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RESUMEN

Por anos, se ha pensado que el incremento en el drea que ocupa la
corteza somatosensorial primaria (S1) en la corteza cerebral de los
roedores enucleados es el resultado de un aumento en el uso de la via
somatosensorial. Estudios realizados en el laboratorio y por otros grupos
sugieren que esta explicacion no es del todo correcta. Adelantos o
retrasos en el inicio o la terminacion de la especificacion de S1,
respectivamente, e incrementos en las tasas de crecimiento de los
elementos neuronales que la constituyen pudieran explicar su
expansion. En este tfrabajo evaluamos las posibles alteraciones en el
tiempo de formacion de S1. Utilizando como modelo a la rata
enceguecida quirdrgicamente al nacimiento, logramos documentar
un adelanto de aproximadamente 10 horas en el inicio de la
formacion del mapa correspondiente a las vibrisas faciales en S1 en la
poblacidon de los ratas enucleadas. Los primeros indicios de la
formacion de S1 en las ratas ciegas ocurrieron en un 68% de los
animales evaluados a los 3 dias con 10 horas (3d10h) y solamente en
29% de los animales controles, mientras que un porcentaje equivalente
se alcanzo en las ratas control (82%) y enucleadas (83%) a los 3 dias
con 20 horas (3d20h). Adicionalmente, y en un intento por identificar
las proteinas que pudieran estar involucradas en la re-calendarizacion
del inicio de la formacion de S1 en ratas enucleadas, analizamos el
patron de las proteinas expresadas en S1 a los 3d10h utilizando geles

bidimensionales. Los resultados obtenidos hasta el momento nos



permiten afirmar que los cambios en la temporalidad del inicio de la
formacion de S1 en ratas enucleadas se asocian con cambios en los
perfiles de algunas proteinas. Su identificacion en bases de datos, por
peso molecular y punto isoeléctrico, nos permite sugerir algunas
moléculas que pudieran estar participando.

En conjunto, los resultados en este trabajo nos indican que la
formacion prematura de los barriles puede explicar, al menos en
parte, la expansidn de S1 en ratas enucleadas el nacimiento, y que
esta modificacion se asocia a cambios en los perfiles de las proteinas

de S1.



INTRODUCCION

Plasticidad general

La plasticidad puede definirse como los cambios que se dan
constantemente en la estructura y funcidén cerebral producto de la
experiencia tanto externa como aquella que se origina en el
organismo mismo. Los cambios referidos ocurren a todos niveles,
desde el molecular hasta el estructural. Aun cuando la plasticidad no
es una propiedad exclusiva del sistema nervioso es en él en donde se
piensa se ha desarrollado la mds refinada de sus formas.

La plasticidad, suponemos, subyace a fendmenos como el
aprendizaje, la memoria, la recuperacion anatémico-funcional neural
después de sufrido algun dano e, inclusive el desarrollo y la adquisicion
de la individualidad o personalidad. Por ello los procesos de
plasticidad en el sistema nervioso han sido sujetos a intensos estudios
por parte de la comunidad neurocientifica.

Con el fin de caracterizar los eventos moleculares, celulares, tisulares,
orgdnicos y sistémicos que subyacen a los procesos pldsticos se han
desarrollado diversos modelos. La premisa que ha guiado estos
esfuerzos es que la plasticidad, independientemente de su forma, es
uUn proceso en Ccuyo seno subyacen eventos comunes. Por ejemplo, en
el caso de la formacion de nuevas sinapsis, evento comun al
aprendizaje y la recuperacidon neural, se piensa se debieran poder
identificar las mismas moléculas participando. Sin embargo, algunas

moléculas que se expresan  durante la reorganizacion de las



conexiones neuronales en etapas tempranas de la vida no se
expresan en condiciones que promueven la regeneracion neural. De
modo que por un lado estd la vision universalista de la plasticidad y
por otro lado una vision reduccionista en el sentido de que Ia
plasticidad neuronal pudiera ser explicada con base en unos cuantos
eventos moleculares y celulares.

Con en objeto de generar un modelo integrativo de la plasticidad
neural, decidimos utilizar la via somatosensorial de ratas, de manera
especifica aquella parte que va del belfo de la rata a la corteza

somatosensorial, la cual describo a continuacion.

El modelo experimental

El modelo utilizado en el laboratorio consiste en ratas enucleadas vy
controles para estudiar fendmenos de plasticidad en el sistema
nervioso. Los animales enucleados son aqguellos que mediante un
procedimiento quirlrgico se les remueve el tejido ocular en su
totalidad el dia del nacimiento denominado 0 post natal O (OPN).

El drea cortical que estudiamos en el presente trabajo es la corteza
somatosensorial primaria (S1). Esta contiene un mapa corporal en un
arreglo modular constituido por barriles que representan colecciones
de receptores somatosensoriales localizados bajo la piel. Dicha
relacion entre la periferia y estructuras centrales fue primero
observada por Woolsey y Van der Loos en 1970, quienes

correlacionaron la distribucion de unidades citoarquitectonicas



multicelulares en la capa IV de la corteza somatosensorial de ratones,
con la distribucion de las vibrisas mistaciales del belfo de estos
roedores, llomando dichas estructuras barriles. La presencia de estas
estructuras se ha confirmado en la corteza cerebral de ratas (Waite y
Tracey, 1995) y especificamente en la cepa Wistar utilizada en el
laboratorio (Welker y Woolsey, 1974). De modo especifico utilizamos
como modelo la representacion cortical de las vibrisas faciales de la
rata denominada el subcampo de barriles postero medial (PMBSF -
posteromedial barrel subfield - por sus siglas en inglés).

Las vibrisas mistaciales en el belfo de la rata estdn organizadas en
cinco filas rostro-caudales conteniendo de cuatro a siete vibrisas cada
una (designadas como filas A-E de dorsal a caudal). Bajo la piel
asociados a los foliculos se encuentra una importante coleccion de
distintos mecanoreceptores (Lee y Woolsey, 1975), entre ellos células
de Merkel, terminaciones lanceoladas, reficulares, en mazo vy
terminales nerviosas libres (Waite y Tracey, 1995). Los foliculos se
encuentran inervados por fibras procedentes de la rama infraorbitaria
del nervio trigémino (Rice et al., 1986), cuyos somas se encuentran el
en ganglio trigémino ubicado en la fosa craneal media dentro de la
base del crdneo (Waite y Tracey, 1995). Estudios electrofisiologicos
indican que cada célula del ganglio tfrigémino responde a estimulos
de una sola vibrisa (Zucker y Welker, 1969). Una fibra de una neurona
inerva solamente una vibrisa sin embargo, las vibrisas estdn inervadas

por mds de una fibra (Bates y Killackey, 1985). Los procesos de dichas



células se extienden hasta el tallo cerebral, alcanzando el nicleo del
trigémino. Estas aferentes terminan en un grupo discreto, que forma
bandas que corren de rostral a caudal en el plano horizontal y que en
el plano transverso replican el patrén de las vibrisas faciales (Killackey
et al., 1990). En el ndcleo del tfrigémino hay oftro relevo sindptico ahora
con células cuyo soma se encuentra en el nicleo ventro postero
medial del tdlamo (NVPM), y son los axones de estas Ultimas los que
proyectan a la corteza somatosensorial primaria, predominantemente
ala capa IV. La via se muestra en la Figura 1 paneles A, B, C y D.

