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Resumen

La cauterizacion de una linea de vibrisas faciales en roedores recién nacidos
conduce a la fusion e hipotrofia de las representaciones corticales (i.e. barriles),
correspondientes a las vibrisas eliminadas, y a una expansién de los
correspondientes a las vibrisas intactas vecinas a aquellas que fueron removidas.
Los mecanismos que subyacen a este cambio en la organizacion cortical son aun
poco claros. Debido a que, por un lado, se ha mostrado que la serotonina regula el
crecimiento axonal en la via talamo-cortical somatosensorial, y por otro, el rebrote
axonico, uno de los factores comunes en las respuestas plasticas cerebrales; en el
presente trabajo evaluamos los efectos de la disminucion de serotonina cortical
sobre la plasticidad intramodal en ratas en desarrollo. Para ello, se cauterizaron y
removieron las vibrisas faciales de las lineas C o D en animales recién nacidos, y se
evaludé el tamafio de la representacion cortical de las vibrisas, el porcentaje de
expansion de los barriles adyacentes y no adyacentes a la zona cortical privada, la
frecuencia con la que los barriles presentaban cierto grado de expansion, vy el
numero total de barriles expandidos, en animales tratados y no tratados con para-
cloro-fenilalanina (PCPA), un inhibidor no téxico e irreversible de la sintesis de
serotonina. Las representaciones corticales de las vibrisas en animales control,
privados y privados tratados con PCPA fueron visualizadas con una histoquimica
para citocromo oxidasa, reaccion que indica indirectamente la distribucién de las
aferentes tdlamo-corticales somatosensoriales, e integradas y medidas en mapas

bidimensionales digitalizados con ayuda de una sistema de cémputo. Si bien la



disminucién en la concentracién de serotonina cortical no afecto el area total de la
representacion cortical de las vibrisas, ni la presencia de la respuesta plastica
intramodal, esta manipulacidn disminuyd el grado de expansién de los barriles
adyacentes y aumentd aquella observada en los barriles no adyacentes a la zona
cortical privada. Ademas, la disminucion de serotonina cortical indujo que un
mayor nimero de barriles presentara una expansion de 0 a 10%. En contraste la
expansion de los barriles en animales privados no tratados con PCPA mostraron
una expansion distribuida entre 0 y 50%. No obstante esta diferencia, el nimero
total de barriles expandidos, no fue diferente entre los grupos experimentales. Se
sabe que el tratamiento con PCPA puede inducir deficiencias nutricionales durante
el desarrollo (Turlejski et. Al. 1997). Debido a que en nuestro estudio no hubo
diferencias en el peso corporal y cerebral al sacrificio al comparar animales control,
privados, y privados tratados con PCPA, nuestros resultados no pueden ser
atribuidos a desnutricion inducida por el PCPA. Asi, nuestros resultados muestran
que las respuestas plasticas intramodales de los barriles en la corteza
somatosensorial primaria (S1) son heterogéneas e independientes de la distancia
que separa a los barriles modificados de la zona cortical privada de estimulo
sensorial. En conjunto, nuestras observaciones apoyan que la serotonina pudiera
tener un papel facilitador de la plasticidad intramodal en S1 en ratas en desarrollo,
y que esta funcidn pudiera llevarse a cabo a por una accion directa de la

serotonina sobre las aferentes talamo-corticales.



Introduccion

Los mecanismos y procesos celulares que subyacen a la plasticidad cerebral

constituyen uno de los problemas méas importantes en las neurociencias
contemporaneas (Merzenich et al 1998, Yuste et al 1998). Esto se debe a que los
procesos plasticos parecen ser la base de la organizacién e individualizacion del
cerebro durante el desarrollo, del aprendizaje y la memoria y de distintos procesos
neuropatoldgicos en individuos en desarrollo, adultos y ancianos. Quizas esto
explique la gran cantidad de esfuerzo que se ha hecho para entender las bases
moleculares y celulares de las respuestas plasticas cerebrales. No obstante este
esfuerzo, nuestro entendimiento de los detalles finos sobre los mecanismos de
plasticidad cerebral es aun muy reducido y fragmentado. Se ha propuesto que
distintos neurotransmisores, entre ellos la serotonina, podrian inducir, inhibir o
fomentar diversos cambios morfoldgicos y fisioldgicos de las neuronas, cuando el
sistema nervioso es sometido a distintas exigencias por el medio ambiente interno
y/o externo. También se ha observado la presencia de serotonina durante fases
criticas del desarrollo neuronal, en las cuales la estructura y funcidn cerebrales son
muy susceptibles a ser modificadas (Fujimiya y cols. 1986). Asi mismo, se sabe
que la serotonina fomenta el crecimiento axonal durante estas fases criticas del
desarrollo neuronal (Blue y cols. 1987). Por ello, en los siguientes parrafos,
describiremos la informacion referente a la bioguimica de la serotonina, su posible
participacién como factor trofico durante el desarrollo neuronal, y su papel como

molécula trdfica para el desarrollo de las aferentes talamo-corticales.



Neuroquimica de la serotonina

a) Sintesis

La serotonina o 5-hidroxitriptamina es una indolalquilamina cuya férmula quimica
es 3-(2-aminoetil) indol-5-ol (Figura 1). Es una amina bioactiva derivada del L-
triptofano y sintetizada a través de una via metabdlica cuyo paso limitante lo
establece la enzima L-triptofano-5-hidroxilasa. La actividad y concentracion de esta
enzima son moduladas >por la disponibilidad de L-triptofano plasmatico, la
concentracion de calcio intracelular y por las reacciones de fosforilacion catalizadas
por las enzimas calcio-calmodulina cinasa II y/o cinasa dependiente de AMPc,

(Kandel y cols. 2001)

b) Almacenamiento, liberacion e inactivacion

En las neuronas serotoninérgicas, la mayor parte de la serotonina es almacenada
dentro de vesiculas ubicadas en las terminales nerviosas. Estas vesiculas pueden
ser electrén-claras o densas y miden de 40 a 60 y de 70 a 120 nm de didmetro,
respectivamente. La serotonina se almacena en las vesiculas a través de un
transportador y se asocia a distintas proteinas fijadoras una vez dentro de ellas. En
general los datos disponibles permiten sugerir que la serotonina es liberada al
espacio sindptico a través de procesos de exocitosis dependientes de Ia

despolarizacién neuronal y de la concentracion de calcio en la terminal nerviosa

(Kandel y cols. 2001).
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Figura 1. Esquema que ilustra a la via metabdlica de la sintesis y degradacién la

serotonina.




