ﬁ'f:‘f_'-?'-' S W T
<N
e

= -iﬁfiﬂ

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

RESPUESTA PLASTICA VASCULAR EN LA CORTEZA
SOMATOSENSORIAL PRIMARIA DE LA RATA CEGADA AL NACIMIENTO

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Maestra en Ciencias

PRESENTA:
Lic. en C.G. Silvia Vanessa Zenteno De Ledn

TUTOR PRINCIPAL
Dr. Gabriel Gutiérrez Ospina
Instituto de Investigaciones Biomédicas

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
Dr. Ricardo Tapia Ibarglengoitia Instituto de Fisiologia Celular
Dr. Gabriel Roldan Roldan Facultad de Medicina
Dra. Beatriz Gbmez Gonzalez Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas
Dr. Fredy Roberto Cifuentes Navarro Instituto de Investigaciones Biomédicas
Dra. Maria Elena Chanez Cardenas Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

MEXICO, D. F., junio, 2015



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






Agradezco

a CONACY'T por

el financtamiento del proyecto

aqui presentado y al Programa de
Apoyo para Estudios del Posgrado por el amparo
economico para asistir al XXIX Congreso Nacional de
Bioquimica y al 17 Congreso Internacional
de Biologia del Desarrollo, en donde

tuve la oportunidad de exponer

los avances de este

trabajo.

“La ciencia es solo la manera estadisticamente correcta de contar historias”



Contenido

DediCatoria. ... o.uui i 4
AGradecimIeNTOS. ... ..o 5
Resumen........ ... 6
Introduccion........... ... 7
2. Antecedentes. ... ... ... ... 7
2.1. Plasticidad intermodal en la corteza de individuos ciegos........................o.. 7
2.2. El sistema somatosensorial de laratay delaS1.................... 9
2.3. Modificaciones de los barriles en las ratas ciegas...................oooiiiiiiii 11
2.3.1. Modelo de expansion por incremento en actividad...................cooaan. 11
2.3.2. Modelo de expansién por adelanto en la formacién.....................oool 14
3. Justificacion........... .. ... 15
S HIPOTeSIS. ... 15
5. ODbJetivo. ... ..o 15
5.1. Objetivos particulares. ... 16
6. Materiales y métodos........... ... 16
6.1. Obtencién de los animales experimentales...............ccooiiiiiiiiiiiiiiiii o 16
6.2. Inyeccidon de tinta china............... 16
6.3. Densidad Vascular................o 17
6.4. Inmunofluorescencia contra BrdU..................o... 18
6.5. Andlisis estadistiCo. ... ... ..o 19
7. Resultados........ ... 19
7.1. El 4rea ocupada por vasos sanguineos en la S1y en el globo palido incrementé
en las ratas adultas enucleadas al nacimiento......................o 19

7.2. El 4rea ocupada por vasos sanguineos en la S1y en el globo palido es similar
entre las ratas neonatas control y las enucleadas al nacimiento..........................20
7.3. El 4rea ocupada por vasos sanguineos en la S1 y en el globo palido incrementé

en las ratas juveniles enucleadas al nacimiento.....................ocoii 21
7.4. La densidad vascular aumenta con el tiempo tanto en la S1 como en el
globo palido.... ... 22
8. DIISCUSION. ... ..o 25
9. ConCluSIONeS. ... ... 29
10. Perspectivas. ... ... 29
11. Trabajos citados................... 30

o /




Este trabajo estd dedicado a mi madre, quien no ha dejado de apoyar mis ocurrencias, mis
locuras, en cualquier manera que le ha sido posible, quien sin importar los obstdculos que se le
interpongan siempre ha sabido salir adelante poniendo a sus hijos antes que a ella, la mujer que
hace todo lo posible por hacerme feliz, quien ha soportado mis interminables quejas, quien
siempre me ha tratado con respeto, con amor y con confianza, aquella persona sin quien yo no
podria estar en donde me encuentro el dia de hoy y a la que mds amo en todo el mundo.

También estd dedicado a mi padre, el hombre que me quiso tanto y a quien yo no siempre supe
corresponder, aquél que a pesar de sus defectos siempre era cariiioso y tan alegre, quien me hizo
morir de la risa tantas veces o mds de las que me hizo enojar, aquél que me avergonzaba muy
divertido frente a mis amigas, el que me acompaiiaba en mis noches de desvelo durante la
preparatoria y para quien yo siempre fui especial; la persona que estoy segura, me hubiera
apoyado al mdximo en este cambio de rumbo y de vida, y que hubiera estado mds emocionada

que yo con cada uno de los pasos que doy y que daré.

Asi mismo, le dedico este escrito a mi familia, a mis abuelos Vicky y Emilio, a mi hermano José
Luis, a mis tios Ana, Jorge, Maruca, Emailio, Gustavo y Lolita, y a mis primos, quienes a pesar

de todo siempre quisieron los mejor para mi.

También le dedico esta tesis a mi otra familia, mis amigos, a quienes no hubiera logrado
conocer de no ser por eso que ahora me gusta llamar “mi pasado oscuro”; a Zarco, a quien no
dejo de admirar, por ayudarme a entender tantas cosas, y siempre estar dispuesta a socorrerme
sin importar lo insignificante o faltos de sentido de mis “problemas”; a Gacel, quien siempre se
ha preocupado por mi'y me ha ayudado a enfocarme en lo que es importante, quien se ha
prestado desinteresadamente a que salga adelante, y que se ha ganado mi total confianza al
pasar los afios; a Paola, a quien atrajimos al otro lado oscuro, quien siempre me ha hecho reir y
que contrarresta mi total negatividad con su exagerado positrvismo; a mis demds amigos
genomicos, que aunque nos hemos distanciado, sigo pensando en ellos; a Raquel, una de las
personas por las que valié la pena darle una segunda oportunidad a la ciencia, quien me hizo
sentir acogida en un laboratorio lleno de gente tan diferente y siempre se mostré comprensiva
aunque no entendiera por completo mis obsesiones; a mis demds compaiieros del laboratorio, por
esas pldticas tan drversificadas; a Mommo quien stempre me ayuda a sacar mi nifia interzor
(mds de lo ya de por si comin); y por iiltimo, a David, un ex cientifico igual de frustrado que yo

y un genio de la literatura.

Y, finalmente, le dedico esta tesis al Dr. Gabriel, por haberme ayudado a dar ese salto tan
dificil y a deshacerme de esa niebla que, alimentada por el miedo, me obligaba a mantenerme
autoengafiada, por no haberme abandonado cuando llegé la hora de las confesiones, por
ayudarme a crecer, sobretodo, como persona y haber creido en mi potencial todo este trempo.

Maestria en Ciencias Bioguimicas-Tesis Junio 2015]4



Agradectmientos

Le agradezco a mi familia, a mi madre, a mi padre, por haber puesto tanto empefio en mi
crianza y haberlo hecho de la mejor manera que les fue posible. A mi abuelita Vicky por todo el
cariiio, el apoyo y la compaiiia que me ha otorgado.

Le agradezco a todos mis amigos y compaiieros con los que he convivido a lo largo de estos ocho
afios y que han hecho que esta transicion sea una de las mejores etapas de mi vida; a mis amigos
mds cercanos, Zarco, Gacel, Paola, Raquel; y a los que quisiera ver mds seguido, David,
Mommo, Laura, Akram, FFanny y muchos otros genémicos y no-genémicos.

Le agradezco a Raquel quien a pesar de no tener la obligacion, siempre estuvo dispuesta a
sacarme de apuros, y que aguanto y me ayudo a corregir todos los errores que cometi a lo largo
de esos dos aiios.

A Jesis quien a través de sus experiencias y su conocimiento en el trabajo de laboratorio supo
guiarme, sin el que no podria trabajarse en el laboratorio como debe ser. A Leonora, Dannaa,
Daniel y Paulina por sus comentarios y criticas tan oportunos. A los demds compaiieros del
laboratorio con los que convivi, y con los que no también, por su apoyo como grupo.

También le estoy agradecida a mis tutores del proyecto, el Dr. Recillas y la Dra. Pérez, quienes
aguantaron tanto ensayoy errory con sus agudos comentarios hiczeron evolucionar mi
pensamiento critico.

Le estoy muy agradecida al Dr. Gabriel por aceptarme en su laboratorio, en el cual aprendi
mucho y disfruté cada fallo y cada éxito, por estar dispuesto a resolver hasta las dudas mds
msignificantes y siempre mostrar un gran interés, por aguantar que le hablara de usted por mds
que me pidi6 que le hablara de tii, por permaitir mis despliegues de locura artistica y aguantar
los interminables rastros de tinta que dejaba por todo el laboratorio, pero sobre todo, por el gran
apoyo que me mostré desde un inicio 'y que me sigue mostrando.