Para comprender mejor el proceso de formaciéon del mapa en S1 es
necesario mencionar la relacion entre el talamo y la corteza cerebral.
El talamo es una estructura diencefdlica que funciona como sitio de
relevo para las vias que llevan informacion sensorial de la periferia al
sistema nervioso central, exceptuando la informacion  olfativa. La
definicion tridimensional de los territorios de proyeccion del los distintos
nuUcleos taldmicos en la corteza cerebral (bidimensional) es lo que se
denomina como el establecimiento de la topografia. Es mediante la
llegada de las aferentes taldmicas a distintas regiones corticales que
se delimitan los territorios de la corteza que corresponderdn a los
distintos nUcleos taldmicos, y por ende al tipo de informacién que una
region cortical especifica procesard. Dicho proceso se da durante el
desarrollo embrionario y acaba cerca del dia PN3 (Schlaggar et al.,
1994). Una vez establecidos los limites entre los territorios cortficales se

da el proceso de determinacion de la somatotopia. Durante esta



subsegmentacion de territorios, el mapa de la periferia se imprime
sobre la topografia establecida por los distintos ndcleos taldmicos. Los
barriles corresponden a esta subsegmentacion territorial. Asi, dentro
del territorio inervado por el NVPM del tdlamo, ahora se generard un
patron que representa a la porcidn mas periférica de dicha via, los
cUmulos de receptores asociados a las vibrisas faciales. Dicha
representacion puede observarse en la Figura 1 panel E.

La estructura del barril estd compuesta por las aferentes tdlamo-
corticales (TC) que llegan de manera preferencial a la capa IV de la
corteza, y en un menor grado a las capas Il y VI (Buonomano y
Merzenich, 1998). La capa IV estd compuesta por diversos tipos
neuronales: estelares espinosas, estelares no espinosas, neuronas
piramidales pequenas, interneuronas y glia. Previo a la llegada de las
aferentes TC, las neuronas estelares espinosas tienen sus dendritas con
una distribucion radial, y es la llegada de las aferentes lo que genera
una reorganizacion dendritica de manera que ahora las células tienen
las dendritas orientadas preferentemente hacia el axdn aferente
(apuntando hacia el centro del barril) y los cuerpos celulares hacia los
bordes (Loeb et al., 1987). Por esto los barriles estdn formados por un
anillo denso de neuronas granulares, con un centro con menor
densidad celular y separados entre ellos por septos (Woolsey y Van der
Loos, 1970). Los barriles se desarrollan a partir de una placa cortical
aparentemente uniforme durante la primera semana de vida

postnatal (Wise y Jones, 1978; Rice et al., 1985). Las células dentro de



los barriles responden preferencialmente a la estimulacion de la vibrisa
que representan, también conocida como vibrisa principal, sin
embargo pueden responder con un mayor umbral a vibrisas vecinas
ya que reciben inervacion funcional proveniente de hasta seis a ocho
vibrisas (Killackey, 1989; Nicolelis y Chapin, 1994).

Los patrones somatotdpicos se forman en un orden secuencial
comenzando en la periferia y terminando en la corteza cerebral. El
patron de la periferia provee un templado primario que es replicado
en secuencia a cada uno de los niveles del sistema somatosensorial, y
el proceso de formacion de patrones en un nivel del sistema es
dependiente del nivel anterior (Belford y Killackey, 1980; Erzurumlu y
Killackey, 1983). A distintfos niveles de la via se van estableciendo
representaciones de la periferia, las barreletes en el tallo cerebral vy
los barreloides en el tadlamo. Esto puede observarse en la figura 1
paneles F, G y H. Las vibrisas faciales estdn representadas en el
complejo trigeminal a tres niveles: en el ndcleo espinal trigémino, en
los subnUcleos caudalis e interpolaris y en el nicleo principal sensorial.
En tanto, a nivel del tdlamo el patrén es observable en el complejo
ventrobasal ubicado en la regidon dorsal del tdlamo (Belford y

Killackey, 1979).
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FIGURA 1. Via somatosensorial : del belfo de la rata a la corteza somatosensorial
primaria. A) muestra el patrén de insercidon de las vibrisas en el belfo de la rata. B)
muestra el ganglio del tfrigémino C) muestra la posicion del tallo cerebral, tdlamo y
corteza, D) muestra un corte coronal en el que se senalan la corfeza
somatosensorial. Patrdn relativo a las vibrisas revelado por histoquimica para
citocromo oxidasa en E y F) complejo trigeminal (Pr ndcleo trigémino principal, Spl
nucleo trigeminal espinal), G) complejo ventro basal (VB) del tdlamo H) Corteza
cerebral. Modificada de Iwasato et al., 2000; Petersen, 2003.

La representacion de las vibrisas en el nicleo del trigémino puede
observarse alrededor del tiempo del nacimiento en la porcidon ventro
lateral del mismo con histoquimica para la enzima succinato
deshidrogenasa (SDH) y sigue el mismo gradiente que el desarrollo de
los foliculos pilosos de las vibrisas (Erzurumiu y Killackey, 1983). Las

aferentes tdlamo corticales asumen un patrén relativo a las vibrisas al

final de primer dia postnatal OPN (Schlaggar y O’Leary, 1994), en tanto



el patron complementario de células corticales vy fibras de la Idmina IV

es aparente hasta el dia 4PN (Rhoades et al., 1996).

Enucleacion y plasticidad

Con en objeto de generar un modelo integrativo de la plasticidad
neural, decidimos utilizar ratas en las que la vista se afecta durante las
primeras horas de vida postnatal. En los mamiferos la pérdida de la
vista por destruccion, disgenesia o degeneracion retiniana en etapas
tempranas del desarrollo da lugar a una reorganizacion anatémica y
funcional de la corteza cerebral, dicho fendmeno recibe el nombre
de plasticidad sensoriomodal. Durante el cual se reorganiza la corteza
visual de manera que ahora procesa informacion tanto
somatosensorial como auditiva, y la corteza somatosensorial primaria
asi como las corteza auditiva primaria expanden su drea relativa
(Bronchti et al., 1992 y Toldi et al., 1994q, 1994b, 1996; Negyessy et al.,
2000).

Estudios de Bronchti y colaboradores (Bronchti et al., 1992) encuentran
que el drea que ocupa el mapa de barriles es mayor en animales
enucleados. Dicha expansion se debe bdsicamente a un aumento del
drea de los barriles correspondientes a la fila mdas dorsal de vibrisas, y a
un grupo de vibrisas rostrales cercanas a la nariz y boca. El grupo de
Toldi (1994b) reportdé que las neuronas de algunos barriles muestran
campos receptivos mds grandes, en tanto en otros se detecta una

mayor sensibilidad al dngulo de deflexion de las vibrisas en animales



enucleados (Toldi et al., 1994b, 1996, 2000). Experimentos en ratones
muestran que, en los animales enucleados, los barriles son 15% mas
grandes, y al hacer comparaciones posicion especificas encuentran
hasta un 33% de diferencia, siendo ésta mayor en los barriles mas
laterales y caudales. (Rauschecker et al., 1992). Datos obtenidos en el
laboratorio han mostrado que el drea promedio de los barriles que
representan las vibrisas faciales en ratas enucleadas al nacimiento
muestra una expansion del 16% para el dia 7PN y del 18% para 60PN.
Adicionalmente, existe evidencia de que, una vez formados los
barriles, éstos crecen escalarmente entre 7PN y 60PN en ambos grupos
de animales (Geovannini et al., por publicarse).

