L NN AR §
!

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE PSICOLOGIA

EVALUACION MORFOLOGICA DE LOS ARBOLES DENDRITICOS DE

LAS NEURONAS ESTRELLADAS ESPINOSAS DE LA CAPA IV DE LA

CORTEZA SOMATOSENSORIAL PRIMARIA DE RATAS CEGADAS AL
NACIMIENTO

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
LICENCIADO EN PSICOLOGIA
P R E S E N T A
JUAN CARLOS MARTINEZ GUERRA

DIRECTOR DE TESIS: DR. GABRIEL GUTIERREZ OSPINA
REVISOR DE TESIS: DR. OCTAVIO CESAR GARCIA GONZALEZ

SINODALES
DRA. KARINA SIMON ARCEO
DR. RODRIGO PEDROZA LLINAS
MTRO. JOSE ANTONIO HERNANDEZ SANTOS

Facultad CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX. JUNIO DE 2022.
de Pyicologia



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.



Agradecimientos

Al Dr. Gabriel Gutiérrez Ospina, por su apoyo, paciencia y asesoria a lo largo de

estos afios. Por todas sus ensefianzas y por acompafiarme en este proceso.

A la Dra. Margarita Gomez Chavarin, por su apoyo y paciencia a lo largo de este

proyecto. Sin su asesoria este proyecto no habria podido llevarse a cabo.

Al Dr. Miguel Lara Tapia de la Unidad de Microscopia del Instituto de Investigaciones

Biomédicas de la UNAM, por su apoyo en las reconstrucciones neuronales.

A mis padres y hermanos, por su carifio y apoyo. Por ensefiarme con el ejemplo a

salir adelante cuando las circunstancias son adversas.

A Fernanda, por su amistad y solidaridad en este camino. Por siempre estar

presente y darme las palabras de aliento necesarias cuando mas falta me hacian.

A todos quienes directa o indirectamente formaron parte de este proceso y

contribuyeron a su conclusion.

El presente proyecto de investigacion se llevo a cabo en el laboratorio B-220 del
Departamento de Biologia Celular y Fisiologia del Instituto de Investigaciones

Biomédicas de la UNAM. Muchas gracias.




Contenido

I TS U3 =) o PSPPI 4
2. INITOAUCCION . 5
G Y 1 (=T ot T0 (=T (=P 6
3.1 La plasticidad NEUIONAL ...........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 6
3.2 La corteza somatosensorial primariade larata............ccccevvveiiiie e, 6
3.3 EI PMBSF vy la plasticidad intermodal ...............cooiiiiiiiiiiiiiii e, 7

3.3.1 Factores anatdmicos que subyacen a la expansion del PMSBF en

roedores cegados perinatalMente...........coouvvviviiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 9
4. Justificacion y planteamiento del problema............cccviiiiiiiiiiiiie e 11
ST o {100 (=3]SR 12
B. ODJELIVOS ...ttt e e e e 12
LI I 1= T - | 12
6.2 ESPECITICOS ... i ———— 12
7. MaterialeS Y MELOUOS .......uuiiiiiiieiiiiiiiiiiee e e e 13
A0 1 =1L PR 13
47 =11 T[T Tor o ] o 1 13
7.3 Obtencion y procesamiento histolégico de cortezas .............cccoevvvvvvvnnnnnn. 14
7.4 Seleccidn de neuronas Y reCONStIUCCIONES ......coeeeeeeeeeeiiiiiieee e eeeeeeeeiiinn 15
7.5 ANAlISIS MOIOIOGICO ...ceeeieeiiiiiiieieeee e 16
7.6 ANAIISIS EStAdISICO......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 19
S T =21 1 7= o [0 1O 20
9. DISCUSION ..o 25
IO R @0 Tod 1170 T 28
N 12 (o T PP PP 29
D (] (=] =1 Tl = TSR 30



1. Resumen

La pérdida de la vista en etapas tempranas del desarrollo postnatal conduce a una
reorganizacion del sistema nervioso. En particular, en el cerebro de los roedores, la
corteza somatosensorial primaria (S1) y la auditiva primaria incrementan su area,
mientras que la corteza occipital, nominalmente visual, se torna bimodal
respondiendo a estimulos auditivos y somestésicos. Los mecanismos celulares por
los cuales estos cambios tienen lugar son poco claros. Para el caso de la S1, se
presume que las neuronas corticales ubicadas en su capa IV, que reciben las
aferencias taldmicas somestésicas, incrementan el tamafo y la complejidad de sus
arboles dendriticos. Sin embargo, esta hipo6tesis no ha sido evaluada. Por ello, en
el presente trabajo, analizamos la morfologia de los arboles dendriticos de las
neuronas estrelladas espinosas (NEE) de la capa IV en la S1 de ratas intactas y de
aquéllas sujetas a la remocion quirargica neonatal de los ojos (enucleacion),
empleando técnicas de impregnacion argéntica tipo Golgi alos 30 y 60 dias de edad.
Esto nos permitié inferir si los patrones de crecimiento y las dimensiones de los
arboles dendriticos se alteran en respuesta a la enucleacién. Nuestros resultados
mostraron que el promedio de la longitud dendritica total, la distribucién de las ramas
dendriticas en funcién de la longitud intervalar, la complejidad de los arboles
dendriticos y la longitud de las ramas dendriticas por orden de las NEE fueron
comparables entre las ratas control y aquéllas enucleadas al nacimiento, a los 30 y
60 dias de edad. Estos resultados claramente muestran que el patron de
crecimiento y las dimensiones de los arboles dendriticos de las NEE ubicadas en la
capa IV de la S1 no se modifican en respuesta a la enucleacion. Por ello, la
expansion de la S1 observada en las ratas enucleadas al nacimiento no tiene un
componente dendritico local, sino que es mas bien atribuible al sobrecrecimiento de
los arboles terminales de las aferentes talamocorticales somestésicas. Dicho
sobrecrecimiento resultaria en un mayor reclutamiento de las NEE en el dominio

tangencial del espacio cortical.