Maestria en Ciencias Bioguimicas-Tesis Junio 2015]5




'

Respuesta plastica vascular en la corteza somatosensorial
primaria de la rata cegada al nacimiento

Stlvia Zenteno De Leén

Departamento de Biologia Celular y Fisiologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Resumen | En los individuos ciegos existe una reorganizacién adaptativa en el
cerebro que lleva a la expansién de la corteza somatosensorial primaria (S1), entre
los dfas postnatales 3 y 7, y al incremento de la densidad vascular. Se considera que
ambos eventos son el resultado de un incremento en la experiencia sensorial en las
ratas enucleadas. Sin embargo, recientemente nuestro laboratorio publicé evidencia
de que la actividad de la S1 no se ve incrementada. Por lo tanto, el mecanismo que
lleva a la plasticidad vascular debe ser revisado con cuidado. Para establecer el papel
de la vascularizacién en la expansién de la S1 durante el fenémeno de plasticidad
neuronal, nos propusimos determinar la relacién temporal que existe entre ambos
fendmenos. Medimos la densidad vascular de la S1 en ratas enucleadas al nacimiento
y en ratas con la vista intacta, a los siete y veinte dfas de edad, asf como en ratas
adultas. Aunque confirmamos los resultados previos que muestran un incremento en
la densidad vascular de la S1 de ratas adultas enucleadas al nacimiento, no pudimos
verlo a los 7 dfas postnatales. Sin embargo, la diferencia en la densidad vascular se
encontro bien establecida a los 20 dfas de edad, por lo que concluimos que, aunque el
cambio vascular no sucede durante la expansién de la S1, tampoco se debe
necesariamente a un incremento en la experiencia sensorial.
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RESPUESTA PLASTICA VASCULAR EN LA CORTEZA
SOMATOSENSORIAL PRIMARIA DE LA RATA CEGADA AL NACIMIENTO

Introduccion

En las ratas cegadas al nacimiento se desarrolla un proceso de reorganizaciéon en el cerebro
que conduce a la expansiéon de la corteza somatosensorial primaria (S1). Se cree que esta
expansién se debe a que hay un incremento en el influjo de informacién téctil, lo que a su vez
incrementa la necesidad metabdlica de la regién, y como consecuencia su vascularizaciéon. Sin
embargo, a pesar de que sf se ha observado un aumento en la vascularizacién de la S1 en ratas
adultas cegadas al nacimiento, éste no es proporcional a la magnitud de la expansién de las
subregiones que constituyen a la S1. Ademas, la actividad metabdlica en la S1 es equivalente
entre ratas control y aquellas enucleadas al nacimiento. Esto sugiere que la expansién no es
originada por un aumento en el uso de esta modalidad sensorial, por lo que el aumento en la
densidad vascular podria no estar reflejando los incrementos de la actividad neuronal
somatosensorial. Debido a que recientemente hemos mostrado que la formacién de la S1 inicia
en edades mds tempranas en las ratas enucleadas en comparacién con los controles, la
expansioén parece ser el resultado de un proceso de heterocronfa. De esta forma, es posible que
el incremento en la densidad vascular observado en la S1 expandida de las ratas cegadas al
nacimiento refleje también un proceso heterocrénico de crecimiento vascular, y no el
incremento en el uso de la via somestésica. En este trabajo evaluamos esta tltima posibilidad.

Antecedentes

La plasticidad neural es la capacidad del
sistema nervioso para auto-organizarse con
base en la integracion de la informacién
extraida del genoma y de su entorno. Asf,
los procesos de reorganizacién suelen ser
consecuencia de una variedad de eventos
relativamente positivos (e.g., aprendizaje) o
negativos (e.g., lesiones) que ocurren a lo
largo de la vida del organismo, incluyendo la
etapa embrionaria. Por ejemplo, diferentes
estudios en animales y humanos han
revelado que la privacién de un sentido (o
modalidad sensorial) conduce a incrementos
en el tamano de la representaciéon neural de
remanentes

las modalidades sensoriales

(Rauschecker, 1992; Hunt, 2006). También,

como parte de la reorganizacién, la
informacién derivada de los érganos
sensoriales remanentes alcanza aquellas
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areas sensoriales privadas de su entrada
principal (Buchel, 1998). A este tipo de
reorganizacién se le conoce como plasticidad
intermodal y aunque la fenomenologia de
ésta ha sido ampliamente reportada, poco
sabemos sobre los mecanismos subyacentes.
Entender dichos
crucial en nuestros esfuerzos por intentar la

mecanismos se torna
recuperacién de los sentidos en individuos
que los han perdido.

Plasticidad intermodal en la corteza de
individuos ciegos

Estudios previos de privacién sensorial,

tanto en modelos animales como en
humanos, han examinado las consecuencias
conductuales y descrito los fenémenos que

ocurren durante los procesos de plasticidad

Junio 201857



desde la
perspectiva de la pérdida completa de la

intermodal,  principalmente
entrada visual. A través de la enucleacién
bilateral, los distintos autores han descrito
mejoras  relativas  en el  desempefio
conductual relacionado con las modalidades
somatosensorial (Alary, 2009; Goldreich &
Kanics, 2009) y auditiva (Collignon, 2009;
Roder, 1999), asf como la presencia de
respuestas a estos estimulos en la corteza
visual primaria (V1) (Lewis, 2010; para una
revisiéon extensa ver Cattaneo, et al. (2008)

y Burton, et al. (2003)).

Desde el punto de vista fenomenolégico, la
respuesta de reorganizacién que tiene el
enfrenta a las

cerebro cuando se

circunstancias que impone la ceguera
comprende al menos tres procesos: 1) el
reclutamiento de los centros visuales para
llevar a cabo el procesamiento de la
informacién auditiva y somatosensorial, 2) la
transferencia de algunas de las funciones
somatosensoriales y auditivas a la regién
que correspondfa a la V1, y 3) el
agrandamiento de los centros auditivos y

somatosensoriales (ver Figura 1).

Estos cambios estructurales, y también los
conductuales, han sido ligados causalmente
con la demostraciéon de que las habilidades
especiales de los ciegos, tanto auditivas
como somestésicas, desaparecen cuando la
V1 nominal es inactivada con estimulacién
magnética (Cohen, 1997;
Hamilton, 2000). El proceso de plasticidad
intermodal parece resultar de un principio

transcraneal

de “negociacién” evolutivamente
conservado, usado por el cerebro para
relocalizar funciones y reorganizar el

espacio neural (Martinez, 2013).

Maestria en Ciencias Bioguimicas-Tesis

da. Control

b- Enucleado

Figura 1 | Reorganizacién adaptativa de las
cortezas sensoriales en las ratas enucleadas al
nacimiento. a | Localizacion y tamafio de las
cortezas primarias somatosensorial (S1) y auditiva
(Al) de la rata. Los 6valos rojos de la S1 reflejan
las representaciones de las vibrisas (barriles) y la
superficie de la piel. b | Modificaciones de las
cortezas sensoriales en ratas con privacion visual.
La remodelacion plastica intermodal produce tanto
la expansion de la S1y la Al, como la transferencia
de algunas de las funciones somatosensoriales y
auditivas a las neuronas multimodales de la corteza
visual primaria (V1) para el procesamiento de su
informacion.
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La plasticidad intermodal observada en los
sujetos clegos no se restringe solamente a
las cortezas consideradas como sensoriales
unimodales primarias, sino que alcanza
también a aquellas consideradas como
multimodales con jerarqufa superior. De
hecho, en estas dltimas el nimero de
neuronas que responden a las modalidades
somatosensorial y auditiva aumenta (Kahn &
KRrubitzer, 2002). Se presume que este tipo
de respuestas resulta del desbalance de la
tfortaleza de las entradas asociadas con
distintas modalidades sensoriales, y del
desenmascaramiento de las terminales
sinapticas que codifican la informacién de las
modalidades sensoriales remanentes
(Lomber, 2010). Incluso pudiera ser que la
reorganizaciéon de las funciones que
involucran mas de una modalidad dependa
de la calidad de la informacién con la que
contribuyen las modalidades intactas,
después de la pérdida de algin sentido
(Bavelier & Hirsorn, 2010). Asi, conforme
procede la respuesta plastica intermodal,
cada corteza sensorial podria llegar a ser
activada por varias modalidades sensoriales.
Esto difiere de

condiciones

lo que ocurre bajo
normales, en las que las
habilidades multisensoriales de las 4reas
sensoriales primarias parecen permanecer
parcialmente 20083;

Shams, 2005).

enmascaradas  (Fu,

Es importante mencionar que la magnitud
de los cambios observados en el cerebro de
individuos invidentes disminuye conforme
esta condicion es adquirida mas tardfamente
en la vida (Buchel, 1998).

Finalmente, se ha documentado que la re-
distribucién del espacio cortical en respuesta
a pérdidas sensoriales también se observa
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durante la respuesta de plasticidad
consecutiva a pérdidas parciales unimodales
(le., plasticidad intramodal; ver abajo)
(Martinez, 2014), por lo que parece ser un

principio basico de reorganizacién neural.

