperature/lighting rooms having free access
to food and water. Animal care and procedures were conducted according to the National
Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. Experimental
protocols were approved by local animal rights’ committee at Biomedical Research
Institute, National Autonomous University of Mexico.

Immunocytochemistry

Rats were euthanized and perfused with saline (0.15 M) followed by a solution
containing buffered paraformaldehyde (4%). Brains were dissected and postfixed in the
same fixative for 2 hours at room temperature and cryoprotected with 20% sucrose in 0.1
M PB. Brains were then frozen in 2-methylbutane chilled with dry ice. Serial coronal
slices (30 um thick) were cut in a cryostat. Free-floating sections were incubated in
blocking solution (3% bovine serum albumin, 0.1% triton X-100 and 0.025% sodium
azide in PB). Slices of each age were processed in parallel simultaneously. Some of these
slices were processed for cytochrome oxidase (see below) and used as a template to
locate barrels precisely. The blocking step lasted 12 hours and was carried out at 4°C.
Slices were incubated with the primary antibodies diluted in blocking solution, overnight
at 4°C. The primary antibodies used were rabbit anti-Shank 2 (1:200; Zymed
Laboratories, Inc., South San Francisco, CA), rabbit anti-human synaptophysin (1:5,000;
DAKO Cytomation A/S Glostrup, Denmark), rabbit anti-neurofilament 150kDa or
medium-sized neurofilaments protein (1:1,000) and mouse anti-microtuble-associated
protein 2 a & b (MAP2; 1:1,000) from Chemicon International, Inc. Temecula CA. After
washing with PB triton X-100 (0.1%; PBT), the slices were incubated with biotinylated
goat anti-rabbit or anti-mouse secondary antibodies (1:500; Vector Laboratories,
Burlingame, CA) at room temperature for 1.5 hours. After several washes with PBT,
slices were incubated for 60 min with the avidin-biotin-peroxidase complex at room
temperature, as recommended by the supplier (ABC kit; Vector Laboratories). Peroxidase
activity was revealed and intensified by using 3,3’-diamobenzidine tetrahydrochloride
(DAB), hydrogen peroxidase and nickel chloride as recommended by the supplier
(Peroxidase staining kit; Vector Laboratories). Finally, the slices were washed, mounted
on to glass slides coated with gelatin, air dried and coverslipped with cytoseal. Images of
the immunostained barrels were captured and digitized at 40X (MAP2 and
neurofilaments) and 100X (synaptophysin and Shank-2) using axioshop (Ziess,
Thornwood, NY). Such images were used to study qualitatively the distribution and
changes in the immunostained cells, dendritic and axonal processes (MAPZ2 and
neurofilaments, respectively) and changes in the amount and distribution of potential pre
and postsynaptic sites (synaptophysin and shank-2, respectively) within layer IV of S1
during the first month of life.

Western Blot

Cortices of euthanized rats were quickly removed, flattened and S1 samples were
obtained as previously described (Strominger and Woolsey, 1987). Samples were
homogenized in lysis buffer (NaCl 100 mM, phenylmethylsulfonyl fluoride 1 mM, Triton



1% in Tris-HCI 10 mM, pH 8.0) supplemented with protease inhibitors (EDTA-Free;
Roche Indianapolis, IN) and centrifuged at 14000 rpm for 20 minutes at 4°C. Protein
concentration was determined by Bradford. Protein samples (20 ug/lane) were resolved
by SDS-PAGE as Lameli for MAP2, neurofilaments and PSD-95. Tris-Tricine gels were
used for synaptophysin. Gels were transferred to nitrocellulose membranes and blocked
with 5% calcium-free milk in Tris-Saline (20 mM/37 mM, pH 7.5) supplemented with
0.05% Tween (TTBS). Membranes were then incubated with primary antibodies: rabbit
anti-human synaptophysin (1:5,000; DAKO Cytomation A/S Glostrup, Denmark), rabbit
anti-neurofilament 150kDa (1:10,000); mouse anti-microtuble-associated protein 2 a & b
(MAP2; 1:1,000) and rabbit anti-postsynaptic density protein 95 (PSD-95; 1:200) all
from Chemicon International, Inc. Temecula CA, overnight at 4°C. After washing with
TTBS, membranes were incubated with the corresponding biotinilated secondary
antibodies (1:500 Vector Laboratories, Burlingame, CA) for two hours at room
temperature. Membranes were incubated with the avidin-peroxidase complex for 1 hour
at room temperature, as recommended by the supplier (ABC Kkit; Vector Laboratories).
Protein bands were identified by using a chemiluminescence-based detection kit
according to the protocol suggested by the manufacturer (ECL, Amersham-Pharmacia-
Biotech, Buckinghamshire, UK). Membranes were exposed to film sheets (Biomax flim;
Eastman Kodak Co., Rochester, NY). Films were digitized (Fluor-S Bio-Rad, Hercules,
CA). Densitometry values were obtained using Quantity One software (Bio-Rad).
Briefly, bands were outlined manually and a rectangle was drawn as background. The
program calculated the optical density measures by subtracting the background of each
band. Measurements of 5 blots for each marker were average and reported as folds
relative to day 5. The values obtained for each parameter were compared statistically
among different ages by using ANOVA (p<0.05) and Tukey test.

