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Abreviaturas

S|

Al

VI
PMBSF
VB
MGv
dLGN
ATCs
[Cca?*]i
de

dp

corteza somatosensorial primaria

corteza auditiva primaria

corteza visual primaria

subcampo posteromedial de barriles

nucleo taldmico ventro-basal

nucleo taldmico auditivo geniculado ventro-medial
nucleo taldmico visual geniculado dorso-lateral
aferentes tdlamo-corticales

concentracion de calcio intracelular

dia embrionario

dia postnatal



Resumen

En los mamiferos, la pérdida de la retina en estadios de desarrollo prenatales y postnatales conduce a
la reorganizacion morfo-funcional del encéfalo. En roedores, se ha observado que la ceguera postnatal
promueve, entre otros cambios, la expansion de la corteza somatosensorial primaria (Sl),
particularmente del subcampo posteromedial de barriles (PMBSF). Se ha postulado que esta expansion
resulta del incremento de la actividad neuronal provocada por la experiencia somestésica durante el
desarrollo postnatal. Sin embargo, estudios recientes sugieren que la expansién de S| pudiese ser la
consecuencia de procesos de reorganizacidon neural relacionados a la temporalidad del desarrollo
cortical, acelerando la tasa de crecimiento y la ramificacién de las aferentes talamo-corticales (ATCs)
gue se proyectan desde el nucleo ventro-basal taldamico (VB), independientemente de la actividad
provocada por la estimulacion sensorial somestésica. Al respecto, se sabe que la velocidad de
crecimiento y ramificacion de las ATCs es regulada por la frecuencia y amplitud de las transitorias de la
Ca?* intracelular que ocurren de forma intrinseca en las neuronas. Es probable, por tanto, que
modificaciones en la frecuencia y en la amplitud de las transitorias de las Ca%* intracelular enel VB, que
pudiesen subyacer al crecimiento exacerbado de las ATCs, expliquen la expansion del PMBSF observada
en las ratas cegadas al nacimiento. En este trabajo se evalud esta hipdtesis mediante técnicas de
imagenologia de calcio para analizar la dindmica de las transitorias de Ca?* intracelular en células del
VB, en rebanadas talamo-corticales somatosensoriales obtenidas de crias control (C) y enucleadas (E) a
distintas edades postnatales. Nuestros resultados muestran que la amplitud de las transitorias de Ca?*
intracelular aumenta mientras que su frecuencia disminuye en las células del VB de ratas enucleadas,
ademas, que en las células del VB de ratas enucleadas hay cambios en los pardametros —frecuencia, la
amplitud y el tiempo de decaimiento (74)— de la dindmica de la actividad de Ca?* intracelular. También
se observo el decremento en el nimero de células en el VB de ratas enucleadas a través de los dias
analizados. En conclusion, el aumento en la amplitud y la disminucién de la frecuencia de las transitorias
de Ca?*intracelular en las células del VB sugieren que los cambios en la actividad intrinseca neuronal
promueven el sobre-crecimiento de las ATCs, induciendo asi, la expansién de la PMBSF en ratas
cegadas. Ademas, que los cambios observados en la frecuencia, la amplitud y la 74, sugieren la madurez

prematura de las células del VB en ratas enucleadas.



Abstract

In mammals, retina loss at prenatal and postnatal developmental stages leads to morphological and
functional brain reorganization. In the cerebral cortex of rodents, loss of sight —for example by
enucleation in early stages of development— leads to the enlargement of the cortical body
representation in the primary somatosensory system (Sl), particularly the posteromedial barrel subfield
(PMBSF). It has been postulated that the enlargement of this area results from increments of neuronal
activity derived from somatosensory experience during postnatal development. Nevertheless, recent
investigations suggest that -—regardless of the peripherical somatosensory stimulation— the SI
expansion could be the consequence of a neuronal reorganization processes related to the temporal
cortex development that accelerates the axonal growth rate and the branching of the somatosensory
thalamocortical afferents (TCA’s) projected from the ventrobasal thalamic nucleus (VB). In this regard,
it is known that the axonal growth rate and branching of the TCA’s are regulated by the frequency and
amplitude of the intracellular calcium transients in VB that occur intrinsically in neurons during brain
development. Therefore, it is probable that modifications in the frequency and amplitude of calcium
transients in VB that might be underlying the exacerbate growth of TCA’s explain the enlargement of
PMBSF in enucleated early born rats. In this work, we evaluated this hypothesis employing calcium
imaging technics to analyze the intracellular calcium dynamics of VB cells in somatosensory
thalamocortical brain slices, obtained from control (C) and postnatal enucleated (E) rat pumps in
postnatal stages. Our results showed that the amplitude increased while the frequency of calcium
transients decreased in the VB cells of enucleated rats compared to control animals during postnatal
stages; also, we found changes in the calcium transient parameters associated with cellular maturity
such as frequency, amplitude and time decay (74). Additionally, in postnatal enucleated rats the number
of cells in the VB decreased. In conclusion, the increase of amplitude and decrease of frequency of Ca?*
transients reported in the VB cells, suggests that changes in intrinsically neuronal activity promote the
overgrowth of TCA’s, leading to enlargement of PMBSF in postnatal enucleated rats. In addition, the
observed changes in frequency, amplitude and 74, suggest the premature maturation of VB in

enucleated rats.



Introduccion

En los mamiferos, el dafio o la pérdida de la retina durante estadios prenatales o postnatales del
desarrollo induce a la reorganizacién morfo-funcional del cerebro (Bronchiti et al., 1992; Rauschecker
et al., 1992; Bavelier y Neville, 2002; Piché et al., 2007; Karlen y Krubitzer, 2008; Fetter-Pruneda et al.,
2013). En la corteza cerebral, esta reorganizacion se observa, en parte, en la expansién de la corteza
somatosensorial primaria (Sl). En la rata, esta representaciéon esta formada por moddulos cito-
arquitectdnicos denominados barriles. De éstos, los de mayor tamafio representan a las vibrisas
mistaciales que emergen de la piel del belfo de la rata; a esta representacién se le conoce como el

subcampo de barriles posteromedial (PMBSF, por sus siglas en inglés) (Woolsey y Van der Loos, 1970).

Estudios previos han mostrado que los barriles del PMBSF se expanden como consecuencia de la
enucleacién (Bronchiti et al., 1992; Rauschecker et al., 1992; Zheng y Purves, 1995). Aunque los
mecanismos que subyacen a este proceso no son claros (Kupers et al., 2011; Fetter-Pruneda et al.,
2013), se ha postulado que el proceso de expansion de la Sl y por ende del campo de barriles, se debe
a procesos de plasticidad neuronal promovidos por el incremento en la actividad neuronal generada a
lo largo de la via somatosensorial, durante el desarrollo postnatal en los individuos ciegos (Rauschecker
et al.,, 1992; Zheng y Purves, 1995). Sin embargo, estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio
contravienen esta idea, mostrando que el crecimiento de las proyecciones axonales talamo-corticales
originadas en la neuronas del nucleo ventro-basal talamico (VB), ocurre de manera independiente de
la actividad provocada por la estimulacion sensorial somestésica (Fetter-Pruneda et al., 2013). Con base
en el contexto anterior, una hipotesis alternativa es que debido a que la actividad intrinseca de calcio
al estar relacionadas a la modulacidn del crecimiento axonal (Shatz y Stryker, 1988; Shatz 1990; Kater y
Mills, 1991; Wong 1993; Spitzer 2006; Ackman et al., 2012; Mire et al., 2012; Leighton y Lohmann,
2016), y que la formacién de los barriles depende del arribo a la SI de las ATCs (Li y Crair, 2011), las
modificaciones en esta actividad podrian alterar la tasa de crecimiento de las ATCs que se proyectan
desde el nucleo VB. Asi, en este proyecto evaluamos principalmente si existen cambios en la amplitud
y la frecuencia de las transitorias de Ca?* intracelular en las neuronas del VB, origen de las ATCs, en

respuesta a la enucleacién postnatal en la rata.



Antecedentes

El sistema somatosensorial primario

En los mamiferos, el cerebro tiene una organizacion anatémica y funcional regionalizada. En particular,
las areas de la corteza estan organizadas en mapas sensoriales que en su interconectividad con el
talamo, integran y transmiten los estimulos sensoriales periféricos especificos asociados a cada
modalidad sensorial como la auditiva, la visual o la somatosensorial (Li y Crair, 2011), generando una
representacién topografica interna del mundo sensorial externo (Buonomano y Merzenich, 1998). En
los roedores, el area sensorial cortical con mayor representacién (41- 44% del total de la superficie
cortical del cerebro) (Seelke, Dooley y Krubitzer, 2012) es la corteza somatosensorial primaria (Inany

Crair, 2007).

La corteza somatosensorial primaria esta formada por unidades citoarquitectdénicas denominadas
barriles, los cuales estan segregadas en sub-representaciones organizadas somato-topicamente en
funcién de los distintos segmentos corporales (Figura 1-A) (Woolsey y Van der Loos, 1970). De las sub-
representaciones mencionadas anteriormente, la de mayor tamafio es la del subcampo posteromedial
de barriles (Figura 1-A), cuya correspondencia sensorial son las vibrisas mistaciales ubicadas en el

cojinete facial de la rata (Chapin y Lin, 1984; Rice 1995; Waters et al., 1995) (Figura 1-B y 1-C).

Los barriles estan conformados a nivel intracortical por neuronas espinosas estelares (glutamatérgicas)
y neuronas GABAérgicas (tipo parvalbumina +) (Libke et al., 2000; Liibke y Feldmeyer, 2007; Koelbl et
al., 2013; Emmenegger et al, 2018), ademads de astrocitos (3-5%) asociados a las paredes de los barriles
(Giaume et al., 2009), y de vasos sanguineos (~10-15%) (Riddle et al., 1993). A nivel intercortical hay
un componente de aferentes provenientes del hemisferio contralateral (Olavarria et al., 1984), y a nivel
subcortical, de las ramificaciones axdnicas derivadas de las aferentes talamo-corticales (ATCs)

provenientes del nucleo ventro-basal del tdlamo (Killackaey et al., 1995) (Figura 1-D).
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Figura 1. Microfotografias y esquema de la SI. A. Microfotografia cortical del campo de barriles (PMBSF-area de barriles
asociada a las vibrisas mistaciales), escala 1mm. B. Microfotografia de las vibrisas mistaciales en el cojinete facial de la rata.
C. Microfotografia de la representacién de las vibrisas mistaciales en SI. D. Esquema de la via neuroanatémica y de
transmision de la informacién somatosensorial desde las vibrisas a PMBSF, y estructura general de la corteza (capas
corticales de I-VI) con elementos principales que componen al campo de barriles a nivel de la capa IV en SI. TC: tallo cerebral;
VB: nucleo ventro-basal taldmico; SI: corteza somatosensorial primaria; PMBSF: subcampo posteromedial de barriles; ATCs:
aferentes talamo-corticales. A, microfotografia toma de y modificada de Waters et al., 1995. B y C. Imagenes tomadas de
Woosley y Van der Loos, 1970.