2. Introduccién

En el ambito neurobiolégico, se define como plasticidad neuronal a la capacidad
perenne que muestran las neuronas para modificar su morfologia y/o fisiologia, de
manera contingente, en respuesta a cambios inestimados que ocurren en el
ambiente circundante a las propias neuronas o al organismo (Fox, 2002; Waite,
1984). Uno de los eventos en el que los cambios plasticos neuronales son mas
claros tiene lugar después de la pérdida de la vista consecutiva a la anoftalmia, la
remocion quirargica de los ojos, o al desarrollo de estados tumorales o
degenerativos de la retina (Bavelier & Neville, 2002). Especificamente, en los
roedores, la extirpacion de los globos oculares (enucleacién), en etapas tempranas
del desarrollo, conduce a un incremento en el area correspondiente a la
representacion corporal (Woolsey & Van der Loos, 1970), la cual se localiza en la
corteza somatosensorial primaria (S1; Rauschecker, 1995, 1999). Sin embargo,
aungue han transcurrido décadas desde que este fendmeno se describié como un
proceso de plasticidad intermodal, los eventos citoldégicos que lo subyacen son ain
desconocidos (Champoux et al., 2008; Rauschecker et al., 1992; Withington, 1992).
Recientemente, diversos estudios han sugerido que los axones talamocorticales
somatosensoriales crecen a una tasa acelerada en direccion a la S1 e incrementan
su complejidad y volumen de distribucion a su arribo a la capa IV de esta area
cortical (Fetter-Pruneda et al., 2013; Martini et al., 2018; Mezzera & L6pez-Bendito,
2015). La circuiteria de la capa IV de la S1, sin embargo, también esta formada por
los arboles dendriticos de las neuronas estrelladas espinosas (NEE). A la fecha,
desconocemos si éstos participan en el proceso de expansion de la S1. Por ello, el
propdsito principal de este trabajo fue el de evaluar los patrones de crecimiento y
las dimensiones de los arboles dendriticos de las NEE ubicadas en la capa IV de la

S1 en respuesta a la enucleacion neonatal.



3. Antecedentes

3.1 La plasticidad neuronal

La plasticidad neuronal se define como la capacidad contingente de las células
neurales para modificar su morfologia funcional en respuesta a estimulos internos
0 externos de distinta naturaleza fisicoquimica (Mezzera & LOpez-Bendito, 2015).
Para el caso de la plasticidad neuronal inducida por dafos significativos a los
organos sensoriales periféricos correspondientes a una modalidad sensorial, las
investigaciones han mostrado que estas lesiones no solo impactan la morfologia
funcional de las regiones del cerebro relacionadas con la modalidad sensorial
afectada, sino que también inducen una reorganizacion de las demas vias
sensoriales (i e., plasticidad intermodal, Bavelier & Neville, 2002; Lee & Whitt, 2015;
Rauschecker & Korte, 1993). Sin embargo, a pesar del progreso en las técnicas
utilizadas hoy en dia, y de los avances en las investigaciones realizadas, los
mecanismos que rigen estos procesos plasticos, asi como las modificaciones
anatdmicas que subyacen a los cambios fisiolégicos que ocurren en el sistema

nervioso alin son poco conocidos.

3.2 La corteza somatosensorial primaria de la rata

El sistema somatosensorial de la rata posee diversos atributos que lo hacen una
excelente herramienta para modelar experimentalmente los procesos de plasticidad
intermodal (Woolsey & Van der Loos, 1970). En particular, la capa IV de la S1
contiene un mapa corporal formado por unidades citoarquitecténicas denominadas
barriles (Woolsey & Van der Loos, 1970). Cada barril representa agrupaciones de
mecanorreceptores distribuidos sobre la superficie corporal. Las vibrisas faciales se
encuentran representadas por el denominado subcampo de barriles posteromedial
(PMBSF, por sus siglas en inglés; figura 1). Estudios previos llevados a cabo con
tinciones histoquimicas para citocromo oxidasa han mostrado que estos barriles se
expanden en respuesta a la enucleacion perinatal (Fetter-Pruneda et al., 2013). Es
menester mencionar que cada barril esta constituido por los arboles terminales de

las aferentes talamocorticales somestésicas, de la corteza contralateral y de
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interneuronas ipsilaterales. Los bordes de los barriles estan constituidos por los

somas de las NEE cuyas dendritas se orientan hacia el interior de cada barril
(Erzurumlu & Gaspar, 2012).
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Figura 1 | Representacion corporal en la corteza somatosensorial primaria (S1) de la rata.
A. Fotomicrografia obtenida a partir de un corte tangencial de la S1, en su capa IV, tefiida con deshidrogenasa
succinica (modificado de Riddle et al., 1993). Se observan las distintas agrupaciones de barriles que representan
las vibrisas (trazo en rojo claro), el dorso de la nariz y la mandibula (trazos en verde), el tronco (trazo en azul) y
la pata anterior (trazo en lila) y la posterior (trazo en marrén). B. Esquema de los segmentos corporales que son
representados por cada subrepresentacion en la S1 de la rata en la ilustracion en A. C. Representacion de la
via somatosensorial, desde las vibrisas hasta la S1 (delineada en azul). En términos generales, esta via se inicia
en los mecanorreceptores asociados a las vibrisas mistaciales que son inervadas por aferentes del nervio
trigémino. Las fibras de proyeccién central se dirigen desde el ganglio del trigémino hacia las neuronas del
ndcleo principal trigeminal. Las neuronas centrales trigeminales proyectan hacia el complejo ventral
posteromedial talamico. En turno, las neuronas taldmicas proyectan a la S1, en donde alcanzan
mayoritariamente a las neuronas corticales ubicadas en la capa IV, aunque también existen proyecciones a
otras capas de la S1. D. Esquema que ilustra la representacion isomérfica de las vibrisas mistaciales con los
barriles del subcampo de barriles posteromedial en la S1 del cerebro de la rata (C y D, modificados de Aronoff
& Petersen, 2009).

