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RESUMEN

La ceguera produce una reorganizacion extensa del cerebro que se manifiesta en
parte como una expansion de la corteza somatosensorial primaria. Los mecanismos que
conducen a esta expansion son poco claros, si bien se ha postulado que cambios en el
tiempo de desarrollo pudiesen estar afectando tanto el momento en el que inicia la
formacion de la corteza somatosensorial como el crecimiento de los elementos
neuronales que la constituyen.

Debido a que los neurotransmisores son moléculas que participan, no solamente
en la comunicacion entre las neuronas, sino también en los procesos de remodelacién
estructural y funcional de los circuitos neuronales, es de esperar que algunos de ellos
estuviesen involucrados en los procesos de plasticidad cortical observados en los
individuos ciegos. Por esta razon, en el presente trabajo se cuantificaron durante el
desarrollo postnatal los niveles de aminoacidos neurotransmisores en la corteza
somatosensorial primaria de ratas enucleadas al nacimiento.

Nuestros resultados muestran que en las ratas enucleadas existe una disminucién
en la concentracion de aspartato, glutamato, glutamina, GABA, taurina y tirosina al dia
postnatal 6. Debido a que GABA y taurina funcionan como neurotransmisores
excitadores durante la primera semana de vida, es probable que la reorganizacion de la
corteza somatosensorial primaria en los individuos ciegos se asocie a una disminucion en
la excitabilidad cortical en esta etapa. Por otra parte, los niveles de glicina aumentan dos
meses después de la enucleacion, y a los tres meses existe un aumento en la fraccion de
aminoacidos inhibidores en la corteza somatosensorial. Estos hallazgos, ademas de
indicar que las alteraciones en los niveles de neurotransmisores se mantienen varios
meses después de la lesion, sugieren que un aumento en el tono inhibitorio en la edad
adulta pudiese participar en la estabilizacion de los cambios morfo-funcionales

observados en la corteza somatosensorial primaria de las ratas ciegas.



INTRODUCCION

La pérdida de los receptores relacionados con algin 6rgano de los sentidos
ocasiona modificaciones en la estructura y funcién del cerebro. A este fendmeno se le
considera como una expresion de un proceso neural que se ha denominado genéricamente
como plasticidad. Un ejemplo que ilustra lo anterior se observa cuando los mamiferos
pierden la vision en etapas tempranas del desarrollo, lo que conduce a una expansién de
las cortezas somatosensorial (S1) y auditiva (Al) primarias y una reactivacion de la
corteza visual por aferentes relacionadas con otras modalidades sensoriales. Los
mecanismos que conducen a la expansién y reactivacion anatomo-funcional de las
cortezas sensoriales primarias son poco conocidos.

Debido a que los neurotransmisores son moléculas que participan, no solamente
en la comunicacion entre las neuronas, sino también en los procesos de remodelacién
estructural y funcional de los circuitos neuronales, es de esperar que algunos de ellos
estuviesen involucrados en los procesos de plasticidad cortical observados en los
individuos ciegos. Por esta razén, en el presente trabajo se cuantificaron durante el
desarrollo postnatal los niveles de aminoacidos neurotransmisores en la corteza
somatosensorial primaria de ratas enucleadas al nacimiento. Si bien reconocemos que los
resultados obtenidos no nos brindan informacion directa sobre la participacion de los
neurotransmisores en la plasticidad cortical de los individuos ciegos, consideramos que
nos aportaran datos valiosos que permitan hacer inferencias “mecanisticas” para la

elaboracion de futuros trabajos.



ANTECEDENTES

Plasticidad cortical en los mamiferos ciegos

En los mamiferos, la ceguera que resulta de alteraciones congeénitas, genéticas y
accidentales, o de procesos filogenéticos, se asocia a cambios significativos de la
organizacion morfo-funcional del cerebro. Dicha reorganizacion consiste en una
expansion de las cortezas somatosensorial (S1) y auditiva (A1) primarias (Bronchti et al.,
1992; Rauschecker et al., 1992) y una reactivacion de la corteza visual por aferentes
relacionadas con otras modalidades sensoriales (Yaka et al., 1999; Yaka et al., 2000;
Newton et al., 2002; Kahn y Krubitzer, 2002) (Ver Figura 1). Si bien estos cambios en la
organizacion cortical se asocian con modificaciones de las habilidades somestésicas y
auditivas de los individuos ciegos, hasta la fecha son pocos lo estudios que pretenden
esclarecer los mecanismos que los subyacen. No obstante, existen algunos estudios
realizados en roedores que muestran que la ceguera infringida desde el nacimiento
ocasiona un incremento de aproximadamente 15 % en el &rea promedio de la corteza

somatosensorial en animales adultos (Rauschecker et al., 1992, Ver Figura 4-A).

A. Control B. Ciego

Figura 1. Reorganizacion de la corteza cerebral en ratas ciegas. Esquemas que ilustran la organizacion
de las areas sensoriales primarias: somatosensorial (S1), auditiva (A1) y visual (V1) en los roedores en un
individuo normal (A) y en un individuo cegado al nacimiento (B). En los roedores ciegos, la corteza visual
es reactivada por estimulos somatosensoriales y auditivos, mientras que las cortezas primarias de estas dos
modalidades sensoriales se expanden.



En un andlisis realizado en el laboratorio se document6 que la expansion de S1
ocurre principalmente durante los primeros dias de vida postnatal, edad en la que ain no
existe actividad exploratoria voluntaria de las ratas. Esto, aunado al hecho de que la
remocion de los bigotes no impide el mayor crecimiento de S1 en las ratas ciegas,
sugiere que la expansion no estd asociada al uso aumentado de los receptores tactiles
(Geovannini, 2001; Geovannini et al., sometido).

Figura 2. Mapa corporal en la corteza somatosensorial de la rata. Esquema que ilustra la
representacion del cuerpo de la rata en S1 en forma de moddulos discretos denominados barriles,
visualizados mediante la técnica histoquimica que revela la actividad de la enzima succinato
deshidrogenasa. (Fotografia modificada de Riddle et al., 1993).