La finalizacidn de los efectos sinapticos de la serotonina ocurre principalmente a
través de su recaptura por las terminales nerviosas. La recaptura de esta amina se
realiza por medio de un transportador membranal de alta afinidad que requiere de
la hidrdlisis de ATP y de la fuerza electromotriz asociada a un gradiente
electroguimico del sodio. También se ha documentado la presencia del
transportador de serotonina en astrocitos, por lo que se ha propuesto que estas
células participan en la eliminacion de la serotonina de los espacios extracelular y

sindptico (Kandel y cols. 2001).
¢) Degradacion

En el tejido nervioso, la serotonina es degradada por una deaminacion oxidativa.
La reaccion es catalizada predominantemente por la enzima monoamino oxidasa A
(MAQ-A) y por la enzima aldehido deshidrogenasa (Figura 1). El producto final de
estas reacciones es el acido 5-hidroxiindolacético, el cual difunde al intersticio una
vez excretado desde las neuronas e ingresa al liquido cefalorraquideo a través del

cual es eliminado del cerebro (Kandel y cols. 2001).

Anatomia y Fisiologia del sistema serotoninérgico

a) Aspectos anatomicos relacionados con /as neuronas serotoninérgicas

Las neuronas serotoninérgicas se encuentran agrupadas en un conjunto de
nlcleos ubicados a lo largo del tallo cerebral (Figura 2). Estos nucleos se han
divido en dos sistemas uno caudal y otro rostral. El sistema caudal esta formado

por los grupos neuronales B1 (Nucleo palido de rafe), B2 (NGcleo oscuro del rafe),



B3 (Nucleo rafe Magno) y B4 (Nicleo dorsolateral oscuro del rafe) que estan
localizados en la regiones medial y paramedial del bulbo y del puente caudal. Las
fibras de estos grupos de neuronas proyectan hacia diferentes tipos neuronales de

la médula espinal (Paxinos et al 1995, Kandel y cols. 20001).
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Figura 2. Esquema que ilustra la distribucién de los principales niicleos y vias

serotoninérgicos en el cerebro de la rata (Tomado de Kandel y cols. 2001).

El sistema rostral comprende a los grupos B5 a B9. Estos grupos se asocian a los
nucleos del rafe dorsal y medial, lineal caudal y pontino oralis, ubicados en la
protuberancia, el mesencéfalo y las regiones surpraleminiscales. El sistema rostral

da origen a dos vias ascendentes conocidas como ventral y dorsal. La via ventral



se origina principaimente en los ntcleos B6 (Nucleo de rafe dorsal, regién caudal),
B7 (Nucleo principal del rafe Dorsal, region ventral) y B8 (Ndcleo medial del rafe).
Las neuronas de estos grupos proyectan de manera extensa hacia numerosas
regiones y nlicleos del mesencéfalo, diencéfalo, ganglios basales, sistema limbico y
la neocorteza. Las neuronas de los grupos B7 y B8 dan origen a las fibras que
constituyen la via dorsal. Estas neuronas envian un grupo de fibras nerviosas
hacia el mesencéfalo y otro grupo se une a la via ventral para inervar, en conjunto,
las estructuras telencefalicas. Finalmente, existe una via serotoninérgica que tiene
su origen en el grupo B5 que inerva el cerebelo, la protuberancia y el bulbo

raquideo (Kandel y cols. 2001).

b) Receptores y mecanismos _de transduccion relacionados con_el_sistema

serotoninérgico.

Los efectos de la serotonina en el sistema nervioso central son mediados por
distintos receptores (Cuadro 1), agrupados en dos familias conocidas como 5HT; y
5HT: (ver cuadro 1). Se han descrito, ademas, otros subtipos de receptores como

son el 5HT;, 5HT4, 5HTs, SHTe y 5HT7 (Kandel y cols. 2001).



Cuadro 1

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN

Tipo

Subtipos

Caracteristicas

Localizacion

5HT,

MmO ®@>

Acoplados a proteinas G
Disminuyen el AMPc
Ay B pueden funcionar
como autoreceptores

A modifica las
conductancias de K

hipocampo, septo, amigdala,
ganglios basales, mesencéfalo
y corteza entorinal y frontal.

5HT,

Acoplados a proteinas G
Aumentan los niveles
intracelulares de
diacilglicerol e inositol
trifosfato

claustro, nuicleo accumbens,
tubérculo olfatorio, corteza
piriforme, y en las capas I-1V
de la neocorteza.
subtipo C en células
epiteliales ependimarias

5HT3

Canales catiénicos
dependientes de ligando
Respuestas excitatorias
rapidas

Similares a los receptores
nicotinicos para Ach

Ampliamente distribuidos en
los tejidos periféricos y en el
cerebro, el area postrema, la
corteza entorinal, la amigdala
y algunos nucleos del tallo
cerebral

5HT4

Acoplados a proteinas G
Aumentan el AMPc
Respuestas inhibitorias y
excitatorias

Periferia y ganglios basales

5HTs

Los A probablemente
disminuyen el AMPc

5HTsg

Aumentan el AMPc

5HT;

Aumentan el AMPc
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¢) Aspectos fisioldgicos relacionados con el sistema serotoninérgico.

La neuronas serotoninérgicas dan origen a fibras delgadas, no mielinizadas que
poseen una velocidad de conduccion lenta. Estas células se caracterizan por poseer
un patrén de actividad eléctrica espontaneo regular y lento. En animales en libre
movimiento, las neuronas serotoninérgicas disparan mas rapidamente durante el
movimiento activo y mas lentamente durante el movimiento discreto, el suefio, y
en estados en los que los animales concentran su atencion a estimulos sensoriales.
Con base en estas observaciones, se ha postulado que el papel de las vias
serotoninérgicas es la facilitacion de los comandos motores y de la funcién de los
generadores centrales de movimiento y la supresion del procesamiento sensorial
concurrente.