Especificacion y desarrollo de la SI

En la rata, el mapa corporal de la Sl se forma durante los primeros cuatro dias de vida postnatal. Eventos
como la remodelacion de los arboles dendriticos de las neuronas espinosas estelares en la capa IV,
aunado ala entraday crecimiento de las ATCs desde el nicleo VB, dan paso a la formacién de los barriles
en la Sl (Schlaggar y O'Leary, 1994; Rice 1995; Catalano et al., 1996; Li y Crair, 2011; Lépez-Bendito y

Molndr, 2003; Erzurumlu y Gaspar, 2012). En particular, las ATCs alcanzan el borde interno de la placa



cortical y crecen hacia la Sl en la medida que las capas corticales que la constituyen se forman y
diferencian a partir de la placa cortical (Catalano et al., 1996). Sin embargo, el crecimiento de las ATCs
hacia la SI, no se inicia al nacimiento ya que éstas comienzan a proyectarse desde las neuronas del
nucleo VB al dia embrionario 16 (del6). En este estadio, las ATCs atraviesan la capsula interna y se
establecen en la zona intermedia del telencéfalo (Schlaggar y O'Leary, 1994; Killackaey et al., 1995;
Catalano et al., 1996). Posteriormente, entre los dias del7 y del8, las ATCs alcanzan la placa cortical,
primordio de la corteza cerebral, e invaden la zona que dara origen a la capa Vla. Hacia el del9 y el
de20, las ATCs contintan su crecimiento radial atravesando la capa Vlb con periodos intermitentes de
estasis durante su proyeccion, periodos durante los cuales algunos axones permanecen en la zona de
interfaz entre la region basal de la placa cortical y la zona de diferenciacién de las capas corticales

(Catalano et al., 1996).

Por otra parte, alrededor del de20, la SI ha iniciado su proceso de formacidén y especificacion
neuroanatémica (Schlaggar y O'Leary, 1994). En este sentido, al de21, ya se observan los inicios de la
segregacion de las sub-representaciones de la cara, los extremidades y el tronco (Schlaggar y O'Leary,
1994; Catalano et al., 1996). Entre el de21 y el primer dia postnatal (dp0), se pueden observar las sub-
representaciones de los segmentos corporales claramente delineados en las capas profundas VIy V de
la SI (Schlaggar y O'Leary, 1994; Killackaey et al., 1995; Rice 1995). Asi, a partir de estos estadios de
desarrollo, las neuronas que ocupardn las capas superiores corticales (capas corticales IV a ll) ya se
pueden apreciar a nivel de la placa cortical, cuya diferenciacion esta interrelacionada con la modulacion
de la insercidon y ramificacién de las ATCs de manera progresiva a través de las capas corticales,

particularmente en la capa IV (Rice 1995; Catalano et al., 1996).

Para el caso de las poblaciones neuronales que poblardn a la S, la secuencia de desarrollo sigue la
fenomenologia y la cronologia que a continuacion se describen. Para el del8, las neuronas precursoras
gue se estableceran en la capa 1V, sitio principal de proyeccion de la ATCs, se encuentran proliferando
en la capa profunda de la placa cortical, por encima de las capas corticales VI y V. Hacia el dp1, la capa
IV ha comenzado a diferenciarse de la placa cortical, a la vez que las proyecciones axdnicas que se
encuentran cercanas a estas primeras neuronas inician sus procesos de ramificacion. En el dp2, las ATCs
se arreglan en grupos formando proto-barriles en la placa cortical. En el dp3, la capa IV se ha

diferenciado totalmente de la placa cortical y las agrupaciones de ATCs y sus arborizaciones se han
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insertado en esta capa (Catalano et al., 1996). Finalmente, en el dp4, las ATCs se ramifican dentro de
los barriles (Rice 1995; Catalano et al., 1996) y las neuronas estelares espinosas ubicadas en las bordes
de los barriles reorientan sus arboles dendriticos hacia el centro de estos. A partir de este dia y hasta el
dp7, los bordes de los barriles adquieren mayor definicion, a la vez que van madurando es sus
cualidades neuroanatdmicas vy fisioldgicas (Rice 1985). Con base en lo anterior, la formacién de la
representacion corporal en la Sl de la rata se puede concebir como un proceso que tiene dos fases. La
primera, en la cual se establece la topografia cortical e interconectividad talamo-cortical; la segunda,

durante la cual emerge el mapa somatotdpico del campo de barriles (Killackaey et al., 1995) (Figura 2).

Figura 2. Esquema del desarrollo de la conectividad y especificaciéon del PMBSF en la SI. A. Temporalidad del desarrollo de
la interconectividad entre las areas que conforman a la via somatosensorial. B. Temporalidad de la formacién vy
establecimiento del mapa somatotdpico: dia embrionario (de12), formacién de los mecanoreceptores en el cojinete facial;
dia postnatal (dp0-1), formacidn los barreletes a nivel del nucleo sensorial del triggmino en el tallo cerebral; (dp2-3)
formacion del patron de barreloides en VB; (dp3-5) formacion del patrén somatosensorial PMBSF en Sl. WP: cojinete facial;
TG: ganglio del trigémino; PrV: principal nucleo sensorial del trigémino; VPM: nicleo ventral posteromedial talamico; SI:
corteza somatosensorial primaria; de: dia embrionario; dp: dia postnatal. Tomada y modificada de Erzurumlu y Gaspar,
2012.

Ceguera y plasticidad talamo-cortical en la Sl

En los mamiferos el dafio o la pérdida de receptores sensoriales visuales durante estadios de desarrollo
prenatales y postnatales genera la reestructuracion funcional y morfolégica del cerebro (Bronchiti et
al., 1992; Rauschecker et al., 1992; Bavelier y Neville, 2002; Piché et al., 2007; Karlen y Krubitzer, 2008;
Fetter-Pruneda et al., 2013) asi, como la reorganizacion a nivel del sistema nervioso periférico (Toscano-
Mdrquez et al.,, 2008). A nivel central, esta reestructuracion se caracteriza principalmente por la
expansion de la S, la corteza auditiva (Al) y la contraccion de la corteza visual (V1) (Bronchiti et al., 1992;

Rauschecker et al., 1992; Zheng y Purves, 1995). En particular, se ha observado que en roedores la
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enucleaciéon promueve la expansién de los barriles del PMBSF (Bronchiti et al., 1992; Rauschecker et
al.,, 1992; Zheng y Purves, 1995; Fetter-Pruneda et al., 2013), asi como la extensién de sus campos

receptivos (Toldi, Farfas, y Volgyi, 1994) (Figura 3).

Rata control

dp60

Ve

amm

Figura 3. Esquema de la reconfiguracion cortical posterior a la enucleacién. En el panel superior se muestra el esquema de
la expansion de la corteza somatosensorial primaria (SlI) y la corteza auditiva (Al), y la contraccion de la corteza visual (VI).
La corteza visual adquiere caracteristicas sensoriales tanto de la modalidad somatosensorial como auditiva. El panel inferior
muestra la expansidn (11-18%) del campo barriles del PMBSF al dia postnatal 60 (dp60), en comparacién con las ratas
control. Las reproducciones con cdmara lucida de PMBSF se tomaron de Fetter-Pruneda et al., 2013.

Aunque los mecanismos pldsticos precisos que intervienen en la reconfiguracidon de la topografia
espacial de la Sl son en gran medida desconocidos (Kupers et al., 2011), el modelo dominante sostiene,
gue la expansion de la Sl responde al incremento progresivo de los niveles de actividad neural asociada
con la sobre-estimulacién de la via somatosensorial durante el desarrollo postnatal, debido a la
compensacion funcional que se especula, ocurre como resultado de la pérdida de la vista (Hamilton y
Pascual-Leone, 1998; Zheng y Purves, 1995; Rauschecker et al., 1992). En contraste con lo anterior,
diversos estudios sugieren que esto pudiera no ser asi. Fetter-Pruneda y colaboradores (2013)
reportaron que: 1) la enucleacion postnatal seguida de una extraccidon de las vibrisas no evita la

expansion de la Sl; 2) que ni la enucleacién al dp7, ni la crianza en condiciones de oscuridad, conducen
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a la expansion de la SI; 3) que la magnitud de la expansion de la Sl es similar entre animales jovenes y
adultos enucleados al nacimiento; y 4) que los valores de los indices metabdlicos de actividad neuronal
en relevos de la via somatosensorial, son similares en ratas enucleadas al nacimiento y ratas control a

diferentes edades.

En conjunto, estos resultados sugieren que la expansion de la Sl en ratas cegadas al nacimiento procede
en ausencia de cambios en los niveles de actividad neuronal generada en respuesta a la estimulacién
exteroceptiva. De acuerdo con ello, Dawson y Killackey (1985) han sugerido que el desarrollo perinatal,
y por consiguiente la plasticidad de la Sl en roedores, progresa independiente de la actividad evocada
debido a que: 1) su especificacién antecede a la formacion de barreletas en el nucleo del trigémino y
barreloides en el nucleo VB, y 2) precede a la posibilidad de generar actividad neuronal en respuesta a
estimulos periféricos. Ademas, se ha observado que la inactivacién de las aferencias somatosensoriales
primarias (Jensen y Killackey, 1987; Catalano et al., 1995; Boylan et al., 2001; Molnar et al., 2002) o la
reduccion de la actividad neuronal excitatoria a nivel cortical no afectan la especificacion
neuroanatémica ni el crecimiento de la Sl (Chaia et al., 1992; Fox et al., 1996; Boylan et al., 2001);
también, que la privacion sensorial visual o somestésica perinatal se traduce en ATCs mas ramificadas
(Harris 1984; Antonini y Stryker, 1993; Catalano et al., 1995), situacién que parece asociarse con un
incremento en la disponibilidad de la proteina de crecimiento axonal 43 (GAP-43) (Dunn-Meynell et al.,

1992; Benowitz y Routtemberg, 1997) y con la expansion del PMBSF (Penschuck et al., 1999).