Dendritic morphology

Euthanized rats were decapitated and their brains were rapidly dissected and immerse in a
Golgi-Cox solution and kept during three months at room temperature (Ramon y Cajal
and Castro y Pascual, 1933). After this period, 120 um vibratome (Vibratome, St. Louis,
MO) coronal slices were obtained, dehydrated, cleared and mounted onto gelatin coated
slides and coverslipped with cytoseal. Impregnated cortical layer IV spiny stellate
neurons (n=50/age) were drawn with the aid of a camera lucida. These drawings were
scanned and digitalized. Digital images were then used to perform a morphometric
analysis by measuring: total branch number, total branch number per order (first order
branches emerge from the soma in the case of dendrites and first order branches emerge
from the first branching point of axons within layer 1V), total length and total length per
branch order by using the software Scion Image (ScionCorp, Beta 4.0.2). To evaluate
dendritic arbor complexity, a fractal analysis was carried out using the box counting
method with the software harmonic and fractal image analyzer (HarFa; version 5.0). The
values obtained for each parameter were compared statistically among different ages by
using Kruskal-Wallis ANOVA (p<0.05) and Tukey test using the sigma stat program
(Sigma Stat 3.0).

Axonal Morphology



Rats were euthanized and perfused with saline (0.15 M) followed by a solution
containing paraformaldehyde (4%) and glutaraldehyde (0.5%) in phosphate buffer (PB;
0.1 M, pH 7.4). After decapitation, the heads were placed into jars containing the same
fixative at room temperature for a week. Stereotaxic 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’
tetramethylindocarbocyanine perchlorate (Dil, Molecular Probes, Eugene, OR) injections
(0.5-1 pl, 0.025% in ethanol) were placed into the ventrobasal complex of the thalamus
avoiding crossing over S1. Heads were placed back into light protected jars containing
the same fixative. In younger animals (PD5 to PD15), proper Dil labeling was obtained
after two months at room temperature. For older animals, it was necessary to allow dye
diffusion for over 9 months at room temperature. After this time, coronal sections (200
um) of the barrel field were obtained using a vibrotome, mounted on to gelatin-coated
slides and coverslipped with glycerol. Barrels of the postero-medial subfield were
identified and individual axonal arbors within them drawn with the aid of a camera lucida
(PD 5 n=48; PD 10 n=24; PD15 n=11; PD25 n=8). PD25 axon images were obtained by
a two-dimension reconstruction with the aid of a LSM 5 Pascal confocal microscope
(Zeiss Microlmaging, Inc. Thornwood, NY). All drawings were scanned and digitized
and the same morphometric analysis for dendrites was done, see above. The values
obtained for each parameter were compared statistically among different ages by using
Kruskal-Wallis ANOVA (p<0.05) and Dunn’s method.

Synapse Density

Rats were euthanized and perfused with saline solution (0.15 M) followed by
Karnovsky’s fixative. Brains were obtained and cortices dissected, flattened and
postfixed for at least 24 hours at 4°C in the same fixative. Vibratome tangential sections
(200-250 um) were cut and used to identify C3 and D3 barrels of the postero-medial
barrel subfield by trans-illumination under a dissecting microscope. Once identified,
barrels were dissected using a 2mm diameter dissecting needle (Cuello, 1983), tissue
slabs were postfixed, contrasted in 1% osmiun tretroxide and epon included. Tissue slabs
were then cut using an ultramicrotome and three ultrathin sections 65 um apart from each
other were mounted in formvar-coated grids. This allowed the sampling of each barrel at
its upper, middle and lower levels. To avoid the observer’s bias, the epon blocks
containing the samples were coded before being sectioned by a technician who was not
involved in performing the final observations and analyses. The density of synaptic
profiles was estimated using the single section method described previously (Chang et
al., 1993). Although this is not an unbiased method, it has been shown to produce results
similar to those obtained with the dissector method when the goal is to determine relative
changes in synapse number and density rather than estimations of absolute number of
synapses (Wilson, 1998). The average number of synaptic contacts per 100 microns for
each age group was then estimated. The values obtained were compared statistically
among different ages by using One Way ANOVA (p<0.05) and Tukey test.