Ademas, la serotonina parece jugar un papel importante en la regulacién de la
conducta alimentaria y el control del peso corporal; las conductas de agresion y

aspectos de regulacién endocrina de la funcion reproductiva entre otras. (Kandel y

cols. 2001)
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Antecedentes

La plasticidad es una capacidad general de los sistemas bioldgicos que les permite
modificar su estructura y funcion como resultado de su interaccion con el
ambiente. Si bien, esta capacidad no tiene un valor adaptativo intrinseco, si
permite que los organismos generen un mayor repertorio de respuestas
estructurales y funcionales, lo que aumenta la probabilidad de que alguna de ellas
sea de caracter adaptativo. Es muy probable que la plasticidad fenotipica pudiera
ser objeto de seleccion durante la evolucion. Es importante, por otro lado,
enfatizar el hecho de que las modificaciones plasticas son mucho mas evidentes
durante las etapas tempranas del desarrollo en la mayoria de los seres vivos,
aunque también ocurren en animales adultos de forma mas discreta.

El cerebro es el érgano en donde la plasticidad ha alcanzado su mayor grado de
complejidad. Por largo tiempo se ha considerado que la plasticidad neuronal o
maodificacion de la morfofisiologia neuronal, ocurre en respuesta a cambios en los
niveles de activacidon y/o a modificaciones de los patrones de activacion de los
circuitos neuronales (Shatz 1990, Goodman y Shatz 1993, Katz y Shatz 1996). Sin
embargo, estudios realizados en cerebros de diversas especies de mamiferos
durante el desarrollo postnatal sugieren que estos cambios pudieran ser el
resultado de alteraciones en Ilas interacciones celulares y moleculares (i.e.
moléculas de adhesién) que subyacen a la formacion de los circuitos neuronales,
de manera independiente a la actividad neuronal asociada a la estimulacién (Yuste

y Sur y cols. 1999). Si la actividad neuronal asociada a la estimulacion no juega el

14



papel principal como factor promotor de la plasticidad neuronal durante el
desarrollo cerebral, {cuales son los factores que la promueven?

Se han propuesto distintas moléculas que pudieran inducir cambios plasticos en los
circuitos neuronales de manera independiente de la actividad neuronal asociada a
la estimulacidn. Entre estas moléculas cabe destacar algunas proteinas con efectos
troficos, como el factor neurotréfico derivado del cerebro ( BDNF, Cohen-Cori y
cols. 1996), diversas proteinas de la matriz extracelular como la efrina 5 (Gerlai y
cols. 2001, Lyckman y cols. 2001) y algunos neurotransmisores (Lauder y cols.
1986).

Ahora sabemos que los neurotransmisores actian como factores tréficos y
reguladores de la actividad morfogenética en el sistema nervioso, de manera
independientemente de su funcidn sobre la actividad sinaptica (Lauder et,al 1986).
Por ejemplo, la acetilcolina y la dopamina regulan el desarrollo de sus células
blanco (Hohmann y cols. 1998). Si se depletan los niveles de dopamina
neonatalmente se retarda el crecimiento de las células estriatales (Tension y cols.
1983). También al lesionar las neuronas colinérgicas del cerebro anterior se
produce una laminacién anormal de la corteza y una localizacion errénea de las
neurcnas piramidales (Hohmann y cols. 1988). Por otro lado, las células
GABAérgicas son de las primeras en aparecer durante el desarrollo del cerebro
embrionario y la médula espinal (Lauder y cols. 1986. Schafffner y cols. 1993).
Ademas, en la zona de la subplaca aparecen neuronas GABAérgicas durante las

etapas tempranas del desarrollo cortical donde cuya funcidn parece ser la de



proveer de soporte tréfico para las aferentes que transitan a través de ellas en
direccién a la corteza cerebral (Chun, 1989).

Otro neurotransmisor al que se le han atribuido funciones neurotroficas es la
serotonina, ya que este neurotransmisor también funciona como regulador del
fenotipo de sus células blanco (Lauder y cols. 1990), La eliminacion de la
serotonina en etapas fetales mediante la administraciéon de PCPA produce a una
neurogénesis retardada en aquellas regiones que reciben inervacion
serotoninergica durante el desarrollo temprano (Lauder, 1990). Ademas se ha
observado que ratas tratadas prenatalmente con agonistas serotoninérgicos,
muestran un patrén anormal de crecimiento de las fibras serotoninérgicas
(Whitaker-Azmitia y cols. 1990).

A pesar de la informacidén que asocia a la serotonina con el desarrollo neuronal,
hasta el momento no se ha aclarado su participacion en los procesos de plasticidad
neuronal. Por ello, en el presente trabajo intentamos evaluar el papel de la
serotonina como factor promotor y/o modulador de las respuestas plasticas en la

corteza somatosensorial primaria (S1) de la rata en desarrollo.

serotonina en el desarrollo y plasticidad cerebral.

E! empleo de técnicas de histofluorescencia e inmunocitoquimica han demostrado
la presencia de serotonina en etapas tempranas del desarrollo embrionario. En
particular, en el sistema nervioso, se ha propuesto que la serotonina es capaz de

regular la proliferacion celular de precursores neuronales, participa en el cierre del

16



tubo neural y fomenta el crecimiento de procesos neuriticos y la diferenciacién
fenotipica de algunos grupos de neuronas en desarrollo (Lauder y cols. 1990). La
serotonina no solamente parece jugar un papel central en el desarrolio
embrionario del cerebro. Se ha reportado evidencia que apoya que la serotonina
participa en la especificacion postnatal de las areas sensoriales primarias en la
neocorteza y en los procesos de plasticidad necesarios para la consolidacion de los
contactos sinapticos (Blue y cols. 1987, DAmato y cols. 1987). También se ha
propuesto que la serotonina regula la duracién y el inicio de los periodos criticos
neocorticales (Lauder y cols. 1980, Osterheld-Hass y Hornung y cols. 1996).

Uno de los modelos mas utilizados para estudiar los mecanismos implicadas en el
desarrollo y plasticidad de la neocorteza en los mamiferos lo constituye la corteza
somatosensorial primaria (S1) de la rata. La capa IV de la S1 contiene una
representacion anatoémica de todos los somato-receptores del cuerpo del animal
Esta representacion esta organizada en mddulos citoarquitecténicos denominados
barriles, que se desarrollan durante la primera semana de vida (Woolsey et al

1975, Rice and Van der Loss y cols. 1977). (Figura 3).