El sistema somatosensorial de la rata y la
estructura de la S1

“Los barriles ofrecen excelentes oportunidades
para integrar estudios de la corteza cerebral a un
grado de resolucion de otra manera inaccestble”
(Woolsey & Van der Loos, 1970).

En general, el sistema somatosensorial de
las ratas ha sido un modelo atractivo para el
estudio de la estructura, funcién, desarrollo
y plasticidad del sistema nervioso central de
animales, la

los vertebrados. En estos

corteza somatosensorial  primaria (S1)
contiene una representaciéon del cuerpo
caracterizada por manifestaciones

morfolégicas discretas denominadas
barriles, separadas por regiones llamadas
septos (Woolsey & Van der Loos, 1970) (ver
Figura 2-a). Cada una de estas unidades
discretas  de

representa  colecciones

mecanoreceptores ubicados tanto en la
superficie corporal como en los musculos y
Estos

proporcionan la informacién exterior e

visceras. mecanoreceptores
interoceptiva que sirve como base para
elaborar percepciones somestésicas

(Woolsey & Van der Loos, 1970).

La S1 se organiza como un mapa tal que las
terminaciones nerviosas van a un lugar
especifico en la corteza, y su distribucién
espacial refleja la disposicién territorial de
cada parte del cuerpo (Rice & Van der Loos,
1977). Las de las
vibrisas lugar

sub-representaciones

mistaciales ocupan un
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Tronco

PMBSF

Sin clasificar

Pata delantera
Pata trasera

Figura b. tomada y modificada de Riddle, et al. (1993).

Figura 2 | Barriles de la capa 1V de la corteza somatosensorial primaria de la rata. a | En la primera
imagen se muestran los barriles de la S1 de la rata tefiidos con azul de metilo, y en la segunda con un
tratamiento con citocromo oxidasa. b | Esquema del mapa de barriles de la S1. Los mas definidos,
grandes y estudiados son los que procesan la informacion proveniente de las vibrisas mistaciales, los del
subcampo postmedial (PMBSF). Encima y detras de ellos se encuentran los posteriores a los del PMBSF

(pPMBSF). Los del subcampo anterolateral (ALBDF) corresponden a la trompa.

preponderante. Estas nacen en el belfo y
estan representadas en el llamado Subcampo
de Barriles Postero Medial (PMBSF, por sus
Figura  2-b).
Especificamente en esta subregién de la S1,

siglas  en  Inglés;  ver
los barriles se encuentran organizados en
correspondencia precisa con el arreglo de
vibrisas observado en la cara del animal
(Woolsey & Van der Loos, 1970). Asi,
existen 5 filas con  4-7 barriles que
representan las vibrisas ubicadas de forma
paralela al puente de la nariz. Ademas, existe
un Subcampo de Barriles Antero Lateral
(ALBSF, por sus siglas en Inglés; ver Figura
2-b) y un subcampo de pequefios barriles,
que representan a las microvibrisas del
inferior,

hocico y la mandibula

respectivamente. Finalmente, los cojinetes
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de las plantas de los pies estin
representados  por unidades discretas
ubicadas en las subregiones

correspondientes, y el tronco por una gran
unidad ubicada hacia la zona medio lateral
de la S1 (ver Figura 2-b).

En general, los barriles tienen un centro rico
en neurodpilo. Esta drea se encuentra rodeada
por un halo denso de cuerpos neuronales.
Los barriles estdn constituidos por campos
axénicos y/o dendriticos, y por células
gliales y vasculares, relacionados de forma
intima y esencialmente confinados al barril.
Los procesos se originan en cuerpos
neuronales ubicados tanto en la capa IV de
la Si,
suprayacentes, contralaterales homoélogas y
subcorticales (Nackley, 2000).

Junio 201510
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Finalmente, es necesario mencionar que las

neuronas contenidas en los barriles
desarrollan plasticidad sindptica en funcién
del historial de experiencia o ausencia de
informacién tactil de la rata. Por ejemplo, si
el foliculo correspondiente a una de las
vibrisas mistaciales es removido en una rata
recién nacida, el barril que corresponde a
dicha vibrisa se atrofiard mientras que los
circundantes incrementaran su talla
(Nackley, 2000). Aunque la magnitud de
estas  respuestas de  reorganizacién
disminuye después del cuarto dia de vida en
la capa IV, en las ratas se mantiene durante

toda la vida en las capas II y III.

Modificaciones de los barriles en las
ratas ciegas

Tomando en cuenta que las cortezas
primarias somatosensorial (S1) y auditiva
(A1) se expanden en seres humanos ciegos
(Kujala, 1995;

Neville, 2002), no es de sorprender que lo

revisado en Bavelier &

Control Enucleado
M !' 16%
990y sshinp T
M N o0n
y g‘:'n.;'
F
Tmm Tmm

2mm 2mm
Criada en oscuridad Sin bigotes

12%

2mm

2mm

Figura tomada y modificada de Fetter, et al. (2013).

Figura 3 | Comparacion del tamafio de los barriles entre
ratas videntes y ciegas. Se muestran las reconstrucciones

60 dias 10 dias

60 dias

bidimensionales de camara lucida de los barriles del
PMBSF derivadas de los revelados por actividad de

citocromo oxidasa. En las ratas ciegas hubo un aumento del

16% a los 10 dias postnatales y 18% a los 60 dias al

compararlas con los controles. También aumenté el 12% en
las ratas ciegas a las que se les removieron los bigotes de
forma permanente al nacimiento. En cambio, en las ratas
control criadas en oscuridad no se observo diferencia.

mismo suceda en la S1 en ratas enucleadas
bilateralmente, especialmente si son cegadas
tempranamente (Volgyi, 1993). De acuerdo

a ello, en el laboratorio se ha mostrado
recientemente (Fetter, 2013) que los barriles
del PMBSF de la rata albina cegada al
nacimiento incrementan su area un 16-18%
en promedio (ver Figura 3; panel superior).
Aunque este aumento se asume relacionado
al crecimiento y multiplicacién de las
(Bronchti,
1992), prevalecen dos modelos diferentes

neuronas que los conforman

que intentan explicar como es que ocurren
los cambios descritos.
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Modelo de expansiéon por incremento de
actividad

Uno de los modelos que explica la forma en

la que ocurre la respuesta plastica
manifestada como un aumento en el tamario
de la S1 y la A1l en las ratas cegadas al
nacimiento propone que, al no existir la
entrada de informacion visual en el cerebro,
crecerfa el influjo de informacién de los
sentidos que quedaron intactos, lo que
acentuaria los niveles de procesamiento de
esta informacién en las respectivas cortezas.
Esto, a su vez, requerirfa de un crecimiento
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de los circuitos correspondientes para asf

proveer una mayor capacidad de
procesamiento de informacién. Finalmente,
de acuerdo con este modelo, a consecuencia
del incremento en el tamafio y los niveles de
procesamiento de la unidad durante un largo
periodo, el  metabolismo se  verfa
intensificado de manera crénica, fomentando
asi un aumento en la vascularizaciéon de la

region.

Apoyando a este modelo, existen datos que,
en efecto, evidencian diferencias en la
vasculatura entre ratas adultas control y
cegadas al nacimiento. Zheng y Purves
(1995),
enucleadas, la densidad vascular promedio

describieron que en las ratas

de los microvasos en la S1 como un todo fue
11% mayor que en los controles, entre los 70
y 84 dfas de vida (Zheng & Purves, 1995). Al
comparar los barriles individuales del
PMBSF, se encontré un aumento en la
densidad vascular promedio de cada uno de
los 36 barriles, con diferencias de porcentaje
que van desde el 7% hasta el 23% (Zheng &
1995).

significativa en los septos. El aumento en la

Purves, Esta diferencia no fue
densidad vascular también fue observado de
manera significativa en la A1l de las ratas
enucleadas, aunque en menor magnitud
(10% comparadas con los controles) (Zheng
& Purves, 1995).

Sin embargo, a pesar de que algunos creen
que ésta es evidencia suficiente para validar
la idea de un incremento en el ingreso de
informacién y por tanto de la intensificacién
en la actividad metabdlica como causa de la
expansiéon de la S1, también existen una
serie de datos que no pueden ser explicados
por este modelo o que incluso son
incoherentes con él.
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Entre ellos se encuentran los resultados
reportados en el mismo estudio de Zheng y
Purves (1995), quienes documentan un
decremento (14%) de la densidad de vasos
sangufneos en la V1 de las ratas adultas (10-
12 semanas) cegadas al nacimiento,
observacién que resulta paraddjica, pues en
seres humanos ciegos la V1 incrementa su
tasa metabodlica (De Volder, 1997; Wanet,
1988). Aunque las edades de las ratas y los
humanos de los estudios no son
equivalentes, igualmente las ratas ya
llegaron a su madurez sexual, y en los
estudios de humanos ciegos, todos muestran
un aumento metabdlico a pesar de que las
edades de los sujetos van desde los 21 hasta
los 58 afos. Ademads, se ha observado lo
mismo en macacos juveniles enucleados

(Wu, 2013).