Un dato reportado por Fetter-Pruneda y colaboradores (2013) que pudiese dar indicios sobre el
mecanismo molecular que conduce a la expansidn de la Sl en ratas cegadas al nacimiento, es aquel que
sugirié que, en los animales enucleados la expansidon de los barriles expresa una especificacion
temprana en su desarrollo (pd3/10h) en referencia al desarrollo en individuos control (dp4-5), asi como
un incremento de la tasa de crecimiento de las ATCs con un crecimiento exacerbado de las
ramificaciones axonales a nivel de la capa IV en la Sl (Figura 4). Debido a que la tasa de crecimiento y el
proceso de ramificacién axonales es regulada por corrientes de calcio que ocurren tanto el cuerpo
neuronal como en las terminales axdnicas a manera de espigas o transitorias (Shatz y Stryker,1988;
Lankford y Letourneau, 1989, 1991; Gémez y Spitzer, 1999; MclLaughlin et al., 2003; Mire at al., 2012),
es probable que la enucleacidn perinatal pudiese modificar estas corrientes, promoviendo asi el sobre-

crecimiento de las ATCs en ausencia de la llegada de informacidn exteroceptiva.
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Figura 4. Microfotografias y graficas que muestran que la formacion del campo de barriles PMBSF presenta un
adelantamiento temporal en su desarrollo en ratas enucleadas neonatalmente, y las ATCs presentan un crecimiento
exacerbado de las ramificaciones axonales a nivel de la capa IV en S1. A. Microfotografias de secciones tangenciales a
través de la capa IV de Sl de ratas controles y enucleadas visualizadas con CyOx a las 82 horas (recuadro superior) y 92 horas
de nacimiento (recuadro inferior). B. Graficas que muestran el porcentaje de animales con o sin barriles (control vs
enucleados) en las edades evaluadas. C. Microfotografias que ilustran el patréon de tincién con Dil (marcador lipofilico) en
cortes coronales de corteza cerebral a nivel de PMBSF después de ser inyectados en VB. Las flechan indican la posicién de
los barriles. El panel de la derecha muestra un incremento en los campos de las terminales axdnicas talamo-corticales en un
barril de PMBSF. El panel inferior muestra las reconstrucciones con camara lucida de las terminales axdnicas talamo-
corticales de ratas control y ratas enucleadas en estadios postnatales. D. Gréficas del area axonal promedio (panel izquierdo)
asi como la longitud (panel derecho) sin diferentes p***<0.001 entre ratas control y ratas enucleadas. El porcentaje se
muestra dentro de cada panel. Tomado de Fetter-Pruneda et al., 2013.

Actividad neuronal intrinseca y regulacion del desarrollo neural.

Durante el desarrollo ontogenético de la corteza, procesos celulares tales como la proliferacidon de
precursores neuronales, la migracion neuroblastica y el establecimiento tanto de los grupos neurales

como de su conectividad son regulados, en parte por la actividad eléctrica neuronal generada de forma
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intrinseca o espontdnea (Katz y Shatz, 1996; Yuste 1997; O’Donovan 1999; McCormick 1999; Crair 1999;
Spitzer 2006; Zhang y Poo, 2001), con alguna contribucion tardia, particularmente en el refinamiento
sindptico, de la actividad neuronal asociada con la estimulacion sensorial periférica (Stryker 1989; Yuste

1997; Feller y Scanziani, 2005).

Con relacion a la actividad neuronal intrinseca, ésta se caracteriza por la correspondencia que hay entre
la generacidn de potenciales de accién y los incrementos de las [Ca?']i, los cuales se expresan
fundamentalmente como transitorias u oscilaciones de calcio citoplasmatico a nivel del soma y de sus
proyecciones axdnicas y dendriticas (Smetters et al., 1999; Gobel y Helmchen, 2007). Aunque no es del
todo claro el origen y persistencia de esta actividad, estudios realizados en diversas preparaciones
tisulares obtenidas de distintas especies animales (O’'Donovan 1999; Moody y Bosma, 2005), han
permitido postular que: 1) la actividad intrinseca es generada a través de la excitacién reverberante en
los circuitos neuronales y modulada por procesos inhibitorios y 2) que esta relacionada con mecanismos
membranales intrinsecos en los que se incluyen corrientes catidnicas hiperpolarizantes (H), corrientes
persistentes de Na* (Nap) y corrientes de calcio dependientes de voltaje (/ICa?*), las cuales modulan los
incrementos en las concentraciones de calcio intracelular (Moody 1998; O’'Donovan 1999; Mao et al.,

2001; Mccormick et al., 2003; Moody y Bosma, 2005).

Los efectos que las transitorias de la [Ca%*]i ejercen sobre el ensamblaje y desarrollo de los circuitos
neuronales (Shatz 1990; Katz y Shatz, 1996; Yuste 1997; Crair 1999; McCormick 1999; Spitzer 2006)
estan asociados con la generacion de “cédigos” electroquimicos intracelulares y su modulacién (Toescu
y Verkhratsky, 1998; Ulhény Fritz, 2010), los cuales son la consecuencia tanto de la activacién por calcio
extraceluar de los senso-receptores de calcio (CaSR) a nivel de membrana (Spitzer 2008; Jones y Smith,
2016) como de la activacion por medio del calcio intracelular de distintas cascadas de sefializacidn

relacionadas a segundos mensajeros” (Ulhén y Fritz, 2010; Rosenberg y Spitzer, 2011; Berridge 2016).

Estos “cddigos”, resultado de la dindmica de las [Ca®*]i se combinan en patrones de frecuencia (i.e.,
numero de transitorias de calcio por unidad de tiempo) y de amplitud (i.e., altura de la transitoria de

calcio) de las transitorias de Ca?* intracelular (Toescu y Verkhratsky, 1998; Ulhén y Fritz, 2010). Estas

* Anexo 1. Procesos relacionados en la generacion de las transitorias de Ca?*intracelular y su modulacién.
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transitorias, dependiendo de la region de la neurona (e.g., soma, dendritas o axones) en donde se
generen, de su dindmica en los ensambles neuronales y de su relacién espacio-temporal expresada
como espigas Unicas o en rafagas en neuronas individuales, como nubes de calcio focalizadas en los
procesos axonales y dendriticos, o como oscilaciones de actividad sincrdonica o no, que se propagan a
lo largo de poblaciones de neuronas (Shatz 1990; Kater y Mills, 1991; Wong 1993; Spitzer 2006;
Blankenship y Feller, 2010; Kerschenteiner D, 2014; Leighton y Lohmann, 2016), resultara en la
activacion de procesos celulares como la diferenciacién neural, el crecimiento axonal y dendritico, la
especificacion fenotipica neuronal o la modulacion de la expresidn epigenética y genética (Corner y
Ramakers 1992; Wong 1993; Katz y Shatz, 1996; Bito et al., 1997; McCormick 1999; Moody y Bosma,
2005; Spitzer 2006; Rosenberg y Spitzer, 2011; Leclerc et al.,2012).

En lo que respecta a la construccién de circuitos, se ha mostrado que la disminucidn en los niveles de
las [Ca%*]i en neuronas del hipocampo del ratén y en neuronas de caracol, se asocia con un decremento
de la tasa de crecimiento axonal, e incluso, con la interrupcién del crecimiento del cono axénico (Connor
1986 y Cohan et al, 1987; citados en Kater y Mills, 1991). Sin embargo, este tipo de respuesta no
representa un patréon de modulacion del crecimiento axonal o dendritico general para todos los
procesos neuronales dependientes de este tipo de actividad, pues otros estudios indican que el
incremento de las [Ca?*]i también puede inhibir la extensién de las neuritas en lineas celulares de
neuroblastoma (Silver at al.,1989), mientras que en neuronas de caracol los incrementos de las [Ca?*]i
ademas de inhibir el crecimiento de las neuritas, se promueve la retraccion de los filopodios y
lamelopodios del cono axonal (Mattson y Kater, 1987). De manera similar, en neuronas ganglionares
asociados ala raiz dorsal se ha reportado que incrementos sostenidos en la frecuencia de las transitorias
Ca?* intracelular genera el colapso del cono axonal al afectar los filamentos de actina (Lankford y
Letourneau, 1989, 1991, GOmez et al., 1995; Gémez y Spitzer, 1999). Finalmente, el uso combinado de
métodos electrofisiologicos y de imagenologia de calcio muestran que alteraciones en la temporalidad
de propagacion de los patrones de actividad eléctrica intrinseca a lo largo de la via sensorial visual,
afectan el crecimiento axonal, la madurez sindptica, el establecimiento y segregacion axonal en las vias
retino-colicular, coliculo-genicular y geniculo-cortical (Shatz y Stryker, 1988; Mooney et al., 1996;
McLaughlin et al., 2003; Cang et al., 2005; Ackman et al.,2012), independientemente de la estimulacion

visual exteroceptiva (Ackman et al.,2012).
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Actividad neuronal intrinseca y plasticidad de las ATCs

Como se mencioné con antelacién, el establecimiento de la conectividad de las ATCs se desarrolla entre
el del7 y el dp4 en la rata (Rice 1995; Catalano et al., 1996). Para que este proceso se lleve a cabo se
requiere de la participacion de factores talamicos y corticales en una secuencia espacio-temporal que
module y coordine el establecimiento de la conectividad tdlamo-cortical (Cuadro 1; Vanderhaeghem y

Polleux, 2004; Sutherland et al., 2014; Lokmane y Garel, 2014).

Cuadro 1. Factores talamicos y corticales. Factores moleculares asociados a la coordinacién del desarrollo y establecimiento
de la conectividad entre las areas taldmicas y las areas corticales.

Talamo Corteza

Factor de crecimiento fibroblastico 8 (FGF8) FGF8
Factor nuclear NF-kB Netrinas (Netrinal)
Receptor nuclear orphan Ror8 (ROR-beta) Semaforinas (Sema3A y Sema3F)
Factores de transcripcion: Efrinas (receptores Eph)

e Emx2 Slits (proteinas de matriz extracelular)

e Pax6 Neurotrofinas (NGF, BDNF, NT-1)

* 5p8 Proteinas de regulacién de proliferacion celular

(Wnt’s)

En este contexto, si la secuencia espacio temporal de los eventos involucrados en la conectividad
talamo-cortical se modifica, entonces la forma en la que ocurre la especificacion neuroanatémica de la
representacién corporal en la SI cambia (Fetter-Pruneda et al., 2013). Al respecto, se sabe que uno de
los factores involucrados en modular la coordinacién de los factores antes mencionados durante el
desarrollo de la conectividad tdlamo-cortical, es la actividad intrinseca neuronal asociada a la dinamica

de las [Ca?*]i (Mire et al., 2012; Castillo-Paterna et al., 2015; Gezelius y Lépez-Bendito, 2016).

Con relacidn a lo anterior, Mire y colaboradores (2012) mostraron que durante el desarrollo tdlamo-
cortical la tasa de crecimiento de las ATCs que se proyectan desde el VB disminuye en asociacién con
el decremento de la frecuencia de actividad de las transitorias de la Ca?* de 27.9+ 2.6 hten el de12.5 a
16.2+ 1.5 h'len el del17.5, y el incremento en la amplitud de las transitorias de Ca®* intracelular. Estos
cambios en la actividad intrinseca generaron modificaciones de la expresién de genes asociados a la

sintesis de proteinas integrales de membrana que funcionan como receptores de sefiales moleculares
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en el crecimiento y orientacion de la proyeccién axonal, por ejemplo, al disminuir la frecuencia de la
actividad espontdnea aumentd la expresién de los genes Robol en asociacidn con Slitl, generando la
disminucion del crecimiento de las ATCs (Mire et al., 2012), mientras que para el gen DCC, el aumento
de la frecuencia de la actividad espontdnea generd la disminucidn en su expresion, promoviendo asi, el
incremento en la tasa de crecimiento de las ATCs (ver Figura 5) (Castillo-Paterna et al., 2015). Cabe
mencionar, que las transitorias de Ca?* intracelular no sélo regulan el desarrollo temprano de las ATCs,
sino que también controlan sus respuestas plasticas. En este sentido, se ha reportado en estudios con
ratones en estadios embrionarios (de14.5) la generacion de ondas de actividad espontdnea de Ca?*
intracelular sincronizada a nivel taldmico, cuya propagacion ademas de llevarse a cabo por medio de
uniones comunicantes, expresa patrones especificos de propagacién entre los nucleos taldamicos MGv
(auditivo), dLGN (visual) y VPM (somatosensorial). Particularmente, se observd que en ratones
enucleados (de14.5) la frecuencia de ondas de actividad espontanea en VPM incrementd, a la vez que
precedid a la expansion del campo de barriles en la Sl y a la activacién de manera dependiente de la
actividad espontdnea del receptor nuclear orphan Ror8 en VPM, asociado al aumento en la ramificacién

de las terminales axdnicas talamo-corticales (Moreno-Juan et al., 2017).