Al parecer, el reclutamiento de la corteza visual por informacion
sensorial (plasticidad sensoriomodal) se debe a la estabilizacion de
conexiones transitorias de vias sensoriales en la corteza visuadl,
conexiones que en condiciones normales son eliminadas, pero en
fendmenos de plasticidad permanecen (Bavelier y Neville, 2002).

Los cambios pldsticos que ocurren en dicho modelo son de tal
magnitud y espectro, que pensamos facilitardn tanto la identificacion
de factores moleculares, celulares y anatomo-fisiologicos que los
subyacen a distinfos niveles de organizaciéon, como su  ulterior

infegracion.



Posibles explicaciones de los fendmenos pldsticos

Existen varias teorias con las cuales se pretende explicar la expansion
de S1 en el modelo de enucleacion. Sin embargo considero
importante senalar que aun cuando se planteen por separado, resulta
poco probable que sea solo una de ellas la que explique por si misma
la plasticidad.

Con relacion a la expansion de las dreas corticales primarias
encargadas del procesamiento de la informacion tactil y auditiva en
ratas ciegas, la idea dominante sostiene que dicha expansion resulta
de un incremento en el uso de ambos érganos sensoriales en los
individuos ciegos. Rauschecker et al. (1992) concluye que es el
incremento en el uso de las vibrisas lo que induce tanto el aumento de
longitud de las mismas, asi como la expansion de la representacion
corporal en ratones enucleados. Ademds, existen resultados que
muestran un aumento relativo en la vascularizacion de los barriles en
ratas enucleadas, por lo que se piensa que la expansidon es en verdad
debida al aumento en la actividad metabdlica y bioeléctrica dada
por el uso incrementado de las vibrisas (Zheng y Purves, 1996; Harder et
al., 2002).

No obstante la amplia aceptacion de la idea descrita anteriormente,
evidencia recabada en el laboratorio sugiere que, al menos la
expansion de la corteza somatosensorial primaria — aquella dedicada
al procesamiento de la informacion tactii - no es debida al

incremento en el uso de los érganos sensoriales intfactos. En apoyo a
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esta idea, hemos documentado que indices metabdlicos que
supuestamente reflejan los niveles de actividad neuronal (Uribe-Querol
et al., 2005), tales como la actividad de la enzima citocromo oxidasa
(Wong-Riley, 1989) y la captacion de deoxi-glucosa (Sokoloff, 1999) son
similares en: S1, neuronas del ganglio del nervio trigémino y en el
musculo de la almohadilla facial de las ratas control y enucleadas al
nacimiento al compararse a los 10 y 60 dias PN (Geovannini 2001;
Geovannini et al.,, en preparacion). Ademds, la expansidon de los
barriles no ocurre en ratas cuyos ojos fueron removidos
quirirgicamente el dia PN7 o que se mantuvieron en oscuridad desde
sU nacimiento y ocurre en aquellas cuyas vibrisas fueron cauterizadas
al 7PN (Geovannini 2001; Geovannini et al., en preparacion). Aun
cuando nuestra conclusion contradice la idea fradicional, existen
experimentos en los que el bloqueo de la actividad neuronal con
tetradotoxina en S1 o en la rama infraorbitaria del nervio trigémino no
altera la formacion de los barriles, lo que sugiere que su especificacion
es independiente de la actividad provocada (Chicia et al. 1993;
Henderson et al., 1994). Ademds, estudios electrofisiolégicos vy
metabdlicos muestran que la actividad neuronal provocada en la
corteza cerebral es escasa hasta el dia 7/8PN, por lo que no se logra
obtener una activacidon regular de unidades corticales en SI
consecutiva a la estimulacion de las vibrisas sino hasta el dia 10PN
(Armstrong-James, 1975; Landers y Sullivan, 1999). Existe ademds un

estudio que muestra que el movimiento de las vibrisas aparece

21



aproximadamente a mediados de la segunda semana de vida
(Welker, 1964).

Otra idea sostiene que la expansion de la corteza somatosensorial en
los sujetos ciegos se debe a la retencidon de conexiones transitorias.
Estas conexiones transitorias serian eliminadas durante el desarrollo
temprano (Sur et al., 1990; Bavelier y Neville, 2002). Sin embargo,
evidencia morfoldgica ha documentado que la circuiteria neuronal
en la corteza somatosensorial de la rata se ensambla de manera
precisa y progresiva (Agmon et al., 1995; Catalano et al., 1995;
Gutiérrez-Ospina et al., 1996). Asi, la retencidn de conexiones
transitorias como explicacion de la expansion de la corteza
somatosensorial en ratas ciegas es poco probable.

Si no son los cambios en los niveles de la actividad neuronal asociada
al uso de la via somatosensorial, ni la retencidn de conexiones
transitorias lo que, por si solo, explica la expansion de la corteza
somatosensorial en las ratas ciegas, gque podria subyacer a dicho
cambio? En la literatura relacionada con la biologia evolutiva y del
desarrollo se acund el término heterocronia para referirse a los
cambios en la temporalidad en que ocurren o transcurren los procesos
del desarrollo, y que conducen a modificaciones en el fenotipo de los
organismos. Existen diversos tipos de fendmenos heterocrénicos de
entre los que destacan aquellos que conducen al peramorfismo ©
aumento del tamano del rasgo fenotipico analizado. El pre-

desplazamiento o inicio temprano de un evento del desarrollo, la
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aceleracion o mayor tasa de crecimiento y la hipermorfosis o final
retrasado de un evento conducen, todos, a rasgos fenotipicos
exagerados. Debido a que la expansion de la corteza somatosensorial
primaria pudiera considerarse como un cardcter fenotipico
exagerado, es posible que ésta sea el producto de modificaciones en
la calendarizacion o en las tasas de crecimiento de los eventos del
desarrollo de la corteza somatosensorial. Como la expansion de la
corteza somatosensorial ocurre durante los primeros dias de vida, para
luego mantener un crecimiento escalar hasta la vida adulta, es
posible que el cambio en la temporalidad pudiese ocurrir durante el
periodo de especificacion de la corteza somatosensorial primaria en
la rata. En apoyo a esta posibilidad, en estudios previos mostramos
que el retraso en el inicio en la formacion de los barriles conduce a
una disminucion en el tamano de los mismos. No obstante este retraso,
la duracion del proceso de formacion y su finalizacién son idénticas

entre los animales control y desnutridos (Lopez, 2000).