En un intento por entender las bases estructurales de la expansion de la corteza
somatosensorial primaria, nuestro grupo de investigacion dio inicio a una serie de
estudios orientados al andlisis del desarrollo dendritico y axdnico en animales
enceguecidos al nacimiento, mediante un modelo de ceguera que consiste en la remocién
quirurgica del globo ocular y de un tramo del nervio 6ptico; a este procedimiento se le
denomina enucleacion.

En la corteza somatosensorial primaria de los roedores cada parte del cuerpo se
encuentra representada por mdédulos denominados barriles, que forman un mapa corporal
(Woolsey y van der Loos, 1970) (Ver Figura 2). Estos son estructuras constituidas por las

neuronas estelares espinosas de la capa IV de la corteza cerebral y por los axones
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provenientes del tdlamo que hacen sinapsis con las dendritas de estas neuronas (Ver
Figura 3). Por lo tanto, si los barriles son més grandes en los individuos ciegos, es de
suponerse que uno 0 ambos de estos elementos se encuentren alterados. Nuestros estudios
muestran que, efectivamente, los axones tdlamo-corticales que forman los barriles en las
ratas enucleadas tienen una longitud y un &rea mayor al dia postnatal 7 (P7) (Guzman,
2004; Geovannini et al., sometido). Por otra parte, las dendritas de las neuronas estelares

espinosas alcanzan su madurez dos semanas antes en las ratas ciegas (Hernandez, 2006).

Figura 3. Componentes celulares de los barriles. Esquema que ilustra la localizacion de los barriles en la
corteza y sus componentes estructurales. Los barriles se localizan en la capa IV de la corteza
somatosensorial y estan conformados por neuronas estelares espinosas pertenecientes a esta capa (ilustradas
en rojo) que hacen sinapsis con los axones provenientes del nlcleo ventrobasal del tdlamo (en azul).
Ademas se muestran las neuronas piramidales de otras capas de la corteza y sus dendritas (en verde).

El hecho de que los arboles terminales de los axones estén méas elaborados y que
las dendritas alcancen su madurez antes en los animales ciegos sugiere que las causas de
la expansion pudieran deberse a cambios en el tiempo de desarrollo de los barriles en los

individuos ciegos. Para evaluar esta posibilidad se determind el momento preciso de la
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formacion de estas estructuras en las ratas control y enceguecidas durante los primeros
cinco dias de vida. Las observaciones mostraron que la formacion de los barriles esta

adelantada en los animales ciegos (Ibarraran, 2006; Geovannini et al., sometido).

A Controles Enucleados
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Figura 4. Expansion de los barriles y de los axones talamo-corticales que los forman. A los 10 dias de
edad los barriles se encuentran expandidos en las ratas ciegas (A), y desde los 7 dias de edad se observa un
aumento en la longitud y en el area que ocupan los axones talamo-corticales que los forman (B).

Mecanismos celulares y moleculares de la plasticidad cerebral

A pesar de los estudios anatomicos y fisiologicos realizados en los individuos
ciegos, se sabe poco de los mecanismos celulares y moleculares que conducen a las
modificaciones cerebrales mencionadas. A este respecto, l0s neurotransmisores son un
grupo de moléculas candidatas como facilitadoras y/o moduladoras de la reorganizacion
cerebral observada en los individuos ciegos ya que, ademdas de participar en la
comunicacion entre las neuronas, actian como reguladores de los procesos de plasticidad
mediante el control de la excitabilidad neuronal y/o promoviendo el crecimiento de los
procesos neuronales (Represa y Ben-Ari, 2005; Lieske et al., 1999; Lotto et al., 1999).

De acuerdo a su naturaleza quimica, los neurotransmisores se clasifican en
aminoacidos (glutamato, aspartato, glicina, GABA vy taurina) y aminas biogénicas
(dopamina, noradrenalina, adrenalina, serotonina e histamina). De los aminoéacidos
neurotransmisores, el glutamato, el aspartato y la glicina se codifican en los genes,

mientras que la taurina y el acido gama-aminobutirico (o0 GABA pos sus silgas en inglés)



se originan a partir de modificaciones post-traduccionales en los aminoacidos cisteina y
glutamato, respectivamente. Las aminas biogénicas también se derivan de modificaciones
en los aminoacidos estandares: la serotonina proviene del triptofano, la histamina se
deriva de la histidina y la dopamina, la noradrenalina y la adrenalina se originan a través
de una serie de reacciones a partir de la tirosina.

Se ha reportado en numerosos estudios que los cambios plasticos que ocurren en
el cerebro después de una lesion van acompafiados de modificaciones en los niveles de
neurotransmisores. Por lo tanto, en el presente trabajo se evaluaron los cambios en la
concentracion de algunos aminoacidos que pudieran estar asociados con las
modificaciones de la corteza somatosensorial observadas en los individuos ciegos. El
efecto que las lesiones tienen sobre la neuroquimica cerebral se ha estudiado
principalmente con relacion a los sistemas GABAérgico y glutamatérgico por ser los
neurotransmisores inhibidor y excitador, respectivamente, mas abundantes en el Sistema
Nervioso Central. En la corteza somatosensorial la actividad GABAérgica controla el
tamafo de los campos receptivos. EI campo receptivo de una neurona somatosensorial se
define en funcién de la region corporal estimulada que logra alterar el disparo de la
neurona registrada. A este respecto, la administracion local en la corteza de antagonistas
para los receptores de GABA en individuos normales ocasiona una expansion de los
campos receptivos en respuesta a estimulos tactiles (Dykes et al., 1984; Tremere et al.,
2001). En contraste, la aplicacion de agonistas de GABA impide las modificaciones en la
corteza somatosensorial observadas después del aprendizaje de una tarea motora (Pleger
et al., 2003). Ademas, se ha reportado que en las 2 semanas posteriores a una lesién en la
via somatosensorial disminuyen los niveles de GABA en la representacion cortical
correspondiente a la zona corporal afectada (Canu et al., 2006). Estos cambios se
acompafian de reducciones en la expresion del RNA mensajero que codifica para la
proteina GADG67; enzima responsable de la sintesis de GABA (Gierdalski et al., 1999).