Cytochrome oxidase. This histochemistry was used as a benchmark of the relative
position and organization of layer IV S1 barrels in all ages evaluated and to evaluate the
activity within the barrels. As mentioned above some of the slices used for
immunocytochemistry were used for cytochrome oxidase histochemistry. In order to
reveal cytochrome oxidase activity as described previously (Wong-Riley, 1989). Briefly,



free-floating slices were incubated in CO solution (0.05% DAB, 0.03% cytochrome ¢ and
0.02% catalase in 0.1M PB) for four hours at 37°C. The reaction was halted with tree
washes of 15 minutes with PBS. Images from sections in which barrels appeared were
captured and digitized. Densitometry was analyzed using the Scion Image software.
Values were compared statistically among different ages by using ANOVA (p<0.05) and
Tukey test.

Results

MAP2 and neurofilament inmunoreactivity and content increased in S1 during the
first month of life

Immunocytochemical staining for MAP2a & b and neurofilaments are commonly used to
evaluate dendritic and axonal growth (Dehmelt and Halpain, 2005), increments in these
proteins inmmunoreativity are thought to reflect more complex arbors. Western blot
analyses, on the other hand, allow establishing overall changes in the content of dendritic
and axonal cytoskeletal proteins. Despite their limitations we considered necessary to
carry out these sorts of experiments to have a general idea about the pattern of dendritic
and axonal development within barrels and in S1 as a whole before heading towards a
more detailed anatomical study. Immunocytochemistry for MAP2 (FiglA-C) within
barrels showed increments in the amount of neuronal processes and cell bodies stained
from PD5 to PD15. After PD15, the amount of neuronal elements for MAP2 stained
change little. At all ages apical dendrites from layer V pyramidal cells displayed MAP2
immunostaining. Western blot analyses showed that the content of MAP2 in the
developing S1 tend to increase from PD5 to PD20. There was however a decrease in
MAP2 availability at PD15 that probably reflects remodeling of dendritic arbors at this
age (see below; Fig. 1G). The percentages of difference relative to PD5 were 85% at P10;
44% at P15; 112% at P20; 133% at P25 and 123% at PD30.

The amount of axons showing immunoreactivity for neurofilaments increased inside
barrels from PD5 to PD15 (Fig. 1D-F). Following this age neurofilaments staining is also
seen in somas and dendrites of cortical neurons. Western blot analyses showed
increments in the content of neurofilaments in S1 from PD5 to PD15. The content
remains similar until PD30. In the case of neurofilaments there was an increment from
PD5 to PD15. From PD15 to PD30 there was no changes (Fig. 1H). The percentages of
difference relative to PD5 were 42% at P10; 84% at P15; 85% at P20; 109% at P25 and
80% at P30.

Although spiny stellate cell dendrites and thalamo-cortical arbors within layer 1V
remodel, they increase in complexity during the first month of life

Inmunocytochemistry and Western blot analyses suggested increments in complexity of
dendritic and axonal arbors. To address in greater detail the development of dendritic
(spiny stellate neurons) and axonal (thalamo-cortical) arbors within S1 barrels, we
analyzed the morphology of Golgi impregnated cortical neurons and Dil traced axons.
Figure 2 illustrates representative drawings of the simplest and the most complex
dendritic arbors of spiny stellate neurons at PD5(A), PD15(B), and PD25(C). At PDS5 the



cells presented very few, short and single or poorly ramified branches. Later, at PD15 the
neurons increased their size, presented abundant longer single or more ramified branches.
It was also seen that branches emerge radially from the neuron. By PD25 the number and
length of the dendrites looked similar than PD15 neurons, the difference is that the
branches were orientated to the hollow of the barrel, this is typically seen when talamo-
cortical axons contact these neurons. Although there is a great variety of neurons within
the same age, increments in arbor complexity were clearly seen from PD5 to PD15 or
PD25. From the drawings of 50 neurons per age, total branch number and total length
were measured (Fig. 3A-D). Total branch number of dendritic arbors showed increments
between PD5 and PD15 (p<0.05) followed by a slightly but not significant decrease in
their number at PD25 (Fig. 3A). Total length of dendritic arbors also showed increments
until PD15 (p<0.05), that stabilizes from PD15 to PD25 (Fig. 3C).