3.3 El PMBSF vy la plasticidad intermodal
Si bien diversas investigaciones han estudiado la plasticidad del PMBSF en

unidades experimentales, cuyo objetivo es lograr la privacion de esta via

somatosensorial mediante la remocién de los bigotes mistaciales, otro campo de
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investigacion que se ha explorado es aquél enfocado en entender los mecanismos
de plasticidad del PMBSF tras la privacion de la via auditiva o visual (Jitsuki et al.,
2011; Rauschecker et al., 1992). Con referencia a esta ultima linea de investigacion,
se ha encontrado que la pérdida de la funcion visual, asociada con la lesion de las
estructuras nerviosas oculares durante las primeras horas de vida, conduce a la
expansion del PMBSF. La magnitud de la expansion depende de la edad en la que
ocurre dicha pérdida (Berardi et al., 2000; Dye et al., 2012) y del tipo de técnica
utilizada para privar de la vista a la rata (Champoux et al., 2008; He et al., 2012). En
general, las investigaciones apoyan que mientras mas invasivas sean las
manipulaciones y mas temprano en el desarrollo se ejecuten, mayor sera la
expansion observada en el PMBSF (Waite, 1984). Es por ello que el PMBSF se ha
tornado como una de las herramientas experimentales fundamentales para estudiar
los efectos de la pérdida de la vista y de la audicion sobre la organizacién
morfofuncional de la S1 (Fetter-Pruneda et al., 2013; Karlen & Krubitzer, 2009;
Rauschecker et al., 1992). Al respecto, cabe sefalar que, si bien el PMBSF puede
incrementar su tamafio tras la privacion de una via sensorial, como la vista o la
audicion, las investigaciones sefalan que el tipo de lesién y la etapa del desarrollo
en que ésta tiene lugar, asi como la via sensorial de la que se priva al organismo
son factores determinantes en la magnitud del incremento del PMBSF. Por estas
razones, es de vital importancia definir estos factores para disefiar un protocolo
experimental. En la presente investigacion nos enfocamos en las modificaciones del
PMBSF tras la pérdida de la vista inducida mediante la enucleacién perinatal.

En consonancia con lo hasta ahora descrito, diversos grupos han mostrado
consistentemente que la mayor expansion del PMBSF en roedores adultos se logra
si la enucleacién se lleva a cabo durante las primeras horas de vida (Négyessy et
al., 2000; Rauschecker, 1995; Rauschecker et al., 1992); la magnitud de la
expansién se reduce progresivamente si la enucleacion se lleva a cabo mas
tardiamente durante los primeros tres dias de vida en roedores. Después del dia
cinco de vida postnatal, la expansion anatdmica es inobservable (Fetter-Pruneda et
al., 2013), aunque la plasticidad funcional de la representacion pueda ocurrir a lo

largo de la vida (Xerri et al., 1994). La disyuncion anatomico-funcional observada en



las ratas enucleadas a distintas edades es un proceso fascinante que carece aun

de explicacion.

3.3.1 Factores anatémicos que subyacen a la expansion del PMSBF en
roedores cegados perinatalmente

Como ha sido mencionado, han transcurrido décadas desde la primera descripcion
fenoménica de la plasticidad intermodal tanto en humanos como en unidades
experimentales animales (Martinez-Méndez et al., 2013). No obstante, no existen
aun explicaciones robustas que den cuenta de los cambios observados tanto en el
sistema nervioso central como en el cuerpo de animales cegados al nacimiento.
Nuestro grupo de trabajo (Fetter-Pruneda et al., 2013) y el encabezado por la Dra.
Lopez-Bendito (revisado en Mezzera & Lépez-Bendito, 2015), hemos
responsabilizado a las aferentes talamocorticales somatosensoriales de la
expansion observada en el PMBSF de roedores enucleados perinatalmente (figura
2). Ambos grupos presumen gue incrementos en el ritmo y modificaciones en el
patron del crecimiento axonal regulados por la relacion que se establece entre la
frecuencia y la amplitud de las espigas espontaneas de calcio conducen a que los
arboles terminales de las aferentes talamocorticales somestésicas amplien su
volumen de ocupacién en la capa IV de la S1. Esta teoria es apoyada por el hecho
de que la inhibicién de la actividad espontanea en la via auditiva, prenatalmente,
conduce a un aumento en el tamafio del PMBSF en la vida postnatal de las unidades
experimentales (Moreno-Juan et al., 2017).

Si bien es indudable que una fase del proceso de especificaciéon del PMBSF
depende de la entrada de las aferentes talamocorticales a la capa IV de la S1
(Schlaggar & O’Leary, 1994), la reorientacién y el crecimiento de los arboles
dendriticos de las neuronas estrelladas espinosas son eventos que definen los sitios
en los que los bordes de los barriles se establecen durante la especificacion de la
S1 (Jan & Jan, 2010). Teniendo en mente este detalle, es posible que el
sobrecrecimiento de los arboles dendriticos de las NEE pudiese contribuir a la
expansion de la S1 observada en roedores enucleados al nacimiento. En este