Otro aspecto contradictorio del trabajo
referido (Zheng & Purves, 1995) es que, a lo
largo de la representacién corporal, muchos
de los barriles que tienen un mayor aumento
en la densidad vascular no son aquellos que
presentan una mayor expansion.
Finalmente, a pesar de que en los barriles
expandidos se observa un tendencia a
aumentar la densidad vascular en los
animales enucleados, en méas del 40% de los
barriles del PMBSF esta diferencia no fue

significativa (Zheng & Purves, 1995).

Dadas estas consideraciones, parece dificil
de conciliar que el incremento en la densidad
vascular observada en la S1 de las ratas
cegadas al nacimiento responda a cambios
en los niveles de actividad neuronal asociada
con el uso. Reforzando la postura en contra
del modelo de actividad se encuentran
estudios  llevados cabo en nuestro
laboratorio que muestran que el aumento en
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10 dias

60 dias

la densidad vascular no necesariamente
ocurre como consecuencia de un incremento
en los niveles de activaciéon neuronal (Uribe-
Querol, 2005) o bien por un aumento en la
actividad metabdlica oxidativa (Toscano-

Marquez, 2008).

De hecho, en el laboratorio se ha mostrado
que los niveles de actividad neuronal de la
S1, monitoreados a través de mediciones de
la actividad de citocromo oxidasa y la
incorporacién de 2-desoxi-D-glucosa
(Fetter, 2013) (ver Figura 4), entre ratas
control y enucleadas a los 10 o 60 dfas de
edad, es similar (Fetter, 2013). Tampoco
hubo correlacién entre la actividad y el
grado de expansién de los barriles (Fetter,
2013).

Adicionalmente, a pesar de que no se han

realizado estudios que comprueben el

aumento en el uso de los bigotes en las ratas
ciegas, sf se sabe que hasta el dfa postnatal
10 no existen movimientos voluntarios de
1964).
Debido a que el aumento en el tamano de los

y

enucleados ya estd presente antes del dfa 10

las vibrisas mistaciales (Welker,

barriles entre los animales control
(Fetter, 2013) (ver Figura 3), no se puede
hablar de una intensificacién en el uso de las
vibrisas como generador de un incremento
en la actividad metabdlica de la S1.
Finalmente, la remocién postnatal de las
vibrisas no previno la expansién de la S1 en
(Fetter, 2013), y

tampoco se observé expansién en aquellos

las ratas enucleadas
animales mantenidos en oscuridad desde el
nacimiento hasta la vida adulta (Fetter,
2013) (ver Figura 3; panel inferior), una prueba
mas de que los cambios no se deben a un

aumento en el uso de las vibrisas.

Figura 4 | Comparacion de los niveles de actividad neuronal en la S1 entre controles y
enucleados a diferentes edades. a |Cortes tangenciales representativos que muestran los barriles
(flechas) tefiidos con citocromo oxidasa. b | Autoradiogramas representativos de la *H2-deoxiglucosa
de la capa IV de la S1. Los andlisis densitométricos de ambos pardmetros revelan que la actividad es
similar entre controles y enucleados tanto en el dia postnatal 10 como en el 60.

Enucleado
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Figura tomada y modificada de Fetter, et al. (2013).

Maestria en Ciencias Bioguimicas-Tesis

[Junio 201513




En conjunto, todo esto sugiere que la
expansién de la S1 en las ratas cegadas al
nacimiento no es originada por un aumento
en el uso de esta modalidad sensorial, y que
el incremento de la densidad vascular
observado en los barriles de ratas adultas
enucleadas pudiera representar el costo
metabdlico asociado con el hecho de tener
barriles de mayor tamafo 'y no
necesariamente un factor coadyuvante del

proceso de expansién.

Modelo de expansion por adelanto en la
formacién

Debido a que el modelo de hiperactividad no
explica adecuadamente el incremento en el

drea de la S1 en las ratas enucleadas, en el
laboratorio se buscaron otros factores que
pudieran hacerlo. Considerando que una
forma en la que podria darse esta expansién
serfa a través un inicio temprano, un final
tardio, la aceleracién o la mayor duracién de
los sucesos que subyacen la ontogenia de
esta regién cerebral (McNamara, 1997;
Smith, 2003), se exploré la posibilidad de
que este proceso fuese el resultado de
variaciones en la temporalidad de la
formacién y desarrollo de los barriles.

En concordancia con esto, se encontré un
adelanto de 10 horas del proceso de

formacién de barriles en las ratas enucleadas

(Fetter, 2013) (ver Figura  5-a).

Figura 5 | Comparacion en el periodo de formacion de barriles en ratas control y enucleadas. a
|Cortes tangenciales de la capa IV de la S1. A las 82 horas postnatales, se ve que ya hay indicios de la
formacién de la zona de barriles de las ratas ciegas, mientras que a las mismas horas postnatales ain no son
distinguibles en las ratas control. La diferencia en el nimero de ratas en las que estas estructuras se
volvieron apreciables se hizo minima 10 horas después. b |Cortes coronales con los barriles tefiidos con Dil,
directamente desde el tAlamo, a las 168 horas postnatales (panel superior). Dibujos con cAmara lucida de los
axones en controles y enucleados (panel inferior). Los axones de los enucleados ocupan una mayor area
dentro de la capa IV de la S1 que los controles, confirmando que la tasa de crecimiento axonal es mayor.
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Figura tomada y modificada de Fetter, et al. (2013).

Maestria en Ciencias Bioguimicas-Tesis Junio 201514



Especificamente, se observé que a las 82
horas de vida postnatal el 68% de los
animales enucleados ya presentaba barriles,
mientras que sélo aparecieron en el 29% de
los controles. Asimismo, en las ratas
enucleadas hubo un aumento en el tamaro y
la complejidad de los axones talamicos que
inervan a los barriles hacia los siete dias de
edad (ver Figura 5-b), lo que indica una
aceleracion en su desarrollo. De esta forma,
la expansién de la S1 en las ratas enucleadas
resultado de un

es el proceso de

heterocronfa, quizd disparado por la
ausencia de senales producidas por los ojos,
en el que su formacién empieza en edades
méds tempranas y el crecimiento axonal
ocurre a una tasa mas alta que en las ratas

control (Fetter, 2013).

Sin embargo, atin queda la cuestién sobre
como se originé el aumento en la densidad
vascular observado en la S1 de ratas adultas
enucleadas. Es posible que éste siga al
proceso de crecimiento exacerbado de los
componentes neuronales en esta regién. De
hecho, se sabe que, al menos a nivel
periférico, el crecimiento axonal y el
vascular estdn conjugados (Mukouyama,
2002). Como no existfa un estudio en edades
tempranas de los componentes vasculares en
la S1 de las ratas ciegas que nos ayudara a
valorar esta posibilidad, decidimos evaluarlo

en el trabajo presente.
Justificacion

Si bien se sabe bastante sobre la plasticidad
neural que ocurre después de adquirida la
ceguera, no estd claro cudnto tiempo es
requerido para su desarrollo o qué otros
cambios corticales pueden ocurrir como
consecuencia. A través del estudio de la
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reorganizacién que ocurre en el cerebro de
sujetos privados visualmente, se pretende
descubrir posibles maneras en las que las
dreas corticales multi- y unisensoriales se
forman durante el desarrollo y la evolucién.
Ademas, consideramos que los resultados
obtenidos permitiran disefiar estrategias de
rehabilitacién para promover la
recuperaciéon de la funcién después de la
ausencia de alguna sensacién. Esto incluirfa
tavorecer la plasticidad restaurativa después
de que la entrada de sensaciones esta
comprometida y minimizar la interferencia
de sefales de otras modalidades.

En este contexto, serfa ventajoso saber dos
cosas: como se coordina la informacién de
los sentidos que han quedado intactos, y
cémo la informacién que sirve para mas de
un sentido afecta la distribucién de los
territorios que la procesan. Esto se pretende
hacer desde un enfoque de plasticidad
vascular. Siendo éste un elemento integral
de la corteza cerebral, sus modificaciones
también podrian llegar a afectar tanto los
procesos de reorganizacién neuronal, como
las interferencias ya observadas en
implantes retinianos o cocleares.

Hipotesis

Si la expansiéon de los barriles observada
durante la primera semana de vida depende
del aporte vascular, la densidad de los vasos
sanguineos deberd incrementarse durante la
misma ventana de tiempo.

Objetivo

Evaluar la respuesta plastica vascular de la
S1 en ratas enucleadas neonatas y juveniles,
para determinar el periodo de aparicién del
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Incremento antes observado en los vasos de
la S1 de las ratas adultas enucleadas.