Total branch number of axons also increased from PD5 to PD15 (p<0.05) and slightly
decrease at PD25 (Fig. 3B). Similarly, total length increased from PD5 to PD25 (p<0.05;
Fig. 3D). Even ought there is a dynamic process the complexity of the arbors was
measures by fractal dimension analyses. Both dendritic and axonal arbor complexity
enhanced during the first two postnatal weeks (Fig. 3E and F). After reaching the
maximum value at PD15 no more changes were seen. To address which of the branches
were involved in the slightly decreases in number at different ages, the total branch
number and total length per branch order were measured (Fig. 4). Dendritic branches that
grow from the soma are called first order branches and when these ones branch again
they give rise to second order branches and so on. PD5 spiny stellate neurons branched
until 4™ order, PD15 neurons got branches of 9" order and PD 25 neurons to 8" order, so
branches from 9™ order were lost from PD15 to PD25 (Fig. 4A,C). Axonal branches from
PD5 to PD15 increased from 9 to 17" order. And for PD25 branches from 15", 16" and
17" order were lost (Fig. 4B, D). It is also evident that the number of branches per order
is higher at PD15 for dendrites and axons (Fig. 4A, B). In the opposite side the length had
an inverse result it was longer for PD25 branches than for PD15 ones (Fig. 4B, D). These
results are evidence for a dynamic process of growth in the dendritic and axonal arbors
during the first month of life. It is important to remember the diversity if neurons at each
age so not all of them present all dendritic or axonal branching orders, Table 2 summarize
the percentages of cells that present each order al each age. It is evident from dendrites
percentages that branches from 4% order are stable but from higher orders can vary the
quantity. In the case of axons this stability is reached for 8" order branches. Taking all
together we can conclude that the core of dendritic and axonal arbors stabilizes and the
periphery is more dynamic.

Synaptic development in S1

We evaluated the quantity of three synapse markers in layer 1V S1 barrels:
synaptophysin, PSD-95 and Shank2. Synaptic vesicles-associated proteins are usually
used to visualize potential synaptic terminals. Synaptophysin is an integral protein of
synaptic vesicle membranes and it is thought to be involved in the formation of an
exocytotic fusion pore during vesicle release (Jahn et al., 1985; Thomas et al., 1988).



PSD-95 and Shank-2 are two proteins of the postsynaptic density that is a scaffold of
proteins that anchor NMDA and AMPA receptors between other molecules.
Immunohistochemistry for Shank2 at PD5 revealed tiny dots inside the soma and
processes (Fig. 5A). At PD15 the immunostaining continued in somas but also around
cells and in the neurophil (Fig. 5B). By PD25 the immnustaining intensifies in number,
somas are highly stained and dots can be seen all over the barrel (Fig. 5C). The label for
synaptophysin is different it appears surrounding somas. This perisomatic label increased
by PD15 and became more prominent by PD25 (Fig. 5D-F). These results reveled that
potential synaptic sites increased with age. Western blot analyses showed that the content
of PSD-95 was undetectable until PD10 and it increased progressively from PD10 to
PD25 and an important increment was seen from PD25 to PD30 (p<0.05; Fig. 5G). The
percentages of difference relative to PD10 were 17% at P15, 24% at P20, 62% at P25 and
161% at P30. Western blot analyses for synaptophysin showed a gradual increase form
PD5 to PD30 (p<0.05; Fig. 5H). The percentages of difference relative to PD5 were 41%
at P10, 128% at P15, 190% at P20, 240% at P25 and 275% at P30. Both results reflect
that the content of synaptic markers increased importantly with age and this could be the
case of synapses. To estimate synaptic density within S1 barrels, electron microscopy
studies were conducted during at PD5, PD15 and PD30 (Fig. 6A-C). Synapse density
doubles approximately from PD5 to PD15, between PD15 and PD30 there is also an
increment of 46% (p<0.05; Fig. 6D). These results suggest that the number of synapses
increases during the first month of life.