Los receptores de algunos neurotransmisores también sufren modificaciones
después de una lesion. Por ejemplo, varias semanas después de la amputacion de un
digito en mapaches adultos, los niveles de las subunidades B3 del receptor GABAA
aumentan (He et al., 2004), mientras que en los dias posteriores a la lesion aumentan

tanto los niveles del RNA mensajero que codifica para el receptor AMPA de glutamato



GIuR2 (Gierdalski et al., 1999) como de su proteina (He et al., 2004) en las regiones
corticales adyacentes a la region dafiada. Este aumento en los niveles del receptor de
glutamato coincide con el momento en el que se observa la expansion de los campos
receptivos y se forman nuevas conexiones excitadoras. Por otro lado, el aumento en los
niveles del receptor GABA coincide con el periodo en el que las nuevas conexiones se
han consolidado en la corteza somatosensorial. Con base en estas observaciones se ha
propuesto que el balance de excitacidén-inhibicién es un componente fundamental en la
reorganizacion cortical observada después de las lesiones y probablemente lo sea después
de sufrir una privacion sensorial.

El glutamato y el GABA no son los Gnicos aminoécidos que modulan la actividad
y plasticidad neuronales. La estimulacion eléctrica del tracto olfatorio ocasiona la
liberacion de aspartato dependiente de calcio (Collins, 1979). Ademas se ha visto que
este aminoacido activa a los receptores de glutamato en la corteza olfatoria (Surtees y
Collins, 1985), lo que sugiere que puede actuar como neuromodulador en algunas
regiones cerebrales.

La glicina funciona como neurotransmisor inhibidor en regiones como la médula
espinal, el tallo cerebral y la retina (Belcher et al., 1976; Aprison y Daly, 1978). Existen
algunos reportes que indican que en la corteza cerebral la glicina también actia como
inhibidor (Bernardi et al., 1979; Tremblay et al., 1988). Sin embargo, existe controversia
al respecto, ya que la subunidad del receptor que une al ligando solo se expresa en niveles
altos en la corteza durante el desarrollo embrionario y neonatal, mientras que en el adulto
los niveles son muy bajos (Malosio et al., 1991). Ademas no se ha detectado la unién
estricnina, un conocido agonista de los receptores glicinérgicos, en la corteza cerebral
(Probst et al., 1986; Zarbin et al., 1981). Por otro lado, la glicina es un co-agonista
necesario para la activacion de los receptores NMDA (Johnson y Ascher, 1987; Kleckner
y Dingledine, 1988; Monaghan et al., 1988; Chen et al., 2003), un tipo de receptores de
glutamato ampliamente distribuido en el cerebro de los mamiferos (Brose et al., 1993).
Con respecto al aspartato y a glicina, no existen muchos estudios acerca de las
modificaciones que ocurren en estos sistemas de neurotransmisores después de una lesion.

La taurina es un aminoacido importante durante el desarrollo. Puede unirse a

receptores inhibitorios como los de GABAA Yy glicina (Haas y Hosli, 1973; Hussy et al.,



1997; Legendre, 2001), participa en la neurogénesis (Sturman, 1993), como factor
tréfico en la retina (Lima, 1999; Cubillos y Lima, 2006) y como osmorregulador
(Pasantes-Morales et al., 1990; Schousboe et al., 1991; Oja y Saransaari, 1992; Pasantes-
Morales y Schousboe, 1997). Ademas es un factor inductor de la potenciacion a largo
plazo en el hipocampo (Galarreta et al., 1996) y el estriado (Chepkova et al., 2002;
Sergeeva et al., 2003). Se ha reportado que un par de semanas después de una lesién en la
via somatosensorial disminuyen los niveles taurina en S1 (Canu et al., 2006).

Los aminoacidos neurotransmisores mencionados, junto con glutamina, alanina,
serina y treonina, estan presentes en altas concentraciones en el cerebro de muchas
especies (en promedio entre 0.4 y 10 mM; Banay-Swartz et al., 1989), mientras que el
resto de los aminoacidos se encuentran en bajas cantidades (concentraciones menores a
0.1 mM). La glutamina funciona como precursor del glutamato, que a su vez es precursor
de GABA. Cuando estos aminoécidos son liberados por las terminales sinapticas, las
células gliales los recapturan y convierten a glutamina, ya sea de forma directa, en el caso
del glutamato, o de forma indirecta, en el caso de GABA. La glutamina sintetizada en las
células gliales es devuelta a las neuronas para volver a sintetizar glutamato y GABA (Bak
et al., 2006). La serina y la treonina pueden funcionar como precursores de glicina, pero
hasta el momento no se ha demostrado que ninguno de estos aminoacidos funcione como
neurotransmisor.

Algunas aminas biogénicas también participan como moduladoras de los procesos
de plasticidad y se ha visto que su concentracion se modifica después de una lesion. Sin
embargo, debido a la disponibilidad de los equipos para cuantificar neurotransmisores, y
como una primera aproximacion para responder a la pregunta de si los neurotransmisores
participan en la plasticidad cerebral observada en los individuos ciegos, se decidio
enfocar este estudio en los aminoécidos neurotransmisores.

Con base en los antecedentes mencionados se decidio estudiar los posibles
cambios en las concentraciones de glutamato, aspartato, GABA, glicina y taurina, los
cuales funcionan como neurotransmisores; de glutamina y tirosina, que sirven como
precursores, y por Ultimo de alanina, que no esta involucrada en la neurotransmision ni
como precursor directo de los neurotransmisores mencionados y que por lo tanto se

utiliz6 como control.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de los datos que se tienen sobre la participacion de los neurotransmisores
en los procesos de plasticidad no se sabe cual es su papel en las modificaciones
cerebrales observadas en los animales ciegos. Por esta razon es importante investigar si
éstos son una causa 0 una consecuencia de los eventos de expansion documentados en los
cerebros de estos individuos, ya que este conocimiento nos permitiria ampliar nuestra
comprension acerca del mecanismo mediante el cual los neurotransmisores intervienen en
los procesos de plasticidad, y disefiar estrategias farmacoldgicas para la recuperacion de

la vision.