trabajo, evaluamos esta posibilidad.
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Figura 2| Arribo anticipado de las terminales axdnicas al PMBSF en ratas enucleadas. A. Fotomicrografias
de cortes tangenciales en ratas enucleadas y control a las 82 y 92 horas postnatales; en éstas se aprecia que
a las 82 horas hay un desarrollo anticipado de los barriles en los animales enucleados en comparacion con los
animales control, dicha diferencia tiende a disminuir a las 92 horas. B. Porcentaje de animales control o
enucleados con o sin barriles a las 82 y 92 horas, prueba de Fisher: ***p<0.001. C. Corte coronal de la S1 tefiida
mediante inyecciones de Dil en el nicleo ventroposteromedial del talamo. En las imagenes superiores se
observa un mayor desarrollo de las aferentes axénicas que arriban a la capa IV de la S1. Los dibujos realizados
mediante una camara licida denotan el desarrollo exacerbado de dichas aferentes a las 168 horas postnatales.
D. A la izquierda se muestra el porcentaje del area ocupada por terminales axonicas y a la derecha la longitud
de las terminales axdnicas en animales control y enucleados a las 168 horas postnatales, prueba t de Student:
***n<0.001, (modificado de Fetter et al., 2013).
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4. Justificacion y planteamiento del problema

La plasticidad intermodal es uno de los procesos de reorganizacion neural de mayor
envergadura hasta ahora documentado. Los mecanismos involucrados en su
desarrollo son aun materia de controversia. Esclarecerlos es fundamental para
aportar informacién que permita disefiar estrategias destinadas a fomentar la
recuperacion de funciones o la adquisicién de nuevas propiedades sensoriales en
individuos que han sufrido pérdidas visuales. Al respecto, sabemos que el cerebro
de individuos que pierden la vista durante la vida postnatal temprana muestra un
incremento en el area de representacion morfofuncional de la S1. Estudios
realizados en roedores sugieren que las aferentes talamocorticales
somatosensoriales ocupan un mayor volumen en el manto cortical que podria
explicar la expansién de la S1. Sin embargo, el tamafio relativo de las areas
corticales no sélo depende del territorio abarcado por sus aferencias, también
depende de las interacciones que se establecen entre éstas y las NEE a nivel
cortical. Asi, en la presente tesis, inferimos los patrones de crecimiento y estimamos
las dimensiones de los arboles dendriticos de las NEE, con la finalidad de deducir
el posible papel de estas neuronas en el proceso de expansion de la S1.
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5. Hipotesis

Las dimensiones de los arboles dendriticos de las NEE en las ratas cegadas al
nacimiento seran mayores que las observadas en los arboles dendriticos de ratas

intactas control a las edades de 30 y 60 dias postnatales.

6. Objetivos

6.1 General

Inferir el patrén de crecimiento y estimar las dimensiones de los arboles dendriticos
de las NEE en la S1 de ratas adolescentes (30 dias de edad) y adultas (60 dias de

edad), control o cegadas al nacimiento.

6.2 Especificos

1. Determinar la longitud promedio de las ramas dendriticas, asi como la densidad,
el numero y la distribucion de los puntos de ramificacion (i.e., nodos) en los arboles
dendriticos de las NEE de ratas adolescentes y adultas, control o cegadas al

nacimiento a través del analisis de Sholl.

2. Estimar la longitud de las ramificaciones de distinto orden de los arboles
dendriticos de las NEE en ratas adolescentes y adultas, control o cegadas al

nacimiento a través del analisis de Sholl.
3. Estimar el porcentaje del arbol dendritico total ocupado por ramas dendriticas de

diferente orden en las NEE de ratas adolescentes y adultas, control o cegadas al

nacimiento a través del analisis de Sholl.
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7. Materiales y métodos

7.1 Animales

Para llevar a cabo el presente estudio, se utilizaron 20 crias de rata de la cepa
Wistar, sin distincién de sexo, enucleadas aleatoriamente al nacimiento (n=10) o no
(n=10). Estas crias se obtuvieron de madres gestantes con quienes se mantuvieron
hasta el destete a los 21 dias. Las camadas se mantuvieron en el bioterio de
estancia temporal del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Una vez
ablactadas, las crias se separaron por sexo, se alojaron en grupos de 5 individuos
por caja entremezclando ratas intactas y enucleadas; se mantuvieron bajo
condiciones controladas de iluminacion (12 horas luces encendidas/12 horas luces
apagadas, en un ciclo regular de luz y oscuridad), humedad (60%) y temperatura
(23 °C), teniendo acceso libre a alimento y bebida hasta el dia de su sacrificio a los
30 0 alos 60 dias de edad. Los protocolos experimentales y de manejo de animales
llevados a cabo fueron revisados y aprobados por el Comité Interno para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio (No. De Registro 80), en cumplimiento de las
disposiciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999: Especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. En todo
momento se tomaron las medidas indispensables para minimizar el malestar animal
y disminuir el numero de individuos sacrificados. La conformacién de los grupos

control y experimental se describe en la tabla 1.

Tabla 1 | Distribucién de los grupos control y experimental alos 30y 60 dias de edad.

Condicién 30 dias de edad (n) 60 dias de edad (n)
Control 5 5
Enucleado 5 5

7.2 Enucleacion

Las crias de ambos sexos fueron enucleadas bilateralmente, 6 a 10 horas después
del nacimiento. Para ello, los animales fueron anestesiados por medio de hipotermia

inducida por exposicion al hielo-agua durante un periodo de 10 minutos. Las crias
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fueron enucleadas a través de una incision ejecutada sobre la cisura palpebral y
ambos globos aculares se extrajeron con ayuda de unas pinzas delgadas. El
sangrado se controlé por compresion durante este periodo y, al término de la cirugia,
las crias fueron colocadas sobre un cojinete térmico hasta recuperar la temperatura,
el color y el movimiento. Las crias control fueron manipuladas de manera similar,
sin embardo, no fueron sometidas a alguna manipulacion quirdrgica. Una vez
finalizado todo el procedimiento, las crias de ambos grupos fueron devueltas con
sus respectivas madres. En este momento, las camadas fueron igualadas a 8 crias
(50% hembras y 50% machos) con el proposito de disminuir la competencia por
tener acceso a alimentacion, procurando asi reducir las diferencias en el crecimiento
corporal. Las crias de menor tamafio fueron descartadas del estudio y sometidas a
eutanasia por hipotermia. Para una consulta ilustrativa sobre los procedimientos
quirargicos, se sugieren los siguientes links: https://tinyurl.com/3htdkec6 vy
https://tinyurl.com/d8x5yteb