Moléculas relacionadas con el tiempo de desarrollo

Por otro lado, si bien se conocen diversas proteinas que participan en
los procesos pldsticos (Fox y Zahs, 1994), poco se sabe acerca de las
que pudieran estar relacionadas con los cambios en la temporalidad
de los eventos del desarrollo. Sin embargo, se sabe que microARNs
regulan finamente la traduccién de ARN mensajeros que participan en

cambio de una etapa larvaria a ofra, en C. elegans y Drosophila, y asi
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regulan el desarrollo (Rougvie, 2001; He y Hannon, 2004). Se han
observado ondas temporales de expresion de miARN en cerebro de
rata, algunos de ellos especificamente en neuronas corticales;
sugiriendo que tienen estos un importante papel en el desarrollo de
dicho dérgano (Miska et al., 2004). Krichevsky et al., (2003) identificod
MiIARNSs que se asocian especificamente a la corticogénesis. Debido a
que en este momento aun no tenemos moléculas candidato que
pudieran estar regulando el tiempo del desarrollo y a su vez ser
moduladas por miARNs, comenzamos este estudio buscando las

proteinas que pudieran estar relacionadas con dicho fendmeno.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las ratas enucleadas al nacimiento, se observa un incremento en el
tamano relativo de S1. El mecanismo que subyace a este cambio se
desconoce. En la literatura se ha sugerido que se debe a cambios en
los niveles de actividad asociada al uso, asi como a la retencion de
conexiones transitorias. Sin  embargo, en el presente ftrabagjo
exploramos una nueva posibilidad, que sean cambios el tiempo de
desarrollo (la duracidén, en el inicio o la terminacién y/o en la tasa de
desarrollo) lo que explique la expansion de S1 en las ratas enucleadas

al nacimiento.
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HIPOTESIS

La expansidon de los barriles de S1 correspondientes al PMBSF en ratas
enucleadas puede ser el resultado de alteraciones en los tiempos de
desarrollo relacionados con el inicio, la duracion y/o la terminacion del
proceso de especificacion de los barriles. Pensamos ademds que este
fendmeno podria verse reflejado en los patrones de expresion de

proteinas en S1.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar si existen cambios en la temporalidad de los eventos
ontogenéticos cerebrales que pudieran asociarse con la expansion de
la corteza somatosensorial primaria en ratas enucleadas dal

nacimiento.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Determinar el momento de inicio de la especificacion de los barriles
correspondientes al PMBSF en |la corteza somatosensorial primaria en
ratas control y enucleadas al nacimiento, mediante el uso de técnicas
histoquimicas.

e Comparar el patron de expresion de proteinas de S1 de ratas control
y enucleadas al nacimiento, al momento de inicio de la
especificacion de los barriles del PMBSF, mediante electroforesis

bidimensional.
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MATERIALES Y METODOS

Animales:

Los experimentos se realizaron en ratas de la cepa Wistar de ambos
sexos de 0, 1, 2, 3, 4 y 5 dias postnatales (PN). Las camadas fueron
ajustadas a ocho crias al momento de la enucleacion procurando
disminuir el efecto que el cuidado materno diferencial tiene sobre el
cerebro (Liu et al., 2000). De los ocho animales, se procurd tener 4
hembras y 4 machos dos de ellos control y dos enucleados por cada
sexo. Las madres se mantuvieron con acceso libre a comida y agua y
las crias estuvieron con sus madres las 24 horas. Los animales se
conservaron en cuartos con temperatura e iluminaciéon controlada

con ciclos de 12:12 luz/oscuridad.

Enucleacion:

Las ratas fueron enucleadas entre las 6 y las 8 horas desde nacimiento.
Las crias se separaron de sus madres y se registrd su peso y sexo. Las
camadas se ajustaron a ocho crias, selecciondndose aquellas con
pesos mAs homogéneos. Posteriormente, las crias se anestesiaron por
hipotermia. Una vez anestesiadas, se procedid a readlizar Ia
enucleacioéon siguiendo protocolos descritos anteriormente (Bronchti et
al., 1992). Las ratas control se manipularon de la misma forma aunque
no se les practicd ningun tipo de cirugia. Terminado el procedimiento,
las crias se colocaron en un cojin termorregulado o bajo una Idmpara

de luz incandescente hasta que parara el sangrado y retfomardn su
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movilidad, color y temperatura. Finalmente, las crias se devolvieron a

sus madres y se sacrificaron a los dias indicados.

Andlisis histoldqico:

Obtencion y tincion de las muestras:

Las ratas fueron anestesiadas por hipotermia y decapitadas.
Posteriormente, se extrajo el encéfalo y las cortezas cerebrales se
disectaron, se aplanaron entre dos portaobjetos separados por 2mm y
se congelaron en 2-metil-butano (Sigma 270342) pre-enfriado en hielo
seco. Posteriormente, las muestran se almacenaron a -70°C hasta su
utilizacion. El dia del experimento, las muestras se atemperaron en el
cridstato (Leica modelo CM 1510-3) durante aproximadamente 20
minutos y se montaron con tissue tek (O.C.T. compound Sakura
Finetechnical Co. Ltd. 4583). Los hemisferios se cortaron en rebanadas
tangenciales de 50 um en un criéstato y se montaron en laminillas
recubiertas de gelatina. La temperatura de corte varié con la edad,
siendo los mds jovenes cortados a -10° y los de edades mds
avanzadas a -18°C. Los juegos de laminillas se conservaron a -70°C
durante toda la noche para ser procesadas al dia siguiente a través
de la técnica histoquimica disenada para la deteccion de la
actividad de la enzima citocromo oxidasa. Las laminillas se incubaron
durante 12-15 horas en una solucidon de amortiguador de fosfatos 0.1M
que contiene sacarosa 130mM (JT Baker, 4072-05), 6.7 uM citocromo C

de corazdn de caballo (SIGMA C-7752), 250,000 unidades de catalasa
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de higado bovino (SIGMA C-40) y 1.54mM de 3,3- diaminobencidina
(SIGMA D-5637) a 37°C (Riddle et al., 1993). Finalmente, las laminillas se
enjuagaron 3 veces con agua destilada, se secaron al aire libre y se

montaron con Cytoseal™ 60 (Richard-Allen Scientific, 8310-4).

Andlisis histoldqico:

Se observaron las laminillas en el microscopio estereoscopico (Nikon
SMZ1500) y se clasificaron las laminillas pertenecientes a cada animal
segun el siguiente criterio: Ausencia de barriles, presencia de barriles
aun no segregados, observados como una mancha o presencia de
barriles. Para ello es necesario definir un barril como grupos de células
en donde pueden distinguirse lados, paredes, bordes, septos y centros
(Welker y Woosley, 1974) Las fotografias se tomaron con la cdmara

Axiocam MRC Zeiss acoplada al microscopio.

Estadistica

Para establecer si existia diferencia en la frecuencia de los eventos
entre los grupos de controles y enucleados a ambas edades utilizamos
la prueba de Chi cuadrada. Dicha prueba compara la frecuencia de
un evento en el grupo experimental (enucleados) respecto a un valor
esperado (controles). Los pardmetros para dicha prueba fueron dos
grados de libertad y valor p=0.001. El andlisis de la posible relacion
entre el sexo y la aparicion de barriles se realizd mediante la prueba

exacta de Fischer. Esta prueba analiza si la relacion observada entre
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dos variables independientes es real o si es meramente casual.
Establecimos p<0.01 para significancia, y utilizamos un valor p de dos
colas, ya gue no conocemos de antemano hacia donde tenderdn las
frecuencias observadas en el grupo experimental.

Dichas pruebas fueron seleccionadas ya que nuestros datos no
corresponden a observaciones cuantitativas sino cudalitativas y lo que
analizamos es la frecuencia de un evento de modo que recurrimos a

pruebas estadisticas no paramétricas.

Andlisis del patréon de proteinas en geles de 2D.

Preparacion de las muestras:

Se utilizaron ratas Wistar macho y hembra de 3d10h (edad establecida
por el tiempo de aparicidon de barriles en animales enucleados) de
ambas condiciones experimentales para el andilisis del proteoma. Las
ratas fueron sacrificadas por hipotermia y decapitacion. Se extrgjo el
cerebro completo se separaron las cortezas cerebrales y se disectaron
las cortezas somatosensoriales. Estas se lavaron durante 2 minutos en
NaCl 0.9% (SIGMA S7653) para quitar el exceso de sangre,
posteriormente se congelaron en 2-metil-butano (SIGMA) en hielo
seco. Finalmente se almacenaron a -70°C hasta su utilizacion.