HIPOTESIS

e Laenucleacion neonatal en las ratas ocasiona modificaciones en los niveles de algunos

aminoacidos neurotransmisores.

e Algunos de estos cambios se presentan durante el periodo critico de expansion de los

barriles (primera semana de vida).
o Las ratas ciegas mantienen un perfil de niveles de neurotransmisores diferente al de
ratas normales a largo plazo.
OBJETIVO
Cuantificar los niveles de los aminoécidos neurotransmisores y algunos no
neurotransmisores, en la corteza somatosensorial de ratas control y ratas enucleadas al

nacimiento, a diferentes etapas del desarrollo postnatal, mediante la técnica de HPLC de

fase reversa.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Los experimentos se realizaron con ratas macho de la cepa Wistar. Se utilizaron
animales de 2, 4, 6, 10, 30 60, 90 y 120 dias postnatales. Se eligieron estas edades debido
a que representan etapas criticas en el desarrollo de las ratas:

Dia 2. Antes del inicio de la formacion de los barriles (que ocurre aproximadamente a los
3 dias de edad).

Dia 4. Despues del inicio de la formacion de los barriles.

Dia 6. Antes de la edad reportada en la que los barriles de los ciegos se observan mas
grandes.

Dia 10. Después de la expansion de los barriles, etapa neonatal.

Dia 30. Jévenes.

Dia 60. Adultos jovenes.

Dias 90 y 120. Adultos maduros (no viejos).

El nimero de crias por camada se ajustd a ocho animales para disminuir los
efectos del tamafio de la camada sobre el desarrollo neonatal. La mitad del namero de
crias en cada camada se utiliz6 como grupo control, y la otra mitad como grupo
experimental. Todos los animales tuvieron libre acceso a alimentacion y agua, y se
mantuvieron en cuartos con temperatura e iluminacion controladas (ciclo de 12 horas
iluminacién / 12 horas oscuridad). Los protocolos empleados fueron aprobados por la
comision de ética para la experimentacion con animales del Instituto de Investigaciones

Biomédicas de la Universidad Nacional Autonoma de México.

Enucleacién

La remocion quirdrgica de los ojos se realizd siguiendo los lineamientos de los
protocolos descritos previamente (Bronchti et al., 1992). Los animales recién nacidos
(entre 6 y 10 horas de vida) se anestesiaron por hipotermia durante unos minutos. Se

realiz6 una incision fina sobre la fisura palpebral y se removio totalmente el tejido ocular
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con ayuda de una pinza. Después de removidos ambos 0jos, los animales se colocaron
bajo una lampara de luz incandescente y se regresaron con su madre después de que
hubieron recuperado su temperatura, color y movimiento. Los animales control fueron

tratados de la misma manera a excepcion de la cirugia.

Procesamiento del tejido

Las ratas de 2, 4, 6, 10, 30, 60, 90 y 120 dias fueron anestesiadas y decapitadas.
Los cerebros se extrajeron rapidamente y las cortezas somatosensoriales de ambos
hemisferios se disecaron, localizandolas de acuerdo a su posicidn relativa con respecto a
la arteria cerebral media (Strominger y Woolsey, 1987). Las muestras de los grupos de
120, 90, 60 y 30 dias se conformaron por las cortezas somatosensoriales de los
hemisferios izquierdo y derecho de cada animal, utilizando un cerebro por muestra.
Debido a la cantidad de tejido que se requiere para realizar la cuantificacion de los
aminoacidos, las muestras de los grupos experimentales correspondientes a las ratas
neonatas se conformaron por las cortezas somatosensoriales primarias de varios animales.
Para la edad de 10 dias se utilizaron 2 cerebros en cada muestra, para el grupo de 6 dias
se utilizaron 3, y para las edades de 4 y 2 dias se utilizaron 4 cerebros por muestra.

Las muestras se congelaron en metil- butano y fueron almacenadas a -40 °C hasta
su uso. El dia del experimento se homogenizaron en una solucién de acido perclorico
0.IN y EDTA 0.1mM, a una temperatura entre 4-8 °C. Para las edades de 2 y 4 dias el
tejido se homogenizé con 250 ul y para el resto de las edades se utilizaron 300ul.
Posteriormente el tejido homogenizado se centrifug6 a 12,000 r. p. m. durante 10 minutos
a 4 °C y se recolectaron los sobrenadantes para ser almacenados a -40 °C hasta el dia su
analisis. Los sedimentos resultantes de la centrifugacion se resuspendieron en una

solucion de hidroxido de sodio 5mM para la posterior cuantificacion de proteinas.

Determinacion de la concentracion de proteina

Las proteinas se cuantificaron por el método de Lowry (Lowry et al., 1951). Por

cada 400ul de proteina resuspendida en hidroxido de sodio 5mM se agregaron 2ml de
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reactivo alcalino (Na,COs3 al 2%, Tartrato de Sodio al 0.02% y CuSO, al 0.01%) y se
dejaron reaccionar durante 10 minutos. Posteriormente se agregaron 200ul de reactivo

Folin 1:1 y después de 30 minutos de reaccion se midio la absorbancia a una longitud de
onda de 660nm.

Determinacion de la concentracion de neurotransmisores

El anélisis de los aminoécidos aspartato, glutamato, glutamina, glicina, GABA,
alanina, taurina y tirosina se realizd por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién
(HPLC por sus siglas en inglés). Debido a la disponibilidad de los equipos se utilizaron 2
aparatos diferentes para hacer el analisis de las muestras; las edades de 10, 30 y 60 dias
postnatales se analizaron con una columna Ultrasphere XL-ODS (Beckman, con
dimensiones de 4.6mm x 7cm y un tamafio particula de 3um) y un Equipo modular marca
Gilson. Las edades de 2, 4, 6, 90 y 120 dias se analizaron con una columna Nova Pak
C18 (Waters, con unas dimensiones de 3.9mm x 7.5cm y un tamafio de particula de 4pum)
y un Equipo modular marca Waters.