7.3 Obtencién y procesamiento histolégico de cortezas

Ratas control y enucleadas, juveniles y adultas, fueron anestesiadas profundamente
con pentobarbital sédico (35 mg/kg i.p.) y rapidamente decapitadas. Los cerebros
fueron obtenidos y colocados en una solucién mordente constituida por dicromato
de potasio y cloruro de mercurio a temperatura ambiente, protegidos de la luz,
siguiendo las indicaciones del fabricante del estuche de impregnacion argéntica (FD
Rapid GolgiStain™ Kit Neurotechnologies). Una vez transcurridos 14 dias, los
cerebros se sumergieron en una solucion de sacarosa (30%) amortiguada (0.1 M
Fosfatos, 0.15 M NaCl; pH 7.4) durante 24 horas a 4 °C. Transcurrido este lapso,
se obtuvieron cortes coronales (100 um) en un vibratomo. Los cortes fueron
impregnados en una solucion de nitrato de plata, revelados y fijados en las
soluciones correspondientes, de conformidad con las instrucciones provistas por el
fabricante. Los cortes impregnados fueron finalmente montados en laminillas
embebidas con gelatina y montados con Cytoseal (Fisher). Con la finalidad de
localizar con mayor precision el PMBSF, algunos de los cortes fueron contratefiidos

con violeta de cresilo (ver Anexo).

14


https://tinyurl.com/3htdkec6
https://tinyurl.com/d8x5yteb

7.4 Seleccion de neuronas y reconstrucciones

Para los estudios morfologicos propuestos, seleccionamos 10 NEE de cada cria,
control o experimental, ubicadas en la capa IV de la zona de representacion del
belfo en la S1. Para ello, retomamos los criterios de inclusion utilizados por Libke
et at. (2000) y los adaptamos para nuestro protocolo de investigacion:
1. Se eligieron neuronas que carecieran de dendritas apicales y cuyos cuerpos
mostraran formas poligonales caracteristicas de las NEE.
2. En todos los casos se eligieron neuronas que estuviesen relativamente
aisladas de otros componentes celulares.
3. Se verifico que las dendritas de primer orden tuviesen claramente definido su
origen en el soma.
4. Se corroboré que la impregnacion de las células fuese lo mas completa
posible.
5. Por ultimo, se verifico que los arboles dendriticos mostraran una orientacion

centrifuga con referencia al septo del barril.

La reconstruccion de las NEE se llevo a cabo en la Unidad de Microscopia
del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Para ello, se utilizé el microscopio Nikon
Labophot-2 de campo claro, el cual est4 acoplado a una camara digital Olympus.
Las reconstrucciones se llevaron a cabo mediante la integracion de imagenes
alineadas de cada neurona, las cuales fueron capturadas con los objetivos 20X
(A.N. 0.75) y 40X (A.N. 0.95) en distintos planos focales, con ayuda del sistema
automatizado de captura Neurolucida®, MBF Bioscience, version 11.11.3, (figura 3
Ay B).

Para analizar el patron de crecimiento y estimar las dimensiones de los
arboles dendriticos, se calculé su longitud total, el nimero y densidad de puntos de
ramificacion o nodos, el numero de ramificaciones de distinto orden y el porcentaje
del arbol ocupado por ramas dendriticas de diferente orden de cada NEE analizada.
Para ello, se utilizdé el programa Neuroexplorer® versién 11.11.3, basados en el
andlisis de Sholl (Sholl, 1953). Este consiste en trazar digitalmente esferas

concéntricas de circunferencia creciente sobre cada neurona, procurando que la
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ubicacion de la primera esfera (la de menor tamafio) se circunscribiera al cuerpo
neuronal y la dltima coincidiera con el extremo distal de las ramas dendriticas mas
lejanas (figura 3C). La separacion entre cada esfera fue de 10 um para tratar de

realizar un analisis mas minucioso.

7.5 Anélisis morfologico

Para inferir el patrén de crecimiento y la dimension de los arboles dendriticos de las
NEE, en ratas control y enucleadas, juveniles y adultas, evaluamos un total de 200
neuronas provenientes de 5 ratas de cada grupo de edad y condicion sin importar
el sexo; no se observaron diferencias entre los sexos. Para cuantificar los siguientes
pardmetros, retomamos y adaptamos la metodologia utilizada previamente por
Ramirez-Reyes (2017), Aspra-Polo (2013) y Hernandez-Miranda (2006).

En primera instancia estimamos, en micras, el promedio de la longitud
dendritica total para cada grupo. Este parametro fue calculado sumando la longitud
de todas las ramas de los arboles dendriticos de cada neurona. Posteriormente,
estimamos la media y el error estandar para cada animal y grupo estudiado.

El segundo pardmetro estimado fue la densidad dendritica en intervalos de
10 um a partir del soma de cada neurona y hasta completar el volumen ocupado
por la totalidad del arbol dendritico, utilizando como referencia las esferas
conceéntricas del andlisis de Sholl. Posteriormente, calculamos el promedio y el error
estandar de este parametro en cada una de las esferas para nuestros grupos control
y experimental.