Objetivos particulares:

1. Confirmar la plasticidad
vascular de los barriles de la S1
reportada en las ratas ciegas
adultas, estimando la densidad
vascular de ratas de 70-75 dias de
controles

vida, tanto como

enucleadas al nacimiento,
utilizando técnicas de perfusién
supravital de tinta y micro-

morfometria.

2. Explorar el estado de
proliferacién vascular de la S1
en las ratas ciegas adultas,
utilizando técnicas de
inmunofluorescencia contra BrdU

y lectina LEA para la vasculatura.

3. Determinar el periodo en el que
se producen las diferencias de
densidad vascular en la Si1,
estimando la densidad vascular de
crias de 7 y 20 dias edad, tanto

enucleadas al

controles como

nacimiento.

4. Evaluar la especificidad de los
cambios inducidos por la

enucleacion, usando como
control la densidad vascular del
globo pélido, regién que forma
parte de los ganglios basales, ya
que se ha visto previamente que
en estructuras de los ganglios
basales, como es el estriado, no
hay cambios (Zheng & Purves,

1995).
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Métodos

Obtencion de los animales
experimentales. Se usaron ratas Wistar,
machos y hembras, obtenidas del Instituto
de Fisiologfa Celular de la UNAM, y criadas
en condiciones estdndares controladas (a una
temperatura de 21-25°C, con ciclos de luz de
7 de la manana a 7 de la tarde, con libre
acceso a comida y agua) en las instalaciones
del Instituto de Investigaciones Biomédicas
Todos los

protocolos experimentales fueron aprobados

de la misma dependencia.

por el comité de derechos animales del
Instituto de Investigaciones Biomédicas.
Cada camada fue ajustada a diez crias, de las
cuales la mitad fue enucleada bilateralmente
entre las 6 y las 10 horas después del
nacimiento. Para esto se indujo anestesia
quirdrgica por enfriamiento, induciendo
hipotermia al meter a las crias directamente
en hielo por tres minutos. Los ojos se
removieron cortando con cuidado los
musculos extrinsecos y el tejido conectivo
que rodea a los globos oculares y cortando el

nervio 6ptico justo detras del disco dptico.

Inyecciéon de tinta china. Para poder
distinguir los vasos sanguineos del cerebro,
se inyect6 tinta china a las ratas de 7, 20 y
entre los 70 y los 75 dfas de edad. Los
animales
pentobarbital sédico (250 mg/kg). A las
ratas de 7 y 20 dias se les inyectaron

fueron anestesiados con

intracardiacamente 5 ml de una solucién de
tinta china (Pelikan, color azul y morada) sin
diluir. A las ratas de 10 semanas se les
inyectaron 20 ml de una solucién de tinta
china (Casa Serra, color negra) con gelatina
al 3%. La tinta de las ratas adultas tuvo que
ser concentrada previamente un 20% de la
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Figura 6 | Procesamiento de las imagenes tomadas en las crias con el programa ImageJ. a | Imagen
representativa del archivo con los cortes Opticos de la vascularizacion de los barriles de la S1 a 20x tomados
en las crias de 7 y 20 dias de edad. b | La imagen muestra el siguiente paso en el procesamiento de las
fotografias, en el que los cortes dpticos se apilaron para completar una misma imagen. En rojo se muestra el
umbral de aceptacion de los vasos sanguineos para quitar el fondo. ¢ | Imagen en blanco y negro (binaria)
que fue la que se cuantificd para obtener la densidad vascular del area de los barriles.

original por evaporacién y filtrada a través
de un poro de 40 um para un mayor
contraste. Después de ser hidratada en agua
destilada, la grenetina se mezcl6 en una
proporcién de 1:1 con la tinta de las ratas
adultas. Ambos tipos de perfusiéon se
realizaron a un flujo promedio de 3.3 ml por
minuto, con la rata colocada en posicién
supina sobre un cojin térmico para dilatar
los vasos lo mas posible; la tinta mezclada
con gelatina se inyecté a 37 °C. En los
animales adultos, la aorta descendente y el
esétfago fueron ligados para que la tinta
reemplazara la sangre de los vasos
Unicamente de la parte superior del cuerpo,
al introducirla tras el corte del atrio
derecho. En las crias se permiti6 que la tinta
recorriera todo el cuerpo. Posteriormente, se
removieron los cerebros y se mantuvieron
en paraformaldehido (PFA) al 4% durante
una hora a temperatura ambiente antes de
separar las cortezas y aplanarlas entre dos
portaobjetos cubiertos con tefléon a un
grosor de exactamente 2mm. Las cortezas
dentro del sistema de aplanado volvieron a

ser incubadas en PFA durante dos noches a
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4 °C, previo a su deshidratacién en una serie
de diferentes porcentajes de sacarosa: dos
noches a 20% y dos a 30%. Finalmente,
todos los tejidos se congelaron por medio de
inmersién en 2-metilbutano enfriado a -40
°C en hielo seco y se guardaron a -80 °C
hasta su uso. Debido a cuestiones técnicas,
no se pudieron estudiar la S1 y el globo
palido de una misma rata en todos los
animales.

Densidad
aplanadas, se cortaron series de rebanadas

vascular. De las cortezas
tangenciales de 50 um que fueron tefidas
con 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI). La
tincién se hizo por inmersién (1 minuto) en
el caso de los cerebros adultos. Para las
muestras de ratas mas j6évenes los cortes
fueron montados en portaobjetos (1.5

minutos). Se capturaron aleatoriamente
imagenes de los vasos sanguineos llenados
con tinta en la zona de barriles en varias
representaciones de la S1. De la misma
manera se examind la densidad vascular en
el globo palido. Las fotografias de tinta

negra y azul se tomaron en campo ClaI‘O,
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mientras que las de tinta morada se tomaron
con el filtro de fluorescencia de rojo lejano.
En los animales adultos se tomé una sola
imagen en el plano focal en el que la mayorfa
de los vasos se vefan bien definidos y en el
mismo software del microscopio se hizo una
adecuacién de la imagen a blanco y negro
debido a la
distribucién vertical de los vasos dentro de

(binario). Para las crfas,
los cortes tangenciales, se apilaron cortes
6pticos tomados cada 5 pm hasta completar
50 um totales (Figura 6-a). Estas imagenes se
procesaron en el programa Imagel: los stacks
se integraron en el eje z para reconstruir
una sola imagen (Figura 6-b), que fue la que
se analiz6, y se ajusté el umbral para que
quedara en blanco y negro (Figura 6-c).
Posteriormente, las imagenes, tanto de crias
como de adultos, fueron cuantificadas en
Imagel]. Se defini6 la densidad vascular de
cada fotomicrografia como el porcentaje de
area de la imagen que los perfiles vasculares
ocupaban en los barriles, de acuerdo a
Zheng y Purves (1995), sin hacer distincién
de capilares, vénulas o arteriolas. Se
promediaron las densidades obtenidas para
comparar la S1 como un todo. Como en los
adultos la mayorfa de los barriles
pertenecientes al PMBSF y a la pata trasera
tuvieron una pobre delimitacién con la
técnica de tincién de nicleos, no pudieron
ser incluidos y sélo se muestrearon las
representaciones de la mandibula inferior, la
pata delantera y sobre todo el ALBSF. Para
las crias los barriles estuvieron mejor
definidos, por lo que pudieron incluirse
todas las representaciones en el analisis (ver

Figura 7).

Inmunofluorescencia contra BrdU. Para
ver si el aumento en la densidad vascular de
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las ratas adultas enucleadas se lleva a cabo
en la adultez, se analiz6 la proliferacién
endotelial de la S1 en las ratas de esa edad.
Todas las ratas de 70-75 dias fueron

Figura 7 | Fotomicrografias de cortes tangenciales
tefiidos con DAPI que muestran una porcion de la S1.
a | Imagen a 4x de los barriles de la S1 en las ratas de 70-
75 dias postnatales; los barriles mejor definidos
pertenecen a la trompa y la mandibula inferior (ver
Figura 2-b), mientras que los del PMBSF, que se
encuentran cerca de la esquina inferior izquierda, estan
mas difusos. b | Imagen a 4x de los barriles de la S1 en
las ratas de 7 dias de edad; aqui se logran ver con
bastante definicion los barriles de diferentes
representaciones, incluidos los del PMBSF. Los
recuadros rojos indican las regiones de las que se muestra
aumento a continuacion: c | Imagenes al 20x de algunos
barriles del PMBSF en las crias de 7 dias (izquierda), y
los barriles nosteriores del ALBSF (derecha).

a--

c-.
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inyectadas con bromodeoxiuridina (BrdU,
15 mg/ml de NaOH 7 mM y NaCl 0.9%)
por cada 800 g del animal. Las muestras se
incubaron con HCl 1N durante 30 min. a
una temperatura de 37°C, previo al
tratamiento con Na.B,O- 0.1 M a pH 8.5 por
10 min. Después de la media hora a 65 °C
con el InmunoRetriever, los cortes se
incubaron una noche a 4 °C con el
anticuerpo primario contra BrdU levantado
en ratéon a una dilucién de 1:500 en PBT
0.3% con suero de caballo inactivado al 5%.
Al dia siguiente, se realiz6 la incubacién del
anticuerpo secundario contra ratén de Alexa
488 levantado en burro y diluido 1:500 en
PBT durante 2 horas. Finalmente, el tejido
tue incubado con el marcador vascular
isolectina B4 (45 mg/ml de CaCl, (0.1
mg/ml) y MgCl, (0.1 mg/ml)) acoplada a un
fluorescente rojo por hora y media y se
contratii6 con DAPI por un minuto. Por
cuestiones técnicas de labilidad del tejido, no
se pudo realizar la inmuno contra BrdU en
las ratas mas jévenes.