Se utilizaron entre 5 y 6 cortezas somatosensoriales de animales del
mismo sexo y condicion experimental por muestra, las cuales se

homogenizaron en nitfrdgeno liquido en un mortero previaomente
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enfriado hasta pulverizarlas, este polvo fino se fransfirid a tubos de 1.5
ml y se pesaron las muestras. Al tejido se le agregd un amortiguador
de lisis en proporcion 1:2 segun el peso de la muestra (100ul por 50 mg
de tejido). La composicion del amortiguador de lisis es: urea 6M,
(Biorad  161-0731), fiourea 2M  (MERCK  2770784),  3-[(3-
Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS) 4%
(SIGMA C9426), PMSF 60mM (SIGMA P-7626) y dithiothreitol (DTT)
100mM (Biorad 161-0611 ). Luego de ser mezclado, se aplicd un pulso
de sonicacidon de 20 segundos para disgregar las células vy se
completd el volumen con amortiguador de lisis a Tml. La muestra se
centrifugd a 14000 rom a 4°C (Eppendorf Centrifuge 5415R) durante 2
minutos. Finalmente se separaron sobrenadante y precipitado; el
sobrenadante fue conservado a —-70°C hasta su utilizacion en tanto el

precipitado se deshechd (Modificado de Paulson et. al., 2003).

Cuantificacién de proteina total:

La proteina fue cuantificada mediante el método de Bradford
modificado para proteinas con detergentes (Biorad) basado en el uso
de azul de coomasie. Dicha técnica es utilizada en reportes previos de
andlisis de proteoma (Lubec et al., 2003). Sin embargo debido a la
concenfracion de urea utilizada el método no es exacto. Utilizamos
las mismas concentraciones relativas partiendo de cantidades

equivalentes de tejido, 50ul de muestra.
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Para el gradiente de pH utilizado para el electroenfoque de las
proteinas, utilizamos las tiras Ready Strip™ IPG strip (Biorad 163-2099) las
cuales tienen el gradiente copolimerizado con lo
acrilamida/bisacrilomida de manera que éste no se modifica durante
el corrimiento. Para establecer el rango de pH a utilizar inicialmente
corrimos tiras de pH 3-10 (Ready Strip™ IPG strip Biorad 163-2099),
gracias a lo cual encontramos que la mayor parte de las proteinas de
la muestra estaba dentro del rango 4-7, por lo que utilizamos este

rango para los siguientes andilisis.

Rehidratacion de las tiras:

Para las firas de 11 cm. se utilizan hasta 200ug de proteina en un
volumen total de 200ul, para ello se utiliza un amortiguador de
rehidratacion urea 7M (Biorad 161-0731), tiourea 2M (MERCK 2770784),
CHAPS 4% (C9426) y se le adiciona en el momento de utilizarse DTT
50mM (Biorad 161-0611), triton X-100 5% (SIGMA X100), anfolitos 2.5%
(Biorad 163-1113 Bio-Lyte 3/10 Ampholyte) y trazas de azul de
bromofenol (Biorad 161-0404). Las tiras se rehidrataron con la muestra
en la charola de rehidratacion (Inmobiline dry strip reswelling tray,

Pharmacia Biotech) durante un minimo de 16 horas.

Isoelectroenfoque (Primera Dimension):
Al término de la rehidratacion, las tiras fueron enjuagadas con agua

destilada y colocadas en la charola de electroenfoque en el equipo
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Multiphor II (Pharmacia Biotech). Se generaron los puentes con papel
Whatman # 3 (Whatman, Inglaterra).

Las tiras se corrieron hasta alcanzar un minimo de 35000 V fotales en 24
horas a 20°C, de acuerdo al siguiente protocolo: 1 h a 150V, 3 h a
300V, T h a 1000V, 1 h a 2000 y toda la noche (ON) a 2500V utilizando
la fuente de poder (2197 Power Supply LKB Bromma, Suecia). Las tiras
se retiraron de la charola del Multiphor |l, fueron enjuagadas con agua

destilada y se guardaron a -70°C, hasta su utilizacion.

Segunda dimension:

Las tiras tienen que equilibraron en un amortiguador que contiene SDS
para correr la segunda dimension. El amortiguador base para
equilibrar (BEB) contiene 50mM TRIS-HCI (Biorad 161-0719) pH 8.8, 6M
urea (Biorad 161-0731), 30% glicerol (SIGMA G-6279) y 2% SDS (Biorad
161-0302). Para la primera incubacion se utilizan 10ml de BEB con DTT
50mM (Biorad 161-0611) durante 20 minutos en agitacion a
temperatura ambiente; esto con el fin de romper los puentes disulfuro
generando grupos tiol (-SH). Para la segunda incubacion se utilizaron
10ml de BEB con iodoacetamida (SIGMA 11149) 100mM vy frazos de
azul de bromofenol. La iodoacetamida carboxila los grupos tiol libres
generados por el DIT. Este procedimiento ser realizd en agitacion a

temperatura ambiente durante 25 minutos.
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Utilizamos geles de poliacriliamida al 15% (T=29.2, C=0.8) de 160 x 180 x
0.75mm, sobre los cuales se colocaron las tiras de IPG luego de ser
equilibradas, junto con 2 ul de marcador de peso molecular (GIBCO
BRL 10064-D12) de 210 a 10 kDa. Todo esto se selld con agarosa 0.5%
(Biorad 162-0102) con azul de bromofenol. Para la corrida
electroforética se utilizd una cdmara Hoefer SE600 (electrophoresis
unit) y una fuente de poder Biorad Powerpack HC; las condiciones de
corrida fueron las siguientes: 10mA con un limite de 250V 30 min.,
20mA (con el mismo limite de voltaje) hasta que el frente de corrida

llegara a 2 mm. del borde inferior de los geles (aprox. 8 hrs.).

Visualizacién de las proteinas:

Los geles se fijaron toda una noche en metanol 50 % (JT Baker 9070-
02), acético 12 % (JT Baker 9507-05). Posteriormente se realizd tincidn
con plata siguiendo el siguiente protocolo:

Tres lavados en etanol 50% (JT Baker 9014-03) durante 20 min. cada
uno. Pretratamiento con tiosulfato de sodio penta hidratado (SIGMA
S1648) 0.2g/litro durante un min. Tres lavados de 20 seg. con agua
bidestilada. Impregnacion con nitrato de plata (MERCK 905252) 2g
/litro y 750ul/litro de formaldehido (SIGMA F-1268) durante 20 min. Dos
lavados de 20 seg. con agua bidestilada. Un enjuague de un min. con
revelador (60g/litro de carbonato de sodio (MERCK 210383R), tiosulfato
de sodio 4mg/litro y 500ul de formaldehido) hasta obtener la imagen

deseada. Dos lavados de 2 min. con agua bidestilada, 10 min. en
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dcido acético 1% vy finalmente 20 min. en metanol 50%. Los geles
fueron escaneados en una resolucidon de 300dpi en un escdner
Lexmark L75. Los geles se secaron en celofdn dulce con una soluciéon

gue contiene 35% etanol al 95% y 2% glicerol.

Andlisis de geles:

Las masas moleculares (MM) fueron determinadas mediante el
marcador de peso molecular con un rango de 10-210 KDa. Para los
valores de pl, se utilizaron los valores proporcionados por los
proveedores de las tiras IPG.