El tercer parametro estimado correspondid al numero de nodos de
bifurcacibn a lo largo de la extensién de los &rboles dendriticos. Para ello
cuantificamos el total de nodos en los arboles dendriticos de cada neurona.
Posteriormente, obtuvimos la media y el error estandar para cada animal y grupo
estudiado.

El cuarto parametro evaluado corresponde a la distribucion de los nodos de
bifurcacion a lo largo del arbol dendritico en referencia al intervalo de separacion

establecido entre las esferas concéntricas del analisis de Sholl. Posteriormente,
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obtuvimos la media y el error estandar para este parametro en cada animal y grupo
estudiado.

El quinto parametro evaluado fue la longitud dendritica promedio de cada uno
de los 6rdenes dendriticos. En este andlisis consideramos a las ramas que emergen
del soma como las dendritas de primer orden, las de segundo orden fueron aquéllas
gue se originaron de las del primer orden, y asi sucesivamente. Posteriormente,
calculamos la media y el error estandar de cada orden dendritico para cada animal
y grupo estudiado.

El dltimo parametro que determinamos fue la proporcion relativa ocupada por
cada orden con relacion al arbol dendritico total. Para ello estimamos en cada grupo
el porcentaje promedio del arbol dendritico correspondiente a cada orden,

considerando como 100% el promedio de la longitud dendritica total para cada

grupo.
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Figura 3 | Reconstruccion de una neurona estrellada espinosa y su evaluacion mediante el andlisis de
Sholl. A. Neurona estrellada espinosa del PMBSF impregnada en un cerebro de 60 dias de edad obtenida de
una rata control. B. Reconstruccién de una neurona estrellada espinosa mediante el programa Neurolucida®.
C. Representacion del analisis de Sholl mediante el programa Neuroexplorer®.
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7.6 Andlisis estadistico

Los datos numéricos obtenidos fueron capturados en hojas de registro digitales
(Excel, Microsoft) y los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa
Prism Graph Pad®, version 6.0. La normalidad de los conjuntos de datos se
corrobor6 mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Analizamos si se
presentaron diferencias entre grupos y se establecié si éstas eran significativas
mediante una prueba ANOVA de dos vias. Para este analisis se consider6 como
primer factor la edad y como segundo factor la condicion de los animales. Para
identificar los grupos entre los que existian diferencias estadisticamente
significativas se utilizdé la prueba Post hoc de Tukey. Todos los resultados se
presentan como media * error estandar de la media (SEM) y la significancia se

establecié con un valor de p<0.01.
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8. Resultados

El promedio de la longitud dendritica total de las NEE fue comparable a los 30 y 60
dias de edad entre las ratas control y aguéllas enucleadas al nacimiento. En ambos
grupos, este parametro tiende a incrementarse con la edad, si bien el cambio no
alcanza diferencias significativas (figura 4). Asi, estos resultados sugieren que la

enucleacion no afecta el crecimiento longitudinal del arbol dendritico como un todo.
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Figura 4 | Promedio de la longitud dendritica total de las neuronas estrelladas espinosas muestreadas
del PMBSF en ratas controles y enucleadas alos 30y 60 dias postnatales. Las barras representan el error
estandar relativo a un total de 50 neuronas por grupo (n=5; 10 neuronas por rata/grupo). Prueba estadistica
ANOVA de 2 vias: *p<0.01.

Con el objeto de evaluar la existencia de posibles cambios en la distribucién de las
ramas de los arboles dendriticos de las NEE como resultado de la enucleacion,
estimamos la densidad dendritica en funcion de la distancia respecto del soma. Esta
estimacion fue realizada considerando un intervalo de longitud de 10 um partiendo
desde el soma hasta alcanzar la rama mas lejana de los arboles analizados. Como
se puede observar en la figura 5, no se observaron cambios significativos en la
distribucion de las ramas dendriticas en funcion de la longitud intervalar, en los
arboles dendriticos de las NEE, al ser comparadas entre los grupos a los 30 y 60

dias de vida.
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Figura 5 | Densidad dendritica promedio en funcién de la distancia respecto al soma de las neuronas
estrelladas espinosas en los grupos controles y enucleados a los 30 (A) y 60 (B) dias postnatales. Las
barras representan el error estandar relativo a un total de 50 neuronas por grupo (n=5; 10 neuronas por
rata/grupo). Prueba estadistica ANOVA de 2 vias: *p<0.01.

Con el propésito de analizar si existian cambios en la complejidad del arbol
dendritico, se cuantifico el nimero total y la densidad de los nodos de ramificacién
para cada grupo. Como se aprecia en la figura 6, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos a la misma edad. Sin embargo, se
observa una tendencia a incrementar el nimero de puntos de ramificacién hacia los
60 dias en ambos grupos de animales (figura 6).

La densidad de puntos de ramificacién fue semejante entre los grupos control
y enucleados a las distintas edades estudiadas. En ambos casos la mayor cantidad
de puntos de ramificacion se encontraron alrededor de las primeras 50 micras,
decayendo progresivamente a partir de esta distancia hasta el fin del arbol (figura
7). Es interesante destacar que entre los 30 y 60 dias se observa un incremento en
los puntos de ramificacion en las porciones mas distales del arbol dendritico, lo que

sugiere un crecimiento distal de éste entre los 30 y 60 dias.
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Figura 6 | Promedio total de nodos en los grupos controles y enucleados alos 30y 60 dias de edad. Las
barras representan el error estandar relativo a 50 neuronas por grupo (n=5; 10 neuronas por rata/grupo). Prueba
estadistica ANOVA de dos vias: *p<0.01.
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Figura 7 | Distribucion promedio de nodos a lo largo de los arboles dendriticos de los grupos control y
enucleados alos 30 (A) y 60 (B) dias de edad. Las barras representan el error estandar relativo a 50 neuronas
por grupo (n=5; 10 neuronas por rata/grupo). Prueba estadistica ANOVA de dos vias: *p<0.01.