Anilisis estadistico. Para la S1 se
promediaron los valores densitométricos de
las imagenes de  las  diferentes
representaciones de barriles. Todos los
valores de densidad vascular se presentan
como el promedio * el error estandar de la
media (S.E.M.). Las diferencias en las
densidades vasculares entre controles y
enucleados se calcularon con la férmula
((enucleados-controles)/controles)*100.  Se
redujo el ruido de las muestras quitando los
valores atipicos de cada uno de los grupos.
Dado que todos los conjuntos de muestras
se distribufan de forma normal (de acuerdo
con la prueba de normalidad de Shapiro-

Wilk y la de Anderson-Darling), se aplicé la
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prueba T de Student para comparar las
medias de las densidades vasculares de
controles y enucleados en cada una de las
edades estudiadas. Para ver si existfa una
relacion lineal entre la densidad vascular de
la S1 y el globo palido se calcularon los
Coeficientes de Correlacién de Pearson, asi
como para la relaciéon de la densidad
vascular con el peso de los animales.

Resultados

El 4rea ocupada por vasos sanguineos en
la S1 y en el globo palido increment6 en
enucleadas  al

las ratas adultas

nacimiento

Con el objeto de corroborar los hallazgos
reportados por Zheng y Purves, medimos la
densidad vascular en ratas adultas. En
promedio, el 4rea ocupada por vasos
sanguineos en los barriles la S1 de las ratas
de 70-75 dfas de edad enucleadas al
nacimiento fue significativamente mayor
(24%) que la observada en las ratas control
(ver Figura 8; panel izquierdo). Algo similar
se observé en el globo pélido, regién
escogida como control para evaluar la
especificidad de los cambios, en el que las
ratas enucleadas mostraron una densidad
vascular 29% mayor a la mostrada por las

ratas control (ver Figura 8; panel derecho).

Dado que nuestros resultados sugieren que
si hay diferencias en la vascularizacién del
globo pélido, quisimos saber si éstos son
especificos de cada zona, por lo que
examinamos la relacién entre la densidad
vascular en ambas regiones, y no
encontramos una correlacién significativa

(r=0.19, p-value>0.05).
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Controles vs Enucleados a los 70-75 dias
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Figura 8| Densidad vascular de las ratas adultas. Graficas de dispersién de la densidad vascular de la
capa IV de la S1y del globo péalido, tanto en ratas control como en las enucleadas, a los 70-75 dias de
edad. Los asteriscos indican la densidad vascular de cada uno de los animales, mientras que el diamante
indica el promedio y las barras el S.E.M del grupo. El porcentaje de diferencia para cada region se
calculé con la formula ((enucleados-controles)/controles)*100, y se aplicé una prueba T de Student.

Para ver si a esta edad habfa proliferacién de

células endoteliales, se realizé una
inmunofluorescencia contra BrdU en los
mismos adultos para los que se analiz6 la
densidad vascular en la S1. Sin embargo, en
ninguno de los controles o de los enucleados
encontramos una sola célula marcada en esta

regién (ver Figura9).

Una vez confirmado el aumento en la
densidad
adultas

vascular en la S1 de las ratas
enucleadas al nacimiento, 'y
obtenidos los resultados preliminares que
indican que la proliferaciéon vascular, si
ocurre, es muy baja en esta zona del cerebro
en edades adultas, procedimos a analizar la

vasculatura en ratas de 7 dfas de edad
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postnatal, presumiendo que los cambios
vasculares observados en la S1 de las ratas
enucleadas ocurrirfan en edades mas
tempranas y en paralelo a la expansién de

los barriles.

El 4rea ocupada por vasos sanguineos en
la S1 y en el globo palido es similar entre
neonatas

las ratas control y las

enucleadas al nacimiento

En promedio, el drea ocupada por vasos
sanguineos tanto dentro de los barriles de la
S1 como en el globo pélido no fueron
significativamente diferentes entre las ratas
control y las enucleadas al nacimiento al ser
comparadas a los siete dias de edad (ver
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Control

Enucleado

=2

Controles positivos

S1 de ratas de 70-75 dias

Cerebro rata neonata

Hipocampo
Figura 9| Imnunofluorescencia contra BrdU en las ratas
adultas. a | Microfotografias representativas (y a la derecha

aumento de las regiones indicadas por lo recuadros rojos) que
muestran la falta de células proliferantes (BrdU, verde) en la
capa IV de la S1 de ratas de 70-75 dias tanto en los 6
controles como en los 7 enucleados estudiados. En rojo se
muestran la microvasculatura (isolectina B4). b | Controles
positivos de la inmunofluorescencia. Las primeras tres
microfotografias muestran las células proliferantes (BrdU,
verde) dentro del hipocampo de las ratas de 70-75 dias. La
cuarta microfotografia muestra las células proliferantes
dentro del cerebro de una rata de 7 dias. Las barras rojas de
todas las fotografias equivalen a 100 pum.

DAPI = azul; BrdU = verde, Isolectina B4 = rojo.
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Figura 10). Al igual que en los adultos,

no se encontr6 una correlacion

significativa (r=-0.07, p-value>0.05)
de ambos pardmetros.

Una evidenciado los

incrementos en la densidad vascular

vez que

observados en las ratas enucleadas no
de
expansién neonatal de la S1, como se

concurren con el periodo
plante6 en la hipdtesis, se analiz6é una
edad més tardfa, con el objeto de
estimar el momento en el que ocurren
estos cambios. Se eligieron los 20
dias postnatales debido a que a esta
edad los movimientos de las vibrisas
han madurado lo suficiente para
alcanzar la frecuencia y coordinacién
caracteristicas de las ratas adultas
(Welker, 19645 Landers & Phillip
Zeigler, 2006) (ver Figura 14); estudios
previos han mostrado que la actividad
motora se asocia con un incremento
de la vasculatura, al menos en el
cerebelo (Black, 1990; Isaacs, 1992).
Ademéds, se sabe que alrededor de los
20 dfas

angiogénesis decae en el cerebro de

postnatales el indice de

ratas normales (Rowan & Maxwel,
1981).

El
sanguineos en la S1 y en el globo

area ocupada por vasos

péilido incrementé6 en las ratas

juveniles enucleadas al nacimiento

En promedio, el area del barril
ocupada por vasos sanguineos en la S1
y en el globo pélido fue 21% y 24%
mayor, respectivamente, en las ratas
enucleadas al nacimiento que en las

control al ser comparadas a los 20 dias
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de edad (ver Figura 11). En este caso,
tampoco hubo una correlacién significativa
entre la densidad vascular de la S1 y el
globo palido (r=-0.4, p-value>0.05).

Con estos datos podemos asegurar que el
aumento vascular observado en los adultos
enucleados se inicia entre la primera y la
tercera semanas de vida postnatal.

La densidad vascular aumenta con el
tiempo tanto en la S1 como en el globo
palido

El érea de los barriles ocupada por vasos

sanguireos e ta Sty e et globo patdo
incrementa con la edad tanto en los animales
control como en aquellos enucleados al
nacimiento (ver Figuras 12 y 13). A los 7 dfas
de edad se ven vasos gruesos, pero cortos y
muy dispersos, mientras que dos semanas
después, aunque los vasos son de menor
calibre, ya se observa el establecimiento de
la  complejidad de la red wvascular.
Finalmente, en los adultos hay un aumento
en el grosor de los vasos de ese lecho ya

establecido (ver Figura 12).