Cytochrome Oxidase Activity

Cytochrome oxidase histochemistry has been widely used to localize S1 barrels and to
determine synaptic activity (Wong-Riley, 1989) Fig. 7 illustrates coronal sections of S1
cortex where barrels were clearly stained at PD5 (A), PD15 (C) and PD25 (E). The size
of the barrels incremented with age as the staining did. Magnification of each barrel
illustrated sites of mitochondrial activity. At PD5 increased tiny dots were present all
over and around somas. This staining was intensified and the dots number increased with
age. There can be seen highly stained sites surrounding somas (Fig 7B, D, F). The
percentages of difference relative to PD5 were 22% at P10, 48% at P15, 105% at P20,
104% at P25 and 130% at P30 (p<0.05; Fig. 7G). These results showed that the activity
within the barrels increased during the first month of life.

Discussion

In rodents, the ontogenetic strategy that follows the somatosensory thalamocortical
pathway to establish neural circuits is still controversial. While some groups sustain that
neural circuits are built up through a selectionist mechanism (Senft and Woolsey, 1991;
Schlaggar and O'Leary, 1994), other sustain that this process is given through a different
mechanism known as constructivist (Agmon et al., 1993; Agmon et al., 1995; Catalano et
al., 1996). Our results do not support any of these positions. The results suggests that
axons and dendrites add branches until PD15, then they remodel though a processes of
elimination of the ending branches concurrently with the elongation and stabilization of
more proximal branches. This form of assembly of the dendritic and axonal arbors is



compatible with the model of concurrent formation-elimination proposed recently by Hua
and Smith (Hua and Smith, 2004), in which the selective growth of branches and the
elimination of some of them occur simultaneously. Our results add three important
elements to the model previously described. First, it seems that in a first phase, dendritic
and axonal arbors predominantly add (or form) elements. In a second phase, the dendritic
and axonal branches undergo elimination events at the same time that there is an
elongation of those branches that remain. The third element that contributes to the model
of concurrent formation-elimination is that the portion of the arbors that this holds to
restructuring through the events of elimination is the more distal, what suggests that the
ontogeny of the proximal portions of the dendritic and axonal arbors are regular
differentially and that its development is, up to a point, independent the one of the other.
It is important to emphasize that in spite of the intense restructuring to which are subjects
the dencritic and axonal arbors between PD15 and PD25, both increase in complexity.
This conclusion is supported in the values obtained of fractal analysis that show an
increase in the complexity of the dendritic and axonal arbors. Also there is a tendency to
increase in the content of neurofilaments and MAP2a&b in S1 with the age (Riederer and
Matus, 1985). There is a decrement in the content of MAP2a&b at PD15 that could
reflect the process of restructuring that occurs in the portions that are eliminated or
elongated in the dendritic arbors. So, we propose a model in which the formacion-
eliminacion-elongation-increase the complexity of the dendritic and axonal arbors in
different phases of the ontogeny of the thalamocortical pathway during the first 25 days
of life. Our model proposed does not only find support in our results but in data obtained
during the ontogeny of axonic arbors of the sensory neurons of the bloodsucker (Kramer
and Kuwada, 1983; Wang and Macagno, 1997; Reese and Drapeau, 1998), of the motor
neurons of the fish zebra (Jontes et al., 2000), and of the thalamic neurons that project
toward the visual cortex in ferrets (Crowley and Katz, 2000). The concurrent model
modified also is supported for data obtained in studies that evaluate the ontogeny of
dendritic arbors of hippcampal neurons (Dailey and Smith, 1996; Ziv and Smith, 1996)
cortical layers Il and Il in the somatosensory cortex (Lendvai et al., 2000) and mitral
ceof the olfactory bulb (Purves and LaMantia, 1990; Treloar et al., 2002) One of the
fundamental observations carried out in the work has to do with the narrow space-
temporary relation of the additive growth events (PD5 to PD15), restructuring (PD15 to
PD25) and stabilization (greater to PD25) during the ontogeny of the dendritic and axonal
arbors in the barrels. These observations are compatible with the idea that the dendritic
arbors of the spiny stelate cortical neurons and axons originating from the neurons of the
ventroposteromedial nuclei of the thalamus grow in a synchronic way during the first
month of postnatal life. This conclusion differs of data obtained in culture that show that
dendritic and axonal hippocampal neurons mature asynchronically (Craig et al., 1996)
Which could be the mechanism of synchronization? Our results do not offer keys to infer
it. Nevertheless, it is known that somatosensory thalamic afferents induce a change in the
orientation of the dendrites of the neurons cortical associates with the barrels when those
penetrate to the layer IV (Greenough and Chang, 1988). This event could be the start of a
process of bi-directional communication that promoted the synchronized development of
both elements. In support to this concept, is known that dendrites of Purkinje cells require
signs from parallel fibers to assure an adequate development. At the same time, the
dendrites of Purkinje neurons provide factors that maintain the process of development of