Para evaluar si la enucleacion modifica la longitud de las ramas dendriticas por
orden, independientemente de la longitud desde el soma, se estimoé la longitud de
las dendritas de distinto orden en las neuronas estrelladas espinosas de ratas
controles y enucleadas al nacimiento, a los 30 y 60 dias de edad. Como se observa
en la figura 8, la longitud de las ramas de distintos 6rdenes es similar al compararse
entre los distintos grupos. En general, los arboles estuvieron conformados por
dendritas del primero hasta el noveno orden, y aunque predominaron aquéllas de

los ordenes tercero, cuarto y quinto, la longitud fue similar para cada orden. Es
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interesante que, al comparar grupos de edad, las dendritas de los 6rdenes cuarto y
quinto presentaron un ligero incremento de su longitud en las ratas enucleadas con

el paso de la edad.
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Figura 8 | Longitud promedio de las dendritas por orden de las neuronas estrelladas espinosas en
animales enucleados y control alos 30 y 60 dias postnatales. Las barras representan el error estdndar de
la media (SEM) relativo a 50 neuronas por grupo (n=5; 10 neuronas por rata/grupo). Prueba estadistica ANOVA
de dos vias: *p<0.01.

Finalmente, con la finalidad de documentar si existia una remodelacion diferencial
de los arboles dendriticos en ambos grupos de animales, analizamos si la
proporcién de ocupacion de cada orden dendritico cambiaba en funcion de la edad
y/o de la manipulacion con relacion al total del arbol dendritico. Para este analisis
transformamos a puntos porcentuales el promedio de la longitud dendritica
correspondiente a cada orden dendritico por grupo y consideramos como 100% el
promedio de la longitud dendritica total de cada grupo. Como se muestra en la figura
9, el arbol dendritico de las NEE, en el grupo de ratas enucleadas juveniles, esta
preferentemente constituido por dendritas del cuarto orden (>50%), no siendo asi
en las ratas control (x27%). Hacia los 60 dias de edad, este pardmetro se conserva
en los animales enucleados, incrementandose en los controles (x#39%). Una
diferencia adicional observada a esta edad ocurrié en las ramas del quinto orden.
En las ratas control, el porcentaje de longitud abarcada por el orden quinto fue de
~17%, mientras que para el grupo de ratas enucleadas fue de ~8%. Por ultimo, es

interesante destacar que el arbol dendritico de las NEE, en las ratas control, alcanzé
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a desarrollar ramificaciones hasta del noveno orden. En contraste, las NEE en ratas

enucleadas so6lo se ramificaron hasta el octavo orden.
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Figura 9 | Composicion porcentual por orden de los arboles dendriticos. Las gréaficas A y B corresponden
a los grupos control y experimental a los 30 dias. Las graficas C y D corresponden a los grupos control y
experimental a los 60 dias postnatales. Cada gréafica representa la composicién dendritica promedio en puntos
porcentuales de 50 neuronas muestreadas por cada grupo (n=5).
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9. Discusion

La pérdida de la vista en etapas perinatales del desarrollo conduce a una expansion
de la S1 que, se presume, refleja un sobrecrecimiento de las aferentes
talamocorticales somatosensoriales (Fetter-Pruneda et al., 2013; Martini et al.,
2018; Mezzera & Lopez-Bendito, 2015; Moreno-Juan et al., 2017). Los procesos
plasticos neuronales, sin embargo, retan no solamente a las respuestas
morfologicas de las aferencias corticales, sino también a los elementos neuronales
a las que ellas inervan (Martinez-Méndez et al., 2019). Por ello, decidimos inferir el
papel que pudieran jugar las NEE en el proceso de expansion de la S1 en respuesta
a una enucleacion neonatal, a través de analizar el patron de crecimiento y las
dimensiones de los arboles dendriticos de estas neuronas, blanco principal de las
aferentes talamocorticales somestésicas.

Nuestros resultados mostraron que la longitud dendritica total, la longitud
promedio correspondiente a cada orden dendritico, la densidad dendritica intervalar,
el numero y la densidad de nodos de ramificacién dendritica a lo largo de los arboles
dendriticos de las NEE fue similar entre grupos, a las edades de 30 y 60 dias de
vida. Estos resultados sugieren que los patrones de crecimiento dendritico y la
dimension total del arbol dendritico son inmunes a la enucleacioén. Ello refuerza la
nocion de que el incremento del tamafio anatémico de la S1, observado en las ratas
enucleadas, responde en buena medida al sobrecrecimiento y consecuente
sobrerreclutamiento de neuronas corticales por parte de las aferentes
talamocorticales somatosensoriales. No obstante, los analisis que muestran que el
porcentaje del arbol dendritico ocupado por ramas de cuarto y quinto 6érdenes difiere
significativamente entre grupos y que los arboles dendriticos de las NEE en las ratas
control alcanzan el noveno orden, mientras que las ratas enucleadas ramifican hasta
el octavo orden, sugieren que las NEE modelan diferencialmente sus arboles
dendriticos en ambos grupos de animales. Esto indica que el proceso de
remodelacion del arbol dendritico si es influenciado por la enucleacion. El
significado morfofuncional de este hallazgo es desconocido. Quizads esté

involucrado con los cambios en la dinamica de calcio intracelular que parecen estar
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regulando la temporalidad de la formacion de S1 en ambos grupos de ratas
(Martinez-Méndez et al., 2019). Esta sugerencia constituye una posibilidad tangible
gue se basa en datos que muestran una relacion estrecha entre la frecuencia y
distribucion de los distintos 6rdenes de dendritas y las propiedades biofisicas de las
neuronas (Spruston, 2008).