Para que los aminoacidos puedan ser observados se necesita agregar un
compuesto al que se le denomina derivatizante. Las muestras de 10, 30 y 60 dias se
derivatizaron usando 50ul de muestra y 200ul del reactivo o-ftalaldehido (OPA), y en las
demas edades se utilizaron 15ul de muestra y 85ul de OPA. Después de transcurridos
120 segundos de la reaccidn de derivatizacion a temperatura ambiente, se inyectd un
volumen de 10ul de este derivado en la columna. La separacion se hizo mediante la
elusion por gradiente, en la cual la fase movil A consistié de un amortiguador de acetato
de sodio 30mM (pH 6.8) y la fase B fue metanol. Las fases moviles se filtraron y
desgasificaron antes de su uso. La fase mévil se bombe6 a un flujo de 1.2 ml/min. Los
aminoacidos derivados se detectaron a una longitud de onda de 340nm (sensibilidad 0.05
a. u. f.). Las concentraciones de los aminoacidos aspartato, glutamato, glutamina, glicina,
GABA, taurina, alanina y tirosina se calcularon normalizando con una solucién patron de
aminoacidos de concentracion conocida. Esta solucion se prepar6 en acido perclérico y

EDTA, y los aminoacidos se derivatizaron como se describi¢ arriba.
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Analisis de datos

Para analizar los resultados se utilizaron 2 tipos de pruebas estadisticas:

1. Prueba para dos grupos independientes, que nos permite evaluar las diferencias en la
concentracion de neurotransmisores que pudieran existir entre las ratas controles y las
enucleadas a una misma edad. En este caso se uso la prueba “t” de Student cuando los
datos presentaron una distribucion normal, y en caso contrario se utiliz6 la prueba “U” de
Mann-Whitney.

2. ANOVA con prueba post-hoc de Gabriel, que se utiliza para realizar comparaciones
entre varios grupos con tamafio de muestra diferente. Esta comparacion se efectud entre
todas las edades de un mismo grupo experimental con el objetivo de encontrar las
posibles diferencias en la concentracion de un mismo neurotransmisor a lo largo del
desarrollo.

El valor de significancia para ambas pruebas fue definido en un valor de p<0.05.
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RESULTADOS

El patrén de los cambios en la concentraciéon de algunos neurotransmisores a lo largo

del desarrollo difiere entre las ratas control y las enucleadas.

Las concentraciones de los aminoacidos aspartato, glutamato, glutamina, GABA,
glicina, taurina, alanina y tirosina en la corteza somatosensorial primaria de la rata se
determinaron a los dias postnatales 2, 4, 6, 10, 30, 60, 90 y 120. Los valores obtenidos se
muestran en las Figuras 5y 6.

Los aminodacidos aspartato, glutamato y GABA presentan su mayor concentracion
a lo largo del desarrollo al dia P30 tanto en los individuos controles como en los
enucleados. En contraste, los niveles de glicina, glutamina, taurina y alanina presentan
sus mayores niveles durante los primeros dias postnatales (Ver Figura 5). Los niveles de
tirosina comienzan bajos en los recién nacidos en ambos grupos y presentan un
incremento importante durante la primera semana de vida. Posteriormente disminuyen a
niveles menores que los encontrados 2 dias después del nacimiento.

Comparando los niveles obtenidos entre las ratas controles y las enucleadas, éstas
ultimas presentan un incremento menor en la concentracion de glutamato y GABA entre
los dias 10 y 30, y una disminucidon menor en los niveles de estos neurotransmisores entre
los dias 30 y 60 (Figura 5-B y D). Sin embargo, a partir del dia postnatal 90 los niveles de
glutamato disminuyen més en las ratas enucleadas mientras que los niveles de GABA en
este mismo grupo se mantienen elevados hasta el dia 90, y al dia 120 tienden a igualarse a
los niveles de las ratas control.

La glutamina presenta un comportamiento similar al glutamato si se comparan los
niveles entre las ratas controles y enucleadas. Durante los dias postnatales 2, 4 y 6 los
niveles son menores en los enucleados, al dia 10 los niveles de ambos neurotransmisores
son ligeramente mayores en estos individuos, al dia 30 disminuyen con respecto a los
controles, al dia 60 aumentan y a los dias 90 y 120 son menores en las ratas ciegas
(Figura 5-B y 6-A). Por otra parte, la glutamina también muestra un comportamiento
similar a GABA en algunos momentos del desarrollo. Entre los dias 4 y 6 existe un
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aumento significativo con respecto a la edad anterior (ver Cuadro 1) en los niveles de
ambos neurotransmisores en las ratas controles (Figura 5-D y 6-A). Después del dia 6 se
presenta una disminucion abrupta de los niveles de glutamina, en ambos grupos
experimentales, que se mantienen bajos en el adulto, mientras que los niveles de GABA

suben después del dia 10.
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Figura 5. Concentracién de aminoacidos en S1 a lo largo del desarrollo. Parte 1. Graficas temporales
que muestran la concentracion de algunos aminoacidos en la corteza somatosensorial primaria de la rata a
las diferentes edades estudiadas. A) Aspartato, B) Glutamato, C) Glicina, D) GABA.

Los niveles promedio de aspartato (Figura 5-A) en las ratas enucleadas
permanecen menores que en las ratas controles después del dia postnatal 10 y se
mantienen asi hasta la Gltima edad estudiada (120 dias).

La glicina presenta un patron notoriamente distinto entre los individuos controles

y enucleados (Figura 5-C). En los primeros, los niveles de este neurotransmisor se
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mantienen elevados hasta el dia P30, y entre P30 y P60 existe una disminucion
importante, mientras que en los segundos existe una disminucion abrupta entre P10 y P30

y un pequefio incremento entre P30 y P60.
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Figura 6. Concentracion de aminoacidos en S1 a lo largo del desarrollo. Parte 2. Graficas temporales
que muestran la concentracion de algunos aminodacidos en la corteza somatosensorial primaria de la rata a
las diferentes edades estudiadas. A) Glutamina, B) Taurina, C) Alanina, D) Tirosina.