Desarrollo
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Figura 5. Procesos asociados a la regulacidn del crecimiento de los ATCs durante el desarrollo embrionario. En estadios
embrionarios, la frecuencia la actividad de Ca?*i decae en la medida en que las ATCs llegan y se insertan en la corteza. Este
cambio activa procesos dependientes de la actividad de Ca?* modificando la expresién de genes como Dcc y Robol, los
cuales tiene actividad antagonista sobre el crecimiento de los axones. Tomado y modificado de Castillo-Paterna et al., 2015.
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Problema

En individuos enceguecidos la S| esta expandida, ademas, de presentar un adelanto temporal en su
desarrollo y especificacién neuroanatémica. Aunque este proceso es continuo e independiente al
incremento de la actividad neuronal en la via somatosensorial, se desconoce si la actividad eléctrica
intrinseca podria estar modificando la tasa de crecimiento de los axones talamo-corticales que se
proyectan desde el VB, y por lo tanto el establecimiento neuroanatdmico de la Sl. En este contexto y
debido a que uno de los factores involucrados en modular y coordinar el desarrollo de la conectividad
tadlamo-cortical es la actividad intrinseca asociada a la dindmica de las [Ca?*]i neuronal, en este proyecto
evaluamos si existen cambios en la amplitud y la frecuencia de las transitorias de Ca®* intracelular en
neuronas del VB, origen de las ATCs, que puedan asociarse con la expansién postnatal del PMBSF en las

ratas enucleadas al nacimiento.

Hipétesis

La amplitud de las transitorias de Ca?* intracelular en neuronas del ndcleo VB incrementard en las ratas

enucleadas al nacimiento.

La frecuencia de las transitorias de la Ca?* intracelular en las neuronas del ndcleo VB disminuira durante

el desarrollo postnatal en ratas enucleadas al nacimiento.

Objetivo

Evaluar la amplitud y la frecuencia de las transitorias de Ca?* intracelular en neuronas del ndcleo VB de

ratas control y ratas enucleadas al nacimiento en los tres primeros dias postnatales.
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Métodos

Animales

Los experimentos se realizaron en rebanadas de cerebro que se obtuvieron de crias de ratas Wistar,
nacidas y criadas en la Unidad de Modelos Bioldgicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas y en
el Bioterio de la Facultad de Ciencias, ambas dependencias de la Universidad Nacional Auténoma de
México. Se utilizaron crias indistintamente del sexo al dpl (n=8/grupo), el dp2 (n=8/grupo) y al dp3
(n=8/grupo). Las crias permanecieron con sus madres hasta el momento del experimento. Las camadas
se mantuvieron en un cuarto acondicionado con un fotoperiodo de 12 horas luz /12 horas oscuridad,
teniendo temperatura controlada a 25°C. Las madres tuvieron acceso ad libitum a agua y alimento
durante la gestacion y la lactancia. Todos los procedimientos experimentales se realizaron en
concordancia con los procedimientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999,

Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio.

Enucleacion

La enucleacién de las ratas se realizé a las 5 horas de nacidas. Para realizar la cirugia, las ratas fueron
anestesiadas por hipotermia. Una vez anestesiadas, se realiz6 una incisién a lo largo de la comisura
palpebral y se extrajo el glébulo ocular con ayuda de una pinza. Concluida la enucleacidn, las ratas se
colocaron en un cojinete de algoddn iluminadas con lampara de luz incandescente hasta que
recuperaron la movilidad, el color y la temperatura. En seguida, las crias se regresaron con la madre.
Las ratas control fueron sometidas al mismo procedimiento de anestesia por hipotermia y

recuperacion, sin que se les haya realizado la incisidn palpebral y la enucleacién.

Obtencion y procesamiento de las rebanadas de cerebro

Las crias fueron anestesiadas por hipotermia y decapitadas. El cerebro se extrajo a través de una

craneotomia y se sumergié en solucién cerebroespinal artificial (ACSF) que contiene (en mM): 124,
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NaCl; 5, KCI; 26, NaHCOs; 10, D-(+)-Glucosa; 1.25, NaH,PO4; 1.3, MgS0a; 2, CaCly, ajustada a un pH=7.4,
saturada con 95:5 0,-CO, (Agmon y Connors, 1991). Con el objetivo de obtener cortes precisos, el
cerebro se embebid en agar (3%; Invitrogen; Eugene Or, USA) diluido en ACSF. El bloque de inclusion se
colocd por 5 minutos en un refrigerador (5°C) hasta que el agar se solidificd. Posteriormente a esta
maniobra, el cerebro fue cortado en un vibratomo (Leica VT1000S) siguiendo las indicaciones
reportadas por Agmon y Connors (1991) (ver también Lee et al, 2005) para obtener rebanadas de
300um en el angulo correcto para preservar la via tdlamo-cortical somatosensorial. Las rebanadas
obtenidas se colocaron en una cdmara con ACSF saturada con una mezcla de 95:5 O; -CO; por 15
minutos. Transcurrido este tiempo, las rebanadas se transfirieron a pozos en lo que se incubaron con
el sensor intensiométrico de calcio acetoximetil de Fluo4 (Fluo 4-AM, 22 uM, K4 = 345nm; Invitrogen;
Eugene Or, USA) diluido en una solucidn al 0.4% de acido plurdnico F-127 (Sigma, St. Louis,MO, EUA),
0.1% de dimetil-dulfoxido (DMSO, Sigma, St Louis MO, USA) y ACSF (1ml). Las rebanadas asi
conservadas se colocaron en una camara de incubacion a ~35°C en una atmoésfera de 95:5 0, -CO»
durante 30 minutos. Terminado el tiempo de incubacién, las rebanadas fueron lavadas con ACSF y se
pusieron en reposo durante 15 minutos, posteriormente, se colocaron en una cdmara de plexiglds
previamente tratada con poly-L-lisina (30%; Sigma St, Louis MO, USA). Previo al registro de su actividad,

se colocd una malla de nylon sobre la rebanada para evitar su movimiento.

Registro de la actividad de la Ca?* intracelular (Imagenologia de Calcio)

El registro de la actividad de la [Ca?']i se llevd a cabo en un microscopio estereoscépico de
epifluorescencia (Leica M205FA) equipado con un objetivo APO2.0X. La excitacion del fluoréforo (Fluo
4-AM) incorporado al tejido se realizo con una ldmpara de mercurio utilizando un filtro de excitacion de
488nm y capturandose la emision filtrada de la fluorescencia a 510nm. La adquisicion de las imagenes
(30 minutos) se realizé con una camara CCD (Cool-Snap HQ2, Photometrics) acoplada al microscopio
estereoscopico, con un protocolo de registro de 5000 imagenes secuenciales con un intervalo de
apertura de 100msy un intervalo de cierre 300ms del obturador. A lo largo las sesiones de imagenologia,
se registrd la actividad intrinseca de neuronas localizadas en el VB, tanto en crias control como de
enucleados entre el dpl y el dp3. Al termino de cada registro, y con la finalidad de determinar Ila

viabilidad de la rebanada se realizé un registro adicional de 5 minutos, que consistid en un minuto de
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registro de actividad basal, 50 segundos con perfusion de una solucidn de alto potasio (KCI) la cual
contiene en mM: 50 KCI, 120 NaCl, 10 HEPES y 2 CaCl; a un pH de 7.4), y de 3 minutos 10 segundos de

actividad basal posterior a la aplicacién de KCI (Figura 6).

Actividad intrinseca de Ca?* intracelular

Figura 6. Registro de la actividad intrinseca de Ca?* intracelular. E| protocolo de registro de la actividad intrinseca de Ca®*
intracelular fue de 30 min (2000 seg), seguido de un registro de 5 minutos, periodo durante el cual se aplico un estimulo
con KCl durante 50 seg.

Analisis de imagenes y procesamiento de datos

El procesamiento de las secuencias de imagenes se realizé con el software ImageJ (National Institute of
Health). Con el plugin Image Stabilizer de este software se realizd la correcciéon del movimiento de las
secuencias de imagenes. Después se llevd a cabo la seleccién manual de las areas de interés (ROI, por
sus siglas en inglés), la cual incluyd a todos los somas de las células del VB que exhibieron respuesta a
KCl. Posteriormente, las series de tiempo de actividad de [Ca?*]i obtenidas de las células a partir del
Image) se procesaron en el programa Igor Pro (Wavemetrics, Lake Oswego, OR, EUA), con el cual se
realizé la correccion de la pendiente de los datos de las series de tiempo de las transitorias de Ca?*
intracelular debido al efecto del foto-blanqueado de la rebanada, asi como la aplicacién de la funcién
AF/Fo = (Fo—F1)/(Fo) para normalizar los valores de la intensidad de fluorescencia (las rutinas utilizadas

fueron realizadas por el Dr. Pierre Fontaneaud del Institute of Functional Genomics, Monpellier Francia).

Con este mismo programa y utilizando una rutina escrita por el Dr. Ledn Islas (Facultad de Medicina,
UNAM) se obtuvieron las gréficas (raster) de actividad de la [Ca?*]i de las poblaciones neurales. Para la
estimacion de los parametros de la dinamica de calcio como la frecuencia, la amplitud, area bajo la
curva y el tiempo de decaimiento de la sefial (74) de las transitorias [Ca?*]i (ver Figura 7) se utilizé la

rutina de andlisis (Multi-peak Fitting, version 2.6) del programa Igor Pro (Wavemetrics).
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estadio postnatal (dp1, dp2, dp3) en ambos grupos (controles vs enucleados).

Seleccidn de las células con actividad intrinseca de Ca?*

La seleccidn de las células con actividad intrinseca de Ca?* (células que exhibieron transitorias de Ca?*

intracelular durante el periodo de registro) se realizo a partir de las células de nucleo VB seleccionadas

gue respondieron a KCl (Cuadro 2).