Para el presente trabajo se realizd un andlisis preliminar de los geles
comparando el patron de expresion de las proteinas. Para dicho
andlisis se utilizd el programa Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems
Incorporated). Las imdgenes fueron superpuestas para comparar los
patrones y corroborar las observaciones hechas visualmente

Para calcular la MM se realizaron mediciones de la distancia de
migracion y estos se relacionaron con los estandares. El procedimiento
se realizé utilizando el programa PRISM 4 (Version 4.0, © GraphPad
Software, Inc.) aplicando una funcion de decaimiento exponencial de
fase Unica. Para calcular el pl se realizd una regresion lineal con base
al gradiente de pH de la tira.

Para conocer la posible identidad de las proteinas de forma tedrica
realizamos una busqueda de las mismas en  Expasy

(http://ca.expasy.org/prosite) con los valores de MM vy pl obtenidos
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para cada proteina de acuerdo a los siguientes parédmetros: pl +/- de
0.1 vy +/- 2% de error en MM. Posteriormente para las proteinas
identificadas en rata (Rattus norvegicus) realizamos una buUsqueda en

Pubmed (http://www.ncbi.nih.gov) con el fin de identificar aquellas

que se expresaran en sistema nervioso (SN).
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RESULTADOS

El inicio de la especificacion de los barriles estd adelantada en las
ratas enucleadas

Utilizamos la técnica de citocromo oxidasa para establecer el tiempo
de aparicion de los barriles correspondientes a la vibrisas faciales de la
rata en animales controles y enucleados. Comenzamos analizando la
ventana temporal en la que empiezan a formarse los barriles
correspondientes al PBMSF. Inicialmente utilizamos ratas controles y
enucleadas de 0, 1, 2, 3, 4 y 5 PN. Al observar los cortes tangenciales
tenidos para CyOx, enconframos que los animales podian
categorizarse en cuatro grupos. Aquellos en los que no hay indicios de
la formacion del patron de barriles, aguellos en los que observamos un
machon que abarca en su totalidad el territorio que corresponderd a
la cabeza, aquellos en los que se definen la bandas que
corresponden a los barriles aun sin segregarse, y aquellos en los que los
barriles estdn claramente definidos. Esta progresion ya ha sido referida
por Henderson et al. (1994). Dichos pardmetros (excepto las bandas)
son ejemplificados en la figura 2 panel A. Inicialmente encontramos
que los barriles estan ausentes a los 3PN pero estdn presentes a los 4PN
en ambos grupos de animales (Figura 2, panel B). Procedimos a
estudiar esta ventana temporal. Partiendo de lo anterior decidimos
analizar animales a los 3d12h y encontramos que los animales ciegos
tienen barriles en tanto los controles no tienen (datos no mostrados).

De modo que nuevamente nos recorrimos en el tiempo y analizamos

2K



animales de 3d8h y de 3dléh, sin embargo encontramos dificil
determinar la presencia de barriles en estas edades ya que en general
observamos manchones que pudieran corresponder a barriles no
segregados pero no podiamos concluir (Figura 3).

Analizamos entonces animales de 3d10h y 3d20h. A los 3d10h
encontramos que el 29% de los animales controles presentan barriles
en tanto 68% de los animales enucleados los tienen. A los 3d20h
encontramos que el 82% de los animales controles presentan barriles
en tanto 83% de los animales enucleados los tienen (Figura 4). En la
figura 4 y cuadro 3 se muestran una representacion grafica y el andlisis
estadistico de los porcentajes de animales que presentan barriles,

manchones o ausencia de barriles a los 3d10h y 3d20h.

En las figuras 5 y 6 se muestra una representacion grafica de los
porcentajes de animales por sexo y condicidn experimental que
presentan barriles y aquellos que no los presentan a los 3d10h y 3d20h.
Las graficas permiten ver claramente que la aparicion de los barriles
en ambas poblaciones de animales y sexos es relativamente
progresiva. El tiempo de inicio de la aparicion de los primeros barriles
en la poblacidn de ratas enucleadas antecede al correspondiente en
las ratas control en ambos sexos. Esta diferencia tiende a desaparecer
a los 3d20h. En el cuadro 4 se muestran los resultados del andlisis
estadistico, para analizar la posible relacion entre el sexo y la aparicion

de barriles.
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Ubicaciéon
barriles en la
corteza cerebral

Ausencia Manchdén Barriles

Control Enucleado
) - -
) - -

FIGURA 2. El panel A muestra cortes tangenciales de corteza de rata tenidas para

CyOx. a) ausencia de barriles, en un animal de edad 3PN, b) manchdn de barriles
sin segregarse en un animal de 3d10h. c) barriles ya segregados en un animal de
3d20h. En el panel B se muestran rebanadas de animales controles y enucleados a

los 3d y los 4d PN. La escala en todas las fotos corresponde a 2mm.



Control Enucleado

3d10h

- 3d16h

3d20h

FIGURA 3. Se muestran cortes tangenciales de la corteza cerebral de animales
confroles y enucleados a los 3d8h, 3d10h, 3d1éh y 3d20h tenidos con CyOx. La

escala corresponde a 2 mm.



controles 3d10h n=24 enucleados 3d10h n=28

11%

[ barriles 21%

B manchon
[Jausencia

46%

controles 3d20h n=22 enucle:gt;sBdeOh

C 9% D 0%

FIGURA 4. Se muestran los porcentajes de animales con barriles, manchén y
ausencia. A) animales controles 3d10h B) animales enucleados 3d10h C) animales

confroles 3d20h D) animales enucleados 3d20h.

CUADRO 3
Comparacion de frecuencia de eventos
Prueba de x2 (x®)
grupos comparados X2 valor p
controles 24.344 0.001*
3d10h enucleados
controles 4.056 o
3d20h enucleados
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machos controles 3d10h n=14 hembras control 3d10h n=10

20%
36%
[Dbarriles
M no barriles
80%

machos controles 3d20h n=10 hembras controles 3d20h n=12

20% 17%
! 80% ! 83%

FIGURA 5. Se muestran los porcentajes de animales confroles machos y hembras con

64%

barriles y sin barriles.

machos enucleados 3d10h n=13 hembras enucleadas 3d10h n=15

27%
38%
[barriles
M no barriles
62%
73%
machos enucleados 3d20h n=12 hembras enucleadas 3d20h n=11

8%

27%
73%

92%
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FIGURA 6. Se muestran los porcentajes de animales enucleados machos y hembras

con barriles y sin barriles.

CUADRO 4

prueba completa de Fischer

Grupos comparados valor p
3d10h machos

controles hembras 0.653
3d10h machos

enucleados hembras 0.689
3d20h machos

controles hembras 1.000
3d20h machos

enucleados hembras 0.317

Unicamente encontramos diferencias significativas entre los animales
controles y enucleados de 3d10h con un valor de %2=24.34 con dos
grados de libertad y valor p=0.001 No  encontramos  diferencias

significativas de dimorfismo sexual en la aparicion de los barriles.