Los niveles de taurina y alanina a lo largo del desarrollo presentaron un patron
muy similar en las ratas control y las enucleadas (Figura 6-B y C). Por ultimo, el patrén
de concentracion de tirosina a lo largo del desarrollo presenta la misma forma en los
individuos controles y enucleados, s6lo que se encuentra recorrido; en las ratas control
los niveles mas altos de tirosina se observan al dia 6 y en las ratas enucleadas al dia 10
(Figura 6-D).
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Ademas de las diferencias que pudieran existir en la concentracion de un
neurotransmisor entre controles y enucleados de la misma edad, puede ser que los
incrementos o disminuciones en los niveles de neurotransmisores a lo largo del desarrollo
se modifiquen en las ratas ciegas, por lo que una manera de evaluar las diferencias
existentes en los patrones de concentracion de los aminoécidos a lo largo del desarrollo
entre ambos grupos experimentales es analizando las modificaciones que se presentan
entre edades adyacentes en cada grupo. Los resultados obtenidos de este analisis se
muestran en el Cuadro 1. Los aminoacidos que presentaron diferencias entre controles y

enucleados fueron glutamato, glicina, GABA, glutamina y tirosina.

Cuadro 1. Cambios de los niveles de neurotransmisores en el desarrollo.

ASP GLU GLY GABA
C E C E C E C E
6 vs 10 10vs 30 4vs 6
---------- 10vs 30 10vs 30 10vs 30
GLN TAU ALA TYR
C E C E C E C E
4vs 6 10vs 30 10vs 30 2vs4 2vs 4 6 vs 10
6 vs 10 6vs 10 4vs 6 4vs 6
6vs 10 6vs 10

Se muestran las diferencias significativas, con un valor de p<0.05, obtenidas al comparar los niveles de un
neurotransmisor entre edades adyacentes. Los valores se obtuvieron mediante una ANOVA y aplicando
una prueba post-hoc de Gabriel. Las comparaciones resaltadas son la que difieren entre los controles y los
enucleados.

Los niveles de algunos neurotransmisores difieren entre las ratas control y enucleadas al

dia postnatal 6.

de

neurotransmisores de una misma edad entre las ratas controles y enucleadas, se realizo

Para evaluar si existen diferencias significativas en los niveles

una prueba estadistica de t para grupos independientes en cada edad y para cada

neurotransmisor. Como se muestra en la Figura 7, se encontrd una disminucion
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significativa en la concentracion promedio de todos los aminoacidos estudiados a

excepcion de glicina y alanina al dia postnatal 6.
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de la concentracién de los aminodacidos estudiados al dia postnatal 6. A) Aspartato, glicina, GABA, alanina
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La concentracioén de glicina aumenta en las ratas ciegas al dia 60.

Como lo sugeria el patron mostrado por los niveles de glicina a lo largo del
desarrollo, existe una disminucion en los niveles de este neurotransmisor al dia P30 y un
aumento significativo al dia P60. Estas diferencias entre los grupos de individuos control

y los enucleados se muestran la Figura 8.

La relacién entre glutamato y GABA se encuentra alterada en las ratas ciegas.

Se ha sugerido que el balance de excitacion-inhibicion es un mecanismo
importante en los cambios observados durante los fendmenos de reorganizacion cortical
(Hensch y Fagiolini, 2005). Por esta razén y como una primera aproximacion, se evaluo
la proporcion de excitacion/inhibicion obteniendo el cociente de la concentracion de
glutamato/GABA, por ser éstos los principales aminoacidos excitador e inhibidor,
respectivamente, y cuya distribucion es ubicua en el cerebro.

Como se muestra en la Figura 9, al dia postnatal 6 existe un aumento significativo
de la fraccion de glutamato/GABA en las ratas enucleadas comparando los niveles con
los de las ratas control. También se observa una disminucion en los niveles de esta
fraccion entre el dia 4 y 6 en las ratas control, que concuerda con el aumento en los
niveles de GABA en los mismos dias en estos individuos (Figura 5). Por otra parte,
aunque tanto glutamato como GABA disminuyen al dia 6 en las ratas enucleadas (Figura
7), es mayor la proporcion de GABA que disminuye en estos individuos, lo que ocasiona
la diferencia en los niveles de la fraccion entre las ratas controles y enucleadas.

Entre los dias 6 y 10 ocurre un aumento significativo en los niveles de la fraccién
glutamato/GABA en las ratas control, de manera que el cociente se iguala entre los
grupos experimentales. Del dia 10 al 60 la fraccion presenta niveles similares en las ratas
control y enucleadas, pero después del dia 60 la proporcion de GABA aumenta

significativamente en las ratas ciegas en comparacion con los controles.
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Figura 9. Cociente de la concentracion Glutamato/GABA. Grafica que muestra los resultados de dividir
el contenido total de glutamato entre el contenido total de GABA en S1. * p<0.05, Prueba t de Student
Controles vs. Enucleados de la misma edad. p<0.05 ANOVA con prueba post-hoc de Gabriel. Los
simbolos en azul representan una diferencia significativa con respecto a la edad inmediata anterior en los
controles.
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DISCUSION

La ceguera produce una reorganizacion extensa del cerebro que se manifiesta en
parte como una expansion de la corteza somatosensorial primaria. Los mecanismos que
conducen a esta expansion son poco claros, si bien se ha postulado que procesos
heterocrénicos pudiesen estar afectando tanto la especificacion de la corteza
somatosensorial como el crecimiento de los elementos neuronales que la constituyen. En
este trabajo evaluamos los cambios en las concentraciones de algunos aminoacidos
neurotransmisores durante el desarrollo postnatal en la corteza somatosensorial primaria
de animales enucleados al nacimiento. Nuestros resultados muestran que en las ratas
enucleadas existe una disminucion en los niveles de algunos aminoacidos al dia postnatal
6 y que los niveles de glicina aumentan al dia 60. También obtuvimos datos que sugieren
que la relacion de excitacion/inhibicion se encuentra disminuida en etapas adultas en las
ratas ciegas.

Los resultados obtenidos en este trabajo son una primera aproximacion para
evaluar los cambios que ocurren en los sistemas de neurotransmisores en las ratas ciegas.
Varios de los aminoacidos estudiados, ademas de su papel en la neurotransmision,
participan en el metabolismo celular. Es importante mencionar que, debido a que las
concentraciones reportadas en el presente estudio representan el contenido total de los
aminoacidos en el tejido, no podemos estar seguros de que los cambios observados en su
concentracion reflejen modificaciones en la liberacion (para el caso de los aminoacidos
que funcionan como neurotransmisores). En el caso de GABA, las modificaciones en su
el contenido si nos pueden reflejar cambios en la concentracion extracelular, ya que
existe un reporte que sugiere que las disminuciones en la sintesis de este neurotransmisor
ocasionan una disminucién proporcional en su liberacion (Tapia, 1976).