parallel fibers. Thus, this bi-directional communication permits the synchronic
development of dendritic and axonal arbors that will be synaptic companions (Jacobson,
1991). In contrast with the synchronization of the bosses of development of dendrites and
axons inside the barrels, at first sight, the synaptogenesis in this way would not seem
synchronized with the dednrito and axogenesis since the number of synapses increases
with the age, nevertheless the intense restructuring of dendrites and axons. This
discrepancy could be explained if one considers that the synaptogenesis is given mainly
in the proximal processes that are more stable and remodeled by events of elongation. In
support to this conclusion, we observe that immunostaining for the synaptophysin and
Shank-2 at PD5 concentrate on the perisomatic zone in order then to be scattered of form
centrifuge toward the neurophil later ages. This suggests that synaptogenesis starts in the
soma and extends toward the proximal and distal branches as the dendritic tree matures.
A similar process has been reported in the cerebellum (Cline, 2001) where the climbing
fibers first establish contacts with the body and then they are transferred to al internal
third of the dendritic arbors (Berry and Bradley, 1976). Besides, recent data document
that synaptogenesis promotes the elongation of dendritic branches (Jontes and Smith,
2000; Niell and Smith, 2005). On the other hand, the fact that synaptic density increments
with age is compatible with the idea of that thalamocortical somatosensory pathway uses
a constructive strategy to generate neural connections, and suggests that the global
strategies of development of the dendritic and axonal arbors do not necessarily reflect the
same strategy that synaptogenesis events use. This idea is supported by prior data that
show that the number of gluthamatergic (White, 1976) and GABAergic (Micheva and
Beaulieu, 1996) synapses increase in the neurophil of the barrels since PD30. After this
period, the number of synapse remains relatively constant without any reported evidence
synaptic elimination in the somatosensory cortex of rodents. Our data contrast with those
obtained in the cerebral cortex of monkeys where have been reported phenomena of
synaptic elimination along the postnatal development. The phenomena of remodeling
could be interpreted as synaptic elimination. It is important to mention that derived
analyses of studies of electron microscopy assume that the zone observed may not reflect
the entire processes but just a part and probably changes in the position of synapses. This,
evidently, it is not of the all certain since, for example, in the case of the barrels the
amount of glutamateregic terminals would be able to include not only the associates with
the thalamic afferents but also reflect the horizontal ones. Nevertheless, the horizontal
connections develop a little later (between PD10 and PD15) than thalamocortical
(between 4-PD5 and PD15), and these last they form near the 50% of the total synapse
inside the barrel. We think that our data support the constructivist model. It was discussed
that the apparent discrepancy of the strategies of development to generate dendrites,
axons and synapses in the somatosensory pathway can be explain as the addition of
synapses to processes in the places that are remodeled during elongation and not
elimination events, but it is also possible that the discrepancy could be real. This
possibility is supported from data that show that the expression and changes in the
content of the synaptophysin in S1 proceeds to those of Shank-2 and PSD-95, what
suggests that axons, and especially the terminals, they mature before their postsynaptic
counterparts. This it is not surprising since it has been documented that is needed a
machinery of mature liberation to initiate the processes of synaptogenesis (Ahmari et al.,
2000; Friedman et al., 2000), and that there is an asynchrony in postsynaptic places in



cultures of hippocampal neurons (Craig et al., 1996). Based on the concept that an
asynchrony of the growth of synaptic elements in the neurophil of the barrels exists, the
question that arises is if the profiles of synapse observed with aid of the electron
microscopy correspond to mature synapses. The fact that the content of PSD-95 and
Shank-2 increase significantly after PD15 suggests that the synaptic consolidation occurs
after this date and probably associated to the restructuring events between the PD15 and
PD25. These data coincide with the fact that the synapse in the barrels are plastic and
many of them are silent until PD15 (Feldman et al., 1999). The quantity of PSD-95 is
intimately related to the changes in the postsynaptic places, the synaptogenesis (i.e.,
transformation of silent synapses in property) and synaptic consolidation (Jontes and
Smith, 2000; Okabe et al., 2001; Mierau et al., 2004) Another interesting element of
discussion in our work is that other reserchers suggest that the lower changeovers of the
thalamocortical somatosensory pathway is built up trough a selectionist strategy. Jacquin
and collaborators showed that primary afferents from trigeminal ganglia are selected by
competitive mechanisms to reach the main nucleus of the trigeminal nuclei at the
brainstem (Jacquin and Renehan, 1995). Our observations suggest that the connections
associated with the thalamocortical somatosensory pathway changeover the way
somatosensorial is built up for a mechanism of addition-restructuring at the same time
that increases their complexity. The reason by which along a neural pathway the
strategies are different is interesting. It has been proposed, nevertheless, that the
differences observed among areas of the brain with relation to the strategy to form
circuits could reflect if the structures are or not of recent acquisition during the
evolutionary process of species in study. One of the principles that guide the growth of
neuronal processes is the inverse relation between its degree of ramification and its
length. In general, dendritic and axonal arbors that are ramified show a smaller total
length that those with scarce ramifications. Although it has been proposed that this itself
due to that could be product of independent molecular mechanisms that promote the
elongation or the ramification (Smith and Skene, 1997), the process by which this inverse
relation between length and ramification turns out to be still little clear. Our results
suggest that although the processes initiate its growing, new order branches add during
development, these they can change its preferential way of development adjusting its
proportions of ramification and length through a process of restructuring in which there is
a combination of elimination-elongation of branches.