Patrones de expresion de proteinas

Habiendo establecido el tiempo (3d10h) en el cual buscariamos
proteinas que pudieran participar en la formacién de los barriles en la
corteza somatosensorial de la rata, procedimos a analizar los patrones
de expresion de proteinas. Los geles bidimensionales realizados por
duplicado con muestras independientes de animales de 3d10h (2 por
condicién), nos permitieron realizar el siguiente andlisis:

En la figura 7 se muestra un gel de las proteinas de ratas control, las
proteinas senaladas son aquellas en las que se observaron variaciones

respecto con los resultados obtenidos con cerebros de ratas
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enucleadas a los 3d10h (panel A: machos y panel B: hembras). Las
proteinas senaladas con un nUmero en los geles son aquellas en las
que se observaron diferencias. En los cuadros 5 y 6 se muestran las
variaciones de dichas proteinas con relacidén a la presencia y punto
isoeléctrico para cada sexo. (Cuadro 5 machos, cuadro é hembras).

En un esfuerzo por tratar de determinar la identidad de las proteinas
que varian entre los grupos experimentales se realizé una bUsqueda en
bancos de datos con base a la MM y pl de cada proteina. Los
candidatos se muestran en el cuadro 7 (en la Ultima columna se
muestran algunas proteinas candidatas presentes en el cerebro de la

rata).
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FIGURA 7. Resumen comparativo por sobre posicion y andlisis visual de 2 geles de de
animales controles y 2 geles de animales enucleados de 3d10h (panel: A: machos;

panel B: hembras). Las diferencias se sefalan con nUmeros.

CUADRO 5
MACHOS CONTROLES VS ENUCLEADOS
punto | pl obs pm KDa variaciones
1 5.32 36.964 | no se observa en enucleados
2 6.32 30.177 | no se observa en controles
3 6.75 21.993 | no se observa en controles
4 6.30 18.377 | C  variacién pl
6.28 18.377 | C
6.38 18.377 | E
6.23 18.377 | E
5 6.07 18.170 | no se observa en controles
6 5.39 18.170 | no se observa en controles
7 5.39 19.456 | no se observa en controles
8 6.00 9.697 | no se observa en controles
CUADRO 6

HEMBRAS CONTROLES VS ENUCLEADOS
pl
punto | obs pm KDa variaciones

1| 5.06 30.590 | C variacién pI
5.04 30.590 | C
5.15 30.590 | E
5.25 30.590 | E

area | area variaciones entre grupos experimentales

area | area variaciones entre grupos experimentales

6.42 | 35.90332 | no se observa en enucleados

5.92 | 15.42166 | no se observa en enucleados

6.06 | 9.311352 | no se observa en enucleados

N O U A (WN

6.28 | 9.311352 | no se observa en controles
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CUADRO 7

Controles
punto |proteinas que pudieran ser funcion reportada PMID
2M |Acbd4 (proteina con dominio de union a acetil CoA 4) |l Participa en ciclo de Krebs .
complejo renina-angiotensina regula presién arterial
precursor de renina y.balance electrolitos. 8293852/8251338/8210768 ..
complejo renina-angiotensina regula presion arterial
precursor del receptor de renina y balance electrolitos. 8293852/8251338/8210768
tenomodulina inhibidor angiogénesis en C. elegans 16019413
su ligando se expresa en glia del sistema nervioso
central y periférico. Estimula la sobrevivencia y
diferenciaciéon de neuronas sensoriales. Receptor
comparte subunidad con recepor de IL6 10812968.
6 H CNTFRa (receptor del factor neutrotréfico ciliar alpha) Papel durante neurogénesis 9169916
receptor neuronal participa en la regulacion de la
receptor de melanocortina 3 homeostasis de energia 15975705
enzima mitocondrial, pertenece al complejo I de la
cadena de transporte de electrones
cadena 1 de NADH ubiquinona-oxidoreductasa 10989660/14531279
participa en la regulacién de la coagulacion
11460482/9776208. Enzima altamente parecidas
presentes en vesiculas y granulos de secresion
precursor carboxipeptidasa 3883214/6373800.
relacionada con toxicidad por plomo, y evaluacion
dehidratasa de acido aminolevulinico de contaminantes neurotéxicos 11161649
participa en vias de muerte/sobrevivencia celular y
apoptadsis, proteina proapoptotica Apoptdsis en
BID (agonista de muerte con dominio de interacciéon con |homeostasis y desarrollo normal de tejidos.
7H BH3) 12067067/16115019.
proetina de unién a retinoides, relacionada con
transporte y metabolismo de retinoides a través de
CRBP II (citoplasmic retinoid binding protein II) barreras hemato/organos 2052162/8839926
8 H no logré identificar ninguna -

Enucleados

punto proteinas que pudieran ser funcion reportada PMID
principal componente de amiloide cerebral en
enfermedad de Alzheimer, expresion distinta en
sindrome de Down 8239320. presente durante el
3 M proteina precursora del B amiloide A4 (por similitud) desarrollo 1838182
caudalizacidon organizadores en anfibios 7720551.
Neurogeninas (marcadores del origen de la
diversidad neuronal) 9000438. Netrinas ( migracion
celular y crecimiento axonal) 12440385.
4 M proteina homodloga a C9orf42 Morfogénesis de SNC 15633461.
relacionada con la homeostasis de calcio y fosfato,
precursor de stanniocalan-2 accién anti-hipocalcemica. Q9R0KS8
SMUG1 (uracilo-ADN glicosilasa monofuncional selectiva participa en la reparacion de uracilos modificados
de cadena sencilla) por oxidacion en ADN 12718543/15466595
quimiopercepcién de niveles de oxigeno/dioxido de
carbono, adaptaciénes de pH celular 7606251.
precursor mitocondrial de la anhidrasa carbdnica 5A Relacion con desarrollo auditivo 2994352
ligando OX40 (miembro de la superfamilia de ligandos de
6 M factor de necrosis tumoral) relacionados con células T y memoria AAC67236
rica en terminales nerviosas, pudiera participar en
sinapsis 10480315. Pierde su actividad con estrés
oxidativo 10814511. Participa en el desarrollo del
LMW-PTP (protein fosfatasa de tirosinas de bajo peso lente ocular en proliferacién celular, diferenciacién y
7 M molecular) transparencia 11428869. Aumento fisiolégico du
rica en terminales nerviosas, pudiera participar en
sinapsis 10480315. Pierde su actividad con estrés
oxidativo 10814511. Participa en el desarrollo del
LMW-PTP (protein fosfatasa de tirosinas de bajo peso lente ocular en proliferacion celular, diferenciacién y
8 M molecular) transparencia 11428869. Aumento fisioldgico du
9 M ARN polimerasa II dirigida a ADN sintesis de ARN
Mediador de ARN polimerasa II subunidad S28 sintesis de ARN
9H no logré identificar ninguna -
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DISCUSION

Adelanto de la especificacién de los barriles en las ratas enucleadas
En las ratas enucleadas al nacimiento, se observa un incremento en el
tamano relativo de S1. AUn cuando el mecanismo que subyace a este
cambio se desconoce, existe la posibilidad de que modificaciones en
el tiempo de inicio, en la duracion y/o en la terminacion del proceso
de especificacion de S1 pudieran estar involucradas. Asi mismo, una
aceleracion de la tasa desarrollo conduciria a una expansion. En
concordancia con estas suposiciones, los datos obtenidos en el
presente trabajo muestran un adelanto en el inicio de la formacidon de
los barriles en animales enucleados. Esto se apoya en el hecho de que
a los 3d10h encontramos que el 29% de los animales controles
presentan barriles, en tanto que el 68% de los animales enucleados
muestran barriles a esta edad. Asi, el adelanto en la formacion de los
barriles pudiera explicarse, al menos parcialmente, por un fendbmeno
de pre-desplazamiento (predisplacement).