Figura 10| Densidad vascular de las ratas neonatas. Graficas de dispersion de la densidad vascular de
la capa IV de la S1y del globo palido, tanto en ratas control como en las enucleadas, a los 7 dias de
edad. Los asteriscos indican la densidad vascular de cada uno de los animales, mientras que el diamante
indica el promedio y las barras el S.E.M del grupo. El porcentaje de diferencia para cada region se
calcul6 con la formula ((enucleados-controles)/controles)*100, y se aplicd una prueba T de Student.
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Controles vs Enucleados a los 20 dias
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Figura 11] Densidad vascular de las ratas juveniles. Gréficas de dispersion de la densidad vascular
de la capa IV de la S1 y del globo palido, tanto en ratas control como en las enucleadas, a los 20 dias de
edad. Los asteriscos indican la densidad vascular de cada uno de los animales, mientras que el diamante

indica el promedio y las barras el S.E.M del grupo. El porcentaje de diferencia para cada region se
calculé con la formula ((enucleados-controles)/controles)*100, y se aplicé una prueba T de Student.

La densidad vascular es mayor en el globo
palido que en la S1 en edades tempranas, y
se invierte en los animales adultos (ver
Figura 13),
diferencias en la velocidad de maduracién

quizds en respuesta a las
entre estas estructuras; el globo palido
alcanza la madurez antes que la S1 (Micheva
1995; 20083;
Greenamyre, 1987; Oo, 2005).

&  Beaulieu, Lucznska,

Es interesante que la diferencia entre las
pendientes de las curvas de crecimiento de
las ratas control y las enucleadas fue mayor
entre los 7 y los 20 dfas de vida que entre los
20 y los 70-75 dfas para ambas estructuras
(S1: 7-20=0.4 vs 20-70=0.2; Globo palido: 7-

Maestria en Ciencias Bioguimicas-Tesis

20=0.5 vs 20-70=0.3). Esto indica que la
diferencia entre los grupos con relacién a
este parametro se instaura entre los 7 y los
20 dias. Una vez establecida esta diferencia,
mas que aumentar con la edad, el lecho
vascular pareciera expandirse de manera
escalar en ambas estructuras junto con el
crecimiento de la S1, como se puede ver en
la Figura 13.

Finalmente, algo curioso es que mientras en
la corteza somatosensorial la dispersién de
los datos es menor en los enucleados que en
los controles, en el globo palido es lo
contrario (ver Figuras 8,10, 11y 13).
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Figura 12| Composicion angiogénica de la S1'y el globo pélido de las ratas enucleadas en comparacion con la de los controles.
Microfotografias representativas de los cortes tangenciales de 50 um de grosor que muestran la disposicion vascular de la capa IV de la S1
(arriba) y del globo pélido (abajo) en ratas neonatas, juveniles y adultas, tanto en controles como en enucleadas. Se muestran las imagenes

originales del microscopio (abajo) y las imagenes en las que se realiz6 la medicion del porcentaje ocupado por los vasos (arriba). Las
microfotografias de las crias fueron tomadas con epifluorescencia en ro;o lejano y las de las adultas en campo claro La barra equivale a 100
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Porcentaje de area ocupada por los vasos (400 u‘)

20

15

10

Desarrollo del area vascular de S1 vs Globo Palido

directamente con el nivel de

actividad metabdlica y

S1 de Controles
—*— S1 de Enucleados
—*— Globo Palido de Controles
—e— (Globo Palido de Enucleados

neuronal (e.g. Riddle, et al.
(1993); aunque ver Uribe-
Querol, (2005) para
evidencia que contraviene esta

et al.

presuncién), el incremento del
area ocupada por vasos en los

barriles de la S1 en los
animales enucleados al
nacimiento apoyarfa la

hipétesis que sugiere que los

incrementos en la actividad
E neuronal evocada conducen a
la expansién de la S1 (Zheng
& Purves, 1995).

Rivalizando con esta postura

se encuentra un estudio

llevado a cabo recientemente

en nuestro laboratorio (Fetter,

| | | | |
10 20 30 40 50

Edades

|
60

Figura 13| Evolucién de la densidad vascular en la S1 comparada
con la del globo palido en controles y enucleados. Curvas de aumento
del area ocupada por los vasos de los controles y los enucleados en la S1
(rosa y azul, respectivamente) y el globo palido (rojo y azul marino,
respectivamente) a los 7, 20 y 70-75 dias postnatales. EI S.E.M. de los
datos no se indica ya que aparece en las figuras anteriores.

' 2013), en el que se mostré que

70 la neuronal

actividad
provocada que se asocia con el
uso de la via somatosensorial
juega un papel menor en el
proceso de expansién de la S1.
En plena consonancia con esta
visién, en el presente trabajo

mostramos que el incremento

Discusion

La enucleacién neonatal en los roedores
conduce a una expansién de la S1, la cual ha
sido atribuida al aumento en la actividad
neuronal sensorial a lo largo de la via
somestésica. Se asume también que el
incremento en el uso de esta via conlleva al
incremento en la densidad vascular de los
barriles (Zheng & Purves, 1995). Dado que

se cree que la densidad vascular se relaciona
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en la densidad vascular en la
S1 ocurre posterior al séptimo dfa de vida
(ver Figuras 10 y 11), y por tanto, posterior a
la expansién de la S1 (Fetter, 2013) en las
ratas enucleadas al nacimiento. De esta
manera, es claro que los cambios en la
densidad vascular no reflejan incrementos
en los niveles de activacién neuronal en las
ratas enucleadas. Mds alGn si se toma en
cuenta que los cambios se dan dentro del
periodo de desarrollo normal del sistema
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vascular del cerebro (Robertson, 1985) y no vibrisas y la exploracién més activa del

como  consecuencia de un incremento medio ambiente por parte de la cria,
créonico en el metabolismo en edades situaciones, entre otras, que ocurren a partir
posteriores. del dfa doce de vida postnatal en la ratas

(Welker, 1964; Aldridge, 2004; Landers,

Pensamos que existen tres posibilidades, la 2006). Para explicar de forma mis clara la

rimera no mutuamente excluyente con las . . . .
p y coincidencia de diferentes actividades o

otras dos ue odrian explicar el - (1s e
o4 P b eventos del desarrollo, se realizé un anélisis

incremento de la densidad vascular en los de la informacién obtenida de los articulos
de Welker (1964) y de Landers y Philip

Zeigler (2006), el cual se resume en la Figura

barriles de la S1 en las ratas enucleadas. La
primera es que sean el resultado de la puesta

en marcha del movimiento voluntario de las :
14. La segunda es que respondan a cambios

Figura 14| Calendario comparativo del desarrollo de las habilidades y canales de comunicacién con el entorno
en la rata. En negro se muestra el grado de desarrollo de cada habilidad dependiente de la edad postnatal de la rata.
En el eje vertical se grafica el porcentaje de crias que cumplian con la caracteristica sefialada, excepto en el caso de
las amplitudes de retraccion y protraccién, que se midieron en grados, y la frecuencia de movimiento de vibrisas, que
se midi6 en Hz. En promedio, entre los 8 y 10 dias de edad empiezan las respuestas exploratorias activas, y entre
éstos y los 16 dias postnatales surge el bigoteo voluntario, con movimientos pequefios y no coordinados que van
mejorando con el tiempo hasta llegar a la amplitud maxima, momento en el que se da la aparicion inicial de los
mapas de movimiento para la estimulacion del area motora cortical de las vibrisas. Es hasta el dia 18 en el que en
promedio el nimero de movimiento de las vibrisas por segundo se encuentra dentro del rango normal de las ratas
adultas (6-9 Hz). Entre los 12 y los 14 dias se abren los canales sensoriales. Amp. = amplitud, Mov. = movimiento.

Amp. retraccién de vibrisas

Amp. protracccion de vibrisas

% de max. amp. de vibrisas

Respuesta exploratoria activa

Mov. voluntario de vibrisas

Apertura de ojos

Apertura de oidos

Mapas de mov. de corteza motora

Frecuencia de mov. de vibrisas

LI | T

2 4 6 8 1012 14 16 18 20
Dia postnatal

La figura es el resultado de un analisis basado en los datos obtenidos por Welker (1964) y por Landers y Phillip Zeigler (2006).
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en la organizacién espacio temporal de la
actividad neuronal, sin que estos cambios
impliquen un aumento en los niveles de
activaciéon neuronal (ver Uribe-Querol, et al.
(2005)). Y, finalmente, los resultados aqui
obtenidos, aunque descartan la existencia de
un crecimiento paralelo de los componentes
vasculares con los neuronales, no desechan
la posibilidad de que el incremento en la
densidad vascular de la ratas enucleadas se
dé también por un proceso de heterocronfa,
independiente de la actividad metabdlica.
Dado que no hay mucha diferencia en el
incremento vascular entre los 20 y 70-75
dfas y que a los 20 dfas ya se encontré la
diferencia, es poco probable que se trate de
un retraso en la formacién del lecho
vascular, pero todavia puede haber un
adelanto o una aceleracién. En el futuro,
tendremos que evaluar estas posibilidades.