The dominance of these processes during the events of restructuring would be able to
explain some neuronal processes the length is greater to the ramification magnitude or
vice versa. One of the most established ideas in neurosciences is that neuronal activity
promotes the dedrito-, axono- and synaptogenesis. Therefore, it has been shown that
cortical and hipocampal neurons of animals exposed to sensory and/or motor enrichment
environmental show an increment in the number of dendritic branches, as well as
synapses. It has been shown that the stimulation of the whiskers increases the
immnunostaining for PSD-95 (Skibinska et al., 2001), synaptophysin (Ishibashi, 2002)
and GAP-43 development protein of the growth axonal (Mcllvain et al., 2003) in S1. It
exists, nevertheless, evidence that supports that the onset of neuronal activity induces the
collapse of growth cones and promotes consolidation and elimination, but not the
addition, of contacts among the neurons. It has also been shown that the sensory



deprivation or the inactivity facilitates the elongation of dendrites and axons, and the
addition of contacts among the neurons. Thus, neuronal activity in S1 can be detected
applying stimulus after the eight days of birth (Landers and Sullivan, 1999), and to that
the rats show voluntary movements of vibrissae at PD12-PD15 (Welker, 1964), it is
difficult to sustain that the addition of dendritic and axonal processes and synapses
documented in the present work from PD5 to PD15 is related to use dependent neuronal
activity. This it is not surprising while is it known that a percentage of the structure the
dendritic and axonal arbors elaborate in absence of afferent innvervation. Considering al
information described in the preceding paragraph, we think that is the process of
restructuring (elimination-elongation) what should be subject to the effects of use
dependent neuronal activity occurs between 15 and PD25.

The existence of this period of intense restructuring in normal animals would be able to
explain because itself not differences in the final number of thorns were found when this
parameter | am compared between control rats and those exposed at enrichment
environmental, nevertheless that this last group showed an increment in the mobility of
dendritic branches between PD15 and PD25. Thus same, the fact that the content of PSD-
95 increment significantly between PD20 and PD25, can show that it is related to the
process of synaptic consolidation, and it is associated with activity dependent events in
S1, and not with the formation of new contacts. This conclusion supports the fact that
after PD15 the synaptic density in the barrels of S1 is almost constant, and it is difficult to
promote synaptogenesis (Feldman et al., 1999) and there is a switch from silent to
functional synapses (Mierau et al., 2004; Yanagisawa et al., 2004) Finally, two
observations done in the present work require to be discussed. The first one has to do
with the meaning cytochrome oxidase histochemistry between PD5 and PD10. The
second is like to explain the redistribution of cytochrome oxidase staining observed in the
cortical neurons along the first month of life. With relation to the first one of these
questioning, has been said that the activity of the enzyme citocromo oxidasa reflects the
levels of activity neuronal evoked. Nevertheless, as it was mentioned previously, the
activity neuronal evoked is scarce in the barrels before the 8DP and the voluntary
movement of the vibrissae do not occur before the 12DP. Therefore, it is improbable that
the presence of the activity of the enzyme to PD5 and its consequent increment between
this date and PD10, reflect use activity dependent. A possibility is that reflect the
demands metabolic associates al growth neuronal. In support to this idea, was observed
that cytochrome oxidase label concentrates on the soma of the cortical neurons to the
PD5, and not in the neurophil as one would expect therefore in mature neurons it is
located fundamentally in postsynaptic places (Wong-Riley, 1989). Nevertheless, although
during the first 10 days dendritic arbors grow, the most important growth occurs between
the PD10 and the PD15. This abrupt growth does not match with increment in
cytochrome oxidase activity. This suggests that both events do not associate lineally with
the process of growth. Metabolic indices utilized commonly to monitor indirectly the
activity levels could be sensitive to changes in activity patterns (Uribe-Querol et al.,
2005). PD5 and PD10 activity could reflect changes in the pattenrns and/or levels of
neuronal activity associated to the passive stimulation and not to use dependent activity
as seen in lactating rats (Jiang and Wakerley, 1997) and in immature somatosensory
cortex (Armstrong-James and Callahan, 1991). Also there is a redistribution of
cytochrome oxidase label from the soma at PD5 to the neurophil at PD15
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Figure Legends