Figura 3. Fotomicrografia que ilustra un corte tangencial a nivel de ia capa IV de la corteza

cerebral de la rata, tefiido con la técnica histoquimica para detectar la actividad de la enzima
ATPasa de sodio/potasio. Esta regién del cerebro contiene una representacion del cuerpo
constituida por médulos o barriles. Las distintas sub-representaciones estan delineadas en cddigos
de color de acuerdo a los de los segmentos corporales coloreados diferencialmente en el dibujo de
la rata de la derecha (Tomado de Medina, 2000)
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Existe una zona de la S1 llamada el subcampo de barriles posteromedial (PMBSF,
por sus siglas en inglés), que representa a las vibrisas faciales del animal en una
relacién uno a uno con los barriles (figura 4). Esta organizacion uno a uno se

mantiene tanto en el tdlamo (barreloides) como en el tallo cerebral (barreletas

Paxinos y cols.1995)

Figura 4:Fotomicrografias que muestran la distribucidn de las vibrisas faciales de la rata (a), asi

como la distribucién de los barriles (b) en el PMBSF de la corteza somatosensorial primaria de la
rata. Las vibrisas faciales y los barriles se encuentran organizadas en 5 lineas horizontales
denominadas A, B, C, D y E. En la parte posterior y entre cada una de estas lineas se encuentran

las vibrisas / barriles mas grandes a los cuales se les ha nombrado «.f,y y §.

Se ha documentado la presencia de axones inmunoreactivos para serotonina en S1
durante su periodo de su especificacion (Fujimiya y cols. 1986, Cases y cols.
1996). Estas fibras parecen originarse, al menos un porcentaje importante de ellas,
en el ndcleo del rafe dorsal, pero otras parecen corresponder a la propias

aferentes tdlamo-corticales (Kirifides et al 2001). Asimismo, se ha mostrado que



las aferentes talamo-corticales somatosensoriales expresan el receptor 5HTg y €l
transportador para serotonina durante el periodo del desarrollo que corresponde a
su especificacion y crecimiento inicial (Bennett-Clarke y cols.1993, Boylan et al
2000). Todos estds datos, en su conjunto, sugieren que la serotonina pudiera
jugar un papel central en los procesos de especificacion de las areas corticales en
el cerebro de los mamiferos, a través de modular el crecimiento de las aferentes
talamo-corticales (Young-Davies y cols. 2000).

En apoyo a esta (ltima conclusién, se ha observado que neuronas talamicas en
desarrollo cultivadas y tratadas con serotonina, incrementan el nimero de
ramificaciones (Lieske y cols. 1999.) Las aferentes talamo-corticales de ratones
deficientes en mono-amino oxidasa A o de ratas tratadas con clorgilina,
procedimientos que incrementan la concentracion de serotonina cortical, ocupan
regiones corticales que normalmente carecen de estas fibras (Boylan et al 2000,).
En éstos animales también se retarda la formacién de los barriles y los efectos
descritos se revierten cuando se tratan los animales con PCPA (Cases y cols. 1996,
Holschneider y cols. 2000).

No obstante la evidencia que apoya la participacion de la serotonina en el
desarrollo temprano de S1, nuestro conocimiento acerca del papel preciso de éste
neurotransmisor y/o neuromodulador en procesos de plasticidad de los barriles es
aln poco claro. Aunque algunos trabajos previos sugieren que la serotonina podria
tener un papel menor en las respuestas plasticas corticales durante el desarrollo

(Turlejski y cols. 1997), estos estudios tienen algunas limitaciones técnicas que
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hacen dificil su interpretacion. Por ejemplo, en uno de ellos se utilizaron
neuroto'xinas que eliminan permanentemente a las neuronas serotoninergicas, por
lo que no podemos diferenciar si la falta de efecto es debido a la ausencia de las
células o bien, a la del neurotransmisor. Se sabe que la eliminacidon de una
poblacion celular conlleva al rebrote axdnico de aferentes vecinas, con la
consecuente invasion del territorio nominalmente privado. Ademas,en el estudio
referido las técnicas anatomicas utilizadas para detectar la presencia de cambios
plasticos corticales pudieran subestimar los cambios citoldgicos reales.

Plasticidad intramodal en S1

La plasticidad intramodal se define como los cambios estructurales y funcionales
que ocurren en un area primaria sensoriale y/o motoras del cerebro como
respuesta a la pérdida parcial de los drganos sensoriales. Un ejemplo de ello
ocurre en roedores a los que se les han cauterizado selectivamente algunas de las
lineas de vibrisas faciales (i.e., bigotes) al nacimiento. En estos animales, los
barriles correspondientes a las vibrisas cauterizadas se atrofian y se fusionan
formando una banda, mientras que los barriles adyacentes se expanden
invadiendo el territorio que originalmente correspondian a los otros barriles
(Killackey y Belford, 1979).

Si bien se ha mostrado que parte de esta respuesta plastica en el cerebro en
desarrollo depende de la integridad de la transmision glultamatérgica (Schlaggar et
al 1993, Datwani y cols.2002), adn se desconoce si la serotonina pudiera

modularla. Estudios recientes sugieren que se requiere de la interaccidon de varios
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neurotransmisores y factores de crecimiento para que una respuesta plastica se
despliegue en su totalidad. Asi, en el presente trabajo analizamos la posible
participacion de la serotonina como modulador de las respuestas plasticas
cerebrales utilizando el modelo de la privacion neonatal selectiva de las vibrisas
faciales. El énfasis fue puesto en tratar de determinar la constancia de las
respuestas plasticas entre los individuos privados, y la posible participacion de la

serotonina en la modulacidn de la respuesta plastica individual.
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Justificacion

La plasticidad cerebral constituye uno de los procesos necesarios para el
funcionamiento del sistema nervioso. Esta propiedad permite ajustar la estructura
y funcidon neuronales a los requerimientos del organismo. Los procésos plasticos
también permiten compensar la pérdida funcional asociada a alteraciones
anatémicas en los circuitos neuronales, cuando éstos han sido dafiados. Sin
embargo la plasticidad, no siempre es adaptativa y puede llevarnos al desarrollo de
sensaciones y percepciones patoldgicas. Asi, el conocimiento de los mecanismos
celulares y moleculares que subyacen a los cambios plasticos pudiera permitirnos
no solamente tener una mejor comprension sobre la relacion estructura-funcion en
el cerebro, sino al desarrollo de terapias farmacoldgicas que permitan modular las

respuestas plasticas.