Al dia 6 se encontraron disminuciones en el contenido total de aspartato,
glutamato, glutamina, GABA, taurina y tirosina (Ver Figura 6). Esta disminucion nos
sugiere que a esa edad estan ocurriendo modificaciones importantes en el cerebro de las
ratas ciegas. Existen diversos estudios que muestran que durante la primera semana de
vida postnatal las neuronas tienen una concentracion de cloro intracelular mayor que en

la edad adulta, ocasionando que a edades tempranas la activacion de los receptores
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GABAA provoque una despolarizacion del potencial de membrana de las neuronas y por
lo tanto actie como excitadora (Gao y van den Pol, 2001; Ben-Ari, 2000). Por otra parte,
los receptores de glicina en la corteza en desarrollo son activados principalmente por
taurina, que también promueve la despolarizacion en las neuronas inmaduras (Flint et al.,
1998; Wang et al., 2005). Por lo tanto, una disminucion en los niveles de aspartato,
glutamato, GABA vy taurina en el dia postnatal 6 nos podria indicar que existe una
disminucion en el tono de excitacion cortical.

Se ha propuesto que el balance de excitacion-inhibicion es un componente
fundamental en la organizacién y reorganizacion cortical observada durante el desarrollo
normal y después de las lesiones (Hensch y Fagiolini, 2005). En este contexto se propone
que la disminucion de los mecanismos inhibidores y un aumento de los excitadores
favorecerian los fendmenos de reorganizacion (He et al., 2004). Sin embargo, ademas de
las modificaciones en los campos receptivos de las neuronas, otro proceso de
reorganizacion que ocurre en la plasticidad posterior a las lesiones durante el desarrollo
temprano es el crecimiento de nuevos procesos neuronales. Con respecto al papel de los
neurotransmisores en el crecimiento de los procesos neuronales, existen dos hipotesis
contradictorias entre si. La primera hipotesis sugiere que los niveles altos de
neurotransmisores excitadores (McCobb y Kater, 1989), asi como la actividad eléctrica
(Cohan et al.,, 1985; Cohan y Kater, 1986), inhiben la movilidad de los conos de
crecimiento y el alargamiento de las neuritas. Estos estudios se han realizado en neuronas
del caracol Helisoma trivolvis y al parecer los efectos sobre el crecimiento se deben al
incremento en los niveles de calcio intracelular ocasionado por la despolarizacién de la
membrana (Mattson et al., 1988). La segunda hipotesis sugiere que la actividad neuronal
(Groc et al., 2002) y los neurotransmisores excitadores durante el desarrollo (como
GABA) promueven el crecimiento de los procesos neuronales en el hipocampo (Barbin et
al., 1993).

Si bien no podemos estar seguros de que los cambios encontrados en el contenido
total de aminodcidos al dia postnatal 6 reflejen una disminucién en la concentracion
extracelular de los mismos, nuestros datos parecen indicar que existe una disminucion en
los niveles de aminoacidos excitadores en la corteza somatosensorial primaria de las ratas

ciegas. Si este es el caso, una posible explicacién para el fendmeno de expansion de los
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barriles en los individuos ciegos seria que el crecimiento de los axones talamo-corticales
que los forman esté relacionado con una disminucidn en los niveles de excitacion cortical.
Datos previos obtenidos en el laboratorio muestran que los niveles de actividad neuronal
asociada al uso no difieren entre individuos controles y ciegos (Geovannini et al.,
sometido), lo que estd en desacuerdo con la hipdtesis de que la actividad neuronal
promueve el crecimiento de los procesos neuronales.

Otro factor a tomar en cuenta es que, con la informacion que se tiene hasta el
momento, no podemos determinar si las modificaciones en la concentracién de
neurotransmisores al dia 6 son causantes de la expansién de los barriles, ya que no se ha
determinado con precision el dia postnatal en el que este fendmeno de expansion inicia.
Ademas seria importante conocer si existen diferencias en otros neurotransmisores, como
serotonina, que se ha reportado que actia como factor trofico promoviendo el
crecimiento de las neuritas en cultivo (Lieske et al., 1999; Lotto et al., 1999) y de los
axones talamo corticales que forman los barriles in vivo (Rebsam y Gaspar, 2002). El
hecho de que la concentracion de tirosina disminuya significativamente en las ratas
enucleadas al dia 6 nos sugiere que los niveles de dopamina o de otros neurotransmisores
como noradrenalina o adrenalina podrian estar alterados (Bongiovanni el al., 2006), ya
que la tirosina es precursor de éstos.

La concentracion de glicina aumenta en las ratas ciegas al dia 60. Debido a que en
la corteza cerebral de los adultos la expresion de la subunidad del receptor de glicina que
une al ligando es muy baja (Malosio et al., 1991), no sabemos si el aumento en los
niveles de glicina pudiera tener un efecto en los niveles de inhibicion en los individuos
ciegos. Por otra parte, la glicina es un co-agonista necesario para la activacion de los
receptores NMDA (Johnson y Ascher, 1987; Kleckner y Dingledine, 1988; Monaghan et
al., 1988; Chen et al., 2003).