Figure 1. MAP2 and Neurofilaments increased in S1 Dbarrels with age.
Immnunohistochemistry for MAP2 and neurofilaments at PD5 (A,D), PD15 (B,E) and
PD25 (C,F) respectively. Thin arrow heads shows dendritic an axonal stained branches.
Width arrow heads show stained cell bodies. Arrows illustrate apical dendrites from
pyramidal S1 layer V. G, H Representative Western blots for MAP2 and neurofilaments
and the analyses from PD5 to PD30 S1 samples (20ug per row), respectively. Results
were normalized respect to PD5 and represent the average from five samples +£SE. The
values obtained for each parameter were compared statistically by Kruskal-Wallis
ANOVA in ranks and Tukey test (p< 0.05; * PD5 vs. all ages). Scale bar 20pum.

Figure 2. Camara lucida drawings from dendritic (spiny stellate neurons) and axonal
(thalamo-cortical) arbors within layer IV S1 barrels. The drawings represent the less and
the most complicated neurons at PD5 (A,D) PD15 (B,E) and PD25 (C,F). It is clearly
seen that both dendrites and axons increase in complexity.

Figure 3. Morphometric analyses of dendrites and axons. Total branch number, total
length and fractal dimension were measured to evaluate changes in complexity. A,B
reflect the number of branches of dendrites and axons. C,D Length is more prominent at
PD25 for axons. E,F Fractal dimension The values obtained for each parameter are the
average of all neurons at each age +SE and were compared statistically by Kruskal-
Wallis ANOVA in ranks and Tukey test for dendrites A, C; and Dunn’s method for axons
B, D. One-way ANOVA and Tukey test were used for the comparison of fractal analyses
(p<0.05; * PD5 vs. all ages).

Figure 4. Higher order branches were eliminated and length increased for all branches
orders from PD15 to PD25. Total branch number and total length per order was evaluated
for dendrites (A,C) and axons (B,D).

Figure 5. Synaptic markers increased in S1 barrels with age. Immnunohistochemistry for
Shank2 and synaptophysin at PD5 (A,D), PD15 (B,E) and PD25 (C,F) respectively. Thin
arrow heads show dots staining for postsynaptic and presynaptic elements, respectively.
Width arrow heads show cell bodies. G, H Representative Western blots for PSD-95 and
synaptophysin and the analyses from PD5 or PD10 to PD30 S1 samples (20ug per row),
respectively. Results were normalized respect to the younger age and represent the
average from five samples +£SE. The values obtained for each parameter were compared
statistically by one-way ANOVA and Tukey test (p< 0.05; * PD5 vs. all ages). Scale bar
10pm.

Figure 6. Synaptic density in S1 barrels during the first month of life. Synapses from
electron microscopy pictures were counted at PD5 (A), PD15 (B) and PD30 (C). D, Plot
showing changes in synaptic density at different ages. The values obtained are the
average of all measurements at each age and were compared statistically by one-way
ANOVA and Tukey test (p< 0.05; * PD5 vs. all ages). Scale bar 1um



Figure 7. Cytocrome oxidase activity increased in S1 barrels during the first month of
life. Histochemistry against cytocrome oxidase of coronal sections of S1 cortex at PD5
(A), PD15 (C) and PD25 (E) showed increments in the size and staining. Arrow heads
illustrate barrels at different ages. Magnification of each barrel illustrated sites of
mitochondrial activity narrow arrow heads denote sites of activity in the neurphil while
width ones show activity on cell bodies. The values obtained for each parameter were
normalized against the corpus callosum and compared statistically by one-way ANOVA
and Tukey test (p< 0.05; * PD5 vs. all ages). Scale bar 100um for left panels and 20um
for the right panels
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