Hipotesis
La serotonina facilita los cambios estructurales en S1 consecutivos a la

cauterizacién selectiva de vibrisas faciales.
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Objetivos

Objetivo General
Evaluar el papel de la serotonina en la plasticidad cortical en un modelo de
plasticidad intramodal somatosensorial.

Objetivos Especificos

Objetivo especifico 1

Determinar las areas de los barriles correspondientes a la lineas A,B,C,D y E de las
vibrisas faciales en animales control a los once dias de edad, utilizando técnicas de
histoquimica para la enzima citocromo oxidasa, de microscopia de luz y analisis

digital de imagenes.

Objetivo especifico 2

Determinar las areas de los barriles correspondientes a la lineas A,B,C,D y E de las
vibrisas faciales en animales (once dias de edad) cuyas vibrisas (lineas C o D)
fueron cauterizadas al nacimiento, utilizando técnicas de histoquimica para la
enzima citocromo oxidasa, de microscopia de luz y analisis digital de imagenes.
Objetivo especifico 3

Determinar las areas de los barriles correspondientes a la lineas A,B,C,D y E de las
vibrisas faciales en animales (once dias de edad) cuyas vibrisas (lineas C o D)
fueron cauterizadas al nacimiento y fueron tratados con PCPA intraperitoneal,
mediante el uso de técnicas de histoquimica para la enzima citocromo oxidasa, de

microscopia de luz y analisis digital de imagenes.
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Objetivo especifico 4

Determinar la concentracidn de serotonina en la S1 de animales control de once

dias de edad, utilizando técnicas de cromatografia liquida (HPLC)

Objetivo especifico 5
Determinar la concentracidn de serotonina en la S1 de animales (once dias de
edad) cuyas vibrisas (lineas C o D) fueron cauterizadas al nacimiento, utilizando

técnicas de cromatografia liquida (HPLC)

ObJetivo especifico 6

Determinar la concentracion de serotonina en la S1 de animales (once dias de
edad) cuyas vibrisas (lineas C o D) fueron cauterizadas al nacimiento y que fueron

tratadas con PCPA intraperitoneal, utilizando técnicas de cromatografia liquida

(HPLC)
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Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron crias de rata de la cepa Wistar para todos los experimentos. En cada
camada el nimero de animales se ajusto a nueve crias después del nacimiento
para disminuir los efectos del tamafio de la camada y la competencia por el
alimento, asi como las variaciones entre camadas. Los animales tuvieron libre
acceso a comida y agua y se les mantuvo en un cuarto con temperatura y luz
controlada.

Para el procedimiento quirdrgico, todas las crias control (n = 6) y experimentales
(n = 14) de entre 10 y 15 horas de nacidas se anestesiaron por hipotermia.
Después las vibrisas faciales correspondientes a las lineas C o D fueron
cauterizadas en los animales privados utilizando una corriente anddica, de acuerdo
a los protocolos descritos por Gutiérrez-Ospina (1998). Al término de la cirugia, los
animales se colocaron en un cojin termoeléctrico hasta que recuperaron su color,
movimiento y temperatura, momento en el cual fueron regresados con sus
madres. Un subgrupo de animales experimentales (n = 8) fue inyectado
intraperitonealmente con PCPA (300 mg/Kg de peso corporal) después de la
cirugia y reinyectado a los 5 dias de edad. Con este tratamiento se ha demostrado
disminucién de hasta en un 93.4% la concentracion de la serotonina cortical en

animales en desarrollo (Persico y cols. 2000; Gutiérrez-Ospina y cols. 2002).
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Evaluacion del area de los barriles

Para la medicion del area de los barriles, los animales se sacrificaron al dia
posnatal once (PN11) con una sobredosis de pentobarbital sédico (45 mg./Kg. de
peso corporal) y se decapitaron. Se extrajeron los cerebros y se separaron las
cortezas. Estas se colocaron en una solucidn de paraformaldehido al 4% en
amortiguador de fosfatos (PB 0.1M, pH 7.4) por dos horas y posteriormente se
lavaron dos veces con PB 0.1M. Los hemisferios se aplanaron entre dos
portaobjetos y congelaron en 4-metilbutano (Riddle y cols. 1992). Se obtuvieron
rebanadas de 50um de grosor en un criostato a —12°C, y se colocaron en PB 0.1M
para eliminar los restos de fijador. Posteriormente las rebanadas se colocaron en la
solucién de incubacion utilizada para revelar la actividad histoquimica de la enzima
citocromo oxidasa (Wong-Riley y cols. 1989; Riddle y cols. 1992). La incubacion se
realizé a 37°C durante toda la noche en agitacion constante. Concluida la reaccién,
los cortes se lavaron en PB, se fijaron a portaobjetos con gelatina y se montaron

con cubreobjetos y Cytoseal (figura 5).

Para elaborar los mapas corporales bidimensionales en los hemisferios de los
animales control (n=6 hemisferios) privados (n=6 hemisferios) y privados tratados
con PCPA (n=8 hemisferios), se desecharon los cortes de las primeras capas de la
corteza y se seleccionaron aquellos cortes en los que aparecia la capa 1V con el
PMBSF tefido claramente para citocromo oxidasa ( 8 cortes en promedio para cada

hemisferio).

27



o TESTS OO
Vibrisas faciales FALLA DE ORIGEN

control privado

Sagiificar y disectar las cortezas

Congelar en metitbutano y correr
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Figura 5.6squema que ilustra el procedimiento que se siguié para obtener fas reconstrucciones

bidimensionales del PMBSF de los animales control (n=6) y experimentales (n=14)
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En algunos casos, 10s mapas se elaboraron dibujando los barriles del PMBSF a
través de los distintos cortes, con ayuda de una camara Ilcida (Riddle y cols.
1992). En otros casos, las imagenes de los cortes en los que aparecia el PMBSF
fueron capturados y digitalizados, y los mapas bidimensionales se obtuvieron
delineando los barriles con base a las imagenes impresas. Para obtener las
reconstrucciones bidimensiolnales del PMBSF, en ambos casos, se alinearon los
distintos cortes/planos tomando como referencia los vasos sanguineos (figura 6),
para posteriormente delinear el perimetro total de los barriles. Las
reconstrucciones finales son la sumatoria de las imagenes de los cortes en los que
aparecia el PMBSF. Estas reconstrucciones fueron digitalizadas y las areas de los

barriles estimadas con la ayuda del sistema de andlisis de imagenes Scion Image.
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Figura 6: Esquema que muestra la disposicion de los barriles en los cortes tangenciales de corteza
de rata (a) y la disposicion de estos barriles en el plano vertical (b). Se ilustra la manera en que se

alinean los cortes para formar la reconstruccion bidimensional.
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Determinacion de serotonina por HPLC
Para la determinacion de serotonina todas las crias se anestesiaron por hipotermia