Cuadro 2. Numero de células que respondieron a KCl y con que exhibieron actividad intrinseca (transitorias de [Ca?']i)
durante el periodo de registro en VB de ratas control (C) y ratas enucleadas (E), en cada estadio postnatal (dp1, dp2, dp3).

|
1400

[
1600

Numero de células responsivas a KCl y con actividad intrinseca de [Ca?*]i

Edad dpl dp2 dp3
Condicién C E C E C E
LGOS FIEDETL 1465 1258 2252 1944 2966 2112
respondieron a KCI
LCOCETEDE 735 669 938 741 1514 1013
actividad intrinseca




Estadistica

Para el analisis estadistico se determino el tamafio de muestra de la poblacion de células (n=104). Esta
estimacion se realizd con base en la desviacién estandar (0=0.01045) de los datos de la variable de
amplitud del DP1 grupo control, asumiendo un nivel de confianza del 95% y un error de estimacion de

0.002. Con base en esta estimacion y a partir del total de las células que exhibieron transitorias de

[Ca2+]i (ver Cuadro 2) se realizo la seleccion al azar del nimero de células (ver Cuadro 3) necesarias para
el anadlisis estadistico. De estas células se extrajeron los parametros de interés (la frecuencia, la
amplitud, el drea bajo la curva y la 74) relacionados al andlisis de la dindmica de Ca?*i. Posteriormente
se realizaron comparaciones estadisticas dentro y entre grupos a las distintas edades estudiadas
utilizando GraphPad Prism 7.04 (La Jolla,CA, EUA). Este programa nos permitié estimar la
homogeneidad de la varianza y verificar la distribucién normal de los datos (Shapiro-Wilk). Con base en

este analisis se utilizé estadistica para datos paramétricos.

Cuadro 3. Numero de células analizadas en el nucleo VB en cada estadio postnatal (dp1, dp2 y dp3) para el grupo de ratas
control (C) y el grupo de ratas enucleadas (E).

Edad dp1l dp2 dp3

Condicion C E C E C E
# de células para el
analisis estadistico

445 466 435 426 516 520

Para cada uno de los analisis se presentan los datos como media t error estandar considerando un valor
de a = 0.05. Se utilizé la prueba de T de Student para muestras independientes para comparar las
variables entre grupos control y los grupos experimentales. Por otra parte, se utilizo la prueba de
ANOVA de una via para comparar las variables entre edades de la misma condicion. Debido a que los
datos presentaron homogeneidad de las varianzas, se utilizé la prueba post hoc de Tukey para estimar

la significancia de las interacciones entre las variables.

23



Resultados

Seccidon talamo-cortical de la via somatosensorial primaria

Corte representativo de una rebanada de cerebro de rata en estadios postnatales en la que se aprecia
el nucleo VB talamico y el subcampo posteromedial de barriles en la SI, dreas que conforman la via
talamo-cortical somatosensorial (figura 8-A). En el panel de la derecha se muestra el nucleo VB (figura
8-B). Perfiles de actividad de transitorias de Ca®* intracelular obtenidos de los registros de las células

del ndcleo VB (figura 8-C).

C Perfil de actividad [Ca2+]i
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Figura 8. Fotografias de la regién talamo-cortical de la Sl y trazos de los perfiles de actividad de Ca?* intracelular. A.
Rebanada talamo-cortical que permite mantener la integridad de la conectividad entre el ndcleo VB y la corteza de barriles
en la S1, areas delimitadas. B. Nucleo VB taldmico. C. Perfiles de la actividad de CaZ*intracelular de las células del nucleo VB.
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Cambios en la fluorescencia de la [Ca?*]i en las poblaciones neuronales del nticleo VB

Las graficas muestran los cambios en la intensidad de fluorescencia (AF/Fo) del calcio intracelular,
asociados a la amplitud y al tiempo de decaimiento (tq) de las transitorias de Ca?* intracelular de las
poblaciones celulares del nudcleo VB al dpl, dp2 y dp3 de ratas control y ratas enucleadas.
Cualitativamente se observa un incremento en la intensidad de fluorescencia (véase la escala AF/Fo) en
las células del VB de las ratas enucleadas en comparacion con las ratas control en dpl; esto, sin embrago

no es consistente en dp2 y dp3 tanto para ratas control como enucleadas (figura9).

dp1 VB control

0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000

Tiempo (seg) Tiempo (seg)

dp2 VB control VB enucleado

AF/Fy (U.A.)

0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000

Tiempo (seg) Tiempo (seg)

dp3 VB control VB enucleado

AF/Fy (UA.)

T
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000

Tiempo (seg) Tiempo (seg)

Figura 9. Graficas poblacionales de la actividad de Ca?* intracelular en el niicleo VB taldmico. Graficas (representativas)
poblacionales de cambios en la intensidad (AF/Fo) de fluorescencia de Ca%*intracelular en las células del VB del grupo
control y grupo enucleado al dpl, dp2 y dp3. El cambio de fluorescencia para cada célula esta representado
horizontalmente con relacion al tiempo.
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La amplitud de las transitorias de Ca®** incrementa en las poblaciones neuronales del nicleo VB en

ratas cegadas al nacimiento en el dp1.

El analisis de los resultados de la amplitud de las transitorias de Ca?* intracelular de las neuronas
seleccionadas del nucleo VB, muestran que las diferencias entre las ratas control y ratas enucleadas
solo son estadisticamente significativas al primer dia postnatal. El analisis para el dp2 y dp3 no mostro
diferencias significativas de los valores de la amplitud de las transitorias de Ca?* intracelular; no hubo
diferencias significativas en el andlisis entre edades, para cada grupo (Figura 10-A). En términos
generales, los valores de la amplitud tienden consistentemente a ser mas altos en las crias enucleadas
al nacimiento que en las crias control, durante los primeros tres dias de vida. En el caso de las crias
control, sin embargo, se observa una tendencia ligera a elevar los valores de amplitud de las transitorias

de calcio a través de los estadios postnatales (Figura 10-B).
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Figura 10. Andlisis de la amplitud de la dindmica de Ca?* intracelular. A. La amplitud de la sefial de fluorescencia de las
transitorias de Ca?* intracelular incremento significativamente (p<0.0014) en el grupo de enucleados en comparacién con
el grupo control en el dpl, indicado por **. Los circulos blancos y rojos son los promedios de los datos analizados, y denotan
la dispersién de los datos en los grupos de animales control y enucleados. B. Valores de la amplitud de las transitorias de
Ca?* intracelular en células del nicleo VB. Se muestras los promedios y error estandar de la amplitud del andlisis de las
transitorias de Ca?* intracelular de los grupos control y enucleados, en los tres primeros dias postnatales.
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La frecuencia de las transitorias de Ca?* intracelular de las poblaciones neuronales del VB disminuye

en las ratas cegadas al nacimiento en el dp1y el dp3.

El analisis de la frecuencia de las transitorias de calcio en neuronas del nucleo VB seleccionadas de
rebanadas provenientes de cerebros de crias control y enucleadas al nacimiento, mostré que las
diferencias entre los grupos sdélo son estadisticamente significativas en el dply el dp3. No obstante, y
a pesar de que en el dp2 la dispersidon de los datos no permite establecer las diferencias entre los
grupos, se observa la misma tendencia — disminucidn de la frecuencia de las transitorias de Ca* en las
ratas enucleadas— que en el dpl y dp3. No existieron diferencias significativas de los valores de la
frecuencia de las transitorias de calcio entre las edades, para cada grupo (Figura 11-A). En términos
generales, los valores de la frecuencia tienden consistentemente a ser mas bajos en las crias enucleadas
al nacimiento que en las crias control, durante los primeros tres dias de vida. Para ambos grupos se
observa una tendencia ligera a elevar los valores de frecuencia de las transitorias de calcio a través de

los estadios de desarrollo postnatal (Figura 11-B).
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Figura 11. Anélisis de la frecuencia de actividad de Ca?* intracelular. A. La frecuencia de las transitorias de Ca** disminuyé
significativamente en el dp1 (p<0.0159) y el dp3 (p<0.0411) en el grupo de enucleados en comparacién con el grupo control,
las diferencias significativas estan indicadas por *. Los circulos blancos y rojos son los promedios de los datos analizados, y
denotan la dispersion de los datos en los grupos de animales control y enucleados. B. Valores de la frecuencia de las
transitorias de Ca%* en células de VB. Se muestras los promedios y error estandar de la frecuencia de las transitorias de Ca%*
intracelular de los grupos control y enucleados en los tres primeros dias postnatales.
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El zy de las transitorias de Ca?* tiende a incrementar en las neuronas del nicleo VB en las crias

enucleadas.

El andlisis del T4 de las transitorias de Ca?* en las neuronas del nucleo VB de crias control y enucleadas
al nacimiento en estadios postnatales, mostrd el decremento significativo de la 74 en la comparacién
de edades en animales control entre el dp2 y el dp3 (Figura 12-A). En términos generales, los valores
de la 74 tienden a ser mas bajos en las crias control que en aquellas enucleadas al nacimiento, durante
los primeros tres dias de vida; ademas, de que los valores de la 74 tienden a incrementarse entre el dpl

y al dp2, para luego disminuir entre el dp2 y el dp3 (Figura 12-A y Cuadro 6).

El drea bajo la curva de las transitorias de Ca?** incremento en las ratas cegadas al nacimiento.

Los resultados del andlisis de los datos obtenidos del drea bajo la curva a partir del andlisis de las
transitorias de Ca?* de las neuronas del VB de crias control y enucleadas al nacimiento, indicé que las
diferencias significativas entre los grupos son al dp3. La comparacion por edades mostro diferencias
significativas del area bajo la curva de las transitorias de Ca?* intracelular entre el dply el dp3, en las
crias enucleadas. En términos generales, para ambos grupos los valores del area bajo la curva de las

transitorias de Ca?* decaen a través de los estadios postnatales de desarrollo (Figura 12-B y Cuadro 6).

A B
200- — 20- ' X .
w
150+ ® 154 o .0
° -
‘I;; ® g o] o ®
E 100- ° E 10-
= L ]
"l & <
504 3
Q
() .:

Fo o
c
D .$ S8, ? 51 |o

o]

) °
o
o .
CO
dp2 dp3

Figura 12. Analisis de T4 y drea bajo la curva de las transitorias de Ca?*. A. El andlisis de T4 mostré diferencias entre el dp2
y el dp3 del grupo control (p<0.0021) indicado por *. B. El andlisis del area bajo la curva indicé un incremento significativo
(p<0.0459) entre grupos en el dp3, indicado por *; el andlisis por edades mostré diferencias significativas (p<0.0407) entre
el dpl y el dp3 del grupo de enucleados, indicado por *. Los circulos blancos y rojos son los promedios de los datos
analizados, y denotan la dispersion de los datos en los grupos de animales control y enucleados.
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Cuadro 6. Valores de 74 y area bajo la curva de las transitorias de Ca?*. Se muestras los promedios y error estandar de T4y
area bajo la curva de las transitorias de Ca?* intracelular de los grupos control y enucleados en los tres primeros dias
postnatales.