Adicionalmente resultados obtenidos en el laboratorio indican que
tanto dendritas como axones muestran mayor crecimiento vy
complejidad en los enucleados al compararse con controles en
edades equivalentes durante la primera semana de vida lo cudl
sugeriria que esta diferencia nace del adelanto (Herndndez, 2004;
Uribe-Querol en preparacion). Estas diferencias pudieran atribuirse a
una aceleracion en la tasa de desarrollo de los elementos neuronales

que constituyen la via talamo cortical somatosensorial.
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Resulta importante senalar que el adelanto documentado en la
especificacion de los primeros barriles en las ratas enucleadas al
nacimiento no descarta la participacion de la actividad espontdnea y
quizd de otros mecanismos como de aqguellos involucrados en la
definicion de los limites topogrdficos entre las dreas corticales. De
hecho, resulta mucho mds verosimil pensar que sea una combinacion
de estos mecanismos, y quizd ofros aun no definidos, lo que finalmente

genere dicha expansion.

Cambios en los patrones de expresion de proteinas entre grupos
experimentales

Como se senald en la seccion de resulfados se documentaron
variaciones en el patrén (ausencia o presencia) de proteinas extraidas
de S1 alos 3d10h en ambos grupos de animales. Con base en los geles
se estimaron el punto isoeléctrico y el peso molecular de aqguellas
proteinas en las que se observaron cambios. La busqueda en el banco
de datos del NCBI nos arrojé una lista de proteinas candidatas entre
las que destacaron varias que se relacionan con el desarrollo
neuronal. De estas, y con base a resultados preliminares obtenidos en
el laboratorio, la proteina OX40L resulta de particular interés, ya que
ésta pertenece a la familia de TNFa cuyos niveles de expresion se

encuentran elevados en S1 de los animales enucleados a los 10 dias
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de edad (Figura 8; Villafdn y Gutiérrez-Ospina, resultados no

publicados)
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Figura 8. Grdfica que muestra los niveles de expresion relativa del ARNm TNFa en S1
de ratones CDI1 controles y enucleados de 10, 30 y 60PN, respecto al nivel de
expresidon del ARNm de HPRT. A los 10 PN existe una diferencia estadisticamente
significativa con un valor 1=0.0035 y p=0.001.

Al respecto es importante resaltar que la pérdida de la funcidon de
TNFa debida a la inactivacion del gen de receptor para este ligando,
retrasa el desarrollo y tiempo de especificacion del giro dentado en el
hipocampo de ratones (Golan et al., 2004).
Adicionalmente, encontramos de manera interesante las siguientes
diferencias en otras proteinas en el grupo de animales enucleados
respecto alos controles:
* Identificamos proteinas relacionadas con la sintesis de ARN
mensajero, lo cual sugiere un aumento en la transcripcion. Una
posibilidad es que dicho aumento esté relacionado con la

regulacion temporal del fendbmeno. Esto pudiera ser a través de
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la reorientacion de los procesos neuronales, lo cual involucraria
la sintesis de moléculas de senalizacidn, reguladores
transcripcionales o incluso miARNS.

Se encontraron diferencias en proteinas que pueden estar
relacionadas con neurogénesis, proliferacion celular vy
diferenciacion. Esto sugiere que el proceso de desarrollo
postnatal es distinto entre los grupos experimentales.

Finalmente encontramos proteinas relacionadas con migracion
celular y crecimiento axonal las cuales pudieran relacionarse
con los cambios reportados por el laboratorio en los drboles
dendriticos y axdénicos que sugieren una mayor tasa de
desarrollo en los elementos neuronales que constituyen los

barriles.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Si bien el presente estudio abre brecha en la linea de investigacion
general del laboratorio, es importante reflexionar sobre algunas de las
limitaciones asociadas a los aspectos técnicos del mismo.

1) Con relacion a la definicion de la ventana temporal utilizada para
la busqueda de moléculas involucradas en la alteracion temporal de
la formacion de los primeros barriles, considero que es importante
analizar el patron de expresidon de proteinas en edades anteriores a los
3d10h ya que la serie de eventos que desencadenan en el adelanto

probablemente comienzan a partir de la enucleacion.
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2) Debido a que distintos eventos del desarrollo pudiesen sobrelaparse
en el tiempo, no sabemos con precision si las proteinas candidatas
sugeridas estdn involucradas en el adelanto temporal y/o en la propia
formacion de los barriles.

3) El numero de proteinas totales separadas en nuestros geles
bidimensionales es mayor que aquellas documentadas en estudios en
los que se buscan cambios en el patron de expresion de proteinas en
respuesta a tratamientos farmacoldgicos (Paulson et al., 2003;
Krapfenbauer et al., 2001). La complejidad del patréon de proteinas
que obtuvimos pudiera ser simplificada a fravés de realizar un
separacion de proteinas con base en su solubilidad utilizando 4 fases
distintas (aquellas solubles en amortiguador de Tris, aquellas extraidas
con tritdn, extraidas con CHAPS y exiraidas con urea/tiourea). De
manera adicional, se podrian analizar los patrones de proteinas
obtenidos con ofros rangos de pH o con rangos de pH mds estrechos
lo que mejora la resolucion.

4) Una dificultad para la interpretacion de las diferencias en los
patrones de proteinas pudiera estar relacionada con la posible
existencia de multiples isoformas por lo que una mancha pudiera

representar y/o enmascarar mds de una de ellas (Yang et al., 2005).

o)



CONCLUSIONES

1. Eltiempo de inicio de la especificacion de los primeros barriles del
PMBSF esta adelantado en las ratas enucleadas. A este fendmeno
se le conoce como pre-desplazamiento.

2. El efecto del pre-desplazamiento podria conducir a la expansion
de los barriles de S1 en las ratas enucleadas.

3. Existen modificaciones en el patrdbn de proteinas que
preliminarmente podrian asociarse con los cambios en los tiempos
de especificacion de los barriles en la poblacion de ratas

enucleadas.

PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

Con la finalidad de proponer un modelo sobre los mecanismos que
conducen a cambios pldsticos, es necesaria la identificacion precisa
de las proteinas en las que se observaron variaciones entre los grupos
experimentales evaluados en el presente trabajo. Para ello, seria
necesario el andlisis de dichas proteinas por espectrometria de masas
O suU secuenciacion por el método de degradaciéon. A partir de esto,
podrian readlizarse experimentos dirigidos a evaluar la expresion de
estas proteinas mediante Westernblot o Inmunohistoquimicas.

La identificacion de las proteinas sin embargo no es suficiente para
establecer un mecanismo. Para ello se tendrian que establecer la
forma en que ellas interactian. Con esta finalidad se podrian realizar

estudios de coinmunoprecipitacion o ensayos de doble hibrido.
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Para evaluar si existen alteraciones en la duracion de la especificacion
de los barriles a nivel poblacional, es necesario comenzar por
establecer el momento en el cual el 100% de la poblaciéon presenta al
menos un barril. A partir de esto y con los datos obtenidos en el
presente trabajo se puede entonces plantear un modelo matemdtico
para comparar la dindmica del fendmeno.

Habiendo documentado un adelanto de 10 horas en el inicio de la
especificacion de los primeros barriles en las ratas enucleadas al
nacimiento, podemos sugerir la participacion de fendmenos
heterocrénicos en este proceso pldstico. Queda ahora responder el

como se induce y regula dicha alteracion temporal.
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