(control n=6, privados n=7 y privados /tratados con PCPA n=5) y perfundieron
transcardialmente con sol. Salina (NaCl 0.8%) y fijador (paraformaldehido 4%, en
PB pH 7.4). Los cerebros se extrajeron y se separaron las cortezas. Para disectar la
parte de la corteza que corresponde a S1 se utilizd un sacabocados de vidrio de
3mm de didmetro. El tejido nervioso fue desproteinizado con una solucién de
HCIO4 0.1N, mas metabisulfito de sodio 4 mM en una relacidon 1:3 peso/volumen
(p/v) y fue homogenizado con un sonicador ultrasonic processor. Después se
centrifugo a 15000g por 15 min. El sobrenadante fue separado v filtrado en una
membrana de nylon de 0.45 um de diametro de poro. Posteriormente se tomaron
20 pl de este sonbrenadante y fueron inyectados al HPLC, utilizando una columna
de simetria Cyg de fase reversa y 5 um de tamafio de particula y 3.9 x 15 mm de
longitud. Se uso un sistema binario de una solucidon de Fosfato de Potasio
monobasico 2mM pH 3.3 mas acido heptanosulfénico 1g/l de solucidén y una
mezcla de metanol agua en relacion 3:2 (v/v) a razén de 1 mi por minuto. La
deteccion se realizo por medio de un detector fluorométrico con una exitacion de
290nm y 330 nm de emisidn. La respuesta fue obtenida mediante un sistema

analogo millenium 2020
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Resultados

Peso corporal y cerebral en animales control, privados y privados
tratados con PCPA.

Debido a que la serotonina regula el desarrollo postnatal, asi como el apetito y el
suefio, decidimos evaluar la ganancia de peso corporal y cerebral de los animales
control, privados y privados tratados con PCPA. Como se muestra en la Figura 4,
no se encontraron diferencias estadisticas en la ganancia de peso corporal ni en el

peso cerebral a la fecha de sacrificio entre los distintos grupos de animales.
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Figura 7. Graficas que ilustran el peso del cerebro (a) al dia sacrificio y el comportamiento de la
ganancia del peso corporal (b) desde al nacimiento hasta el dia de sacrificio, en los animales

control (n=6), privados (n=6) y privados tratados con PCPA (n= 8)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

31




Efectos del tratamiento con PCPA sobre la concentracion de serotonina
enlaS1

Con el fin de determinar si el PCPA inyectado intraperitonealmente al nacimiento
efectivamente disminuia los niveles de serotonina cortical, decidimos evaluar la
concentracion de serotonina en la S1 de animales control (n=6), privados (n=7) y
privados /tratados con PCPA (n=5). Como se muestra en la figura 8, el tratamiento
con PCPA disminuyd la concentracidn de serotonina cortical en un 91.4% (p< 0.01)

a los once dias de edad.
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Figura 8: Grafica que muestra la concentracion de serotonina en la S1 de animales control (n=6),

privados (n=7) y privados tratados con PCPA (n=5). (prom + E.S. T-student, * p< 0.01)
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Efectos de la eliminacion de las vibrisas faciales sobre el tamaiio,
disposicion anatomica y geometria de los barriles de PMBSF.

Con el propdsito de determinar si la serotonina tiene un papel modulador de la
plasticidad cortical en S1, decidimos evaluar el grado de expansién de los barriles
del PMBSF dn los grupos experimentales con respecto al grupo control. Para esto
se realizaron reconstrucciones bidimensionales del PMBSF a partir de rebanadas
tangenciales de la corteza de las ratas tefidas para citocromo oxidasa. En las
Figuras 9 a y b se muestra la disposicion anatdmica y geometria de los barriles del
PMBSF en un individuo control de once dias de edad. Nétese que los barriles
constituyen entidades individuales separadas por septos. En contraste, en los
animales privados, se observa una fusion de los barriles correspondientes a los
bigotes cauterizados (Figura 9 ¢ y d) tanto en los animales privados como en
aquellos privados y tratados con PCPA. Estos resultados indican que la disminucién
de la concentracion de serotonina cortical no impide el desarrollo de la plasticidad

en S1, en respuesta a la privacion temprana de la vibrisas.
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Figura 9. Fotomicrografias representativas que muestran cortes tangenciales a través de
la capa 1V de S1 teiidos histoguimicamente para la enzima citocromo oxidasa. Se observa
la representacion de las vibrisas faciales en ratas control (a), privadas de las vibrisas de la
linea D (c) y privadas de las vibrisas de la linea C tratadas con PCPA (e) de once dias de
edad. En b, d y f se muestran la reconstrucciones bidimensionales correspondientes a
ratas control, privadas y privadas con PCPA respectivamente.
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Modulacion de la respuesta plastica de S1 por la disminucion de la
concentracion de serotonina cortical.

En la Figura 6 se muestra el drea ocupada pbr barriles en el PMBSF de animales
control, privados y privados/tratados con PCPA de once dias de edad. No obstante
las anomalias anatdmicas causadas por la privacion, el tamafo del PMBSF es
similar al compararse animales de los tres grupos. Esto sugiere que la disminucion
de la concentracion de serotonina cortical no altera el crecimiento de ésta sub-

representacion cortical, y que la respuesta plastica representa una reorganizacion

interna en S1 que no involucra a toda la corteza
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Figura 6. Grafica que nuestra el drea total del PMBSF ocupada por barriles en animales control,

privados y privados/tratados con PCPA a los once dias de edad.

A pesar de la aparente falta de efecto de la disminucion de serotonina cortical
sobre el crecimiento global de PMBSF y el desarrollo de la respuesta plastica, un

analisis de distribucion de frecuencias del porcentaje de expansion mostré que la
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mayor parte de la poblacion de los barriles expandidos en los animales privados

tratados con PCPA, se encuentra distribuida entre los rangos de valores mas bajos
(Figura 10). En contraste, los valores de de expansion de los barriles en los
animales privados se distribuyen mas homogéneamente sobre la curva de
frecuencia (Figura 10). Esto indica que la disminucién de la concentracion de

serotonina cortical bloquea parcialmente la respuesta plastica de expansion.
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Figura 10. Histograma de frecuencias que muestra los rangos de expansién en los
barriles del PMBSF en animales de animales privados y privados/tratados con PCPA a los

once dias de edad.