Uno de los eternos debates en las neurociencias del desarrollo tiene que ver
con los mecanismos celulares que gobiernan la formacion de los diagramas finos
de las conexiones en los circuitos neuronales. Se ha propuesto que, en general, la
estrategia que gobierna la produccion de conexiones sigue reglas regresivas. Es
decir, se podan conexiones supernumerarias. En la S1, sin embargo, distintos
autores han sugerido que la estrategia es progresivamente aditiva (Riddle et al.,
1993; Gutiérrez-Ospina, 1996; Micheva & Beaulieu, 1996; Fetter-Pruneda et al.,
2013; Uribe-Querol et al., 2013). Los datos que documentan tendencias al
incremento de la longitud dendritica total y del nUmero de nodos de ramificacion y
de su densidad hacia las dendritas distales son compatibles con esta nocion.
Nuestros datos sugieren, ademas, la posibilidad de que los &rboles dendriticos sigan
creciendo incluso semanas después de que la S1 ha sido plenamente especificada.

Estudios previos han documentado que existe una region anular de
hiperplasticidad (definida con base en el analisis de los circulos concéntricos de
Sholl), de espinas y dendritas en los arboles dendriticos de las neuronas corticales
en mamiferos (revisado y comentado en Aspra Polo, 2013). Esta regién inicia
alrededor de las 75 pum y culmina hacia las 125 um desde el soma en ratones y de
las 40 um hasta las 200 um en gatos, y se presume que es responsable de generar
las remodelaciones dendriticas asociadas con la individuacion de las funciones
neuronales durante los periodos criticos del desarrollo (Aspra Polo, 2013). En
general, las distancias aducidas abarcan las dendritas proximales, mas
significativamente, las del tercero, cuarto y quinto érdenes (Aspra Polo, 2013). En
nuestro trabajo, observamos que las dendritas de cuarto y quinto 6rdenes son
particularmente responsivas a sufrir remodelacion en respuesta a la enucleacion,
tiempo después de la especificacion de S1. Asi, nuestros datos no solo apoyan la

presencia de modulos de conectividad “hiperplastica” en las NEE de la S1, sumando
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un ejemplo mas a las neuronas corticales que lo muestran, sino que también
sugieren que los modulos pudiesen perdurar hasta edades mas avanzadas. Estos
hallazgos son importantes pues se ha reportado que las NEE tienen una zona anular
enriquecida en sinapsis a las 60 um desde el soma (Feldmeyer et al., 1999).

Para concluir, nos gustaria comentar que la ausencia de diferencias de los
patrones de crecimiento y de las dimensiones de los arboles dendriticos entre
grupos de tratamiento a la misma edad, pudiera resultar de aspectos técnicos
dificiles de franquear con la metodologia utilizada. Debido a que las técnicas de
impregnacion argéntica con frecuencia varian, las NEE muestreadas no
necesariamente fueron seleccionadas de zonas ni profundidades absolutamente
equivalentes a lo largo y ancho de la capa IV de la S1. Otro aspecto que pudo haber
influido es que la calidad de la impregnacioén y la frecuencia de marcaje decae con
la edad.

En cuanto a las perspectivas para el futuro del presente proyecto,
consideramos que principalmente es necesario explorar los efectos de la
enucleacion en las neuronas del PMBSF en dias subsecuentes al que se produce
la lesion. Ello nos permitiria dar un seguimiento mucho mas puntual en cuanto a la
reorganizacion de las dendritas de las NEE. De igual forma, consideramos que es
necesario explorar si en el sobrecrecimiento del PMBSF tras la enucleacion participa

un sobrerreclutamiento celular que dé cuenta de este fenébmeno.
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10. Conclusiones

En suma, nuestros resultados apoyan que la expansion de S1 refleja el crecimiento
exacerbado de las aferentes talamocorticales somatosensoriales. Los arboles
dendriticos de las NEE remodelan diferencialmente, sin modificar sus patrones

generales de crecimiento ni sus dimensiones, en respuesta a la enucleacion.
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11. Anexo

Con el proposito de localizar con mayor precision las neuronas correspondientes a
los barriles del PMBSF, algunos de los cortes en los que se llevé a cabo la
impregnacion de Golgi fueron contratefiidos con violeta de cresilo. Para ello, se
adapto el protocolo mencionado en Paxinos y Watson (2007), el cual se describe a
continuacion:

Tras llevar a cabo el revelado de la Tincion de Golgi mediante las soluciones
proporcionadas por el fabricante (FD Rapid GolgiStain™ Kit Neurotechnologies), los
cortes fueron montados en laminillas previamente gelatinizadas. Posteriormente,
fueron sumergidos durante 5 minutos en cada una de las siguientes soluciones:
xilol, alcohol concentrado al 100%, al 95%, al 70% y agua destilada. Después de
este proceso, los cortes fueron sumergidos durante 10 minutos en una solucién de
violeta de cresilo al 0.5%. Transcurrido este tiempo, los cortes fueron inmersos en
agua destilada durante 3 minutos para eliminar los residuos. Por ultimo, los cortes
fueron deshidratados gradualmente, sumergiendo las laminillas durante 3 minutos
en soluciones de alcohol con concentraciones al 70%, 95% y 100%. Para finalizar,
las laminillas se sumergieron en xilol durante 3 minutos y se cubrieron con un

cubreobjetos que se fij6 con resina.

Figura 10 | Tincién de violeta de cresilo en cortes coronales de un animal experimental a los 60 dias de
edad. Fotografias capturadas con aumentos de 20X (A) y 40X (B). Los asteriscos sefialan las neuronas
estrelladas espinosas consideradas para el analisis de Sholl. En las fotografias se aprecia que la orientacion de
las dendritas es centrifuga con relacion al septo del barril y que los somas se localizan en las paredes de los
barriles.
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