Una observacién interesante realizada en
nuestro estudio se relaciona con el hecho de
que la diferencia porcentual de los
promedios del drea por barril ocupada por
vasos sanguineos con relacién a las ratas
control fue menor en los animales adultos
enucleados evaluados por Zheng y Purves
(1995) al ser comparados con los nuestros.

dicha

atribuirse a que los valores que obtuvimos

Aunque discrepancia  pudiera
para este parametro en los animales control
fueron menores que los reportados por
(1995) (16.9%=*1 Vs

respectivamente),

Zheng y Purves
19.8%70.9,
podria resultar de diferencias en el manejo

también

en el bioterio de las ratas empleadas en
ambos estudios. En apoyo a esta posibilidad,
se han mostrado diferencias en el nimero de
anastomosis vasculares cerebrales, asociadas
con diferencias en los procedimientos de
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cuidado de los animales en diferentes
bioterios (Oliff, 1997). Otra posibilidad que
pudiese explicar las discrepancias entre
estudios es que nuestras mediciones para las
ratas adultas se realizaron
predominantemente  en  los  barriles
pertenecientes al ALBSF, mientras que las
de Zheng y Purves incluyeron los barriles
del PMBSF en mayor proporcién. Dado que
tienen

las  multiples representaciones

diferentes magnitudes de expansiéon y
aumento vascular en los enucleados (Zheng
& Purves, 1995), es posible que la inclusién
de barriles de diferentes subcampos en el
andlisis conduzca a promedios de la densidad
vascular que sean inconsistentes entre los
estudios. No obstante, el hecho de que
ambos trabajos muestren un aumento en la
densidad vascular en las ratas adultas
enucleadas al nacimiento apoya dos cosas:
que la plasticidad vascular es un proceso
robusto y que forma parte de la plasticidad
intermodal en los individuos ciegos. No
encontramos una correlaciéon significativa
(cor=-0.4,
corporal y la vasculatura en los animales

p-value>0.1) entre el peso
adultos estudiados que pudiera proveer

indicios  sobre alguna otra  posible

explicacion.

Otro hallazgo contrastante entre el estudio
de Zheng y Purves y el nuestro tiene que
ver con la especificidad de la respuesta
plastica vascular. Si bien ellos sugieren que
ésta se limita a las cortezas sensoriales, en
nuestro trabajo mostramos que el globo
palido también desarrolla cambios plésticos
vasculares. Si esta respuesta es mas
generalizada, no lo sabemos. Esta
discrepancia seguramente se debe a la

eleccion de la zona control. Mientras que
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Zheng y Purves analizaron el estriado,
nosotros nos enfocamos, por cuestiones
técnicas, en el globo pélido, una estructura
en la que se proyectan los axones de las
neuronas del estriado, por lo que en teoria
tampoco deberfa haber presentado cambios.
Sin embargo, parece que las diferentes
nimero de

aferencias, eferencias,

estriosomas, densidades de inervacién
cortical y conectividades que poseen son
suficientes para que la enucleacién tenga un
efecto diferencial en la vascularizacién de
ambas regiones. Esto nos indica que la
eleccién del 4rea de medicién, de hecho, se
torna critica al momento de tratar de
establecer comparaciones entre los estudios.
Harfa falta que nosotros revisaramos la

misma regién para verificar los datos.

Sin embargo, queda claro que la respuesta
plastica vascular en las ratas enucleadas no
se restringe a la S1 y que quizas
compromete estructuras relacionadas con el
movimiento, al menos, de las vibrisas
(Aldridge, 2004). En

posibilidad, estudios previos han mostrado

apoyo a esta

que el desempefio motor incrementa la
vasculatura en el cerebelo (Black, 1990;
I[saacs, 1992), que el globo palido participa
en la localizacién de estimulos originados en
(Sharp & Evans, 1982
Schneider, 1982), que la remocién de las

las  vibrisas

vibrisas conduce a respuestas plasticas en el
estriado (Huston, 1986; Huston, 1988) y que
estas zonas participan en la planeacién,
modulacién y ejecucién del movimiento
voluntario de las vibrisas en ratas control y
enucleadas (Alloway, 1999; Aldridge, 2004
Martin, 1967), conducta que se ve alterada
con la condicién de ceguera (Welker, 1964
Toscano-Marquez, 2008), por lo que no
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serfa tan sorprendente encontrar cambios en
la vascularizacién de los ganglios basales.

A este respecto, el lector podria pensar que
los cambios reportados en la densidad
vascular en nuestro trabajo pudieran ser
inespecificos. Sin embargo, podrfan estar
reflejando un proceso de cambio diferencial
especifico para cada regién, ya que cada una
de estas modificaciones esta ligada a la
condicién de ceguera del animal y ocurre en
diferentes magnitudes.

Sobre el crecimiento vascular en general,
podemos decir que el hecho de que la
vascularizacién vaya en aumento con la edad
tanto en la S1 como en el globo pélido en
ambos grupos de animales es un hallazgo
esperado pues se sabe que as{ es como ocurre
en el cerebro (Ogunshola, 2000). De esta
forma, aunque el proceso de angiogénesis
estd muy activo en la corteza cerebral
durante las dos primeras semanas de vida
postnatal (Rowan & Maxwell, 1981), la
expansion rapida de esta regién explica la
baja densidad vascular observada en el
cerebro de las crias lactantes (Wang, 1992),
a pesar del evidente aumento en la
complejidad durante este periodo. Una vez
finalizado el proceso de expansién répida de
la corteza cerebral, la angiogénesis cortical
incrementa progresivamente la densidad del
lecho hasta la edad adulta, como se sabe que

sucede (Rowan & Maxwell, 1981).

Finalmente, el trabajo presente abre paso
para la bisqueda de la forma en la que los
componentes vasculares puedan ser usados
en el tratamiento de rehabilitacién para la
recuperacién de algin sentido.
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Conclusiones

En este trabajo confirmamos que existe un
densidad
vascular en la S1 de las ratas adultas

aumento significativo de la
enucleadas al nacimiento, lo que concuerda
con los datos obtenidos por Zheng y Purves
(1995). Sin embargo, a diferencia del trabajo
mencionado, encontramos que los cambios
vasculares no se restringen a la S1 sino que
alcanzan componentes motores del sistema
nervioso central.

Por otro lado, no pudimos documentar
diferencias en la densidad vascular entre los
grupos de ratas control y enucleadas al
nacimiento a los 7 dias de edad, aunque sf a
los 20 dfas de vida, por lo que concluimos
que los cambios en la vascularizacién no

ocurren en paralelo con la expansién de la
S1.

En base a esto, pensamos que nuestros datos
apoyan la nocién de que la expansién de S1
en la ratas enucleadas no es dependiente del
incremento en el uso de la via
somatosensorial.

Perspectivas

Consideramos que en el futuro se deberdn
hacer las mediciones de las densidades
vasculares dentro de la S1 de ratas control y
enucleadas de 12 dias de edad en busca de
una relacién entre estos cambios y el
momento de inicio de los movimientos de las
vibrisas y la actividad exploratoria y los
momentos de inicio y término de la
generaciéon del cambio. Ademas, se deberd
extender el andlisis a otras regiones del
cerebro, tal como el cuerpo calloso o la
fimbria del hipocampo, en busca de alguna
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regién cuyos niveles de vascularizacién no
se vean afectados por la enucleacién, o
mostrar que, si los hay, las magnitudes de
cambio son especificas para cada zona.

También seria necesaria la validacién de los

resultados obtenidos con una técnica
diferente al llenado de vasos, como pudiera
ser la tincién con fostatasa alcalina, para
eliminar cualquier artefacto consecuencia de
la técnica de deteccién utilizada en este

trabajo.

Dado que el aumento en la densidad
vascular no es la tnica forma de otorgar un
aporte, deberfan analizarse el flujo
sanguineo y la permeabilidad de los vasos en
diferencias en

busca de controles 'y

enucleados.

De ser posible, serfa interesante repetir las
mediciones de los vasos sanguineos aqui
realizados en animales no enucleados pero sf
mantenidos en oscuridad, o de animales
enucleados pero sin bigotes, en espera de
aclarar el evento que desencadena los
observados tras la

cambios vasculares

remocién de los globos oculares.

Por otra parte, serfa importante establecer el
periodo de proliferacion de las células
endoteliales en esta regiéon como parte de la
dilucidacién del mecanismo detras del
aumento en la densidad vascular en los
adultos enucleados.

Otro de los analisis que debera realizarse,
dependiendo de los resultados que se
obtengan en las densidades vasculares de
edades mas avanzadas, seria la medicién de
los potenciales de accién, por medio de
técnicas de electrofisiologifa, para corroborar
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los patrones de distribucién temporal de los
disparos neuronales.

Por altimo, el decremento observado en la
densidad vascular de la V1 hasta ahora no
puede ser explicado ni por el modelo del
incremento en la actividad, ni por el de la
heterocronia o el de la apertura de los
canales sensoriales, por lo que representa
informacién muy interesante en la que se
podria trabajar en un futuro.
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