Edad | Condicién Td (ms) Area bajo la curva
C 51.94+ 12.50 7.60+ 4.40
dpl
63.19+ 34.75 9.36+£4.10
C 62.75+ 17.32 6.98+ 3.15
dp2
E 68.98+ 45.88 6.50% 3.29
C 36.40+£9.19 3.60+1.15
dp3
E 47.32+ 16.79 5.18%1.69

El niumero de neuronas que exhiben actividad intrinseca (transitorias de [Ca?*]i) en el VB disminuyo

en las ratas enucleadas al nacimiento.

Los resultados obtenidos a partir del conteo de las células en el area del nucleo VB tanto de rebanadas
provenientes de cerebros de crias control como enucleadas al nacimiento, muestran que en general el
numero de neuronas que exhibieron transitorias de Ca?* intracelular incrementa con la edad en ambos
grupos de crias durante el dpl, el dp2 y el dp3. No obstante, el incremento referido, en las crias
enucleadas se observé consistentemente un nimero menor de neuronas intrinsecamente activas en el
VB, que en las crias control a las edades estudiadas (Figura 13-A y Cuadro 7). La comparacidn entre
grupos mostré que un decremento significativo de la actividad intrinseca entre los grupos al dp3. La
comparacion entre edades indicé que el numero de células con actividad intrinseca incrementé
significativamente en el VB es entre las edades del dpl vs el dp3 y entre el dp2 vs el dp3 en las crias
control, mientras que en las crias enucleadas hubo un incremento significativo entre el dpl vs el dp3

(Figura 13-A).

Como se menciond en los métodos, la despolarizacidn con alto potasio permite evaluar la viabilidad de
la rebanada hacia el final de los experimentos, ademas, de permitir estimar el nimero de neuronas que
muestran actividad intrinseca. Asi, y con base en el conteo celular de la respuesta a KCl en el nucleo VB
se observd que en ambos grupos hay incrementos de la respuesta a KCI con referencia a las que

exhibieron actividad intrinseca — transitorias de Ca?* intracelular — durante el periodo de registro. A
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pesar del incremento de la respuesta a KCI, se observd consistentemente un nimero menor de
neuronas responsivas a KCl de las células del VB en las crias enucleadas, en comparacién con las crias
control a las edades analizadas (Figura 13-B y Cuadro 7). El andlisis entre grupos indicé que sélo hay
diferencias significativas al dp3 (Figura 13-B); mientras que, el analisis de la comparacién entre edades
mostré que los incrementos fueron significativos para las crias control entre las edades al dp1 vs el dp3,

y para las crias enucleadas fueron entre el dp1 vs el dp2 y entre el dp1 vs el dp3 (Figura 13-B).
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Figura 13. Actividad intrinseca de Ca®*y respuesta celular a KCl en el nicleo VB al dp1, dp2 y dp3. A. Anélisis de las células
con actividad intrinseca de Ca* intracelular. El andlisis inter-poblacional mostré diferencias significativas entre controles y
enucleados en el dp3 de p<0.0163 indicado por *. A su vez, el andlisis por edades en el grupo de control mostré diferencias
significativas entre el dpl vs el dp3 de p<0.0007 y el dp2 vs el dp3 de p<0.0102 indicadas por *** y * respectivamente;
mientras que en el grupo de ratas enucleadas hubo diferencias significativas entre el dpl vs el dp3 de p<0.0136 indicado
por &, B. Analisis cuantitativo de las células responsivas a KCI. E| analisis inter-poblacional mostré diferencias significativas
entre controles y enucleados en el dp3 de p<0.0148 indicado por *. El andlisis por edad indicé diferencias en el grupo control
entre el dpl vs el dp3 de p<0.0005 indicado por ***, mientras que el andlisis por edades en el grupo de enucleados mostré
diferencias significativas entre el dpl vs y el dp2 de p<0.0345 y el dpl vs el dp3 de p<0.0080 indicadas por * y **
respectivamente. Los circulos blancos y rojos son los promedios de los datos analizados, y denotan la dispersion de los datos
en los grupos de ratas control y enucleadas.

La relacion porcentual entre células con actividad intrinseca de Ca?* en el VB de crias control y crias
enucleadas al nacimiento, muestra, tomando como referencia a la actividad intrinseca de Ca?* de las
crias control, que en las ratas enucleadas las células con actividad intrinseca de Ca?* van disminuyendo
a lo largo de los dias analizados. Asi, en este grupo la diferencia porcentual de células con actividad

intrinseca Ca* muestra la disminucion en el dpl en un 9%, en el dp2 de un 21% vy en el dp3 del 33%,
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con relacién a los grupos de crias control (Cuadro 7, ver relacién porcentual de células con actividad
intrinseca). De manera semejante, la relacidon porcentual entre células responsivas a KCl en el VB de
crias control y crias enucleadas al nacimiento, tomando como referencia la respuesta a KCl de las células
del VB de las crias control, mostré la disminucién de la respuesta a KCl en las células de las ratas
enucleadas. La diferencia porcentual relacionada al decremento fue del 15% en el dp1, 16 en el dp2 y
del 29% al dp3, con relacidn a los grupos de crias control (Cuadro 7, ver relacién porcentual de células

responsivas a KCl).

Ahora bien, la relacion porcentual entre las células responsivas a KCl y las células con actividad
intrinseca de Ca*intracelular del mismo grupo (por ejemplo: la relacién porcentual de 735/1465 de las
crias control en el dp1), indicé que tanto para las crias control como aquellas enucleadas al nacimiento,
la actividad intrinseca de las células del VB con relacién a la respuesta a KCl fue del 50% en el dply el
dp3 para ambos grupos, mientras que para el dp2 esta relacidn no se mantuvo. No obstante, la
proporcidén de células con actividad intrinseca en el VB para ambos grupos a lo largo de los dias
analizados, en términos generales oscilo al rededor de la mitad de las células que exhibieron actividad
intrinseca, con relacion a las células que respondieron a KCl (Cuadro 7, ver relacion porcentual entre

células responsivas a KCl / células con actividad intrinseca).

Cuadro 7. Numero y relacién porcentual de las células del nicleo VB con actividad intrinseca de Ca®*y de células que
respondieron a KCl en el dp1, dp2 y dp3 en ratas control y enucleadas.

Numero de células con actividad intrinseca de Ca?* en el nicleo VB

Edad dp1l dp2 dp3

Condicion C E C E C E
# células con actividad
intrinseca
relacion % de células con
actividad intrinseca

735 669 938 741 1514 1013

91% 79% 67%

# células responsivas a KCI 1465 1258 2252 1944 2966 2112

relacion % de células
responsivas a KCI
relacion % entre células
responsivas a KCl / células 50% 50% 41% 38% 51% 48%
con actividad intrinseca

85% 86% 71%
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Discusion

Como se menciond, la perdida de la visidn en estadios tempranos del desarrollo genera la expansién
de la Sl (Bronchiti et al., 1992; Rauschecker et al., 1992; Zheng y Purves, 1995). Aunque los mecanismos
de este proceso aun so poco claros, se ha propuesto que la expansion de la Sl resulta del incremento
de la actividad neuronal generada por la estimulacidon sensorial durante el desarrollo postnatal
(Rauschecker et al., 1992; Zheng y Purves, 1995). No obstante, se ha demostrado que la expansién de
esta area cortical resulta de incrementos en la tasa de crecimiento y la ramificacidon de las ATCs que se
proyectan desde el nucleo VB en ratas cegadas al nacimiento, independientemente de incrementos en
los niveles de la actividad provocada por la estimulacidn sensorial (Fetter-Pruneda et al., 2013). En
relacién con lo anterior, y debido a que la dindmica de las transitorias de Ca* intracelular — expresada
en “cédigos” de amplitud y frecuencia — (Toescu y Verkhratsky, 1998), es fundamental en la modulacién
de los procesos que participan en la proyeccidn y establecimiento de la conectividad axonal durante el
desarrollo (Ackman et al.,2012; Mire et al, 2012), en este proyecto se explord si en las células del nucleo
VB — cuyos axones se proyectan a la capa IV de la Sl — la dindmica de las transitorias de Ca?* intracelular,
particularmente en sus parametros de frecuencia y amplitud, se modificé como consecuencia de la

enucleacidn postnatal durante el periodo de la especificacion del PMBSF.

Los resultados del andlisis de la amplitud de las transitorias de Ca?* intracelular, muestran que la
amplitud de las transitorias de Ca?* tienden consistentemente a ser elevadas, particularmente en el
dp1l, en las neuronas del nucleo VB de las ratas cegadas al nacimiento, al compararlas con los resultados
de las ratas controles entre el dply el dp3. Con relacidn a esto, es conveniente mencionar que Mire y
colaboradores (2012) reportaron que, en las células talamicas del nldcleo somatosensorial en estadios
embrionarios, la amplitud de las transitorias de Ca%* intracelular incrementd a través de los estadios de
desarrollo analizados. A pesar de que en el estudio mencionado anteriormente no se establecid la
relaciéon entre los incrementos en la amplitud de las transitorias de Ca®* y el crecimiento de ATCs
somatosensoriales que se proyectan hacia la corteza, en otros estudios se ha reportado que los
incrementos en las concentraciones de Ca?* citoplasmatico, ya sea a nivel del soma o sus proyecciones,
activan vias especificas de procesos intracelulares relacionados a segundos mensajeros (Tonelli et al.,
2012). En estos estudios se ha observado que las variaciones de Ca?* intracelular asociadas a la amplitud

de las transitorias de Ca?* promueven la plasticidad neuronal (Gasperini et al., 2017) al modular
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procesos transcripcionales como NFTA o netrin-1 (Wen et al.,, 2004; Tang y Kalil, 2005; Moore y
Goldberg, 2011), que modifican el comportamiento del crecimiento axonal y su segregacién
dependiendo de los gradientes de las [Ca?*]i locales (Zheng 2000; Tang et al., 2003; Gomez y Zheng,
2006; Ooashi et al., 2005; Tojiima et al., 2007). Con respeto a lo anterior, y considerando los
antecedentes antes mencionados, es posible que el incremento sostenido de la actividad de Ca?*
intracelular expresada en la amplitud de las transitorias de Ca?* a través de los estadios postnatales
observado en las neuronas del nucleo VB de las crias cegadas al nacimiento, en comparacién con lo
observado en las crias de ratas control, pudiese fomentar el sobre-crecimiento de las ATCs talamicas,
al modificar procesos relacionados con la temporalidad de su crecimiento, y participar asi en la
expansion de los barriles de la SI durante su especificacién neuroanatdémica. Estudios subsecuentes

enfocados a modular la amplitud de las espigas de calcio in vivo nos permitirian evaluar esta hipotesis.