Durante el desarrollo existen cambios en la expresion de las subunidades NR2 de
los receptores NMDA, que aunque no unen a la glicina, modifican la afinidad del
receptor por este neurotransmisor (lkeda et al., 1992; Kutsuwada et al., 1992; Priestley et
al., 1995). A partir de la primera semana de vida postnatal existe un aumento gradual de
la subunidad NR2A (Kew et al., 1998; Liu et al., 2004), que presenta baja afinidad para
glicina, en el cerebro de las ratas, mientras que la expresion de la subunidad NR2B, que
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presenta una alta afinidad para el aminoacido mencionado, disminuye paulatinamente
después de las 2 semanas de vida (Kew et al., 1998; Babb et al., 2005). Especificamente,
en la capa IV de la corteza somatosensorial del raton existe un aumento en la cantidad de
la subunidad NR2A y una disminucion de NR2B presentes en las sinapsis al dia 20. Estos
cambios en la expresion de las subunidades del receptor NMDA a lo largo del desarrollo
podrian constituir un mecanismo para que las concentraciones extracelulares de glicina
no saturen a los receptores, y que éstos puedan responder a cambios en la liberacion de
este neurotransmisor. De acuerdo con esta suposicidn, existen estudios que sugieren que
los sitios de unidn de glicina en los receptores NMDA no se encuentran saturados in vivo
(Singh et al., 1990; Czepita et al., 1996; Wilcox et al., 1996), y que un aumento en los
niveles extracelulares de glicina puede ocasionar una mayor activacion de estos
receptores (Thomson et al., 1989; Heresco-Levy et al., 1999; Javitt et al., 2004). Ademas
es importante evaluar si los niveles extracelulares de D-serina se modifican, ya que este
aminoacido también funciona como agonista de los receptores NMDA en el sitio de
unién a glicina (Wood et al., 1989; Thiels et al., 1992; Schell et al., 1995).

Para obtener un indicio de posibles cambios en el balance de excitacion/inhibicidn
en la corteza somatosensorial en las ratas ciegas, se obtuvo el cociente de la
concentracion de glutamato/GABA a las distintas edades postnatales. Debido a que
GABA no participa como neurotransmisor inhibidor durante las dos primeras semanas de
vida postnatal en la rata, los cambios en el valor del cociente glutamato/GABA sélo nos
pueden indicar posibles cambios en el balance de excitacién/inhibicion a partir del dia 30,
y en las edades anteriores este cociente Unicamente nos permite evaluar si la proporcion
entre el contenido de glutamato y GABA se modifica en los individuos ciegos.

Entre los dias 4 y 6 encontramos una disminucion significativa en la fraccion
glutamato/GABA en las ratas controles (Figura 9), que no se observa en las ratas
enucleadas, por lo que el cociente es significativamente mayor en éstas al dia 6. Este
cambio en el cociente glutamato/GABA se debe a que en las ratas controles hay un
aumento significativo en la concentracion de GABA entre los dias 4 y 6, mientras que en
las ratas ciegas la concentracion no aumenta de manera significativa.

El GABA se ha postulado como el principal neurotransmisor excitador en algunas
regiones del cerebro de la rata durante la primera semana de vida (Gao y van den Pol,
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2001), por lo que el incremento de la fraccion glutamato/GABA al dia 6 en las ratas
enucleadas refuerza la idea de que en los individuos ciegos existe una disminucion de los
niveles de excitacion cortical. Aparentemente, esta regulacion se logra en parte evitando
el aumento en la concentracion de GABA al dia 6 que ocurre durante el desarrollo normal.

Ademas, en este trabajo encontramos una disminucion significativa en la
proporcion de GABA con respecto al glutamato al dia 90, en las ratas enucleadas. Este
hallazgo, ademas de indicar que las alteraciones en los niveles de neurotransmisores se
mantienen varios meses después de la lesion, sugiere que un aumento en el tono
inhibitorio pudiese participar en la estabilizacién de los cambios morfo-funcionales
observados en la corteza somatosensorial primaria de las ratas ciegas.

Las implicaciones fisiologicas de los cambios en los niveles de neurotransmisores
encontrados en las ratas ciegas son dificiles de explicar en un contexto Unicamente a nivel
cerebral. Sin embargo, datos previos del laboratorio muestran que en los individuos
ciegos ocurren cambios no sélo en el cerebro sino en todo el cuerpo. La inervacion de los
bigotes se incrementa de manera significativa en las ratas ciegas en comparacion con las
ratas controles entre los dias 30 y 60 (Martinez, 2004). Este aumento en la densidad de
inervacién al dia 60 en las ratas ciegas coincide con el aumento en los niveles de glicina
al mismo dia. Por lo tanto, una posible explicacion para el incremento en los niveles de
este neurotransmisor es que se requiera de una mayor activacion de los receptores
NMDA debido a la mayor cantidad de informacion que llega a la corteza somatosensorial.
Posteriormente, el aumento en los niveles de GABA al dia 90 podria ayudar a refinar los
campos receptivos de las neuronas.

Otra observacién interesante hecha en el presente trabajo es que, a pesar de que
encontramos una diferencia significativa en los niveles de taurina al dia postnatal 6, el
patrén de los cambios observados en la concentracion de este aminoacido a lo largo del
desarrollo en ambos grupos de animales es esencialmente idéntico. Debido a que la
adecuada concentracion de taurina es necesaria para mantener una tasa de crecimiento
corporal y cerebral normales (Sturman, 1993), el hecho de que no existan diferencias en
el patrén de taurina a lo largo del desarrollo entre las ratas controles y las ciegas (Cuadro
1) quizas explica la falta de diferencias en el peso corporal y el tamafio cerebral
observados entre ambos grupos de animales (Martinez, 2004; Hernandez, 2006).
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CONCLUSIONES

e La enucleacion neonatal ocasiona una disminucion en los niveles de algunos

aminoacidos en la corteza somatosensorial al dia postnatal 6.

e Dos meses después de la enucleacion aumentan los niveles de glicina.

e Tres meses después de la enucleacion existe una disminucion en el contenido relativo

de GABA con respecto al glutamato.

e Es probable que la reorganizacién de la corteza somatosensorial primaria en
individuos ciegos se asocie a una disminucion en la excitabilidad cortical durante los

primeros dias de vida postnatal.

PERSPECTIVAS

Debido a los cambios encontrados en el contenido de algunos aminodacidos al dia
6, seria interesante corroborar mediante micro dialisis y HPLC si la liberacién de éstos y
otros neurotransmisores (como las aminas biogénicas) también se modifica, y evaluar
mediante electrofisiologia si efectivamente existe una disminucién en los niveles de
excitacion cortical. Ademas, para poder correlacionar los cambios encontrados en los
niveles de neurotransmisores con el fendmeno de expansion de los barriles seria
importante establecer con precision la fecha en que se expande la corteza somatosensorial
primaria en las ratas enucleadas. Estos elementos nos permitirian tener mas herramientas
que nos ayuden a explicar el fendmeno de reorganizacion de la corteza somatosensorial

en los individuos ciegos.
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