Estudios previos han mostrado que en animales privados de una linea de vibrisas
los barriles adyacentes a la banda se expanden (Killackey y Belford, 1979). Por

otro lado, existen reportes que indican que la expansion de los barriles puede ser
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heterogénea dependiendo de su posicién relativa en el mapa cortical(Iwasato y

cols. 2000, McCasland et al 1988). Por estas razones pensamos importante el
realizar una evaluacién descriptiva sobre del porcentaje de barriles que se
expandieron en todo el PMBSF (Figura 10) y sobre el porcentaje de expansién de
los barriles adyacentes (Figura 12a) y no adyacentes (Figura 12b) a la zona cortical
privada. Para lo cual llamamos barriles adyacentes a aquellos que se encuentran
contiguos a la banda fusionada y como no adyacentes al resto del mapa. Nuestros
resultados muestran que el 47.13% y 47.36% de los barriles del PMBSF en los
animales privados y privados / tratados con PCPA, respectivamente, se
expandieron (Figura 11). De estos porcentajes, solamente el 21.65% y 19.88% de
los barriles en los animales privados y privados tratados con PCPA,

respectivamente, fueron adyacentes (Figura 11).
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Figura 11.Gréfica que ilustra el porcentaje del total de barriles que muestran expansién en el

PMBSF de animales privados (n=6) y privados tratados con PCPA (n=8) a los once dias de edad

37



TESIS CON
FALLA TF ORIGEN

Nuestros resultados confirman que la expansion de los barriles del PMBSF en

respuesta a la privacion es heterogénea, afectando tanto a los barriles adyacentes
como a los no adyacentes a la zona cortical privada (figura 11). Esta respuesta
heterogénea no se ve afectada por la disminucion de la concentracion de
serotonina cortical, puesto que los porcentajes de los barriles expandidos no difiere
entre los animales privados y privados / tratados con PCPA (figura 11).

No obstante estos resultados, el porcentaje de expansién de los barriles
adyacentes a la zona cortical privada en los animales privados / tratados con PCPA

es 10.92% (p< 0.007) menor que en los animales privados (Figura 12a).
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Figura 12. Graficas que muestran el porcentaje de expansién (promedio + E.S. t-Student) de los
barriles adyacentes (a) y no adyacentes (b) a la zona cortical privada en animales privados (n=6) y
privados tratados con PCPA (n=8) de once dias de edad. En el recuadro se muestra un esquema
del mapa de S1 ilustrando los barriles que consideramos como adyacentes (a) y no adyacentes (b)

marcados en color gris. (* P< 0.007 t-Student)
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Sorprendentemente, en los animales privados / tratados con PCPA, el porcentaje
de expansion de los barriles no adyacentes es 7.67% (p< 0.01) mayor que en los

animales privados (Figura 12b).
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Discusion

La plasticidad neuronal es una capacidad que permite al cerebro modificar su
estructura y funcién en respuesta a cambios en su ambiente exterior o interior. Los
mecanismos por los cuales se llevan a cabo estas modificaciones adn no son del
todo claros. Se ha propuesto que neurotransmisores como la serotonina pudieran
modular las respuestas plasticas neuronales. Existen, al menos, tres elementos de
las respuestas plasticas que pudieran ser regulados por la serotonina. El primero
de ellos, es la modificacion de los tiempos y la duracion de los eventos del
desarrollo neuronal (Jonson y cols. 1983 y Mower y cols. 1991). El segundo,
corresponde a la modificacion de los patrones citoarquitecténicos, a través de la
modulacién directa o indirecta de interacciones tréficas (Gutierrez-Ospina y cols.
2002, Bennett-Clarke y cols. 1994). Y el tercero, es la modificacion de las
propiedades fisiolégicas neurales (Bennett-Clarke y cols.).

En estudios recientes se ha demostrado que la disminucidn de la concentracion de
serotonina cortical no modifica el tiempo de inicio de la formacion de los barriles
en animales control y desnutridos tratados con PCPA (Gutierrez-Ospina y cols.
2002), o controles tratados con un farmaco que elimina la serotonina, la
fenfluoramina (Bennett-Clarke y cols. 1995). Debido a que en los animales
desnutridos se retrasa la formacion de barriles, estas observaciones sugieren que

la serotonina no participa como regulador de la temporalidad de la respuesta

plastica.

40



Si bien la serotonina parece no participar en la regulacién en la temporalidad de la
plasticidad, aun no es claro su papel como factor modulador de la citoarquitectura
cortical durante las respuestas plasticas. En los cerebros de animales privados de
todas las vibrisas con excepcion de aquellas correspondientes a la linea C, ocurre
una expansion de los barriles correspondientes a las vibrisas intactas (Turlejski y
cols. 1997). Debido a que esta expansion no es bloqueada por la deplecion de
serotonina que resulta de la destruccién de las fibras serotoninergicas por el
tratamiento con 5,7 -Dihidroxitriptamina (5,7-DHT), Turlejski y colaboradores
afirman que la serotonina no participa como factor regulador de la plasticidad
citoarquitectdnica del cerebro en desarrollo. En contra de esta postura, nuestros
resultados muestran que la disminucidn en la concentracion de serotonina cortical
por el tratamiento con PCPA bloquea parcialmente la expansién de los barriles
adyacentes a la zona privada, ademas de que el nimero de barriles que muestran
una expansion menor al 10% es mayor en animales privados / tratados con PCPA
contra aquellos privados no tratados. La modulacion de la respuesta plastica por la
serotonina no se debe a un efecto general e inespecifico, ya que el drea ocupada
por barriles del PMBSF, asi como el niimero de barriles que presentan expansion,
no se ve afectado por la deplecién de este neurotransmisor.

La discrepancia entre nuestros resultados y los obtenidos por Turlejski y cols.
(1997) y los nuestros pueden deberse a que la eliminacién de las fibras
serofoninérgicas por 5,7 DHT pudiera tener otros efectos bioldgicos ademas de la

disminucion de la concentracion de serotonina cortical, como lo es el rebrote
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compensatorio de aferentes diferentes a las talamo-corticales (e.g., horizontales)
que también alcanzan a S1. Ademds, se sabe que existe un desfasamiento de los
limites anatomicos y funcionales (fox, 2002) del mapa corporal en S1 de los
rodedores.