Por otra parte, y con relacion a los resultados de la amplitud de las transitorias de Ca?* intracelular, es
de notar que si bien los valores de la amplitud de las transitorias de Ca?*intracelular en las células del
VB en las ratas enucleadas se mantiene por encima de los valores de las ratas control — particularmente
al dpl —, esta decae al nivel de lo observado en el dp2 y el dp3 de las crias control. Este incremento en
el dply posterior decremento en el dp2 y el dp3, sugiere que en las células del VB de ratas enucleadas
hay modificaciones en la regulacion de las [Ca%*]i debidas a la enucleacién expresadas en los
incrementos de la amplitud de las transitorias de Ca?*, y una posterior regulacion negativa de las [Ca%*]i
(véase Figura 9). En concordancia con este proyecto y contextualizando estas observaciones, se sabe
que durante el desarrollo de los circuitos neuronales, tanto las variaciones que se generan en los
elementos estructurales de las neuronas (tipos de canales idnicos, o generacion y eliminacion de
botones sindpticos) como los cambios que emergen de la conformacidn estructural de los circuitos
neuronales (formacidn de sinapsis o la modulacién entre distintos tipos de células neuronales), generan
la inestabilidad en los niveles de actividad eléctrica neuronal (Turrigiano 1999). No obstante, y debido
a que la inestabilidad de la actividad eléctrica puede generar un estado excito-toxico, posteriormente
a la deteccion de los incrementos o decrementos sostenidos de la actividad eléctrica (Tien vy
Kerschensteiner, 2018) por medio de los canales calcio dependientes de voltaje (CCDV) (Frank 2014),
se da la activacién de procesos de plasticidad neuronal relacionados tanto a las propiedades eléctricas

intrinsecas de las neuronas como al grado de conectividad sindptica de manera auténoma en los
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circuitos neuronales, que en conjunto generan ajustes homeostaticos que restablecen la excitabilidad

neuronal a umbrales neurofisioldgicos estables (Turrigiano 1999; Turrigiano y Nesol, 2000).

Ahora bien, aunque aun no claro como se dan los procesos de plasticidad homeostatica, se sabe que
entre la transicion de un estado estable a un inestable y viceversa, hay modificaciones en la liberacién
de neurotransmisores pre-sinapticos, la expresion de receptores de neurotransmisores, la densidad de
canales iénicos, la conductancia de las neuronas, la densidad sinaptica, y modificaciones en el balance
entre la excitacion e inhibicién (Turrigiano 2012; Frank 2014; Yin y Yuan, 2015). Por ejemplo, cuando la
tasa de disparo de una neurona es baja, las [Ca%*]i disminuyen y las conductancias se modifican
incrementando la tasa de generacidn de potenciales. De manera inversa, cuando la actividad en la tasa
de disparo es alta, las [Ca?*]i incrementan y las conductancias se modifican para disminuir la tasa de
disparo neuronal, generando un proceso de escalamiento sindptico y por lo tanto de regulacién
homeostatica con base en la tasa de disparo neuronal (Turrigiano 1999). En particular, en estudios en
la corteza visual primaria se han reportado procesos de escalamiento sindptico en neuronas piramidales
posterior a la privacidn visual, en las cuales, hay un incremento multiplicativo en la amplitud de las
corrientes miniatura excitatorias post-sinapticas (mEPSC); mientras que durante el desarrollo normal,
hay una disminucidn de la amplitud de las corrientes miniatura excitatorias post-sinapticas, en la
medida en que incrementa tanto el numero de sinapsis como la frecuencia de las corrientes miniatura
excitatorias. Caso similar es el que se ha reportado en la corteza somatosensorial primaria posterior a
la privacion sensorial relacionada a las vibrisas, en donde las neuronas de la corteza de una columna
cortical asociada a una vibrisa lesionada disminuyen su actividad, mientras que en las columnas

corticales adyacentes la actividad neuronal incrementa paulatinamente (Gainey y Feldman, 2017).

Con base en lo anterior, los resultados reportados sugieren que la enucleacién genera por efectos de la
reorganizacion neuronal a nivel del tdlamo visual, indirectamente cambios en la regulacion de los
circuitos del VB, implicando, probablemente cambios en la modulaciéon de las [Ca?']i debido a
modificaciones en los mecanismos de la modulacién del Ca?* extracelular al alterar el tipo y la densidad
de canales iénicos de Ca?*, e intracelular, por ejemplo, por modificaciones a nivel del reticulo
endoplasmatico o la generacion de amortiguadores de Ca?*. Desde luego que las modificaciones antes
mencionadas, tiene que ser situadas en el contexto de la estructura de los circuitos neuronales

relacionada a la interaccidn entre células inhibitorias y excitatorias. En conjunto, estas observaciones

34



podria estar indicando la activacién de mecanismos de plasticidad homeostatica posteriores a la

fluctuacién de las [Ca?*]i generada por efectos de la enucleacion.

Con relacion a la frecuencia de las transitorias de Ca%*intracelular, recordemos que en las neuronas del
VB de las crias enucleadas este parametro fue consistentemente menor que el obtenido para las crias
control entre el dply el dp3. Estudios previos, han mostrado que el incremento en la frecuencia de las
transitorias de Ca?*intracelular en neuronas corticales en estadios postnatales se asocia tanto con el
decremento de la tasa de crecimiento como la estasis del crecimiento del cono axonal, a la vez que
promueve la ramificacién axonal (Tang et al., 2003). Sin embargo, en otros estudios se ha observado la
asociacion contraria (Mattson y Kater, 1987; Lankford y Leoturneau, 1989; Gomez et al., 1995; Gomez
y Spitzer, 1999; Tang et al., 2003), ademads, de que se pueden generar procesos de reorganizacion y
segregacion axonal paralelos, de tal manera, que en una misma ramificacidon axonal una proyeccién
axonal puede aumentar su taza de crecimiento con relacion al incremento de la frecuencia de
transitorias de Ca%*, mientras que otra proyeccidon axonal del mismo axdn, a su vez puede detener su
crecimiento si la frecuencia de actividad de Ca®*intracelualr disminuye (Hutchins y Kalil, 2008; Hutchins
et al., 2011). Ademas, y en relacién con los resultados obtenido en este proyecto, se ha reportado que
en células talamicas del nucleo VB en estadios embrionarios, la frecuencia de las transitorias
espontaneas de Ca?* disminuyo en la medida en que los axones tdlamo-corticales se extendian hacia la
corteza (Mire et al., 2012). Asi, en conjunto, los estudios mencionados anteriormente proveen un
panorama en el cual las variaciones en la frecuencia de las transitorias de Ca%* en neuronas puede
promover paralelamente el crecimiento axonal y la reorganizacién de sus ramificaciones, en funcion

tanto del contexto celular como de ventanas de tiempo del desarrollo definidos.

Con base en lo anterior, y en relacidn con nuestros resultados, podriamos comentar que es posible que
el descenso sostenido de la frecuencia, aunado al incremento de los valores de la amplitud de las
transitorias de Ca?* observado en las neuronas del VB de las crias cegadas al nacimiento, al ser
comparadas con los valores obtenidos para ratas control en los mismos estadios postnatales, pudiese
contribuir al sobre-crecimiento y mayor elaboracién de los arboles axdnicos de las terminales de las
ATCs y participar asi, en la expansiéon de los barriles de la SI. En particular, los decrementos en la
frecuencia de las transitorias de calcio podrian estar relacionados a dos procesos no excluyentes, siendo

el primero una reduccidn de la tasa de crecimiento de los axones durante su insercion paulatina en las
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zonas corticales en la medida en que estas se van diferenciando de la placa cortical, mientras que el
segundo, promoveria la construccion mas elaborada de las terminales axénicas de las ATCs a nivel de

capa IV en la Sl, situacién esta ultima documentada por Fetter-Pruneda y colaboradores (2013)..

Otro aspecto relacionado con la dindmica del Ca?* intracelular durante el desarrollo del sistema
nervioso central, es aquel, en el cual las propiedades electrofisioldgicas de las células van cambiando a
lo largo de la madurez de las células y establecimiento de los circuitos neurales, debido al
establecimiento de los diferentes tipos de canales idnicos (Spitzer N, 1991; Moody and Bosma, 2005).
En particular, parametros como la amplitud, el tiempo de decaimiento (t4) o la frecuencia de la
actividad de los potenciales de acciéon (Bahrey y Moody, 2003; Oswald y Reyes, 2007; Ehrlich et al.,
2012; Parker et al, 2009) y de las transitorias de Ca?* intracelular (McCabe et al., 2006; Corlew et al,
2004; Lee et al, 2016), sirven como referentes neurofisiolégicos para evaluar la madurez celular. Con
relacidon a este proyecto, y como se menciono previamente, Fetter-Pruneda y colaboradores (2013)
propusieron que los barriles del PMBSF se forman prematuramente en la Sl de las crias cegadas el
nacimiento. De acuerdo con esto, y con relacion a los resultados de este proyecto, se sabe que la 74
disminuye paulatinamente conforme las neuronas maduran (Warren y Jones, 1997; Ehrlich et al., 2012;
Lee et al.,, 2016), situacién que observamos en nuestras series experimentales. Con respecto a la
amplitud, se ha reportado que incrementos tanto en la amplitud de los potenciales de accién (Warren
y Jones, 1997; Parker et al, 2009; Ehrlich et al, 2012) como en las transitorias de Ca?*, este ultimo
reportado en neuronas talamicas en estadios embrionarios (Mire et al., 2012), indican mayor madurez
celular. Esta tendencia también se observo a lo largo de los estadios postnatales analizados de nuestras
series experimentales. Por ultimo, y con relacion a la frecuencia de las transitorias de Ca?* intracelular,
se ha reportado que en la medida en que las neuronas van madurando la actividad de las transitorias
de Ca?* decrece (Corlew et al., 2004; McCabe et al., 2006; Mire et al., 2012), esta tendencia se
documentd también en las series experimentales de este proyecto. Con base en esta informacioén, los
resultados de este proyecto parecen apoyar la idea de que, en las crias enucleadas al nacimiento las

neuronas del nucleo VB maduran prematuramente.

Un hallazgo interesante del presente trabajo es que tanto el niumero de neuronas que muestran
transitorias de Ca?* intracelular como aquellas que respondieron a KCl, aumenta a través de los estadios

postnatales en ambos grupos de crias. Sin embargo, el nUmero de neuronas activas (que exhibieron
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transitorias de relacionadas a las variaciones de las [Ca?*]i durante el registro) fue consistentemente
menor en las crias cegadas al nacimiento a lo largo de los estadios postnatales analizados. Aunque la
explicacion para esta diferencia no es clara, parece que el decremento en el numero de células en los
grupos de animales enucleados reportado en este proyecto podria no deberse principalmente a
afectaciones en los procesos de neurogénesis en el VB, esto, debido por una parte a que la neurogénesis
y establecimiento de las células en este nucleo sucede entre los dias embrionarios 14 y 15 (Altman y
Bayer, 1989), con un periodo de decaimiento en los primeros dias postnatales (entre el dpOy el dp2) e
incrementando posteriormente a partir del dp3 (Mooney y Miller, 2007), y por otra, que los cambios
observados en las ratas enucleadas, estdn dentro de la primera fase de maduracién de la estructura
neuroanatdmica del nucleo VB, periodo durante el cual se lleva a cabo el reclutamiento secuencial e

integracion de células resultantes de la neurogénesis (Mooney y Miller, 2007).

Una alternativa para explicar el decremento mencionado anteriormente en las ratas enucleadas es que
debido al posible adelantamiento en la maduracién del ndcleo VB y del circuito tdlamo-cortical
somatosensorial, los procesos de madurez del ntcleo VB asociados a la apoptosis (Schiebel et al., 1976)
y el refinamiento de los circuitos neurales que inician al nacimiento (Waite et al., 1992), presenten un
aceleramiento como resultado de la enucleaciéon. En este sentido, es fundamental tomar en cuenta
tanto a los procesos de reconfiguracion de los nucleos taldmicos visuales geniculado ventro-lateral
(LGv) y el geniculado dorsal (LGd) (Tsang 1937; Karlen, y Krubitzer, 2008; Izraeli et al., 2002), como de
la conectividad entre los nucleos taldmicos VB y dLGN (Moreno-Juan et al., 20 17) posteriores a la
enucleacidn, de tal manera, que la pérdida de las aferentes visuales pudiera precipitar los procesos

relacionados a la apoptosis en el VB generados por la reorganizacién a nivel subcortical.

Aunado a lo anterior, y no obstante el decremento paulatino en el nimero de células en las ratas
enucleadas es necesario hacer notar que los resultados de la relacion porcentual entre las células con
actividad intrinseca de Ca?* intracelular y las células responsivas a KCl, indican que las células con
actividad intrinseca en el VB oscilo alrededor del 50% tanto para ratas control como enucleadas a lo
largo de los dias analizados. En este sentido, es fundamental tener en cuenta que las células resultantes
de la neurogénesis que per se sucede en el VB se van integrando y madurando en sus cualidades
fenotipicas y funcionales (Mooney y Miller, 2007), a la vez que hay un decremento en la densidad de

neuronas debido a procesos apoptdticos durante la primera semana postnatal (Waite et al., 1992;
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Zantua et al.,1996), los cuales son fundamentales durante el desarrollo del sistema nervioso al
promover la transicién de grupos neurales inmaduros a un estado maduro debido a la eliminacion de
neuronas, atrocitos y algunas de sus conexiones (Oppenheim 1991; Dekkers et al., 2013; Kole et al.,
2013). En el contexto de los procesos neuronales del desarrollo ya mencionados, esto parece sugerir,
gue a pesar de los efectos que pudiese tener la enucleacién sobre la restructuraciéon neuroanatdmica
del nucleo VB en los estadios postnatales del desarrollo por efectos de la apoptosis, también habria un
componente plastico relacionado a la estabilidad estructural neuroanatémica. Este componente
plastico implicaria un equilibrio entre los procesos apoptéticos y el reclutamiento de grupos
neuronales, manteniendo asi, de un minimo de células involucradas en la conectividad de los circuitos
neurales necesarios para las cualidades funcionales del nicleo VB. Desde luego, las hipdtesis planteadas
de estas observaciones tendran que ser evaluadas con métodos para establecer indices de muerte

celular y configuracién neuroanatémica del ndcleo VB
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Conclusiones

Con base en los resultados de este proyecto se puede concluir que:

e La enucleacién en estadios postnatales genera cambios en los parametros de la dinamica de

Ca?* intracelular en las células del nucleo ventro-basal taldmico.

e Con base en el contexto de este proyecto, el aumento en la amplitud y el decremento de la
frecuencia de las transitorias de Ca?* en las células del VB en los animales enucleados, sugiere
que los cambios en la dindmica de las [Ca%*]i estan relacionadas a las modificaciones en la tasa

de crecimiento de los axones talamo-corticales somatosensoriales.

e Los cambios en los pardmetros de las transitorias de Ca%*intracelular, es su conjunto, sugieren

un adelantamiento en la madurez de las células taldmicas del VB en las ratas enucleadas.

e El decremento en el nimero de células de VB en ratas cegadas al nacimiento podria estar
indicando un adelantamiento en la estructura talamica del nucleo ventro-basal debido a

cambios en los procesos apoptoticos y la reorganizacidn a nivel subcortical.

Desde una perspectiva integral, los resultados de este proyecto tendrian que ser considerados desde la
posible relacién entre la reconfiguracién estructurales de los circuitos neuronales en el VB vy las
variaciones neurofisioldgicas asociadas a las [Ca®*]i en un contexto de los procesos relacionados a la
plasticidad homeostatica en el VB posterior a la enucleacidén, los cuales, paralelamente estarian
relacionados con los procesos neuronales asociados a la temporalidad del crecimiento y la ramificacion

de las aferentes talamo-corticales que se proyectan desde el nucleo ventro-basal talamico.
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Anexo

Dinamica del calcio intracelular

Los efectos que las transitorias de la [Ca®*]i ejercen sobre el ensamblaje y desarrollo de los circuitos
neuronales estan asociados con la generacion de “cddigos” electroquimicos intracelulares y su
modulacion (Shatz 1990; Katz y Shatz, 1996; Yuste 1997; Crair 1999; McCormick 1999; Spitzer 2006).
Estos procesos son en parte el resultado de la versatilidad en la dindmica de [Ca?*]i y su regulacidn a
nivel neuronal, la cual genera fluctuaciones en las concentraciones de [Ca?*]i que van de entre ~50-
100nM en un estado de “reposo” a incrementos de ~500-1000nM como el resultado tanto de la entrada
de calcio a través de los canales idnicos, como por la liberacién de calcio de los compartimientos
intracelulares. Estas fluctuaciones se ven reflejadas en la generacion de transitorias u oscilaciones de
calcio intracelular, y se pueden entender como un proceso en dos fases: de incremento y decremento

de [Ca?]i (Berridge 1998; Berridge et al., 2000; Uhlén y Fritz, 2010; Jones y Smith, 2016).

La fase de incremento (ver Figura 14, procesos celulares sefialados en rojo) de Ca?* intracelular se puede
dividir en dos procesos, uno a nivel de membrana plasmatica, el cual comienza cuando un estimulo
(cambios en el potencial de membrana, interacciones célula-célula o activacion de proteinas de
membrana por ligando) a nivel de membrana celular genera la activacién y apertura de canales de Ca?*
voltaje-dependientes (VOC's), canales ionotrdpicos asociados a la regulacion de Ca?* dependientes de
ligando (ROC’s) como los AMPA y NMDA activados por glutamato, asi como los P2X activados por ATP;
en este proceso también participan canales metabotrépicos relacionados a la regulaciéon de Ca?*, los
P2Y activados por ATP, los receptores muscarinicos (mMAChR) y de glutamato (mGIuR5), y los de

receptores acoplados a tirosina-quinasa (RTKs) (Berridge et al., 2000; Uhlén y Fritz, 2010).

El segundo proceso dentro de la fase oscilatoria inicial se encuentra asociado a nivel de la membrana
del reticulo endoplasmatico, el cual contribuye al incremento de calcio citoplasmatico por medio de la
apertura de canales altamente permeables a calcio asociados a receptores de rianodina (RyR) e Inositol
1,4,5-trifosfato (InsPsR), ambos acoplados a mecanismos censores de calcio intracelular (SOC’s)
(Berridge et al., 2000; Uhlén y Fritz, 2010; Leybaert y Sanderson, 2012). En el caso de los receptores de

rianodina, si bien se sabe que la ADP-ribosa ciclica también genera la apertura de estos canales, la
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activacion se lleva a cabo fundamentalmente por la unién de los iones calcio a los receptores de
rianodina, ya sea por el calcio liberado del reticulo endoplasmatico por medio de otros canales
asociados a RYR o InsP3R (Berridge 1998), o por el calcio que entra al citoplasma por la apertura de
canales a nivel de membrana celular. Por otra parte, la activacion de los receptores de InsP3 se lleva a
cabo cuando un ligando se une a los receptores metabotrépicos como los P2YR, mAChR, mGIuR5 o RTKs
a nivel de membrana celular. Este proceso activa a la fosfolipasa C (PLC), la cual cataliza la hidrélisis de
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) para producir InsPsy diacilglicerol. Posteriormente el InsP3 se une
a sus receptores acoplados a los canales en la membrana del reticulo endoplasmatico, causando el
cambio conformacional del canal y permitiendo el flujo de Ca?* hacia el citoplasma (Uhlén y Fritz, 2010;
Leybaert y Sanderson, 2012). Es importante resaltar que estos receptores intracelulares son
fundamentales en la dindmica y la temporalidad de los patrones de las sefales neuronales de calcio
intracelular, tanto por su participacion en la integracion de la informacién generada en el citoplasma y
el lumen, como por ser parte del proceso de regeneracion a través del proceso de liberacidon de calcio
por induccidn de calcio (CICR), responsable de la amplificacion de las sefiales de Ca%* generadas a nivel

extracelular y la generacién de ondas de Ca?*(Berridge 1998).

En la medida en que incrementan las concentraciones de Ca?* intracelular, se van activando los
mecanismos asociados a la segunda fase, en la cual participan proteinas censoras y amortiguadoras que
se acoplan al Ca?* intracelular (CaBPs), como la calmodulina (CaM), calneurina, sensor neuronal de Ca?*
(NCS), la parvalbumina (PV), la calbindina (CB) y calretinina (CR), localizadas principalmente en el lumen
del reticulo endoplasmatico (también se localizan en el aparato de Golgi, mitocondrias, peroxisomas y
compartimientos endo-lisosomales) y el citoplasma celular. Su activacidn es parte de los procesos
bioquimicos traslapados entre la fase de incremento/decremento que participan en la modulacion del
Ca%*intracelular. En este contexto, se considera que la fase de decremento (ver Figura 14, procesos
celulares sefialados en azul) comienza estrictamente con la activacion de las Ca?*-ATP-asas (PMCA’s) y
los intercambiadores Na*/ Ca?* (NCX) que a nivel de membrana plasmatica eliminan calcio dependiendo
de los gradientes de concentracidén. Mientras que, a nivel intracelular, tanto los intercambiadores Ca?*-
ATP-asas del reticulo endoplasmatico (SERCA) que introducen el calcio del citoplasma al lumen del
reticulo, como los trasportadores uniporter en las membranas mitocondriales contribuyen a la
recaptura de calcio. Si bien estos mecanismos de bombas se activan a diferentes concentraciones de

calcio citoplasmatico y tienen tazas de intercambio particulares para este ion, en conjunto estos
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mecanismos y procesos caracterizan a la fase de decremento, y por lo tanto estan relacionados a la

homeostasis de calcio intracelular (Uhlén y Fritz, 2010; Schawaller 2012).

Caz+|

Tiempo

Ca% Ca? Ca%* Ca?+ Na*

estimulo
Q

Av PMCA

membrana celular

ewse|dojn

Ca2+

RE/RS SERCA SERCA RE/RS

Figura 14. Procesos involucrados en la generacién de las transitorias de Ca?* intracelular. Las oscilaciones o
transitorias de Ca%*intracelulares son generadas mediante procesos celulares que una vez activados modulan
el incremento (procesos en rojo) y decremento (procesos en azul) de las concentraciones del Ca2+ en el
citoplasma celular. Tomado y modificado de Uhlén y Fritz, 2010.
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