A pesar de lo reportado cominmente después de privar selectivamente de vibrisas
faciales a roedores en desarrollo, en nuestro estudio observamos que no
solamente los barriles adyacentes a la zona cortical privada presentan expansion,
sino también aquellos no adyacentes a dicha zona. Coincidentemente, se ha
observado que en gatos, la lesién fotoquimica de la corteza visual conduce a una
expansion de las columnas de preferencia de orientacion no adyacentes a la zona
cortical cicatrizada (Zepeda y cols. 2002). Asi, ambos estudios sugieren que las
respuestas plasticas intramodales son heterogéneas entre los compartimentos que
constituyen cada sub-representacion cortical, independientemente de su vecindad
con las zonas corticales privadas o lesionadas. En apoyo a esta sugerencia,
estudios previos en S1 de animales ciegos (Rauschecker y cols. 1992) y privados
selectivamente de vibirisas faciales (McCasland y Woolsey, y cols. 1988) mostraron
que el grado de plasticidad de los barriles del PMBSF difiere entre ellos de manera
independiente, hasta cierto punto, de la posicion relativa que estos ocupen con
relacion al mapa en su conjunto y al sitio de privacion.

En el presente trabajo mostramos que la disminucion en la concentracion de
serotonina cortical, por un lado, bloquea parcialmente la expansion de los barriles

adyacentes, y por otro, aumenta la expansion de los barriles no adyacentes a la
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zona cortical privada consecutiva a la privacién selectiva de vibrisas faciales en
animales en desarrollo. La razon por la cual se presenta éste efecto bimodal es
desconocida. Se ha propuesto, sin embargo, que el crecimiento de las aferentes
glutamatérgicas (Geovannini y cols. en preparacién) y de las espinas dendriticas
(Segal y cols. 2000) es modulado por glutamato de manera tal que, cuando éste
neurotransmisor esta presente en concentraciones bajas facilita la ramificacién
axonica y el crecimiento de espinas. Por el contrario, cuando el glutamato esta
presente en concentraciones mayores, inhibe el crecimiento axonal y espinal. Asi,
una deplecién heterogénea de serotonina en el PMBSF de los animales privados /
tratados con PCPA podria explicar el efecto bimodal arriba referido. Finalmente,
que la respuesta plastica de los barriles adyacentes y no adyacentes sea contraria
y aparentemente independiente una de la otra no es extrafio, pues estudios
realizados por Schlaggar y O'Leary (1993) utilizando un modelo experimental
equivalente, han mostrado que la plasticidad observada en la zona privada es
independiente de aquella que ocurre en los barriles adyacentes a dicha zona.

La posibilidad de que la serotonina pudiera regular el crecimiento de las aferentes
talamocorticales durante el desarrollo normal ha sido documentada tanto en
modelos /n vivo, empleando animales carentes del gen que codifica para la
Monoamino Oxidasa A (Cases y cols. 1996), como en modelos /n vitro utilizando
cultivos de neuronas talamicas somatosensoriales. En ambos casos tanto el
numero de procesos neuronales como su longitud total aumentan en presencia de

concentraciones elevadas de serotonina. Dicha respuesta pudiera ser mediada por
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los receptores 5HTis, debido a que este receptor se encuentra presente en las
aferentes talamo-corticales durante el periodo de especificacién de S1. Nuestras
observaciones sobre el blogueo parcial de la expansion de los barriles adyacentes y
la potenciacion de la expansion de los barriles no adyacentes a la zona privada,
ademas de apoyar estas observaciones, sugieren que la serotonina también regula
el crecimiento axonal durante las respuestas plasticas corticales, al menos en Ila
capa IV de la S1 durante el desarrollo; recordemos que los barriles tefiidos con la
histoquimica para citocromo oxidasa reflejan indirecta y parcialmente, el territorio
de distribucidn de las aferentes tdlamo-corticales (Riddle y cols, 1993).

Otro posible efecto de la serotonina como factor regulador de ia plasticidad es a
través de la modulacién de la actividad neuronal. Se sabe que la serotonina
disminuye la actividad neuronal. Desafortunadamente, nuestros resultados no
aportan evidencia que ayude a resolver esta posibilidad. Sin embargo, los trabajos
de Boylan y colaboradores muestran que el tratamiento con un inhibidor de la MAO
A, la clorgilina, da como resultado una representacion corporal no segmentada en
barriles al P6. Este efecto, se revierte al P10 si se suspende la administracién de
clorgilina en P6 y la reversion no es bloqueada por la aplicacion de un antagionista
de los receptores NMDA o por la transeccion del nervio infraorbitario. De esta
forma, los resultados discutidos sugieren que los efectos de la serotonina sobre la
formacion y plasticidad de los barriles en S1 son independientes de la actividad

neuronal intrinseca o asociada al uso.
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Finalmente, se ha propuesto que las alteraciones en el patrén de barriles debido al
tratamiento con PCPA se deben a un efecto del farmaco sobre el desarrollo y no a
la ausencia de serotonina por si sola (Persico y cols. 2000). En el presente trabajo,
hemos mostrado que el tratamiento con PCPA no altera significativamente la
ganancia de peso de las crias ni el peso del cerebro al sacrificio, por lo que
podemos afirmar que los efectos observados sobre la plasticidad se deben a la
disminucion en la concentracion de serotonina cortical, y no a un fendmeno de

desnutricion asociado con el tratamiento.
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Conclusiones

1) La plasticidad intramodal es heterogénea e involucra territorios adyacentes y no
adyacentes a las areas corticales desprovistas de sus aferentes principales.

2) La serotonina modula las respuestas plasticas intramodales en S1 impidiendo o
facilitando parcialmente la expansion de los barriles adyacentes y no adyacentes,
respectivamente, a la zona cortical privada de sus aferentes principales.

3) Los efectos de la serotonina sobre las respuestas plasticas intramodales parecen
llevarse a cabo a través de la regulacién del proceso de crecimiento axonal.

4) Los efectos de la deplecién de serotonina inducida por PCPA sobre las
respuestas plasticas intramodales son independientes de posibles alteraciones

nutricionales causadas por el PCPA.
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